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Introdução

Em dezembro de 1997 passou a vigorar 
no Brasil a legislação para a proteção 
de cultivares, garantindo os direitos dos 
obtentores de novas variedades vegetais. 
Para que uma cultivar seja protegida, ela deve 
ser um produto de melhoramento genético; 
ser de uma espécie passível de proteção 
no Brasil; não haver sido comercializada 
no exterior há mais de quatro anos, ou 
há mais de 6 anos, no caso de videiras ou 
árvores; não haver sido comercializada no 
Brasil há mais de um ano; ser distinta; ser 
homogênea e ser estável. Estes três últimos 
requisitos são comprovados por meio de 
experimentos específicos, chamados de testes 
de DHE (Distingüibilidade, Homogeneidade 
e Estabilidade). A distingüibilidade de uma 
cultivar é baseada em suas diferenças 
com relação a qualquer outra cultivar cuja 
existência na data do pedido de proteção seja 
reconhecida. A homogeneidade refere-se à 
uniformidade entre plantas dentro da mesma 
geração, enquanto que a estabilidade refere-se 
à manutenção das características através de 
gerações sucessivas (SNPC, 2008). 

Os testes DHE são baseados em descritores 
morfológicos específicos para cada espécie. 
Para a batata, Solanum tuberosum L., 
foi publicada pelo Serviço Nacional de 
Proteção de Cultivares (SNPC) uma lista 
com 33 descritores morfológicos. No Brasil, 
atualmente, estão protegidas pelo SNPC 61 
cultivares de batata (MAPA, 2008). 

Embora os descritores morfológicos sejam 
essenciais para caracterizar uma cultivar, 
o número crescente de variedades que a 
cada ano vem sendo desenvolvido e que 
conseqüentemente solicitarão registro 
e proteção, resultará no fato de que em 
algumas situações, a distinguibilidade da nova 
variedade será difícil de ser obtida apenas 
com base nos caracteres morfológicos. 
Considerando este ponto de vista, o uso de 
marcadores moleculares como descritores 
complementares aos morfológicos a fim de 
auxiliar na identificação e discriminação dos 
novos materiais genéticos é uma perspectiva 
com grandes chances de se tornar uma 
realidade (RIEK et al., 2001).
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Comparada aos caracteres morfológicos, a 
genotipagem com marcadores moleculares 
oferece algumas vantagens na identificação 
de cultivares, uma vez que a caracterização 
molecular é independente das condições 
ambientais, do estádio fenológico da planta 
e apresenta a possibilidade de ser realizada 
precocemente e de forma rápida (BERNET et 
al., 2003).

Entre os diferentes tipos de marcadores 
moleculares, os microssatélites ou SSR 
(Simple Sequence Repeat), por serem co-
dominantes, altamente polimórficos e com 
alta reproducibilidade, são considerados 
os mais adequados para a identificação de 
cultivares (JONES et al., 1997; SPOONER et 
al., 2005). A principal restrição ao uso de SSR 
na genotipagem de cultivares se deve ao 
fato de que, para algumas espécies, poucos, 
ou até mesmo nenhum par de primers que 
amplificam um locus SSR foi identificado. 

Entretanto, esse não é o caso da batata, 
onde mais de 100 locus SSR são descritos na 
literatura (GHISLAIN et al., 2004; SPOONER et 
al., 2007).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo 
de investigar o poder discriminatório de 
12 loci SSR na caracterização de cultivares 
de batata oriundas de programas de 
melhoramento do Sul do Brasil, sendo que 
sete destas variedades apresentam algum 
grau de parentesco.

Material e Métodos

No total, foram caracterizadas 18 cultivares 
de batata (Solanum tuberosum L.). Destas, 
14 são de origem brasileira, desenvolvidas 
por programas de melhoramento genético 
do Sul do Brasil, três são européias e uma é 
americana (Tabela 1).

*desconhecida, provavelmente foi desenvolvida a partir de escape de clones gerados no IPEAS, 
Pelotas, RS (Pereira & Castro, 2006). 

Tabela 1. Origem e genealogia das cultivares de batata caracterizadas com 
marcadores SSR.



3Marcadores SSR em batata: importante técnica para auxiliar no registro e proteção de cultivares

A caracterização das variedades foi realizada 
com base em 12 loci SSR (GHISLAIN et 
al., 2004): STGBSS; STWAX-2; STM1017; 
STM1053; STPoAc58; STM1052; STM1064; 
STM1058; STM1031; STM1016; STM1104; 
STM1106; STM1016 (Tabela 2). As reações de 
PCR foram realizadas em um volume final de 
20 µL, contendo 30 ng de DNA genômico, 0,5 
µM de cada primer, 200 µM de cada dNTP 
e 1U de Taq em 10 mM de Tris-HCl pH 8,3, 
1,5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl e 0,001% 
de gelatina. As reações foram realizadas em 
termociclador GeneAmp PCR System 9700 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 
de acordo com o seguinte programa: 3 min a 

Tabela 2. Loci SSR usados na caracterização das cultivares de batata.

