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Resumo

O objetivo do trabalho foi comparar estimativas de distdncia genética entre genotipos de batata usando
dados genealdgicos, morfologicos, moleculares e conjuntamente, dados morfologicos e moleculares.
Os trabalhos foram realizados na Embrapa Clima Temperado ¢ na UFPel/FAEM/Laboratorio de
Gendmica e Fitomelhoramento. Foi avaliado um conjunto de 13 cultivares e clones elite, componentes
do Banco Ativo de Germoplasma de Batata da Embrapa Clima Temperado. Os experimentos de campo
foram realizados nas primaveras de 1999, 2000, 2001, 2002 e 2003, em parcelas Unicas de 20 plantas,
espacadas 0,30m entre plantas e 0,80m entre fileiras. Os genotipos foram avaliados em relag@o a 33
caracteres morfologicos de planta e tubérculo e analisados molecularmente usando marcadores AFLP.
A analise de variancia, considerando ano como repeti¢do, ndo revelou diferencgas significativas somente
em relagdo a largura dos foliolos, frequéncia de flores, pigmentagdo do pedinculo e aspecto do apice.
Apenas a correlagao entre matrizes de dissimilaridade conjunta (morfoldgico e molecular) e molecular
foi significativa. Portanto, todas as estimativas de distancia genética entre genitores de batata deveriam
ser consideradas no plano de cruzamentos.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L, genealogia, AFLP, analise de dissimilaridade

Abstract

The objective of this work was to compare estimates of genetic distances of potato genotypes using
genealogical, morphological and molecular data, and jointed data (morphological and molecular). The
work was carried on at Embrapa Clima Temperado and UFPel/FAEM/Laboratorio de Gendmica e
Fitomelhoramento. The evaluaton was with a set of 13 potato cultivars and elite clones of the Embrapa
Clima Temperado Active Germoplasm Bank of Potatoes. The field experiments were grown in springs
0f 1999, 2000, 2001, 2002 and 2003, in single 20 plant plots, spaced at 0.30m between plants and 0.80m
between rows. The genotypes were evaluated morphologically for 33 plant and tuber traits and for AFLP
markers. The analysis of variance, considering year as replication, revealed no significant differences
only for leaflet width, flowers frequency, stalk pigmentation e apex aspect. Correlations between
dissimilarity matrices were significant only for jointed (morphologic and molecular) and molecular
matrix. Therefore, all estimates of genetic distance between potato genitors should be considered in
planning crosses.
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Introduciao

Em batata, o desafio de identificar genotipos
com caracteristicas superiores ¢ dificultado devido
as diferencas que devem ser detectadas em relagao
as cultivares existentes atualmente serem cada vez
menores, € o numero de caracteres considerados
no momento da sele¢do, cada vez maiores. Isto se
deve, em grande parte, ao estreitamento da base
genética da cultura (HAWKES, 1978). Portanto,
o melhoramento, principalmente em longo prazo,
deve ser baseado em estratégias que possibilitem
maximizar a distancia entre os genitores dos blocos
de cruzamentos, favorecendo a complementagao de
alelos para aumentar a heterose.

Os estudos de distancia tém sido de grande
importdncia em programas de melhoramento,
por fornecerem informagdes sobre parametros
de identificagdo de genitores que possibilitem
grande efeito heterdtico e maior probabilidade
de recuperar gendtipos superiores nas progénies
(CRUZ; REGAZZI, 1997). Tal expectativa decorre
do fato que, segundo Falconer (1981), a heterose e
a capacidade especifica de combinagdo entre dois
genitores, dependem da existéncia de dominancia
no controle do carater e da presenca de divergéncia
entre os genitores.

Aanalisedadistancia é uma ferramenta auxiliar de
grande importancia em programas de melhoramento
eum importante elo entre a conservacao e autilizagao
dos recursos genéticos disponiveis. Esta estimativa
possibilita a obtencdo de informagdes a respeito
da organizacdo do germoplasma, um aumento na
eficiéncia da amostragem de genotipos, auxilio na
defini¢do de cruzamentos artificiais, na incorporagao
de genes de germoplasma exotico e até na indicagao
de cultivares para determinada regido, quando o
objetivo ¢ aumentar a base genética dos cultivares
sob cultivo (MOHAMMADI; PRASANNA, 2003).

