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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi determinar a divergéncia genética de 50 clones de batata-doce
do Banco de Germoplasma da Universidade Federal do Tocantins com base em marcadores RAPD, bem como verificar o
agrupamento gerado a partir dos dados moleculares. No ensaio foram utilizados 50 clones de batata-doce, provenientes do
programa de melhoramento genético da UFT. As andlises de agrupamento foram feitas utilizando-se indice de similaridade
de Jacard através do método hierarquico aglomerativo UPGMA. Foi observada uma elevada variabilidade genética entre
0s 50 clones. Os 14 primers utilizados produziram 181 bandas, destas, 155 foram polimdrficas, onde os primers A17 e A7
foram os mais informativos. A andlise das distdncias genéticas mostrou que a menor variaciio ocorrida foi entre os clones
04.06 e 04.12 e a maior foi entre os clones 100.06 e 114.07. No total, foram formados 22 grupos e, apesar de haver um
grau maior de parentesco entre determinados clones, isto €, serem meios-irmdos, alguns apresentaram similaridade
menores do que os detectados entre clones ndo aparentados. Assim, os 50 clones provenientes do Banco de Germoplasma
da UFT apresentaram elevada diversidade genética e os marcadores RAPD foram eficientes para revelar tal diversidade.

PALAVRAS-CHAVE: Ipomoea batatas. Divergéncia. RAPD

INTRODUCAO

A batata-doce [Ipomoea batatas (L.) Lam.]
€ uma espécie com plantas rusticas, tolerante a seca,
de alto potencial produtivo e baixo custo de
producdo e, de forma geral, € cultivada por
pequenos produtores de comunidades locais
(CARDOSO et al., 2005; MONTES et al., 2006).
No quadro mundial, cerca de 90% da producdo sdo
obtidos na Asia, 5% na Africa e 5% no restante do
mundo. Apenas 2% da produgdo estdo em paises
industrializados, como os Estados Unidos e Japdo
(FAO, 2010). A China se destaca como o maior
produtor mundial, com mais de 4,7 milhdes de
hectares cultivados com batata-doce, com
produtividade média de 21,3 t ha' de raizes. O
continente africano se destaca como o segundo
grande produtor, porém com baixa produtividade
média de raizes (4,4 t ha'l). O Brasil, em 2008, foi o
décimo quinto produtor mundial de batata-doce,
colhendo aproximadamente 518.000 toneladas de
raizes, em uma area plantada superior a 48.000 ha,
com produtividade média de 11.219 kg ha" (IBGE,
2009).

No Estado do Tocantins, a cultura da batata-
doce ¢ cultivada sob diferentes condi¢des
edafoclimdticas, ocorrendo grande variagdo no
rendimento, ndo s6 em fung¢do dos sistemas de
cultivo e niveis de investimento, mas também em
consequéncia das condi¢des climdticas, resultando

em uma significativa interagdo de genétipos por
ambientes (AMORIN et al., 2011).

A batata-doce é uma matéria prima muito
versitil e o elevado nimero de cultivares com
caracteristicas diferentes é um fator que aumenta a
potencialidade de uso industrial (FABRI et al,
2008) e, dentre esses, cita-se a producdo de
etanol. Estudos desenvolvidos por Silveira et al.,
(2002) indicam resultados promissores no processo
de selec@o de clones com produtividades entre 28 e
65 t ha'' de raizes nas condigdes edafoclimticas do
Estado do Tocantins. Este fato indica uma
superioridade desses novos clones entre 154% a
400% em relacdo as produtividades obtidas na
década de 70 (de 11 a 13 tha™ ), visando a produgio
de etanol combustivel.