Fonte: Ghislain et al., 2004.

94oC, 2 min a temperatura de anelamento (Ta) 
de cada primer (Tabela 2) e 1 min 30s a 72oC 
seguido de 29 ciclos de 1 min a 94oC, 2 min a Ta 
e 1 min 30s a 72oC com uma extensão final de 
5 min a 72oC. 

Aos produtos da PCR foi adicionado, 
na proporção 1:2, solução tampão de 
carregamento (formamida deionizada 99%, 
EDTA 10 mM, 0,025% de xileno-ciano e 
0,025% de azul de bromofenol). As amostras 
foram desnaturadas por 5 min a 94oC. Foram 
aplicados 4,0 µL desta solução em gel de 
seqüenciamento (poliacrilamida 6% p/v, uréia 
7 M). 
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A corrida eletroforética foi de 2 h a 70 W. Os 
fragmentos amplificados foram visualizados 
após coloração do gel com nitrato de prata, 
seguindo protocolo descrito por Creste et al. 
(2001). O tamanho dos alelos foi estimado 
em comparação com o marcador de peso 
molecular de DNA de 10 bp (InvitroGen Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

Para cada locus SSR, os alelos receberam 
nota um quando presente, e zero quando 
ausente. Com base no coeficiente de 
Jaccard, os genótipos foram agrupados pelo 
método UPGMA. Foi estimado o coeficiente 
de correlação cofenética entre a matriz de 
similaridade e o dendrograma. As análises 
foram realizadas com o programa NTSYS-pc 
(Rohlf, 2005).

Resultados e Discussão

Os 12 loci SSR analisados permitiram a 

separação das 18 cultivares avaliadas, 
comprovando a grande capacidade dos 
marcadores SSR em discriminar e identificar 
variedades de batata (KAWCHUK et al., 1996; 
SPONNER et al., 2007). A análise de correlação 
cofenética entre o dendrograma e a matriz de 
similaridade foi de 82,3%. Seis grandes grupos 
foram formados (Figura 1). A cultivar Santo 
Amor, assim como a Asterix, foram localizadas 
em grupos isolados e distintos, com 45% de 
similaridade, sendo os acessos mais distantes. 
A máxima similaridade foi encontrada entre 
as cultivares Baronesa e Santa Silvana, 86%. 
Esta variedade tem origem em um cruzamento 
entre dois clones oriundos da ‘Baronesa’, 
justificando a alta similaridade encontrada. 
Por outro lado, ‘Cascata’ e ‘Cerrito Alegre’, 
ambas oriundas do mesmo cruzamento, 
foram agrupadas em grupos distintos, com 
60% de similaridade, mostrando a alta 
heterogeneidade dos seus genitores para os 
loci avaliados, ‘Bintje’ x ‘Baronesa’.

Figura 1. Agrupamento de 18 cultivares de batata pelo método UPGMA obtido a partir da análise 
de 12 loci SSR com base no coeficiente de similaridade de Jaccard.
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A analise dos 12 loci SSR resultou na 
identificação de 48 alelos no germoplasma 
avaliado. O primer STM1016 foi o que 
apresentou maior diversidade, sendo 
identificados seis alelos, seguido pelo STWAX 
e STM1104, com cinco; STM1106, STGBSS, 
STM1052 e STM1064 com quatro; STM1031 
com três e STM1017, STM1053, STPOAc58 e 
STM1058 com dois alelos.

O perfil genotípico de cada cultivar, resultante 
da combinação dos 12 loci SSR analisados, foi 
único. Mesmo com a análise de um número 
relativamente pequeno de loci SSR, foi 
possível discriminar e caracterizar cultivares 
de batata que apresentam genitores em 
comum na sua origem (Tabela 3). 

Estes dados apóiam a adoção de marcadores 
SSR como informações complementares 

aos descritores morfológicos no processo de 
proteção de cultivares. Entretanto, para que 
o emprego desta técnica realmente venha 
a contribuir com o processo de proteção de 
cultivares, é importante que especial atenção 
seja dada à padronização dos protocolos e que 
também sejam usados genótipos em comum 
nas análises moleculares para que estes 
sirvam de referência para a padronização dos 
pesos moleculares e permitam a comparação 
de cultivares analisadas em laboratórios 
distintos.

Associada à alta reproducibilidade dos 
marcadores SSR (JONAS et al., 1997), os 
resultados obtidos no presente trabalho 
sustentam a adoção dos marcadores SSR 
como técnica complementar na caracterização 
e descrição de variedades submetidas ao 
processo de proteção de cultivares.

Tabela 3. Perfis genotípicos das cultivares de batata que apresentam 
na sua genealogia a cultivar Baronesa. Perfis com base em 12 loci SSR 
expressos em tamanho dos fragmentos amplificados (pares de base).

* não avaliado.

Considerações finais

Os resultados encontrados neste trabalho 
mostram o grande potencial discriminatório 
dos marcadores SSR, mesmo quando 
analisadas cultivares de batata com alto grau 
de parentesco.
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