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RESUMO

A batata-doce (Ipomoea batatas L.) € uma cultura de zonas tropicais, com grande importancia
econémica no Brasil e no mundo. No Brasil, o cultivo da batata-doce € focado nas regides Sul
e Nordeste, por pequenos produtores, devido ao seu baixo custo na producdo e caracteristicas
como adaptacdo a condigdes de solo e clima. Estudos feitos através de caracteristicas
morfologicas mostram que o Brasil possui uma diversidade de tipos de batata-doce, porém
algumas cultivares ainda possuem uma estreita diferenca genética entre elas, tornando-se
necessario o conhecimento da variabilidade genética dessa cultura em bancos de
germoplasmas. Este trabalho teve como objetivo realizar o estudo da diversidade genética em
acessos de batata-doce da Colecdo Didatica de Germoplasma da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido, a partir da aplicacdo dos marcadores ISSR. Para a caracterizacido molecular
foram utilizadas folhas de 47 acessos de batata-doce. As amostras foram levadas ao
laboratério de Biotecnologia Vegetal, na Universidade Federal Rural do Semi-Arido, para a
extracdo do material genético vegetal utilizando o método CTAB com modificacdes, e
posteriormente quantificadas em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etidio. Foram
selecionados 13 marcadores ISSR para a analise dos DNAs via amplificacdo por PCR. Os
produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 2% e
corados com brometo de etidio, exposto a luz ultravioleta e fotografado em
fotodocumentador. Os agrupamentos hierarquicos dos acessos foram obtidos através do
método de UPGMA. Foram gerados dois dendrogramas distintos com 47 e 21 acessos. O grau
de similaridade foi calculado através de matriz gerada por meio do coeficiente de Jaccard.
Como resultado, os marcadores ISSR geraram no total 128 bandas de DNA sendo 117
polimérficas e 11 monomorficas. O marcador mais informativo foi DiGA3’RC com 15
bandas polimorficas. A média de marcas polimorficas foi de 9 marcas por primer. No
dendrograma gerado a partir dos dados com 47 acessos, 0 ponto de corte foi de 0,44 e gerou a
formagéo de cinco subgrupos. O subgrupo I foi formado por 29 acessos, o subgrupo Il por
sete acessos, 0 subgrupo Il por trés acessos, 0 subgrupo 1V por sete acessos e o subgrupo V
por um acesso. Os acessos mais distantes foram os AC01 e AC45 (0,2963) e os mais
proximos foram o AC11 e o AC12 (0,9349). Néao foi possivel correlacionar os acessos
pertencentes aos subgrupos gerados neste dendrograma aos seus locais de origem de coleta. O
segundo dendrograma gerado a partir da analise de 21 acessos permitiu a partir de um ponto
de corte de 0,4552 a formacéo de cinco subgrupos distintos. O grupo | foi composto por 12

acessos, 0 subgrupo Il por 2 acessos, o subgrupo Il por 5 acessos, 0 subgrupo IV por apenas



1 acesso, e 0 subgrupo V tambeém por apenas 1 acesso. A menor similaridade genética
encontrada se deu entre os acessos AC07 e AC20 (0,2600). Por outro lado, a menor distancia
observada foi entre os acessos AC15 e AC19 (0,8987). O indice de correlacdo confenética foi
de 0,8702, o que mostra uma 6tima confiabilidade dos dados moleculares obtidos com os
marcadores ISSR. Foi observado ainda que, com base nos dados moleculares, ndo houve uma
mesma distribuicdo dos acessos em subgrupos quando correlacionados a distribuicéo
baseados nos subgrupos gerados pelos descritores morfoldgicos. Os resultados obtidos no
presente estudo revelam que os marcadores ISSR foram eficientes em revelar o nivel de
variabilidade genética entre os acessos de batata-doce, mostrando que ha diversidade genética
entre 0s mesmos, sendo estas informacGes de significativa relevancia para futuros trabalhos

em recursos genéticos da especie.

Palavras-chave: Marcadores ISSR; germoplasma; polimorficos; gendtipos; Ipomoea batatas
L.



