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Apresentacao

Nos programas de melhoramento genético a informacao da diversidade
genética dentro de uma espécie é essencial. Além disso, é Gtil na
caracterizacao individual dos acessos e cultivares e como guia na

escolha dos pais em programas de cruzamento. Com a aprovacao da Lei de
Protecdo de Cultivares no Brasil, devera ser de grande utilidade, visto

que uma cultivar podera ter sua identidade baseada em marcadores
Moleculares.

Avancos realizados na biologia molecular, principalmente com os
marcadores moleculares do tipo polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(RAPD), tém demonstrado que estes constituem-se em ferramentas eficazes
na determinacao da distancia genética e no fornecimento de informacao
precisa a respeito da variabilidade genética entre os varios gendétipos.

Assim, os resultados divulgados nesta publicacdo mostram que as anélises
de RAPD sao eficientes na avaliacao da divergéncia genética de gendtipos
de batata, cujos dados servem de orientacao na selecao de genitores e
representam um primeiro passo na caracterizacao (“fingerprinting”) de
cada cultivar.

Arione da Silva Pereira
Chefe de Pesquisa e Desenvolvimento
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Caracterizacao e
Divergéncia Genética
entre Gendtipos de Batata
através de Marcadores
RAPD

Eliana Antbnia Valente S. Collares
Eva Choer
Arione da Silva Pereira

Introducao

A batata é uma das principais hortalicas, tanto pela area plantada como pela
preferéncia alimentar. No Brasil, a cultura é caracterizada por apresentar
dependéncia de importacdo de grandes volumes de batata-semente de
cultivares de origem européia. Entretanto, no Rio Grande do Sul, gracas ao
programa de melhoramento de batata da Embrapa Clima Temperado, iniciado
em 1946, e com o lancamento de cultivares adaptadas e de boa produtividade,
o estado tornou-se pouco dependente desta importacao.

O estreito relacionamento genético existente entre cultivares, na maioria das
espécies, assim como a dificuldade de se efetuar grande nimero de
cruzamentos em batata, sugere a necessidade de cruzar genétipos que
apresentem divergéncia genética. A selecdo dos genitores e a caracterizacao da
variabilidade genética existente é decisiva para o incremento da eficiéncia em
programas de melhoramento. Varias metodologias tém sido empregadas para
caracterizar e avaliar a similaridade ou distancia genética entre gendtipos. A
técnica de polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) tem sido usada,
com sucesso na identificacdo, na caracterizacao, estimativa da divergéncia
genética e na construcao de mapas de ligacao génica, pois apresentam, em
geral alto conteudo informativo, identificam um bom nimero de locos
polimérficos por reacao, além de ser uma técnica acessivel, répida, de baixo
custo e de pouca mao de obra.
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Isenegger et al. (2001), Thiéry et al. (2001), Polzerova et al. (2000) e Forapani
et al. (1999), consideram os marcadores RAPD, uma ferramenta Util na
caracterizacao e identificacao de cultivares e na diferenciacado e estimativa das
relacdes genéticas, além de se constituir em uma técnica rapida.

Andlise do DNA

Para anélise de DNA através da técnica de RAPD, foram coletadas 120mg de
folhas jovens de plantas de batata, das cultivares comerciais Piratini, Elvira,
Santa Silvana, Monte Bonito, Trapeira, Baronesa, Cristal, Achat, Santo Amor,
Atlantic, Catucha, Cerrito Alegre, Cascata, Eliza, Cangucu, Asterix, BR3 e dos
clones Baronesa Pinta Rosa, Baronesa Pinta Branca, C-1311-11-82, 2AC-917-
7-80, C-1485-2-87, C-1226-35-80, C1485-6-87, CR-1208-98-80, C-1740-11-
95, C-1750-15-95, C-1730-7-94 e C-1684-7-93.