A determinagdo da dissimilaridade, onde
diversos caracteres sdo avaliados simultaneamente
nos gendtipos, ¢ muito vantajosa na identificagdo

da variabilidade genética (MOURA et al., 1999).

As medidas de distancia podem ser estimadas com
base na avaliacdo morfologica do fenotipo da planta
(CRUZ; REGAZZI, 1997), por meio de dados
moleculares através do polimorfismo de DNA
(OLIVEIRA, 1998; DINIZ FILHO, 2000), ou ainda
mediante informagdes disponiveis da genealogia
(BARBOSA-NETO; SORRELLS; CISAR, 1996;
KIM; WARD, 1997; VAN BEUNINGEN; BUSEH,
1997; LOISELLE; TAIL; CHRISTIE, 1991).

A herdabilidade, de
superioridade de origem genética que pode ser
transmitida aos descendentes, ¢ um bom parametro
para a quantificacdo do avanco de selecdo. Para
o melhoramento da batata, a herdabilidade no
sentido amplo ¢é mais importante devido aos efeitos
de dominancia e epistasia serem mantidos pela
propagacao clonal. No entanto, a herdabilidade
por si s6 ndo ¢ suficiente para predizer o ganho
de sele¢do para um carater, dependendo também
da extensdao da variabilidade genética em uma
populagdo (GOPAL, 2002).

como indicativo

O objetivo do trabalho foi analisar a utilizagao
de medidas de distancia por meio de genealogia,
caracteres morfologicos, moleculares e conjunta
(morfologicos e moleculares) em batata.

Material e métodos

Os experimentos foram realizados na Embrapa
Clima Temperado e no Laboratério de Gendmica
e Fitomelhoramento da Faculdade de Agronomia
Elizeu Maciel/Universidade Federal de Pelotas. Foi
avaliado um conjunto de 13 cultivares e clones elite
(escolhidos ao acaso) componentes do Banco Ativo
de Germoplasma da Embrapa Clima Temperado.

Os gendtipos foram cultivados nas primaveras
dos anos de 1999, 2000, 2001, 2002 e 2003, em
campo, em parcelas de 20 plantas, sem repetigdes,
espagadas 0,30m entre plantas e 0,80m entre fileiras
e manejadas com os tratos culturais recomendados
para cultivo em campo. Os tubérculos foram
colhidos aproximadamente 110 dias apos o plantio.
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Foram avaliados 33 caracteres morfoldgicos nas
plantas e nos tubérculos, os quais fazem parte dos
descritores minimos da batata (Solanum tuberosum
L.) recomendados pelo Sistema Nacional de
Prote¢ao de Cultivares (SNPC). Os caracteres
foram: formato do broto, coloragdo da base do
broto, intensidade de coloragdo da base do broto,
pubescéncia da base do broto, aspecto do apice do
broto, intensidade de primodrdios radiculares do
broto, comprimento da brotacdo lateral do broto,
tipo de planta em relagdo a folhagem, habito de
crescimento da planta, pigmentacdo da haste
da planta, asas da planta, inser¢ao das folhas,
fechamento das folhas, pigmentagdo na nervura
principal das folhas, tamanho dos foliolos, largura
dos foliolos, coalescéncia dos foliolos, ondulacao
das bordas dos foliolos, freqiiéncia de foliolos
secundarios, freqiiéncia de flores na inflorescéncia,
comprimento do pedunculo floral, pigmentacao
do peduinculo floral, coloragdo da parte interna
da corola, intensidade de pigmentacdo na parte
interna da corola, pigmentagdo na parte externa da
corola, freqiiéncia de frutos, desenvolvimento, ciclo
vegetativo, formato de tubérculos, profundidade de
olhos, aspereza de pelicula, cor de pelicula e cor de
polpa, avaliados segundo notas especificadas em
Brasil (1997).

Os dados morfologicos foram submetidos a
analise de homogeneidade de variancia (teste de
Bartllet) (STEEL; TORRIE, 1980) e normalidade
(Lilliefors)(CAMPOS, 1983). Posteriormente, foram
submetidos a analise de varidncia considerando ano
como repeticao, objetivando verificar a efetividade
dos caracteres em diferenciar os gendtipos e obter
uma estimativa da herdabilidade a partir dos
sucessivos anos de cultivo; procedeu-se ainda a
analise da distancia Euclidiana (ideal para dados sem
repeticdo) para os dados fenotipicos, com utilizagao
do programa GENES (CRUZ, 2001).