ABSTRACT

Sweet potato (Ipomoea batatas L.) is a tropical crop with great economic importance in Brazil
and worldwide. In Brazil, sweet potato cultivation is focused on the South and Northeast
regions, by small producers, due to its low production cost and characteristics such as
adaptation to soil and climate conditions. Studies carried out through morphological
characteristics show that Brazil has a diversity of sweet potato types, but some cultivars still
have a narrow genetic difference between them, making it necessary to know the genetic
variability of this crop in germplasm banks. The objective of this work was to study the
genetic diversity of sweet potato accessions from the Germplasm Didactic Collection of the
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, based on the application of ISSR markers. For
molecular characterization, leaves of 47 sweet potato accessions were used. The samples were
taken to the Plant Biotechnology laboratory, at the Universidade Federal Rural do Semi-
Arido, for the extraction of plant genetic material using the CTAB method with
modifications, and subsequently quantified in a 1% agarose gel, stained with ethidium
bromide. Thirteen ISSR markers were selected for DNA analysis via PCR amplification. The
amplification products were subjected to horizontal electrophoresis in a 2% agarose gel and
stained with ethidium bromide, exposed to ultraviolet light and photographed in a
photodocumenter. Hierarchical groupings of accessions were obtained using the UPGMA
method. Two distinct dendrograms were generated with 47 and 21 accessions. The degree of
similarity was calculated using a matrix generated using the Jaccard coefficient. As a result,
the ISSR markers generated a total of 128 DNA bands, 117 of which were polymorphic and
11 were monomorphic. The most informative marker was DiGA3'RC with 15 polymorphic
bands. The average number of polymorphic marks was 9 marks per primer. In the dendrogram
generated from data with 47 accessions, the cutoff point was 0.44 and generated the formation
of five subgroups. Subgroup I was formed by 29 accessions, subgroup Il by seven accessions,
subgroup 111 by three accessions, subgroup IV by seven accessions and subgroup V by one
accession. The most distant accessions were AC01 and AC45 (0.2963) and the closest were
AC11 and AC12 (0.9349). It was not possible to correlate the accessions belonging to the
subgroups generated in this dendrogram to their places of collection origin. The second
dendrogram generated from the analysis of 21 accessions allowed from a cutoff point of
0.4552 to form five distinct subgroups. Group | consisted of 12 accessions, subgroup Il of 2
accessions, subgroup Il of 5 accessions, subgroup IV of only 1 accession, and subgroup V

also of only 1 accession. The lowest genetic similarity found was between accessions ACO7



and AC20 (0.2600). On the other hand, there was a smaller distance between accessions
AC15 and AC19 (0.8987). The confenetic dynamic index was 0.8702, which shows an
excellent reliability of the molecular data obtained with the ISSR markers. It was also
observed that, based on the molecular data, there was not the same distribution of accessions
in subgroups when correlated to the distribution based on the subgroups generated by the
morphological descriptions. The results obtained in the present study proved that the ISSR
markers were efficient in revealing the level of genetic variability among the sweet potato
accessions, showing that there is genetic diversity among them, and this conversion

information is significant for future work on genetic resources of the species.

Keywords: ISSR markers; germplasm; polymorphic; genotypes; Ipomoea batatas L.
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1 INTRODUCAO

Pertencente a familia Convolvulaceae, a batata-doce (Ipomoea batatas L.) é uma
espécie dicotileddnea, herbacea, hexaploide (2n=6x=90), ou seja, possui 90 cromossomos.
Originalmente da América Tropical, tem seu cultivo mais focado em zonas tropicais do
mundo (ROESLER et al., 2008; CASTRO et al., 2009).

A batata-doce tem um papel de destaque na economia, na agricultura e também uma
importancia social. Seu cultivo geralmente € feito por pequenos agricultores, por ter uma
elevada producdo devido a sua tolerancia a adaptaces e a sua rusticidade, também ao fato do
seu baixo custo de producdo e seu valor de retorno. Outro fator que leva o cultivo € seu
potencial de adaptacdo a condigOes de fertilidade do solo e temperatura (AMARO et al., 2019;
DE ANDRADE JUNIOR et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2006a).

De acordo com Basilio (2022), a China é um dos maiores produtores, com uma
producdo mundial em torno de 62,6%, tendo o continente africano como segundo lugar. O
Brasil possui um cultivo de cerca de 847.896 t, onde o rendimento médio, em 2020, foi cerca
de 14.255 kg/ha. O estado do Rio Grande do Norte no mesmo ano apresentou uma area
plantada de 4.979 ha, com rendimento médio de 11.124 kg/ha (IBGE, 2021).

Segundo Collares et al. (2002) a maioria das cultivares possuem um estreito
relacionamento genético e algumas delas, como a batata-doce, possuem dificuldade de se
efetuar altos cruzamentos. Devido a esse fator, € importante o cruzamento de gendtipos com
diferenca genética, principalmente nos estudos de melhoramento genético.

Para se obter sucesso na conservacdo e melhoramento genético se faz necessario a
compreensdo da diversidade presente na colecdo genética (ZHANG et al., 2000). Estudar a
variabilidade de uma determinada cultura € de grande importancia para se ter parametros
como genitores diferentes, gerando um maior efeito heterético ao serem cruzados
(OLIVEIRA et al., 2000). Os bancos de germoplasma sdo a forma mais acessivel de se
quantificar a diversidade genética, através de caracteristicas morfologicas (SOUSA et al.,
2019). Varios estudos abordam a divergéncia genética da batata-doce de acordo com a
morfologia, caracteristicas morfoagronémicas e até mesmo marcadores isoenzimaticos.
Porém, atualmente se tem uma compreensao maior da diversidade genética através de estudos
com marcadores moleculares, onde € possivel a identificacdo dos locos polimérficos maiores,
dando a possibilidade de diferenciar acessos que possuem caracteristicas tanto morfoldgicas
quanto agrondmicas semelhantes (GONCALVES et al., 2008). A utilizacdo de meétodos a

