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EXTRATO

BORDALLO, Patricia do Nascimento, M.S., Universidade Federal de
Vicosa, julho de 1997. Avaliacao da variacio somaclonal por
marcadores RAPD em cultivares de batata cultivados in vitro.
Professor Orientador: José Maria. Professores Conselheiros:
Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Cosme Damido Cruz.

Trés meios de cultivo foram testados com o objetivo de avaliar o
mais indicado para o desenvolvimento e crescimento das variedades
Baraka, Bintje e Contenda. Utilizaram-se 0 meio MS suplementado com
sacarose 3% e vitaminas, o meio MS com sacarose 3%, vitaminas e
acido giberélico 1,4 umol/L e o meio MS modificado. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis repeticoes
e cinco plantas por parcela. Plantulas no meio MS + GA; apresentaram
a maior média de numero de folhas definitivas e também maior média
de comprimento de parte aérea para todas as variedades. Para
determinar a concentracdo ideal de picloram a inducdo de calejamento,
um experimento foi realizado, testando-se as seguintes concentracoes:
0,0; 0,0165; 0,165; e 1,65 umol/L por 32 dias. O melhor resultado foi
obtido com 1,65 umol/L. Calos- foram induzidos, usando-se folha e



caule como explantes das variedades comerciais Baraka, Bintje,
Contenda, Baronesa e Achat em meio MS suplementado tanto com
picloram 1,65 pmol/L quanto com 2,4-D 11,5 umol/L. Apoés 70 e 90
dias de calejamento, os DNAs das 40 amostras de calos foram
analisados num estudo comparativo entre as duas fontes de explantes
das cinco variedades e de ambos os reguladores de crescimento. Para
isso, 20 “primers” de seqiéncia arbitraria foram testados. Para a
variedade Baraka, caule como explante, picloram e 90 dias de
calejamento foram os tratamentos que induziram a maior variacio
somaclonal. Para Bintje, os tratamentos foram folha, picloram e 70 dias.
Dos 20 “primers” testados, 14 apresentaram polimorfismo para a
variedade Contenda quando submetida ao tratamento que utilizou caule
como explante, picloram e 70 dias de calejamento. Dentre os genotipos
analisados, a variedade Baronesa apresentou o maior numero de
fragmentos polimorficos para todos os tratamentos. A variedade Achat
mostrou-se mais suscetivel a variacdo somaclonal quando submetida
aos tratamentos que utilizaram 2,4-D, 90 dias de calejamento e tanto
caule e folha como explante. O maior tempo de cultivo néao teve grande
influéncia na variacdo somaclonal da maioria das variedades, exceto
‘Baraka’ e ‘Achat’. O fator genétipo foi o mais importante, pois cada
variedade teve desempenho distinto do das outras, no que concerne a

taxa de variacdo somaclonal.



1. INTRODUGAO

A cultura da batata (Solanum tuberosum L.) € de ambito
internacional, sendo parte integral da dieta de grande proporc¢do da
populacao mundial. Sua produc¢do no Brasil foi de 2.359.000 toneladas
em 91/92 e, nesse mesmo periodo, teve rendimento de 14.594 kg/ha
(IBGE, 1994). Também, é a hortalica com a qual o pais tem maior gasto
com importagéo, chegando a casa dos 8.300 milhdes de dolares/ano.

Sendo uma espécie tetraploide, o uso das sementes botanicas
em cultivos comerciais é impraticavel, em razao da baixa fertilidade e do
alto nivel de segregacéo. Isso indica que sementes sintéticas podem ser
utilizadas como alternativa para produtores. Para producdo de
sementes sintéticas, sao utilizados embridoes somaticos, que por sua vez
precisam apresentar fidelidade clonal. Contudo, um dos principais
problemas no trabalho in vitro é a expressao da varia¢do somaclonal.