O DNA genomico utilizado na quantificagdo
da similaridade molecular entre os 13 genotipos,
com base em marcadores moleculares, foi extraido
de acordo com o protocolo descrito por Saghai-

Marrof et al. (1984). Os reagentes e procedimentos
requeridos para analise com AFLP foram obtidos
junto a Life Techonologies Inc., na forma de Kit
completo. No trabalho foram empregadas cinco
combinagdes de iniciadores (Cl: E + ACC/M +
CAT; C2: E+ AGC/M + CTC; C3: E+ ACT/M +
CAC; C4: E + ACT/M + CAG; C5: E + ACT/M +
CTT; C6: E + ACT/M + CTG; C7: E + ACT/M +
CAA; C8: E+AGC/M + CTG, onde C: combinagdo
de primers; E: EcoRI e M: Msel), dos quais foram
obtidas 285 bandas polimorficas. Os fragmentos
amplificados foram separados eletroforeticamente
em gel desnaturante de poliacrilamida (6%) a
uma poténcia constante de 60W por um periodo
de aproximadamente 1h e 40’. Para a visualizag¢do
fragmentos amplificados e separados
eletroforeticamente foi empregada a coloracdo com
nitrato de prata, de acordo com o protocolo descrito
por Creste, Tulmann-Neto e Figueira (2001).
As bandas geradas pela técnica de AFLP foram
classificadas como presente (1) e ausente (0) para
os diferentes genitores. A similaridade molecular
(SM) foi estimada de acordo com Jaccard, com
utiliza¢dao do programa NTSY Spc (ROHLF, 2000).
Subtraindo-se o valor de SM da unidade (1 — SM)
foi obtida a dissimilaridade molecular.

dos

A distancia genealdgica foi obtida utilizando
0 programa estatistico computacional SAS
Learning Edition (2002) pelo procedimento PROC
Imbreeding.
distancia

A  matriz de (dados

moleculares e fenotipicos) foi estimada por meio

conjunta

do indice de similaridade proposto por Gower
(1971), posteriormente, a similaridade conjunta
(SC) estimada por meio do programa Multiv v.
2.3 (PILLAR, 1997). A dissimilaridade entre os
gendtipos foi obtida pelo complemento do indice de
Gower (1 — SC).

Asmatrizes de dissimilaridade foram transferidas
para o programa NTSYSpc (ROHLF, 2000) para
o agrupamento em dendrograma pelo método de
agrupamento das distdncias médias (UPGMA) e
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diagnostico das correlagdes cofenéticas entre as
matrizes e os agrupamentos (ROHLF; SOKAL,
1981), bem como as correlagdes entre as matrizes
(MANTEL, 1967).

Resultados e discussao

De acordo com a Tabela 1, ao se utilizar os
caracteres largura dos foliolos (LagF), freqiiéncia
de flores (FreFl), pigmentacdo do pedinculo
(PigP) e aspecto do apice (Aspecto) ndo é possivel
diferenciar os gendtipos estudados, ou seja, nao

ha diferencas significativas. Entretanto, para todos
os demais caracteres analisados foram detectadas
diferencas significativas, podendo estes serem
eliminados das avaliagdes de caracteriza¢do dos
genotipos. Os coeficientes de variagdo, que indicam
a variacao ocorrida na avaliacdo dos genotipos nos
anos avaliados, variaram de 7,94 % para tamanho
de folha (TamF) até valores acima de 50% para
pigmentagdo do pedunculo (53%) e freqiiéncia
de frutos (65%), demonstrando estes ultimos
serem altamente influenciados pelo ambiente nos
sucessivos anos de cultivo.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia, herdabilidades e coeficientes de variagdo (CV) para caracteres componentes
dos descritores minimos, avaliados em 13 genoétipos de batata. Pelotas, 2006.

