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Resumo

A batata BRSIPR Bel, indicada para uso industrial na forma de chips e batata palha, foi lancada em 2012
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) e Instituto Agronomico do Parana (Iapar).
Por tratar-se de uma cultivar recentemente lancada, ainda ndo possui dados moleculares disponiveis. Este
trabalho teve como objetivo estabelecer o perfil molecular da cultivar BRSIPR Bel. Para isso, utilizou-se 24
pares de primers de microssatélites (SSR), e comparou-se os padrdes da BRSIPR Bel com os apresentados
pelas cultivares Agata, Atlantic e Asterix, que figuram entre as mais cultivadas no Brasil. Foram obtidos 74
alelos no total, variando de 90 a 300 pares de base. Seis pares de primers foram altamente polimorficos e
demonstraram, individualmente, perfis diferentes para as quatro cultivares, permitindo distingui-las com a
analise deste loci. Apenas dois pares de primers foram monomorficos para as quatro cultivares. Dessa forma,
foi possivel observar que o conjunto de primers utilizado foi eficiente para caracterizar a cultivar BSRIPR
Bel e distingui-la das outras trés cultivares escolhidas para este trabalho.

Introducao

A cultivar de batata BRSIPR Bel foi langada em 2012, pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa) e o Instituto Agrondmico do Parana (Iapar). Apresenta tubérculos de formato oval, pelicula amarela
e lisa, polpa creme e caracteristicas de qualidade de fritura. E indicada especialmente para processamento
industrial, principalmente na forma de chips e de batata palha (Embrapa e Iapar, 2012).

A identificacgdo de cultivares ¢ importante para a documentagdo dos recursos genéticos € para a protegao
dos direitos dos melhoristas. No Brasil, a Lei de Proteg¢ao de Cultivares (n° 9.456, de 25/04/1997) estabelece
que, para ser registrada e langada no mercado, uma cultivar deve apresentar um conjunto de caracteres que
a diferencie das demais. Esses caracteres deverdo ser comuns a todas as plantas, e precisam permanecer
estaveis ao longo dos ciclos de multiplicagdo (Marques, 2003). Nesse sentido, a caracterizagdo morfoldgica
¢ empregada com sucesso. Porém, em estudos de certificacdo de cultivares, algumas desvantagens limitam o
uso desse tipo de caracterizacdo, destacando-se o tempo e custo despendidos para acompanhar todo o ciclo
de crescimento das plantas, e a influéncia nas caracteristicas morfologicas exercida pelo ambiente.

Os marcadores moleculares podem ser utilizados para detectar diferengas ao nivel de DNA, por meio
de polimorfismos, formando um padrio caracteristico de cada acesso (Faleiro, 2007), com as vantagens de
nao sofrerem influéncia do ambiente e acelerarem o processo de caracterizagdo em relacdo a caracterizagao
morfolégica (Ferreira e Grattapaglia, 1996). Ghislain et al (2009) propuseram um kit de marcadores
microssatélites (SSR) distribuidos nos doze cromossomos, para caracterizagdo molecular de germoplasma
de batata, que pode ser usado para multiplas aplicacdes, incluindo identificagdo de variedades, estudos de
diversidade genética, estabelecimento de cole¢des nucleo e estudos de fluxo génico. Kawchuk et al (1996),
em um trabalho utilizando marcadores microssatélites (SSR), concluiram que tal técnica ¢ eficiente para a
identificacao de cultivares de batata.

A BRSIPR Bel ¢ uma cultivar recentemente langada, e, portanto, ainda ndo foram empregados marcadores
moleculares na sua caracterizagao.

O presente estudo teve como objetivo estabelecer o perfil molecular da cultivar de batata BRSIPR Bel,
por meio de marcadores SSR, comparando-o com o das cultivares mais plantadas no pais, Agata, Atlantic
e Asterix.
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Material e Métodos

As analises foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Clima Temperado. As
amostras utilizadas pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma de Batata da Embrapa. Para comparagio
com a BRSIPR Bel, foram escolhidas trés importantes cultivares de batata. As cultivares Asterix e Atlantic,
assim como a BRSIPR Bel, sdo indicadas para fritura, enquanto a cultivar Agata ¢ a mais plantada no Brasil.

Para a extragdo do DNA, foram coletados cerca de 150 mg de tecido de folhas jovens, e utilizou-se o
protocolo descrito por DArT® (2013). As amostras de DNA foram quantificadas em fluorometro e agarose
1%, e tiveram a concentragao ajustada para 20 ng/ul.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando 24 primers de SSR, componentes do Potato Genetic
Identity kit, sintetizados com cauda M 13, utilizando o corante IRDye 800 (Li-cor, USA), conforme protocolo
descrito por Ghislain et al (2009), com algumas modificagdes. Os produtos das amplificagdes foram separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, com o marcador de peso molecular IRDye 50-350 bp (Li-
cor, USA), no sequenciador Li-cor 4300. Os tamanhos dos fragmentos foram avaliados no software Saga
Generation 2 (Li-cor, USA).