A variagao somaclonal inclui todo tipo de variagdo encontrada
entre plantas ou células de culturas de tecido de qualquer tipo. Varios
fatores afetam a natureza e a freqliéncia da variagdao somaclonal. O
genotipo € um dos principais fatores que afetam a variac¢ao, visto que
existem diversas evidéncias demonstrando o envolvimento de um
componente genético na predisposicao a variagdo somaclonal. O nivel
de ploidia da planta deve ser obsefvado, uma vez que poliploides exibem
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maior variacdo que os dipléides. O tipo e a idade do tecido usado como
explante influenciam a variacdo, uma vez que, quanto mais velho e
especializado é o tecido, mais sujeito a variagdo ele esta. Reguladores de
crescimento usados para induzir calejamento também podem levar a
variacao somaclonal, visto que alteram a taxa de multiplicacdo celular.
Por fim, parece haver correlacdo entre o tempo da cultura in vitro e o
acumulo de varia¢des cromossomicas (KARP, 1994).

Sendo, portanto, o grau de variacdo somaclonal funcdo de

varios fatores, faz-se necessario o uso de técnicas mais eficazes e

ficientes na sua deteccdo. Existem diversas técnicas para detectar as
variacoes genéticas, como analises fenotipica, cariolégica e
isoenzimatica, marcadores RFLP (“Restriction Fragment Lenght
Polymorphism”) e RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”). Esses
dois ultimos se baseiam na analise da variacao genética em nivel de
DNA, obtido de amostras de tecido vegetal.

O objetivo geral deste estudo foi analisar o efeito de folha e
caule como fontes de explante, picloram e 2,4-D como reguladores de
crescimento em dois tempos de calejamento, 70 e 90 dias, na variacao
somaclonal de cinco variedades comerciais de Solanum tuberosum, por
marcadores RAPD. Os objetivos especificos foram os seguintes:

a) Avaliacdo de trés meios de cultivo para desenvolvimento da
plantula.

b) Estudo da concentracao de picloram para inducédo de calo.

c) Estudo da diversidade genética entre calos e a planta-matriz.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Batata: caracteristicas culturais

A cultura da batata (Solanum tuberosum L.) é de ambito
internacional, sendo parte integral da dieta de grande propor¢do da
populag¢do mundial. Sua produc¢do no Brasil, nos ultimos anos, tem
oscilado em torno de dois milhoes de toneladas (MULLER, 1988).
Mundialmente, é a quinta entre as maiores culturas em producao, so
perdendo para trigo, arroz, milho e cevada (HOOKER, 1981).

Por ser uma espécie tetraploide, ocorre um alto nivel de
segregacdo, o que torna o emprego das sementes botanicas
impraticavel. Isso é devido a baixa fertilidade e & variacdao fenotipica,
inviabilizando o seu uso pelos produtores, por nio garantirem a
estabilidade clonal da planta (GARDNER e SNUSTAD, 1986). O item que
mais encarece o custo da produgdo de batata é o emprego de batatas-
s€émente de boa qualidade, que corresponde a aproximadamente 50%
do custo total da producdo (ZAIDHAFT, 1988).



2.2. Embriogénese somatica e semente sintética

Uma das potencialidades da biotecnologia de plantas esta na
producdo de grande numero de plantas idénticas com o minimo de
despesas. A embriogénese somatica fornece a oportunidade unica em
biotecnologia de plantas para gerar grande numero de copias
geneticamente idénticas, facilitando o manejo mecanizado, o
armazenamento, a disseminagao e o plantio (AMMIRATO, 1988).

As embriogéneses somatica, adventicia ou assexual sdo termos
usualmente empregados para designar a formacdo de embrides
originados de células individuais ou de agregados celulares
provenientes de tecidos somaticos (HACCIUS, 1978). A producgdo de
embrido somatico baseia-se no conceito da totipotencialidade das
células vegetais postulado por HARBERLANDT (1902), que € a
habilidade das células da planta de regenerarem uma nova planta.