Apesar de apresentar elevado potencial
produtivo, no Brasil, é comum encontrar baixas
produtividades de  batata-doce, decorrentes,
principalmente, da utilizacdo de materiais genéticos
obsoletos e degenerados, em sua maioria suscetiveis
a pragas e doengas. A degenerescéncia é favorecida
pelo fato de a cultura ser propagada comercialmente
por meio de reprodugdo assexuada, com uso de
ramas, o que acentua o problema a cada geracdo
(KROTH et al., 2004). O uso de baixo nivel
tecnoldgico por parte dos agricultores, também leva
a produtividades aquém da minima desejdvel
(SILVA et al., 2004).
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Dentre todas as fontes de matérias-primas, a
batata-doce talvez seja a cultura que apresente o
menor ndmero de pesquisadores no Brasil
envolvidos no seu estudo, seja para fins de consumo
in natura, ou para indudstria (SOUZA et al., 2005).

A exploracdo do potencial dos clones de
batata-doce envolve trabalhos de pesquisa
especificos na drea de melhoramento genético,
visando a selecdo para obtengdo de materiais
resistentes a pragas e doengas (AZEVEDO et al,,
2002), maior densidade de raizes (CARDOSO et al.,
2007); maior teor de matéria seca e producdo de
biomassa, que podem proporcionar maior
rendimento para producdo de dlcool. Assim, a
adogdo de cultivares de alto teor de amido e elevada
produtividade de raizes, associado a ajustes nos
processos fermentativos como o uso de enzimas
mais eficientes ou modificadas geneticamente
podem permitir melhores resultados econdmicos.

Embora a batata-doce ainda seja pouco
utilizada para a producdo de etanol, no Brasil, a
espécie apresenta grande potencial. Cultivares de
batata-doce, obtidas por meio de melhoramento
genético, tém apresentado {indices de producdo
etilica por hectare duas vezes maior que os de
cana-de-agucar (SILVEIRA et al., 2008).

De uma forma geral, a batata-doce apresenta
grande variabilidade genotipica, mantida por
produtores que utilizam variedades regionais, nao-
melhoradas e que, em média, atingem baixos
rendimentos (CARDOSO et al., 2005). Nesse
sentido, o desenvolvimento e avaliacdo de materiais
melhorados, que atendam a demanda dos produtores
e consumidores, sdo etapas essenciais ao Programa
de Melhoramento.

A demanda agropecudria por recursos
genéticos necessita cada vez mais da utilizacdo de
métodos e processos biotecnoldgicos para alcancar o
sucesso da agropecudria sustentdvel. Na aplicacdo

Tabela 1. Clones de batata-doce utilizados na analise.
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de biotecnologias para atender as demandas de
recursos genéticos, entre outros, sdo
considerados vdrios processos, com destaque para
os marcadores moleculares. O objetivo deste
trabalho foi determinar a divergéncia genética de 50
clones de batata-doce do Banco de Germoplasma da
UFT com base em marcadores RAPD, bem como
verificar o agrupamento gerado a partir dos dados
moleculares.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um Experimento de campo na
Estacdo Experimental do Campus Universitdrio de
Palmas da Universidade Federal do Tocantins - UFT
(Latitude: 10 0 10" 40" S; Longitude: 48 o 21'43" O;
Altitude: 216 m). O plantio foi realizado no més de
outubro/2009 e a colheita realizada em abril/2010.

No ensaio foram utilizados 50 clones de
batata-doce, provenientes do programa de
melhoramento genético da UFT (Tabela 1). A 4rea
foi corrigida quanto a acidez, de acordo com a
andlise de solo. Na adubacdo foram utilizados 105 k
ha™' de fésforo, 90 k ha” de potdssio e 40 k ha™ de
nitrogénio, segundo o formulado 5-25-15, mais
micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn). Conforme
dados do Laboratério de Meteorologia e
Climatologia da UFT, a variagio mensal da
temperatura durante o periodo experimental foi de
26 a28 °C, de 76,2 a 82,5% a umidade relativa do ar
e 123,7 a 436,6 mm de precipitacdo pluviométrica.

O delineamento experimental foi o de
blocos casualizados, com 50 tratamentos,
representados pelos clones, e 03 repeticdes, sendo a
parcela representada por dez plantas, com
espacamento de 1m, resultando em uma 4rea util de
4m?2.