nivel molecular, como a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), em conjunto com
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marcadores moleculares como ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), permitem uma analise
mais precisa devido ao fato de os marcadores moleculares terem um elevado grau de
polimorfismo e uma expressdo dominante (FALEIRO, 2007). Pesquisas realizadas com as
técnicas de ISSR por Murthy (2021) e Moulin (2012) mostram a eficiéncia destes marcadores
na analise da diversidade genética de batata-doce em bancos de germoplasma de diferentes
localidades. Diante do exposto, 0 presente trabalho tem como objetivo realizar o estudo da
diversidade genética em acesso de batata-doce da Colecdo Didatica de Germoplasma da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, a partir da aplicacdo dos marcadores moleculares
ISSR.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 ORIGEM E IMPORTANCIA ECONOMICA DA BATATA-DOCE

De acordo com a EMBRAPA (2021), ndo existe um consenso cientifico quanto a
origem da batata-doce, porém o mais aceito é sua origem no Norte da América do Sul e na
Ameérica Central. Estudos feitos através da citogenética e marcadores moleculares, por
Roullier et al, (2013) e Nunes (2016), mostram que o0 genoma hexaploide da batata-doce pode
estar relacionado com o fato da espécie Ipomoea trifida ter mais similaridade com a I. batatas.
E comum encontrar cultivares de batata-doce iguais com nomes diferentes, em diferentes
localidades do Brasil, devido ao fato da existéncia de cultivares locais espalhadas pelas
regides (CAVALCANTE, 2016; MIRANDA et al., 1995).

A batata-doce (Ipomoea batatas L.) € uma raiz tuberosa que se adapta a diferentes
climas e solos, caracterizada pela sua facilidade de cultivo e o baixo custo em sua produgéo.
Além disso, outro fator que torna a batata-doce de grande importancia tanto social quanto
econdmica é o fato de sua rusticidade e adaptacio (RITSCHEL & HUAMAN, 2002;
CARDOSO et al., 2005; OLIVEIRA et al, 2015; BRASIL, 2014). Essa hortalica é usada tanto
na alimentagcdo humana, na producao industrial de substancias que utilizam seu amido, quanto
na producdo animal, através da farinha por exemplo. Além disso, é utilizada também na
producdo de bebidas alcodlicas como a Vodka (DA SILVA JUNIOR et al., 2020; LAFIA et
al., 2020; SANTOS et al., 2009; DE ANDRADE JUNIOR et al., 2012), e na producdo de
biocombustivel (alcool).

Quando levamos em consideracédo a producdo mundial de batata-doce, a China é o pais
que lidera o ranking, sendo o principal produtor dessa espécie, com uma producao de 49
milhGes de toneladas. No Brasil, a producdo € focada nos estados do Sul e Nordeste
(Embrapa, 2021). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2021)
mostram que entre os anos de 2010 e 2020 a producdo nacional passou de 495.182t para
847.896 t respectivamente, e atualmente é o 15° produtor mundial e o maior na América
Latina (FAO, 2021).

A produtividade nacional da batata-doce tem uma media baixa, devido ao fato de que
muitas vezes a variedade utilizada para o cultivo em determinadas regides € baixa, pois sao
realizadas sem estudos prévios. Existe também o fato de que muitas vezes o plantio dessa

hortalica € feito de maneira incorreta ou em solos inadequados, fazendo com que a cultura ndo
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expresse todo seu potencial. Outro fator que pode levar a baixa produtividade é a baixa
variabilidade, esse fator pode tornar a planta suscetivel a doencas, como viroses
(FERNANDES, 2013; CARMONA et al., 2015; SILVA et al., 2015).

2.2 GERMOPLASMA DA BATATA-DOCE

Com intuito de conservagdo da diversidade genética, os bancos de germoplasma s&o
aplicados de varias maneiras, essa conservacdo pode tanto ser feita fora (ex situ) como dentro
(in situ) do seu habitat natural (BOREM; MIRANDA, 2005). Para que sejam mantidos os
recursos genéticos, se faz necessario estudos com relacdo ao gene de determinadas espécies e
sua populacdo em determinados locais. Os bancos de germoplasma servem justamente como
um reservatdrio, para preservar essa diversidade fenotipica e genotipica, auxiliando os
melhoristas genéticos, porém nem sempre se tem eficiéncia na exploracdo da variabilidade
(NASS; PATERNIANI, 2000; MARIOT et al., 2006).

De acordo com Camargo (2013), em relacdo aos bancos de germoplasma de batata-
doce no Brasil, as coletas dos acessos séo feitas geralmente em diferentes localidades do pais
e algumas vezes em outros paises. Esses acessos sdo oriundos de pequenos produtores,
supermercados, feiras e reservas indigenas.