Uma vez que os embrides somaticos sao estruturalmente
similares aos embrides zigoticos, torna-se vantajoso combinar a
eficiéncia e o baixo custo das sementes como fonte de propagulos com a
producdao clonal massal in vitro de embrides a partir de células
somaticas. A insergao de seqiiéncias génicas em células somaticas pode
também permitir que embrides somaticos transgénicos sejam
produzidos e multiplicados em grande escala, em sistemas
automatizados (GRAY e PUROHIT, 1991).

2.3. Variacdo somaclonal

Um dos principais problemas da cultura in vitro € o surgimento
de variagiao somaclonal. Denomina-se variagdo somaclonal ao conjunto
de mudancgas genéticas ocorridas em 6rgdos e tecidos apés alguma fase
in vitro. Essa varia¢do tem recebido grande atenc¢ao dos melhoristas em
varias culturas, por induzir variabilidade genética adicional (LARKIN e
SCOWCROFT, 1981), e pode Qriginar—se espontaneamente ou ser



induzida sob pressdo imposta nos estadios iniciais de crescimento
celular ou de diferenciacdo de brotos. Esse processo tem sido utilizado
para o desenvolvimento de tolerancia a estresses e a toxidez por
minerais e herbicidas e de resisténcia a doencas, dentre outros.

Visto que variacdo somaclonal inclui todo tipo de variagao
encontrado entre plantas ou células derivadas de cultura de tecidos de
qualquer tipo (SKIRVIN et al., 1993), quando a meta é obter fidelidade
clonal, o controle da variacio somaclonal torna-se um desafio
(AMMIRATO, 1991).

A variacdo somaclonal é mais freqiientemente associada com
formacao de calos e regeneracao adventicia de brotos (SKIRVIN et al.,
1993). Por essa razdo, micropropagadores comerciais ndo poupam
esforcos para evitar formacao de calos selecionando somente brotos
derivados a partir de gemas axilares (KARP, 1989), vindo a representar
um dos maiores obstaculos na micropropagac¢ao via embridoes somaticos
(DE KLERK, 1990). A natureza dessa variacdo € ainda bastante
polémica e controvertida e, mesmo nao podendo ser controlada, é um
meétodo util para induzir variabilidade genética (DOLEZEL et al., 1986).
Geneticistas interessados em explorar variacao somaclonal devem
encorajar a formacao de brotagdes adventicias e o desenvolvimento de
calos (SKIRVIN et al., 1993). A presenca de variacdo somaclonal foi
demonstrada entre brotaces adventicias derivadas de plantas
aromaticas, brotacoes adventicias ex vitro de folhas e de cultura de
calos (SKIRVIN e JANICK, 1976a; SKIRVIN e JANICK, 1976b; JANICK et
al., 1977; MOYER e COLLINS, 1983; GRIESBACH e SEMENIUK, 1987).
Contudo, a variagdo nao é limitada a calos regenerantes, uma vez que
consideravel variacdo tem sido descrita para carateristicas morfologicas
(forma da flor e da folha e altura de planta), viabilidade de pélen e
numero de cromossomos em plantas regeneradas diretamente a partir
de explantes de folha sem formagdo intermediaria de calos (EVANS,
1988).



A quantidade de variacdo que se desenvolve sob condicoes de
regeneracdo adventicia pode ser maior do que aquela obtida usando
mutagénicos. Os tipos de variacdao obtidos pelos dois métodos podem se
sobrepor, mas, em alguns casos, variagdes particulares somente sao
observadas in vitro e nao com tratamentos mutagénicos (GAVAZZI et al.,
1987). E razoavel dizer que a ocorréncia relativa de domindncia em
variante somaclonal talvez apresente ordem de magnitude maior do
que em mutacoes induzidas (LARKIN, 1987). Essa maior incidéncia de
variacées in vitro torna a variagdo somaclonal um atrativo para
melhoristas de plantas, uma vez que elimina o estadio de isolamento e
purificacao de caracteres recessivos para se trabalhar com eles. A
quantidade de variabilidade esperada também pode estar relacionada
ao nivel de ploidia do clone parental (SKIRVIN et al., 1993). Em
diploides, como milho e tomate, anormalidades cromossomicas em geral
entre progénies de somaclones sao raras, enquanto em espécies
poliploides, como trigo e aveia, elas sao mais freqlientes.