Quadrado Médio de Tratamento

Y “ Asas  Aspecto AspPel Ciclo CoaFo ComBr ComP  CrBroto Corlnt CrPel CrPolp
Genotipos 12 046* 2,78 2,20%  5,11*  0,21%* 437*%  6,72% 8,02% 0,57*  0,72¥ 2,95%
CV (%) - 15,41 14,30 32,11 28,69 29,53 14,43 44,00 19,70 49,00 18,51 17,40
herdabilidade - 69,00 88,13 87,99 93,00 43,15 90,53 61,69 91,83 52,69 9290 91,22
Des  Fbroto  FecF Folhg FFSec  FreFl  Frutos  FTub HC Inser  IntClnt
Genotipos 12 4,46* 197* 1,22*  0,70* 1,38%* 0,18 5,38% 2,71% 2,78%  0,39* 18,63*
CV (%) - 13,51 20,63 10,22 17,00 10,67 2347 6500 21,23 14,30 9,36 12,00
herdabilidade - 92,67 51,20 77,24 77,00 75,83 0,01 65,00 88,64 88,13 91,88 93,80
IntCr IntPrim LagF  Olhos OndF PigExt PigP PgH PgN Pubsc TamF
Genotipos 12 3,68* 3,22% 0,25 0,95%  2,87* 0,77% 0,16 14,95% 0,63*  021* 0,46*
CV (%) - 15,78 14,29 7,92 36,80 35,64 50,00 53,00 28,60 34,21 13,62 7,94
herdabilidade - 93,14 92,25 37,75 76,27 84,70 76,00 0,01 95,42 73,38 63,23 63,19

*Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F.

Asas: presenga de asas, Aspecto: aspecto do apice, AspPel: aspereza da pelicula, Ciclo: ciclo vegetativo, CoaFo: coalescéncia da
folha, ComBr: comprimento da brotagédo lateral, ComP: comprimento do pedunculo, Corlnt: coloragdo interna da corola, CrBroto:
coloragdo da base do broto, CrPel: cor da pelicula, CrPolp: cor da polpa, Des: deselvolvimento da planta, Fbroto: formato do broto,
FecF: fechamento da folha, FFSec: freqiiéncia de foliolos secundarios, Folhg: tipo de folhagem, FreF1: freqiiéncia de flores, Frutos:
freqiiéncia de frutos, FTub: formato de tubérculo, HC: hébito de crescimento, Inser: inser¢do da folha, IntClnt: intensidade de
coloragdo interna da corola, IntCr: intensidade de coloragio da base do broto, IntPrim: intensidade de primérdios radiculares, LagF:
largura dos foliolos, Olhos: profundidade de olhos, OndF: ondulag@o das bordas, PgH: pigmentagdo da haste, PgN: pigmentagao
da nervura, PigExt: pigmenta¢@o externa da corola, PigP: pigmentac@o do pedinculo, Pubsc: pubescéncia da base do broto, TamF:

tamanho dos foliolos.

As estimativas de herdabilidade foram menores
para os caracteres que ndo apresentaram significancia
pela andlise de variancia e maiores que 90% para
pigmentac¢ao da haste, inser¢@o da folha, intensidade
de colorag¢do interna da corola, desenvolvimento da
planta, ciclo vegetativo, coloragdo da base do broto,
intensidade de primordios radiculares, comprimento

da brotag¢ao lateral, coloracao da pelicula e coloracao
da polpa, e valores muito proximos a 90% para
habito de crescimento, formato de tubérculo e
aspereza de pelicula. Os elevados valores de
herdabilidade para formato de tubérculo e aspereza
de pelicula concordam com as obtidas por Love,
Werner e Pavek (1997). Da mesma forma, Pinto
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(1999) verificou elevado valor de herdabilidade
para formato de tubérculo, demonstrando serem
caracteres pouco influenciados pelo ambiente. No
entanto, a herdabilidade por si s6 ndo ¢ suficiente
para predizer a resposta da sele¢@o para um carater,
dependendo também da magnitude da variabilidade
genética em uma populacdo (GOPAL, 2001), que
pode ser verificada pelas estimativas de distancia.

Os dendrogramas representativos da distancia
entre os genotipos podem ser visualisados nas
Figuras 1 e 2. Os coeficientes da correlacao
cofenética, que indicam quanto os dados das
matrizes de dissimilaridade estdo representados
nos dendrogramas, foram de 0,72, 0,83, 0,72 e
0,70 para as dissimilaridades com base nos dados
morfologicos, genealdgicos, moleculares e conjuntos
(morfolégicos e moleculares), respectivamente,
indicando que os dados das matrizes estdo bem
representados dendrogramas (MANTEL,
1967).

nos

Pela analise do dendrograma obtido com
base na distdncia Euclidiana, a partir dos dados
morfologicos, pode-se observar pela distancia
média entre os genotipos (8,30), que ha um grupo
maior composto de 9 dos 13 gendtipos avaliados,
um agrupamento menor composto pelos genotipos
Asterix e Baronesa e ainda White Lady e C-1714-
7-94 que nao agruparam com nenhum genotipo,
indicando que a maioria dos gendtipos possui
similaridade muito grande e que para maximizar
a heterose os componentes do grupo maior nao
poderiam ser cruzados entre si (LUTHRA; GOPAL;
SHARNA, 2005) (Figura 1A).