Atualmente, estdo registradas cerca de 32 cultivares de batata-doce no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, segundo a EMBRAPA (2021), porém devido a fatores
como doencas e exigéncias de padronizacdo, a maioria desses acessos encontram-se em
desuso. Um dos maiores bancos de germoplasma de batata-doce encontra-se ha Embrapa -
Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas, com cerca de 350 acessos com 20% de duplicatas.
Bancos de germoplasma com acessos duplicados geneticamente geram problemas potenciais
para 0s recursos genéticos (DAROS et al., 2002). Diante disso, se faz necessario 0
conhecimento do contraste genético, fazendo a identificacdo de materiais que possuem
proximidade ou duplicatas (SCAPIM et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2000).

A caracterizacdo dos bancos de germoplasma de batata-doce, no Brasil, vem sendo
feita por diversos pesquisadores, como Ritschel et al., (1998) no banco de germoplasma da
EPAGRI no Distrito Federal, Neiva et al., (2011) na UFVJIM de Diamantina, Oliveira Neto et
al., (2012) em Sergipe e Camargo (2013) na Unicentro do Parana, entre outros.

Pesquisas de diversidade genética utilizando bancos de germoplasma sdo de extrema

importancia em estudos e programas de melhoramento genético, assim como o conhecimento
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da diversidade genética dos acessos € de grande importancia no manejo do banco de
germoplasma e aplicabilidade em futuros programas de melhoramento (SOUSA et al., 2019).
Muitas vezes essas pesquisas sdo feitas através de caracteristicas morfoldgicas como tamanho
e forma das folhas, altura da planta e coloracdo das flores, porém atualmente com a rapidez e
facilidade de se obter informacfes genéticas, e as vantagens através dos marcadores
moleculares, eles se tornaram a alternativa confidvel, alem de tudo os marcadores moleculares
ndo sofrem de efeitos externos ou fenotipicos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995;
BOREM, 2005; FABRI, 2009).

2.3 ESTUDOS DE DIVERSIDADE GENETICA

O estudo da diversidade genética pode ser feito de diversas maneiras, como por
exemplo analisando a morfologia de uma espécie, caracteristicas fisiologicas, agronémicas,
moleculares e também bioquimicas, para se ter uma Otima variabilidade nos programas de
melhoramento genético (CRUZ; CARNEIRO, 2004).

De acordo com Hersey e Amaya (1982) a variabilidade genética, variacdo da resposta
a seca, a doencas, é a base para 0 melhoramento de uma determinada cultura. Existem trés
pontos que tornam a variabilidade eficiente, sendo eles: uma boa e significativa cole¢do das
variacOes; uma avaliacdo total de cada acesso, no caso avaliacdo de suas caracteristicas; por
fim uma combinacédo de gendtipos distintos através da hibridacéo e de ensaios modernos.

E possivel observar, em vérias regides do Brasil, uma alta variabilidade genética,
possivelmente relacionado ao fato da reproducdo tanto sexuada como assexuada de cultivares
que sdo tiradas do seu “local de origem” e cultivadas. Nota-se também que essa diversidade
promove gendtipos diferentes que podem ser testados, através do melhoramento genético,
com a finalidade de se obter novas cultivares de batata-doce (SILVA et al., 2012; AZEVEDO
etal., 2015).

No Brasil é comum encontrar similaridade em cultivares com nomes diferentes, e
vice-versa, em diferentes estados e municipios. Ritschel & Huaman (2002), por meios do
estudo da variabilidade genética com marcadores morfolégicos, comprovou a similaridade de
acessos de batata-doce, que possuiam genotipos iguais, porém, com nomenclaturas diferentes.
Mesmo a batata-doce sendo de grande importancia econdmica e social, sd0 poucos 0s
trabalhos que mostram suas diferencas e selecionam cultivares para as diferentes localidades
(CNPH, 1995; CARDOSO et al., 2005), a nivel molecular utilizando marcadores.
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2.4 MARCADORES DE DNA

Marcadores moleculares (ou de DNA) constituem fen6tipos moleculares de um gene
expresso ou de partes especificas do DNA que podem ou ndo ser de regides expressas do
genoma, com a finalidade de distinguir individuos. Os marcadores de DNA sdo bastante
utilizados no melhoramento genético e identificacdo de individuos, como plantas,
principalmente pelo fato da rapidez das andlises e a possibilidade de se obter uma cobertura
completa do genoma (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; NODARI et al., 2016).

A implementacdo do uso de marcadores de DNA auxilia a entender a variabilidade
genética. Também geram informacdes que podem ser associadas a caracteristicas fenotipicas,
com isso auxiliando no cruzamento e tornando-o mais eficiente (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores de DNA passaram a ser empregados em andalises da diversidade
genética a partir dos anos 1990. S&o utilizados com frequéncia nos estudos genéticos as
seguintes técnicas com marcadores de DNA: Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD),
Inter Single Sequence Repeats (ISSR), Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP),
microssatélites, entre outros.

Estudos de diversidade genética utilizando marcadores de DNA tais como RAPD e
ISSR, tem sido realizado com sucesso com batata-doce (GICHUKI et al., 2003; HU et al.,
2003).