SHEPARD (1981) tem descrito a extensiva variacdo observada
entre plantas regeneradas de protoplastos da variedade de batata
Russet Burbank, em que variantes resistentes a Phytophtora infestans e
Alternaria solani foram encontradas (SCOWCROFT, 1984). Variagéo
somaclonal foi confirmada para muitas outras variedades de batata,
como ‘Maris Bard’ e ‘Bintje’. De modo significativo, variagdo somaclonal
em batata tem sido usada como opcao de plantio no Reino Unido, nos
EUA e na Alemanha.

Muitos mecanismos tém sido identificados ou propostos, os
quais incluem mudanc¢as na estrutura e, ou, numero de Cromossomos,
mutacdo de ponto, mudancgas na expressiao de um gene como resultado
de mudangas estruturais no cromossomo, ativacdo de elementos
transponiveis, perda da cromatina, amplificacio do DNA, "crossing-
over" somatico, reducdo somatica e mudancas no DNA das organelas
citoplasmaticas (RAO et al., 1992). A freqiiéncia de variacio somaclonal

tem sido associada a quatro variaveis criticas: genotipo, origem do



explante, duracéo e condigoes da cultura, como o uso de reguladores de
crescimento (EVANS e SHARP, 1988).

Genotipo € uma importante variavel que pode influenciar a
freqiiéncia de regeneracdo e a de somaclones. Isso é bem evidente em
batata, em que foram encontradas diferengas no numero de plantas,
regeneradas em cultivares em condig¢oes idénticas (GUNN e SHEPARD,
1981). E possivel identificar cultivares com maior tendéncia a variacao
somaclonal, denotando o envolvimento de um componente genético na
predisposi¢ao a variacdo somaclonal (KARP, 1994). Isso pode ser
exemplificado por diferencas encontradas entre cultivares de batata
(JACOBSEN, 1981), alfafa (NAGARAJAN e WALTON, 1987) e Begonia
haemalis (ROEST et al., 1981).

Fonte de explante é considerada como a variavel critica mais
freqliente para variacdo somaclonal. Nem todos os explantes sdo iguais
em termos de regeneracéo; logo, € provavel que procedimentos seletivos
possam mostrar diferencas entre os explantes. MURASHIGE e NAKANO
(1967) verificaram que se¢oes mais velhas de caule produziram calos
com maior freqiiéncia de células poliploides. DE JONG e CUSTERS
(1986) observaram maior variagdo somaclonal em plantas regeneradas
de calos induzidos de epiderme de pétala de crisantemo em relacdo as
plantas regeneradas de calos induzidos do apice.

A correlacdo entre duracao da cultura e acimulo de variacoes
cromossomicas foi primeiro documentada para Daucus carota (SMITH e
STREET, 1974). Segundo EVANS e SHARP (1988), quanto maior o
tempo de cultura, maior variagao cromossomica pode ocorrer. Enquanto
culturas de células podem conter muitas células anormais, a
régeneracdo atua como um crivo, reduzindo a freqiiéncia de plantas
aneuploides. Em alguns casos, somente, ou predominantemente, as
plantas dipléides tém sido regeneradas, apesar da presenca de células
anormais nas culturas usadas para regeneracao.