Clones

100-06 114-15 PA-06 Amanda PA-18
02-58 114-08 100-32 Marcela 106-41
22-32 106-10 PA-57 Duda 02-39
115-02 02-21 106-55 CarolinaVitoria 115-01
114-03 02-37 100-18 Julia 106-63
PA-35 106-27 22-06 Isabela 04-06
100-23 02-26 106-25 Beatriz 04-12
114-07 48-14 PA-32 Livia 106-79
22-14 112-13 22-24 Ana Clara 106-32
114-22 PA-36 22-19 Barbara 04-30
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Para a extracdo de DNA, utilizou-se o
protocolo descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998)
com modificacio na concentragdo de EDTA (de
20mM para 30mM). O DNA foi quantificado em
espectrofotdmetro, modelo Ultrospec 1000 (GE Life
Technologies) e absorbancia de 260nm. A qualidade
do DNA foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 1,5% a 100 volts por cerca de duas horas.
Foram feitas diluicdes das amostras em TE+RNase
de modo que cada uma estivesse com 20ng p/L de
DNA. As aliquotas foram armazenadas a -20°C para
posterior utilizacdio na geragdo de marcadores
RAPD.

Para as reacdes de PCR foram utilizados
10pmoles de primer, 0,2mM de dNTP, 2U de Taq
DNA Polimerase, Tampdo da Taq (50mM KCI,
10mM Tris-HCI pH 8,3), 20ng de DNA, 1,5mM
de MgCl, e 4dgua destilada ultrapura para completar
o volume de 20uL. As amplificagdes foram
realizadas em termociclador a 95°C/ 3 min; 5 ciclos
de 94°C/ 40s; 37°C/ 1 min; 72°C / 2 min seguidos
de 35 ciclos de 94°/ 40s, 40°C/ 1 min; 72°C/ 2min;
seguidos por uma extensdo final de 72°C/ 5 min.
Foram testados 17 primes, destes, 14  foram
considerados informativos, pois apresentaram um
bom padrio de amplificacio e geraram
polimorfismo.
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Para determinar as distdncias genéticas (aos
pares) para os 50 clones utilizados, os fragmentos
amplificados por RAPD foram analisados como
dados bindrios, adotando-se o valor 1 para a
presenca e 0 para a auséncia. A partir desses dados
foi obtida uma matriz do coeficiente de Jaccard,
realizando-se uma andlise de agrupamento pelo
método hierdrquico aglomerativo UPGMA. Para as
andlises utilizou-se o Programa Computacional
GENES (CRUZ, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 14 primers selecionados produziram 181
bandas, destas, 155 foram polimoérficas, indicando a
presenca de alta variabilidade genética entre os
acessos avaliados (Tabela 2). He et al. (2007)
obtiveram 239 marcadores polimérficos em 100
acessos de batata-doce, utilizando 14 primers ISSR
com uma média de 17 bandas por primer. Este alto
grau de polimorfismo se deu devido a origem destes
acessos, coletados a partir da China, Nova Guiné e
Indonésia, que sdo considerados centros secunddarios
de biodiversidade da batata-doce.

Tabela 2. Primers selecionados para analise RAPD.

SEQUENCIA 5'- BANDAS
PRIMER 3 N° BANDAS  POLIMORFICAS
Al CATCCCCCTG 11 9
A2 TGAGTGGGTG 12 10
A3 CTCCATGGGG 12 11
A5 AAGCCCGAGG 12 10
A6 GGCATGACCT 14 12
A7 CTGGGCAACT 18 14
A8 TCTGGCGCAC 14 13
A9 TCAGTCCGGG 9 8
A10 GGTACTCCCC 9 8
All GACCGACCCA 10 6
A12 GGTGAGGTCA 17 16
Al5 AGACGATGGG 11 10
A16 AGTCGCCCTT 12 9
A17 AGCCGTGGAA 20 19