2.4.1 Marcadores de DNA ISSR

A técnica utilizando o marcador de DNA ISSR baseia-se nas sequéncias de regides
entre dois microssatélites. Porém esse marcador possui inimeras vantagens, entre elas vale
destacar que ndo necessita de grandes quantidades de DNA, é possivel obter um alto nivel de
polimorfismo (JOSHI et al., 2000). Os marcadores ISSR também possibilitam a deteccdo da
diversidade tanto intra como interespecifica (HUANG; SUN, 2000).

No ISSR, as repeti¢des e nucleotideos que se ancoram sdo selecionados ao acaso. Sao
marcadores dominantes com a possibilidade de anélise de loco multiplos em uma reagdo
(GOULAO; OLIVEIRA, 2001).

Na literatura atual existem inumeros trabalhos que mostram a utilizagdo, com sucesso,

dos marcadores de DNA ISSR nas pesquisas com diversidade genética de acessos de batata-
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doce, podendo se observar trabalhos como o de Hu, et al., (2003), onde foram avaliados 8
primers ISSR em 34 acessos de batata-doce, em que puderam observar a obtencdo de 81

bandas polimorficas, mostrando a eficiéncia do marcador molecular ISSR.
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3. OBJETIVOS DA PESQUISA

3.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar a diversidade genética de acessos de batata-doce da Colecdo Didatica de
Germoplasma da Universidade Federal Rural do Semi-Arido através de marcadores de
DNA ISSR.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o DNA de acessos de batata-doce;
e Selecionar primers ISSR polimorficos;

e Estudar a diversidade genética da batata-doce utilizando marcadores ISSR.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL
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Foram coletadas folhas de 47 acessos de batata-doce (Tabela 1), pertencentes a Colecao

Didatica de Germoplasma de batata-doce da UFERSA, campus Mossor6-RN. As folhas foram

levadas ao Laboratorio de Biotecnologia Vegetal para extracdo do material genético.

Tabela 1: Acessos de batata-doce (Ipomoea batatas L.) da Colecdo Didatica de germoplasma de
batata-doce da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), utilizados no estudo.

Codigo! Denominacdo Local de origem Cddigo! Denominacdo Local de origem
ACO01 Esam | Mossor6/RN AC25  Cenoura Ceara Beberibe/CE
ACO02 Esam Il Mossor6/RN AC26 Amazonia Manaus/AM
ACO03 Esam I11 Mossor6/RN AC27 Russas Il Russas/CE
AC04 Sr. Antbnio Mossor6/RN AC28 BRS Cuia Desconhecido
ACO05 Sem Nome Desconhecido AC29 BRS Amélia Desconhecido

Brazlandia
AC06 Branca Brazlandia/DF AC30 Russas I11 Russas/CE
ACO07 Campina Desconhecido AC31 Rebougas Desconhecido
Mée de Fortaleza
ACO08 Familia Desconhecido AC32 Precoce Desconhecido
ACO09 California Desconhecido AC33  Fortaleza Roza Desconhecido
Fortaleza
AC10 Felixlandia Desconhecido AC34 Deformada Fortaleza/CE
ACl11 Parana Desconhecido AC35 Rubisol Desconhecido
AC12 Coquinho Desconhecido AC36  Jodo Liberalino Desconhecido
AC13 Canela Desconhecido AC37 Laranja Cobal Mossor6/RN
Brazlandia
AC14 Rosada Brazlandia/DF AC38 Roxa Feia Desconhecido
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Eucalipto BRS Amélia
AC15 Verde Desconhecido AC39  (biofortificada) Desconhecido
AC16  ChicoVermein  Desconhecido AC40 Beauregard Desconhecido
AC17 PrincesaDF Desconhecido AC41 Ceara-mirim | Desconhecido
Mée de
Familia
AC18 Vermelha Desconhecido AC42 Macaiba | Desconhecido
AC19 Tiago Augusto  Vera Cruz/RN AC43 Macaiba I1 Desconhecido
AC20 Russas | Russas/CE AC44 Macaiba Il Desconhecido
Batata
AC21 Jerimum Desconhecido AC45 Macaiba IV Desconhecido
AC22 Petrolina Petrolina/PE AC46 Natal | Desconhecido
Polpa
AC23 Beterraba Desconhecido AC47 Campina Desconhecido
AC24 Tiangua D Desconhecido

!Caédigo do acesso na colecdo Didatica de Germoplasma de batata-doce da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA) de 2022.