Sabe-se que reguladores de crescimento podem influenciar a

freqiiéncia de alteracées cariotipicas em cultura de células. GHOSH e



GADGIL (1979) relacionaram as mudancas no nivel de ploidia como
sendo funcdo do balango endégeno de reguladores de crescimento. No
entanto, DOLEZEL e NOVAK (1984), estudando o efeito de diferentes
reguladores de crescimento em Tradescantia, nao encontraram
evidéncias de seus efeitos mutagénicos. Seu efeito parece ser indireto
pela promoc¢do de divisdao celular rapida em determinados niveis de
ploidia (KARP, 1989). Assim, auxinas como o 2,4-D agiriam como
agente seletivo para linhagem de células mutantes, preexistentes no
explante original ou geradas na fase de calos (NOVAK, 1981).
Freqlientemente, 2,4-D é considerado ser o responsavel pela
variabilidade cromossomica (SINGH et al., 1975). O uso de 2,4-D em
substituicio 2 ANA em meio de cultura para batata aumenta a

freqliéncia de plantas anormais (SHEPARD, 1981).
2.4. Avaliagao da variacdo somaclonal

Muitas estratégias podem ser usadas para avaliar a integridade
genética de clones derivados de plantas in vitro, mas muitas delas
possuem limitagées. Analises cariotipicas nao podem revelar alteracdo
eém genes especificos ou arranjos cromossomicos pequenos. Marcadores
isoenzimaticos constituem um método apropriado para deteccdo de
mudancas genéticas - embora sejam sujeitos a variacao ontogénica - e
sao limitados em numero, e apenas regides codificadas do DNA de
proteinas soluveis podem ser amostradas (ISABEL et al., 1993). Além
disso, os resultados isoenzimaticos sdo freqiientemente equivocados,
€m razao de efeitos epigenéticos €, ou, de desenvolvimento na expressio
da isozima (ORTON, 1983).

Pode-se realizar uma analise mais precisa da variacéo
Somaclonal, utilizando marcadores moleculares, que se baseiam no
estudo das alteracoes ocorridas em nivel de DNA (TANKSLEY et al.,
1989). Marcadores de RFLP (“Retriction Fragment Lenght

Polymorphism”) sdo precisos para amostragem de varias regides do



genoma e potencialmente ilimitados em numero. Entretanto, a técnica
de RFLP é complexa, demorada, onerosa e requer grande quantidade de
tecido vegetal; aliado a isso, some-se o0 uso freqiente de radioatividade
(ISABEL et al.,1993; NEWBURY e FORD-LLOYD, 1993).

Usando PCR (“Polymerase Chain Reaction”) em conjun¢ao com
"primers" curtos de seqiiéncias arbitrarias, marcadores RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA”) (WILLIAMS et al.,, 1990) se mostraram
sensiveis a deteccao de variacao entre individuos (ISABEL et al., 1993).
As vantagens desta técnica sobre as outras sao que grande numero de
amostras pode ser analisado econdmica e rapidamente, enquanto
apenas microquantidades de material sao necessarias; as impressdes do
DNA especifico obtido sdo independentes da expressao ontogénica; e a
maioria dos genomas pode ser amostrada com um numero de
marcadores potencialmente ilimitado (ISABEL et al.,, 1993) e néo
envolve radioatividade. Identificou-se o polimorfismo pela auséncia ou
presenca de bandas dos produtos de amplificacao do DNA separados
por eletroforese em gel de agarose (WAUGH e POWELL, 1992;
NEWBURY e FORD-LLOYD, 1993).



3. MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizadas cinco variedades
comerciais de batata (Solanum tuberosum L.), ‘Baraka’, Bintje’,
‘Contenda’, ‘Baronesa’ e ‘Achat’, provenientes do CNPHortalicas/
EMBRAPA.