Foram realizadas extracdes de DNA de uma mesma planta, de cada um dos 29
gendtipos, a partir do protocolo descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998). A
estimativa da concentracdo de DNA foi realizada com base na comparacao da
intensidade das bandas de DNA com o padrao lambda cortado com a enzima
Hind I, ficando estabelecida uma concentracéo final de 5ng.ul . As reacdes de
amplificacdo foram realizadas com um volume de 13ul, conforme Ferreira &
Grattapaglia (1998), com modificagcées contendo cada amostra 3,64. ul de
agua pura autoclavada; 1,3ul de tampao10x; 0,78ul de MgCl, (50mM); 1,04ul
de dNTPs (2,5mM); 1,04ul de BSA purificada (5mg.ml"); 3,0ul de primer (5ng.
ul"); 0,2ul de Taq polimerase (5 unidades. ul'); 2ul de DNA genémico
(6ng.ul"), e cobertas com uma gota de 6leo mineral. As amplificacdes foram
realizadas em um termociclador (RoboCycler 96 Temperature Cycler -
Stratagene) programado para 40 ciclos repetidos nas seguintes condicdes: 1
minuto a 92°C (desnaturacao), 1 minuto a 35°C (anelamento) e 2 minutos a
72°C (extencao). Apés, foi efetuado um passo final de extensdo de 5 minutos
a72°C.

Os produtos das reacoes de amplificacdo foram separados por eletroforese
horizontal em gel de agarose (GIBCO) submerso, na concentracéo de 1,2%,
com uma diferenca de potencial de 5v.cm™ por trés horas e corados com
brometo de etidio. Em todos géis foi utilizada uma prova em branco e, também
um DNA padrao da Ladder de 1Kb (4ul), com fragmentos de tamanhos
conhecidos.

Um total de sete primers, provenientes dos kits OPX e OPY da Operon
Technologies (Alameda, CA), cada um contendo 20 tipos de oligonucleotideos
iniciadores, foram utilizados para a triagem, sendo que destes, quatro foram
escolhidos pela resolucao das bandas e pelo polimorfismo apresentado.
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Foi construida uma matriz de dados, com atribuicdo de escores, baseada na
auséncia (0) e presenca (1) de bandas. A andlise de similaridade entre os
gendtipos foi efetuada empregando-se o coeficiente de Jaccard, através do
SIMQUAL (similaridade para dados qualitativos), e o agrupamento dos
gendétipos foi feito pelo método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA),
através de SAHN (agrupamento seqliencial, aglomerativo, hierarquico e
exclusivo), e usado o software NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis for Personal Computers), v.1.5 (Rohlf, 1989).

Caracterizacdao molecular dos genétipos

Os quatro primers usados, possibilitaram distinguir todos os gendétipos e
geraram 39 produtos amplificados (bandas), com o nimero de fragmentos
produzidos variando de cinco (OPX-4) a 14 (OPX-9), com média de 9,75
bandas por primer (Tabela 1). Dessas, 35 foram polimérficas (90% do total) e
quatro foram monombérficas (10%).

Semelhantemente, Thiéry-Moisan et al. (2001) e Forapani et al. (1999), com
apenas trés primers, identificaram respectivamente, 37 e 57 gendétipos de
batata. Entretanto, Hosaka et al. (1994) precisaram usar 31 primers para
distinguir 67 das 73 cultivares japonesas de batata. Ghislain et al. (1999), com
12 primers, obtiveram 102 marcadores polimérficos, os quais discriminaram
128 acessos de batata andigena. Isenegger et al. (2001) diferenciaram 64
cultivares, utilizando 67 primers, que geraram 133 polimorfismos.

Segundo Weir et al. (1997), as diferencas no nimero de bandas produzidas por
primer podem ser devidas ao comprimento e a sequéncia do primer utilizado, bem
como ainteracao primer-DNA template.

Cada primer, através de seus produtos amplificados, visualizados em gel
(Figura 1), permitiu a separacédo dos gendtipos em diferentes padroes (Tabela
2). O primer OPX-09 foi o que apresentou o maior nimero de bandas
polimérficas e a formagédo do maior nimero de padrdes (25), e,
conseqlientemente, a melhor diferenciacdo dos gendétipos. Rocha (2000)
também constatou o OPX-09 como o mais polimérfico, diferenciando todos os
nove gendtipos de batata.
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Tabela 1. Bandas monomérficas e polimérficas em genétipos de batata geradas
por amplificacédo pela técnica RAPD.

Seqléncia Bandas Bandas
Primer (5 3) Polimérficas Monomérficas Total
OPX-01 CTGGGCACGA 10 (6] 10
OPX-04 CCGCTACCGA 5 0 5
OPX-09 GGTCTGGTTG 14 0 14
OPY-07 AGAGCCGTCA 10 4 6

Figura 1. Eletroforese de fragmentos RAPD em gel de agarose 1,2%,
amplificado com o primer OPX-09 e corados com brometo de etidio. Da
esquerda para direita: coluna 16 e 17, respectivamente, prova em branco e
marcador 1 Kb; colunas de 1-15, gendtipos de batata.
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Tabela 2. Padrdes eletroforéticos de 29 gendtipos de batata, gerados por
fragmentos de RAPD com quatro primers OPX e OPY (Operon
Technologies Alameda, CA).