4.2 EXTRACAO DO DNA

O DNA genomico foi extraido através de folhas de cada acesso de batata-doce. De
acordo com o método CTAB com modificacdes. As folhas foram maceradas em nitrogénio
liquido até a obtencdo de um po6 fino. O macerado foi colocado em microtubos estéreis de 2
mL, em seguida adicionados 700 puL do tampéo de extracdo (Tris-HCI 100 mM, pH 8.0;
EDTA 20 mM; NaCl 1,4 M; PVP 1%; CTAB 2%) e incubados em banho-maria por 1 hora a
60°C, e vertido a cada 10 minutos. Apds a incubacao foram adicionados aos microtubos 700
puL de CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1), a mistura foi centrifugada a 10.000 RPM
durante 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, foram acrescentados
55 pL de CTAB 7% e a lavagem com CIA repetida mais uma vez, apos isso foi feito uma
centrifugagdo de 10 minutos a 10.000 RPM. Posteriormente foram acrescentados 2/3 volumes
de isopropanol e incubado a -20°C por 2 h ou over night para a precipitacio do DNA das
amostras. O DNA foi centrifugado nas mesmas condi¢cGes mencionadas anteriormente e 0
pellet formado foi lavado com 1mL de etanol 70%, novamente foi posto a uma centrifugacéo

de 10.000 RPM por 5 minutos e uma nova lavagem feita com 1 mL de etanol 90% e
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centrifugado. Em seguida o pellet foi feito a secagem do pellet & temperatura ambiente por 40
minutos, logo apds foram adicionados 45uL de agua ultrapura e 5uL de RNAse e os tubos
foram incubados a 37°C em banho-maria por 30 minutos. Por fim, armazenados em freezer

para uso posterior.

4.3 QUANTIFICACAO DO DNA

A quantificacdo e a verificagdo da integridade do DNA extraido foram realizadas por
eletroforese em gel de agarose a 1,0% (p/v), corado com brometo de etideo, visualizado em

fotodocumentador de luz UV e fotografado.

4.4 ANALISE COM OS MARCADORES ISSR

As reagdes de amplificagéo, teste, com 19 marcadores moleculares ISSR. A partir dos
resultados obtidos, foram realizadas rea¢des utilizando 13 primers ISSR polimorficos.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com um volume total de 12 uL, no qual
os reagentes foram misturados em forma de coquetel, separadamente do DNA. Cada reagédo
conteve 10 ng de DNA genomico, 10 mM (pH 8,3) de Tris-HCI, 2,5 uM de MgCl,, 2 mM de
cada dNTP, 5 mM do iniciador ISSR, 1 unidade de Tagq DNA polimerase e dgua milliQ estéril
para completar o volume da reacéo.

Para a amplificacdo do DNA o programa constou uma etapa a 94 °C por 4 minutos
para desnaturacdo inicial do DNA, seguida de 40 ciclos de amplificacdo, os quais possuiam:
(1) desnaturacdo do DNA, 94 °C por 40 segundos; (2) anelamento do iniciador variando a
temperatura conforme o tipo do iniciador 47, 50 ou 55 °C por 40 segundos; (3) amplificacédo
do DNA, 72°C por 1 minutos. Por fim, a etapa de extensdo final de 72 °C por 2 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de
agarose 2% e corados com brometo de etidio. A corrida eletroforética foi realizada em uma
poténcia constante de 130V por trés horas em uma solucdo de Tampéao TBE 1X. Em seguida,

o gel foi exposto a luz ultravioleta e fotografado em fotodocumentador.
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4.5 ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA

Através da andlise do padrdo das bandas produzido por cada primer ISSR, 0s
fragmentos gerados foram convertidos em matrizes de dados binérios onde 1 significava a
presenca da banda e 0 a auséncia. A matriz foi utilizada para calcular o grau de similaridade
entre os isolados por meio do coeficiente de Jaccard (J). A partir dos dados obtidos, foi
realizados dois agrupamentos atraves do método hierdrquico UPGMA (Unweighted Pair
Group Method using Arithmetic Averages) no software NTSYSPc (Rohlf, 1998). O primeiro
agrupamento considerou os 47 acessos, enquanto o segundo agrupamento considerou apenas
21 acessos. O segundo agrupamento foi realizado em virtude desses acessos ja estarem
caracterizados morfologicamente e haver a necessidade de comparagao entre 0s agrupamentos
usando descritores diferentes. Os valores de PIC (Polymorphism information content), foram

calculados de acordo com Chesnokov and Artemyeva (2015).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 19 primers ISSR testados, 13 foram selecionados (Tabela 2) com base na
qualidade e no numero de bandas geradas e testado para 0s 47 acessos, 0s quais foram obtidas
128 bandas, sendo 117 polimdrficas (91,4%) e 11 monomorficas (8,6%). A média de
fragmentos de DNA polimorficos por primer foi de 9. O iniciador mais polimdrfico foi
DiGA3’RC, produzindo 15 bandas polimérficas, seguido pelos primers TriGTG3’YC com 14
bandas polimorficas e o primer TriACA3’RC com 13 bandas polimérficas cada. O PIC variou
de 0,3108 (TriGTG3’YC) a 0,4488 (TriATG3’RC) com média de 0,3988 (Tabela 2).

Tabela 2: Primers ISSR utilizados, temperatura de anelamento, nimeros de bandas total, polimdrficas
e monomorficas e o valor do contetdo de informacéo polimoérfica gerados no estudo de 47 acessos de
batata-doce (Ipomoea batatas L.).