Os resultados obtidos no presente estudo
mostram que os primers utilizados geraram grande
polimorfismo, resultados similares foram
encontrados em outros estudos. Moulin et al. (2012)
trabalhando com RAPD e ISSR em batata-doce,
obtiveram com 18 primers, 150 bandas das quais
145 forma polimoérficas, com uma média de 8
fragmentos polimodrficos por primer. He et al

(2006) testando 30 primers RAPD em 108 acessos
de batata obtiveram 218 marcadores polimérficos,
com media de 7,3 bandas por primer. Por outro lado,
Lin et al. (2009) trabalhando com 160 primers
RAPD em batata-doce, selecionaram 38 como os
mais informativos. Estes primers apresentaram 195
bandas amplificadas, destas, 76 foram consideradas
polimérficas. No presente trabalho, os primers Al7
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e A7 (Figura 1) foram os mais informativos,
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gerando 20 e 18 bandas, respectivamente (Tabela 2).

M 12 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 M

Figura 1. Perfil eletroforético de clones de batata-doce (representadas pelos nimeros de 1 a 22) usando primers
RAPD. Amplificacdo utilizando o primer A7. M: marcador de peso molecular (100pb).

Foi observada uma elevada variabilidade
genética entre os clones avaliados, corroborando
com outros trabalhos realizados com batata-doce
(MOULIN et al., 2012; LIN et al., 2009; VEASEY
et al.,2008; ELAMEEN et al., 2008; GICHUKI et
al., 2003; ZHANG et al., 2000; DHILLON; ISHIKI,
1999).

A andlise das distdncias genéticas mostrou
que a menor variag@o ocorrida foi de 0,1667 entre os
clones 04.06 e 04.12 e a maior foi de 0,5053 entre
os clones 100.06 e 114.07. Analisando o

agrupamento  representado pelo  dendrograma
(Figura 2), observou-se a formacdo de 22 grupos
(ponto de corte a 70%). Soegianto et al. (2011)
avaliando a diversidade de 12 cultivares de batata-
doce coletadas na Indonésia, obtiveram, apds a
analise RAPD, a formacdo de 2 grupos com nivel de
similaridade  genética de 39% e 15%,
respectivamente, onde 8 cultivares ficaram no grupo
1 e um cultivar ficou isolado no grupo 2. Trés
cultivares ndo apresentaram bandas amplificadas.
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Figura 2. Dendograma da caracterizagdo molecular obtida pelo método UPGMA e coeficiente de Jaccard de 50
clones de batata-doce do banco de germoplasma da UFT. Palmas — TO, 2010.
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Os clones Carolina Vitoria, Barbara, Duda,
Marcela, Amanda e Beatriz, que apresentaram
melhor desempenho em trabalho de Silveira et al.
(2008), visando a produgdo de etanol, no Estado do
Tocantins, estdo nos grupos VII e VIII e, portanto,
estdo muito préximos geneticamente.

Como pode ser observado no dendograma, a
distancia dos clones acima citados, com os clones
Ana Clara e Isabela sugere que estes podem
proporcionar efeito  heterético elevado apds
hibridagdes, pois segundo Silveira et al. (2008) o
clone Ana Clara apresentou uma produtividade nos
dltimos cinco anos, corresponde a uma média de
45,7 t/ha em um ciclo de seis meses. Esta cultivar
apresenta, aproximadamente, 35,4% de matéria
seca, o que representa em termos de rendimento
154,4 litros de etanol por tonelada de raiz nas
condi¢des do Estado do Tocantins. Esta produgdo
pode render 7057 litros de etanol por hectare
(SILVEIRA et al., 2008).

Apesar dos clones 106.79 e 106.10, 22.24 e
22.14, 100.31 e 100.18 serem meios Iirmaos,
portanto com maior grau de parentesco, alguns
apresentaram similaridade menor do que os
detectados entre clones nio aparentados (Figura 2).
Da mesma forma, Demeke et al. (1993) observaram
em estudos de diversidade genética de batata através
de RAPD, que cultivares intimamente aparentados,
podem frequentemente, ser tdo diferentes quanto
aqueles com nenhuma afinidade imediata. Ao
contrdrio, Hosaka et al. (1994) observaram que os
padroes de bandas de RAPD de cultivares
intimamente relacionadas ficaram num mesmo
grupo, e, concluiram que estes padrdoes foram
reflexos de sua genealogia.