Resultados e Discussao
Os perfis moleculares das quatro cultivares, obtidos para cada um dos /oci SSR estudados, estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Perfis moleculares das cultivares de batata Atlantic, Agata, Asterix e BRSIPR Bel, baseados em 24

loci SSR, expressos em tamanho dos fragmentos amplificados (pares de base).

N° total de alelos/

Loci Atlantic Agata Asterix BRSIPR Bel locus SSR
STG0001 160/145 160/156/147 156/152/138 160/156/145 5
STGO0010 185/178 185/182/178 185/182 185/182/178 3
STGO0016 172/154/151 154/151/142 172/154/142 172/154/151 4
STG0025 219/216 219/216 219/216 219/216 2
STI0001 211/207/205/198 205/198/195 211/205/198 211/205/198/195 5
STI0003 188/180/168/159/150 188/159 188/180/159/150 168/159/150 5
STI0004 123/101 123/117/101 123/101 123/117/101 3
STI0012 200/188/184 188/184/181 188/184/181 207/188 5
STI0014 148/140 148/140 148/145/140 145/140 3
STI0030 105 125/113/105 110/105 105 4
STI0032 142/133/130 139/127 142/139/137 142/137 7
STI0033 143/131 149/131 149/140/131 149/137/131 5

STMO0019* 224 224/208 214/202 208 4

131/120/105 131/105 131/105 131 3
STMO0031 204 204/184 204/184 203 3
STMO0037 98/96/92/90 98/92/90 98/90 98/96/90 4
STM1052 241/224 224 224 224 2
STM1053 187 187/185 187 187/185 2
STM1064 210/206 211/206 212/206 211/206 3
STM1104 190/186 190/186 190/186 186 2
STM1106 174/160 160 160 174/160 2
STM5114 313/304/297 313/306/304 313/310/301 306/304 6
STM5121 304 302 302 302 2
STM5127 284/256/253 284/256/253 284/256/253 284/256/253 3
STPoAcS58 249 249 249 255/249 2

* 0O marcador STMO0019 amplificou em dois loci.
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Nos 24 loci estudados, foram encontrados 74 diferentes alelos, que variaram de 90pb a 313pb. O numero
de alelos por locus variou de 7 (STI0032) a 2, com média igual a 3,56.

O primer STM0019 apresentou duas regioes de amplificagdo, coincidindo com os dois /oci encontrados
por Ghislain et al. (2009). Os fragmentos obtidos com o primer STM0019 apresentaram diferenca de 18pb
em comparagao com os fragmentos encontrados por Ghislain et al (2004), utilizando gel de poliacrilamida e
coloracdo com nitrato de prata. Tal variacdo, porém, ¢ compativel com a adi¢do da cauda M13, que contém
19 nucleotideos, no primer forward, necessaria para eletroforese no sequenciador Li-cor 4300.

Apenas dois /oci foram monomorficos para as quatro cultivares utilizadas (STM5127 e STG0025) (Tab.
1). Os loci STI0001, STI0032, STI0033, STM0019, STM0037 e STM5114, individualmente, permitiram
distinguir as quatro cultivares. Com isso pode-se afirmar que € possivel diferenciar as cultivares Agata,
Atlantic, Asterix e BRSIPR Bel, analisando apenas um /oci. Em um estudo de diversidade realizado com
acessos de batata do Quénia, Lung’aho et al (2011) observaram que o locus STM0037 foi o mais informativo,
e 0s loci STPoACS58 e STG0025 foram menos informativos, o que vem ao encontro dos resultados obtidos
neste trabalho, uma vez que o primer STM0037 permitiu distinguir as quatro cultivares, o loci STPoAC58 foi
polimérfico apenas para a cultivar BRSIPR Bel, ¢ 0 loci STG0025 foi monomorfico para as quatro cultivares.

A caracterizagdo molecular, pelo alto nivel de polimorfismo detectavel, mostra-se como uma excelente
técnica complementar a caracterizagdo morfologica no processo de registro e protecdo de cultivares. Uma vez
que, embora a aplicacdo de descritores morfologicos seja fundamental para caracterizar uma nova cultivar,
a caracterizacdo morfologica tem algumas desvantagens, como o fato de exigir maior tempo de execu¢ao
e ainda sofrer influéncia do ambiente. Além disso, com o crescente numero de cultivares registradas e a
eventual similaridade fenotipica das mesmas, podera haver dificuldades em diferencia-las somente por meio
de caracteres morfologicos. Pode-se observar que o Potato Genetic Identity kit proposto por Ghislain et al
(2009) foi eficiente para a distingdo da cultivar BRSIPR Bel das demais cultivares avaliadas, permitindo o
estabelecimento do perfil molecular da mesma com sucesso ¢ a sua discriminagdo com a analise de apenas
um locus SSR.
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