ID Sequéncia Ta’ N°FP N°FM N°FA PIC
DiGA3’C (GA)sC 55°C 11 0 11 0,4278
DiGA3’RC (GA)sRC 55°C 15 0 15 0,3654
DiGA3’T (GA)sT 47°C 12 0 12 0,3917
TriCAC3’RC  (CAC):CARC  55°C 9 2 11 0,3380
TriGTG (GTG)s 55°C 4 4 8 0,4138
TriGTG3’YC  (GTG)sYC 50°C 14 2 16 0,3108
TriGTG5’CY  CY(GTG)s 55°C 8 1 9 0,3278
TriTGT3’RC  (TGT).TGRC  47°C 8 0 8 0,4482
TriTGT5’CY  CY(TGT)s 50°C 6 0 6 0,4349
TriATG3’RC  (ATG)sRC 50°C 8 0 8 0,4488
TrACA3'RC  (ACA)sRC 50°C 13 0 13 0,4285
TriAGG3’RC  (AGG)sRC 50°C 6 1 7 0,4065
TriTCA3’RC  (TCA)sRC 47°C 3 1 4 0,4418
TOTAL 117 11 128
MEDIA 0,3988

R= A, G; Y= C, T; ‘Ta= temperatura de anelamento. ldentificacdo (ID), nimero de fragmentos polimorficos
(N°FP), nimero de fragmentos monomorficos (N°FM), nimero de fragmentos amplificados (N°FA) e contetido
de informacé&o polimérfica (PIC).

Em um estudo realizado por He et al. (2007) utilizando 14 primers ISSR em 100
acessos de batata-doce, foram geradas 239 bandas polimoérficas, com uma média de 17 bandas

por primer, mostrando também a eficiéncia dos marcadores ISSR. Ja o trabalho realizado por
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Moulin, et al. (2012), os autores avaliaram a diversidade genética entre 82 acessos de batata-
doce utilizando 19 marcadores de DNA ISSR, os quais geraram 146 bandas, sendo 135
polimorficas (92,4%) e 11 monomorficas (7,6%), e com uma média de 7,1 marcas
polimorficas por primer, confirmando a eficiéncia do marcador ISSR na andlise de
diversidade genética em germoplasma de batata-doce. Em relacdo ao presente trabalho, pode-
se perceber que a quantidade de primers ISSR e acessos utilizados foram inferiores em
relacdo aos utilizados na pesquisa realizada por Moulin et al. (2012) e He et al. (2007).
Porém, a média de bandas polimdrficas por primer foi superior ao observado por Moulin et al.
(2012), revelando expressiva detecgdo de diversidade genética entre os acessos avaliados.

A variacdo da similaridade genética dos 47 acessos de batata-doce foi de 0,2963 a
0,9359, com uma correlacdo cofenética de 0,8219. Observou-se que 0 maior grau de
similaridade se deu entre os acessos AC11 e AC12 (0,9359), seguido dos acessos AC09 e
AC10 (0,9024), enquanto o maior grau de dissimilaridade foi observado entre os acessos
ACO01 e AC45 (0,2963), seguido dos acessos AC01 e AC17 (0,2976). Através da analise de
agrupamento foi obtido um ponto de corte de 0,44 dividindo os acessos de batata-doce em

cinco subgrupos.
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Figura 1: Dendrograma obtido através do método UPGMA gerado com o coeficiente de similaridade de Jaccard
dos 47 acessos de batata-doce.
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O subgrupo | foi constituido por 29 acessos. O subgrupo Il formado por 7 acessos. O
subgrupo 11 foi composto pelos acessos AC21, AC22 e AC23. O subgrupo 1V foi constituido
pelos acessos AC39, AC41, AC42, AC43, AC44, AC45, AC46. O subgrupo V foi formado
pelo acesso AC17.

De acordo com a divisdo dos subgrupos observados no dendrograma, obtido a partir
dos 47 gendtipos, foi possivel observar que acessos de distancias geograficas distintas se
agruparam no mesmo subgrupo, como por exemplo, o subgrupo |, representado pelos acessos
ACO01, AC02 e AC03 (Mossor6/RN), AC 06 e AC14 (Brazlandia/DF), AC25 (Beberibe/CE),
AC27 (Russas/CE), AC34 (Fortaleza/CE). No subgrupo Il, seguiu-se a mesma distribuicéo
com os acessos AC02 (Mossor6/RN), AC20 e AC30 (Russas/CE), AC26 (Manaus/AM).

Um estudo feito por Moulin et al. (2012), observou que acessos de batata-doce de
municipios do Rio de Janeiro ndo apresentaram correlacdo entre a distancia genética e a
distancia geografica dos acessos. Segundo os autores, esse resultado pode ser devido a troca
de material genético entre agricultores da regido, o que resulta em gendtipos similares em
diferentes localidades e nomes. O mesmo foi observado no presente estudo, onde acessos, da
regido de Brazlandia/DF (AC14) se agrupou com acessos de locais de origem bem distantes,
como o Mossor6/RN e Manaus/AM. No estudo realizado por Veasey et al. (2008), utilizando
marcadores microssatélites em analises de variabilidade genética de batata-doce néo
encontraram correlacdo entre locais de origem geogréaficas e distancias genéticas,
corroborando o que foi observado no presente estudo.