A elevada variabilidade entre clones de
batata-doce, do presente trabalho, provavelmente
surgiu em funcdo da origem dos clones, uma vez
que os mesmos sdo oriundos de diferentes
localidades do Estado do Tocantins e também pode
estar relacionado ao sistema reprodutivo da espécie.
He et al. (2006) indicaram que o elevado nivel da
diversidade genética encontrada em acessos de
batata-doce poderia ser o resultado de mutagdes
espontaneas, que sdo bastante comuns nesta espécie,
juntamente com selecdo e fatores geograficos e
ambientais, que tornam as populacdes locais da
espécie uma recurso genético importante. Por outro
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lado, segundo Zhang et al. (1998) os cruzamentos
naturais aliados a eficiéncia da propagacio sao, em
sua grande maioria, as causas da ampla
variabilidade fenotipica e genotipica existentes em
batata-doce e, mesmo com a propagagao vegetativa,
existe a possibilidade de formacdo de sementes.

Veasey et al. (2007) avaliando a diversidade
fenotipica de etnovariedades de batata-doce através
de descritores morfolégicos, com andlise de
agrupamento, empregando-se o coeficiente de
Jaccard e método aglomerativo UPGMA, ndo
observaram a formacdo de grupos definidos,
indicando que hi uma estruturacdo espacial da
diversidade para as etnovariedades.

Moulin et al. (2012) caracterizando acessos
de batata-doce usando os marcadores moleculares
RAPD e ISSR observaram que as duas técnicas
moleculares detectaram variabilidade genética entre
os acessos, com correlagdo cofenética de 0,80 para
RAPD e 0,89 para ISSR e que o resultado obtido
com RAPD e ISSR foi correspondente, com uma
correlagdo de 0,55.

Lin et al. (2009) avaliando variacdes
genéticas em batata-doce com RAPD concluiram
que tais marcadores estdo associados com o cardter
peso de raiz, permitindo assim o uso destes como
ferramentas de selecio para melhorar o peso de
raizes nessa cultura. Ainda, que os marcadores
RAPD  forneceram resultados rapidos no
monitoramento das variagdes genéticas em todo o
genoma e que foram suficientes para diferenciar e
permitir a descriminagdo entre as plantas avaliadas.

CONCLUSOES

Os 50 clones provenientes do Banco de
Germoplasma da UFT apresentaram elevada
diversidade genética.

Os marcadores RAPD foram eficientes para
mostrar a diversidade genética entre os clones de
batata-doce estudados.

AGRADECIMENTOS

Ao CNPq pela concessao da bolsa, a
Secretaria de Ciéncia e Tecnologia do
Tocantins/CNPq pelo fomento e a Universidade
Federal do Tocantins.

ABSTRACT: The aim of this study was to determine the genetic diversity of 50 clones of sweet potato
germplasm bank of the Federal University of Tocantins based on RAPD markers, as well as check out the group generated
from molecular data. Cluster analyses were made using the Jaccard similarity index and the UPGMA agglomerative
method. Observed a high genetic variability among 50 clones. The 14 primers produced 181 bands, of these, 155 were
polymorphic, where the primers A17 and A7 were the most informatives. The analysis of genetic distances show that the
smallest variation occurred between clones 4.06 and 4.12 and most was between 100.06 and 114.07. In total, 22 groups
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were formed, and although there is a greater degree of kinship between certain clones, i.e. they have the same mother,

some similarity values were lower than those detected between unrelated clones. Thus, 50 clones from the Germplasm
Bank of UFT showed high genetic diversity and RAPD markers were efficient to reveal such diversity.

KEYWORDS: Ipomoea batatas; Divergence. RAPD
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