A dissimilaridade média entre os genotipos com
basenagenealogiafoide 0,99, demonstrando que dos
13 genodtipos avaliados seis ficaram isolados. Este
fato ocorreu provavelmente devido a ndo existéncia
de relagdo genealdgica entre estes ou devido a ndo
haver completa informacdo de descendéncia dos
mesmos. Os demais 7 gendtipos foram agrupados
em um grande grupo (Figura 1B).

A dissimilaridade média entre os genotipos
por marcadores moleculares foi de 0,78. Trés
agrupamentos de genétipos foram formados, um
maior grupo composto de oito genotipos e dois
agrupamentos menores, um formado por Baronesa
e Atlantic e outro por Monalisa, C-1485-16-87 ¢
C-1226-35-80 (Figura 2A).

Com base na analise conjunta dos dados
morfologicos e moleculares, foi observado a
dissimilaridade média entre os genotipos de 0,32.
Com base na dissimilaridade média, é identificada
a formagao de um grande grupo, composto por 7
genotipos e ainda dois agrupamentos de 2 genotipos,
um formado por White Lady e C-1714-7-94 e outro
por Baronesa e Elvira, havendo 2 gendtipos que nao
agruparam com nenhum outro (Figura 2B).

De maneira geral, fazendo as comparagdes dos
quatro dendrogramas que estdo apresentados nas
Figuras 1 e 2, verifica-se que em algumas situagdes
os genotipos nao foram agrupados da mesma forma
em todas as situacdes. A comparagdo entre as
quatro matrizes de distancia foi realizada mediante
a correlagdo entre matrizes (MANTEL, 1967). Os
valores de correlagdo entre as matrizes foram os
seguintes: conjunta com fenotipica 0,09, conjunta
com genealogica 0,18, conjunta com molecular
0,55, fenotipica com genealdgica 0,16, fenotipica
com molecular 0,20 e genealdgica com molecular
0,04. Apenas a correlagdo entre a matriz de distancia
conjunta com a matriz molecular foi significativa
pelo teste de Mantel (1967).

Esta associag@o significativa pode ter ocorrido
devido a grande quantidade de marcadores
moleculares em relacdo aos caracteres morfologicos
na analise conjunta, assim os resultados podem ter
sido superestimados na associagdo devido ao nimero
de marcadores moleculares (FRANCO et al., 2001).
A auséncia de associagdes com a dissimilaridade
genealogica provavelmente foi devido ao reduzido
volume de informacdes sobre a genealogia dos
genotipos, conforme citado anteriormente.
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Figura 1. Dendrogramas de distancia entre 13 genitores de batata, com base em dados morfoldgicos (A) e genealogicos
(B), agrupados pelo método de agrupamento UPGMA, Pelotas, 2006.

'Distancia média entre os genotipos.

Quanto a associacdo entre marcadores
moleculares e morfoldgicos, a primeira propicia
uma amostragem muito mais ampla do genoma do
que a analise com caracteres morfologicos, portanto
os dois marcadores possibilitariam avaliar partes
diferentes do genoma. A associagdo fica também
dificultada pelo diferente nimero de marcadores
morfologicos e moleculares utilizados (LEFEBVRE
et al,, 2001; MARIC et al, 2004; ROY et al.,

2004).

Devido ao fato de os pardmetros de medida
utilizados para a estimag@o das distdncias ndo se
correlacionarem, eles podem ser considerados
em conjunto para maximizar o nivel de variagdo
presente na populagdo obtida pelo cruzamento de
genoétipos com maiores distancias, sendo, portanto,
informag¢des complementares.
combinagdo de diferentes medidas pode melhorar a
predicao da performance da progénie, variabilidade
ou ambas (AUTRIQUE et al., 1996; BERED et al.,
2001).

Dessa forma, a
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(moleculares e morfologicos) (B), agrupados pelo método UPGMA, Pelotas, 2006.

Distancia média entre os genotipos.
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