Segmentos nodais com pelo menos duas gemas foram
utilizados para propagacao das plantulas em sais MS (1962) contendo
3% de sacarose e suplementado com mioinositol 0,6 mmol/L, cistina
83,2 ymol/L, glicina 26,6 umol/L, tiamina HCI 2,9 umol/L, piridoxina
HCl 2,4 umol/L, acido nicotinico 4,0 umol/L e acido giberélico
1,4 umol/L. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 (BUSO et al., 1989). As
plantulas foram mantidas em sala de crescimento sob 1.000 lux, com
fotoperiodo de 16 horas. O intervalo entre subcultivos foi de 40 dias.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Progénies
de Hortalicas do Departamento de Fitotecnia e no Laboratorio de
Biologia Molecular de Plantas do Nucleo de Biotecnologia Aplicada a
Agricultura (BIOAGRO), pertencentes a Universidade Federal de Vicosa,
em Vigcosa, MG.
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3.1. Experimento I: avaliacio de meios de cultivo para crescimento
e desenvolvimento das plantulas de batata in vitro

3.1.1. Descricdo do ensaio

Trés meios de cultivo foram testados com o objetivo de avaliar o
mais apropriado para o crescimento e desenvolvimento das variedades
em estudo. Sao eles:

MEIO 1: MS, vitaminas e 3% de sacarose (MURASHIGE e SKOOG,
1962).

MEIO 2: MS, vitaminas, 3% de sacarose ¢ GAs 0,5 mg/L (BUSO et al.,
1989; MURASHIGE e SKOOG, 1962).

MEIO 3: MS modificado (DODDS et al., 1986).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com seis repeticoes e cinco plantas por repeticdo, o que
forneceu as médias das caracteristicas avaliadas. As caracteristicas
avaliadas foram: numero de folhas definitivas, namero de nos, altura da
planta, comprimento médio do interno e area foliar. O critério adotado
na avaliacio da area foliar foi de notas para a terceira folha
completamente desenvolvida a partir do apice caulinar, sendo a
nota 0 = inexisténcia de folha, nota 1 =0 - 2 mm, nota 2 = 2 - 4 mm,
nota3 =4 -6 mm, nota4 =6 -8 mm e nota 5 = > 8 mm.

Neste experimento, apenas as variedades Baraka, Bintje e
Contenda foram analisadas em duas €pocas: 15 e 30 dias apos a
transferéncia dos segmentos nodais de 1 a 1,5 mm para os meios. As
plantulas foram mantidas em sala de crescimento sob 1.000 lux e

fotoperiodo de 16 horas.
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3.1.2. Analise estatistica

Realizaram-se analise de variancia dos caracteres e teste de
média para as fontes de variacdo, em que foram detectadas diferencas

significativas.

3.2. Experimento II: estudo da concentracio de picloram para
inducédo de calos

3.2.1. Descricido do ensaio

A fim de determinar a concentracao ideal de picloram para
inducio de calejamento, um experimento preliminar foi realizado com a
variedade Contenda, testando-se as seguintes concentragdes: 0,0;
0,0165 umol/L; 0,165 umol/L; e 1,65 umol/L. A duracdo deste

experimento foi de 32 dias.

3.2.2. Analise estatistica

Foi feita apenas analise visual, reconhecendo-se a concentracao
que melhor propiciou o desenvolvimento de calos.

3.3. Experimento III: estudo da variacdo somaclonal baseado na
diversidade genética entre clones de batata

3.3.1. Descricdo dos ensaios
3.3.1.1. Inducdo de calos

Cada uma das cinco variedades foi submetida a oito
tratamentos. Duas fontes de explante, caule e folha foram combinadas
com dois reguladores de crescimento, picloram 1,65 umol/L e 2,4-D
11,5 pmol/L (BONIN, 1988). . Duas datas de avaliacdo foram
determinadas, 70 e 90 dias. O Quadro 1 ilustra os tratamentos.
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Quadro 1 - Descricao dos tratamentos utilizados no experimento de
inducao de calos