Genétipos PRIMERS
OPX-09 OPY-07 OPX-04 OPX-01

Piratini # 1 # #
Elvira 1 2 1 1
S.Silvana 2 3 2 2
M.Bonito # 3 2 3
B.P.Rosa 3 4 2 2
B.Branca 4 5 3 4
Trapeira 5 4 3 2
Baronesa 6 3 2 5
Cristal 7 6 3 6
Achat 8 1 4 7
S.Amor 9 7 5 8
Atlantic 10 8 3 9
Catucha 11 9 4 #
C.Alegre 12 5 2 10
Cascata 13 4 6 11
Eliza 14 5 2 12
Cangucu 15 4 2 2
Asterix 7 10 4 13
BR3 16 11 5 14
C-1311-11-82 17 5 2 10
2AC-917-7-80 18 3 2 3
C-1485-2-87 19 5 2 15
C-1226-35-80 20 12 4 #
C-1485-6-87 21 13 7 6
CR-1208-98-80 22 5 4 16
C-1740-11-95 23 14 4 12
C-1750-15-95 21 5 3 17
C-1730-7-94 24 5 4 9
C-1684-7-93 25 5 3 10

# Nao geraram bandas.

A andlise de similaridade genética mostrou que os clones C-1226-35-80
e C-1485-6-87 foram os que apresentaram a menor similaridade (0,15),
enquanto que a maior (0,86) foi verificada entre as cultivares Trapeira e
Cangucu (Tabela 3). Isenegger et al. (2001) encontraram valores de
similaridade em cultivares de batata, variando de 0,67 a 0,90.
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Através do dendrograma (Figura 2), verificou-se a formacao de dois
principais grupos, um formado apenas pela cultivar Piratini e o outro
constituido por todos os demais genétipos. Este segundo grupo se subdividiu
em dois subgrupos, sendo um constituido pala cultivar Catucha, BR 3 e o
clone C 1226 35 80 e o outro por todos os demais acessos.

Apesar de alguns gendtipos possuirem parentesco muito préximo, isto é,
terem os mesmos pais, como é o caso de C-1485-2-87 e C-1485-6-87 (2
CRI-1149-1-78 x A-876-5-79), Trapeira e Santa Silvana (Baronesa Pinta
Rosa x Baronesa Pinta Rosa), Cerrito Alegre e Cascata (Bintje x Baronesa),
ou com apenas um dos genitores em comum, Cangucu e Piratini; Eliza e C-
1311-11-82; Santo Amor, Cerrito Alegre e Cascata e C-1740-11-95 e C-
1750-15-95), apresentaram valores de similaridade menor do que os
detectados entre cultivares ou clones ndo aparentados (Tabela 3).

Da mesma forma, Demeke et al. (1996) observaram em estudos de
diversidade genética de batata através de RAPD, que cultivares intimamente
aparentados podem, freqlientemente, ser tdo diferentes quanto aqueles com
nenhuma afinidade imediata. Ao contrario, Hosaka et al. (1994) observaram
que os padroes de bandas de RAPD de cultivares intimamente relacionadas
ficaram num mesmo grupo, e, concluiram que estes padrdes foram reflexos
de sua genealogia.

Os resultados encontrados mostraram que foi possivel distinguir todas as
cultivares e clones,e sugerem que as analises de RAPD podem fornecer uma
melhor avaliacao da divergéncia genética na selecdao de progenitores do que
as andlises baseadas estritamente, na informacao de genealogia.
Semelhantemente, Ford et al. (1997), através da técnica de RAPD,
diferenciaram cultivares de batata intimamente relacionadas, o que nao foi
atingido com técnicas morfolégicas.
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Piratini
Elrira
33ilvana
Baronesa
EFFosa
CR12029220
17401195

E—
MEomto
240817780
Eliza
1485287
Cristal
ClER4795
1730794
EPEranca
Trapeira
Canzum
Cascata
Chlezre
C13111182

Atlantic
C17301585
— 1485687

Achat
_|—|: steris
Shmor
Catucha
—‘ C1223580
ER5
| T T T T I T T T T | T T T T | T T T T |
onn 025 nsn 075 1m
Coefficient

Figura 2. Dendrograma de 29 gendtipos de batata, pelo método UPGMA,
baseados em marcadores RAPD.
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