Devido a escassez de informagcdes, tal como morfolégicas, de alguns dos 47 acessos de
batata-doce avaliados no presente estudo, um segundo dendrograma (Figura 2) composto com
21 acessos (Tabela 3) foi gerado. Estes 21 acessos foram estudados por Miguel (2017), com

base em descritores morfoldgicos.

Tabela 3: Acessos da Colecdo Didatica de germoplasma de batata-doce da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA).

Codigo! Denominacdo Local de origem Cddigo! Denominacdo Local de origem

ACO1 Esam | Mossor6/RN AC14 Tianguéa DI Desconhecido

AC02 Esam 11 Mossor6/RN AC15 Felixlandia Desconhecido

ACO03 Esam 11 Mossor6/RN AC17 Branca R8 Desconhecido
Brazilandia

ACO05 PincesaDF Desconhecido AC18 Branca Brazlandia/DF

ACO7 Petrolina Petrolina/PE AC19 California Desconhecido




30

ACO08 Russas | Russas/CE AC20  Tiago Augusto Vera Cruz/RN

ACO09 Russas Il Russas/CE AC21 Sem Nome Desconhecido

AC10 Amazonia Manaus/AM AC22 Sr. Antonio Mossoré/RN
Chico

AC11 Vermein Desconhecido AC23  Polpa Beterraba Desconhecido

Mae de Familia
AC12 Cenoura Ceara Beberibe/CE AC25 Vermelha Desconhecido

AC13 Tiangua D Desconhecido

!Caédigo do acesso na colecdo Didatica de Germoplasma de batata-doce da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA) de 2017.

A variacdo da similaridade genética gerada dos 21 acessos de batata-doce foi de
0,2600 a 0,8987, com uma correlacdo cofenética de 0,8702. Observou-se que 0 maior grau de
similaridade se deu entre os acessos AC15 e AC19 (0,8987), seguido dos acessos AC14 e
AC15 (0,8289), enquanto o maior grau de dissimilaridade foi observado entre 0s acessos
ACO07 e AC20 (0,2600), seguido dos acessos AC01 e ACO5 (0,2716). Através da analise de
agrupamento foi obtido um ponto de corte de 0,4552 dividindo os acessos de batata-doce em

cinco subgrupos.
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Figura 2: Dendrograma obtido através do método UPGMA gerado com o coeficiente de similaridade de Jaccard
dos 21 acessos de batata-doce.
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O subgrupo | foi constituido pelos acessos AC01, AC02, AC03, AC09, AC11, AC12,
AC14, AC15, AC17, AC18, AC19 e AC21. O subgrupo Il foi formado pelos acessos ACO08,
AC20. O subgrupo Il foi composto pelos acessos AC07, AC10, AC13, AC23 e AC25. O
subgrupo 1V foi constituido pelo acesso AC22. O subgrupo V foi constituido pelos acessos
ACO05. E possivel observar o agrupamento diferente, quando comparado com o estudo de
Miguel (2017), onde em seu trabalho o grupo | foi composto pelos acessos AC01, AC13,
ACO07, AC02, AC23, AC03, AC15, AC14, AC17, AC11 e AC21. O grupo Il foi constituido
pelos acessos AC05, AC19, AC08, AC09 e AC10. O grupo Il os acessos AC12, AC18,
AC20 e AC25. O acesso AC22 formou sozinho o grupo IV. De acordo com dados qualitativos
e quantitativos, como por exemplo as caracteristicas morfoldgicas da cor da pele, no tipo de
folha, formato e tipo do I6bulo central. Ao correlacionar os agrupamentos obtidos no presente
estudo com os obtidos por Miguel (2017) observa-se que 0s acessos nao apresentam sincronia
na formagdo dos grupos. Estas observacBes podem estar relacionadas as distintas regides
amostradas pelos marcadores de DNA comparadas aos caracteres morfoldgicos avaliados.
Ainda, percebe-se que o ambiente pode exercer interferéncia significativa nas caracteristicas
morfologicas dos acessos, necessitando de analises além do in situ, 0 que mostra que 0s
marcadores moleculares de DNA seguem sendo uma opcao viavel para se ter uma resposta
sobre a relacdo existente entre a variacdo do DNA associadas aos caracteres morfolégicos
(PIRES et al., 2015; FALEIRO, 2007).
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6. CONCLUSOES

Ha diversidade genética entre os acessos de batata-doce (I. batatas) presentes na
Colecdo Didatica de Germoplasma da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Através da andlise de agrupamento, com os dados moleculares, foi possivel observar

que os gendtipos ndo se agruparam de acordo com a localizagdo geogréfica.

Os marcadores ISSR foram informativos em diferenciar os grupos, concordando

parcialmente com os dados morfol6gicos obtidos no estudo por Miguel (2017).
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