Fonte de Reg. de Tempo de
Explante Crescimento Calejamento
Tratamento 1 Folha 2,4-D (11,5 umo/L) 70 dias
Tratamento 2 Caule 2,4-D (11,5 pmol/L) 70 dias
Tratamento 3 Folha Picloram (1,65 umol/L) 70 dias
Tratamento 4 Caule Picloram (1,65 umol/L) 70 dias
- Tratamento 5 Folha 2,4-D (11,5 pmol/L) 90 dias
Tratamento 6 Caule 2,4-D (11,5 umol/L) 90 dias
Tratamento 7 Folha Picloram (1,65 umol/L) 90 dias
Tratamento 8 Caule Picloram (1,65 umol/L) 90 dias

3.3.1.2. Extracdao do DNA de plantas

Foi utilizado o método de DOYLE e DOYLE (1990), com
modificacées. Amostras de tecidos pré-armazenados a -80°C foram
maceradas em nitrogénio liquido e acondicionadas em tubos de
polipropileno com 6 mL do tampéao de extragdo, previamente aquecido a
65°C, contendo CTAB 2%, NaCl 1,4 mol/L, EDTA 20 mmol/L, pH 8,0,
Tris-HCl 100 mmol/L, pH 8,0, PVP 1% e B-mercaptoetanol 0,2%.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 65°C, durante 60
minutos, sendo levemente agitados a cada 10 minutos. Em seguida, o
material foi centrifugado em centrifuga refrigerada Beckman MJ, a
13.000 rpm, rotor JA-20, por 10 minutos. Ao sobrenadante obtido foi
adicionado volume igual de CIA (cloroféormio:alcool isoamilico, 24:1), e
0S tubos foram invertidos diversas vezes. A fase organica foi separada
por centrifugacdo a 14.000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante foi
recolhido e extraido mais duas vezes com cloroformio: isoamil, sendo os
acidos nucléicos precipitados com 2/3 do volume de isopropanol, por
12 horas a -20°C. O precipitado foi sedimentado por centrifugacéo por
10 minutos a 14.000 rpm, ressuspendido em 500 uL de Tris-EDTA (pH
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ressuspendido em 35 uL de tampao Tris-EDTA (pH 8,0) e quantificado
em fluorémetro (Hoefer DyNA Quant 200).

3.3.1.4. Processo de amplificacdo do DNA

As reacoes de amplificacao foram feitas num volume final de
25 uL, cada uma contendo Tris-HCl 10 mmol/L(pH 8,0), KCl 50
mmol/L, MgCl, 2,4 mmol/L, desoxirribonucleotidios (dATP, dCTP, dGTP
e dTTP) 0,2 mmol/L de cada, oligonucleotidios iniciadores (“primers”)

0,4 umol/L, taq polimerase 1 unidade e DNA 30 ng. O processo de

amplificacdo foi realizado em termociclador “Perkin Elmer Cetus,

modelo 9600”, utilizando-se um programa de 40 ciclos de 94°C por 15
segundos, 35°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguido por 7

minutos a 72°C, e finalizando com 4°C até a retirada das amostras do

equipamento.
Os “primers” utilizados, de 10 nucleotidios, foram adquiridos

na “Operon Technologies” (California, EUA), e sua relacao esta descrita

no Quadro 2, com as respectivas seqiiéncias de bases.

Quadro 2 - Relacdo de “primers” utilizados no processo de amplificagao
e respectivas seqiéncias de bases

“Primer” Seqiiéncia (5’ para 3)) “Primer” Seqtiéncia (5’ para 3

OPA09 GGGTAACGCC OPQ17 GAAGCCCTTG
OPA10 GTGATCGCAG OPR11 GTAGCCGTCT
OPA11l CAATCGCCGT OPR12 ACAGGTGCGT
OPBO0O7 GGTGACGCAG OPS03 CAGAGGTCCC
OPBO08 GTCCACACGG OPS0S TITGGGGCCT
OPCO09 CTCACCGTCC OPS11 AGTCGGGTGG
OPDO1 ACCGCGAAGG OPS13 GTCGTTCCTG
OPDO04 TCTGGTGAGG OPS14 AAAGGGGTCC
OPQ11 TCTCCGCAAC OPT14 AATGCCGCAG
___OPQ14 GGACGCTTCA OPT17 CCAACGTCGT
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3.3.1.5. Eletroforese do produto de amplificacio

Apoés a amplificacdo, os fragmentos de DNA obtidos foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,2% contendo brometo de
etidio 0,1 upg/ml e tampdo TBE (Tris 89 mmol/L, acido bérico
89 mmol/L e EDTA 2 mmol/L), a 80 volts. A cada amostra foram
adicionados 3 ul de corante (azul-de-bromofenol 0,25% e sacarose
40%). Cada bateria de amostras foi aplicada ao gel, tendo como
referéncia os produtos de amplificacdo da planta-matriz em relacdo aos
tratamentos a que cada variedade se submeteu. Para arquivar os
resultados, os géis foram fotografados, sob luz ultravioleta, com camara

Polaroid.

3.3.1.6. Analise estatistica

Foi realizada a analise de agrupamento dos individuos em cada
variedade de batata, adotando-se como medida de dissimilaridade o
complemento aritmético do indice de Jaccard e, como técnicas de

agrupamento, os métodos de Tocher e do Vizinho Mais Proximo.

3.3.1.6.1. Medida de dissimilaridade

Adotou-se o complemento aritmético do coeficiente de Jaccard,
que € dado por:
J=a/a+b+c
em que

a=1- 1: namero de coincidéncia do tipo “1” e “17;

b=1-0: namero de discordancia do tipo “1” e “0”; e

C =0 - 1: numero de discordancia do tipo “0” e “1”.
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sendo

1 = presenca da banda; e
O = auséncia da banda.

O complemento aritmético expresso por DJ é dado por
DJ=1-Jd.

3.3.1.6.2. Métodos de agrupamento

3.3.1.6.2.1. Método de agrupamento de Tocher

O método de Tocher adota o critério de que a média das
medidas de dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor que as
distancias médias entre quaisquer grupos.

O método requer a obtencdo da matriz de dissimilaridade,
sobre a qual é identificado o par de individuos mais similar, que
formarao o grupo inicial. A partir dai é avaliada a possibilidade de
inclusdao de novos individuos, adotando-se o critério anteriormente
citado.

A entrada de um individuo em um grupo sempre aumenta o
valor médio da distancia dentro desse grupo. Assim, pode-se tomar a
deciséo de incluir um individuo em um grupo, por meio da comparacao
entre o acréscimo no valor médio da distancia dentro do grupo e um
nivel maximo permitido, que pode ser estabelecido arbitrariamente, ou
adotar, como tem sido geralmente feito, o valor maximo da medida de
dissimilaridade encontrado no conjunto das menores distancias
énvolvendo cada individuo (CRUZ e REGAZZI, 1994).
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3.1.6.1.2.2. Método de agrupamento do Vizinho Mais

Proximo

Neste método, identificaram-se, na matriz de dissimilaridade,
individuos mais similares, os quais sdo reunidos, formando o grupo
inicial. Calcularam-se entdo as distancias daquele grupo em relacao aos
demais individuos e, nos estadios mais avancados, em relagdao a outros
grupos ja formados.

O processo de identificagdo das entidades (grupos ou
individuos]. mais similares se repete sobre a nova matriz de
dissimilaridade, cuja dimensdo é reduzida a cada passo e se finaliza
quando todos os individuos sé@o reunidos em um unico grupo.

A distancia entre um individuo k e um grupo formado pelos

individuos i e j, para k # i, j, é dada por
diip k= min {dic; dj}

ou seja, dg x € dada pelo menor elemento do conjunto das distancias
dos pares de individuos (i e k) e (j e k).

A distancia entre dois grupos é dada por

djp gy = min {dix; da; djx; dj}

isto €, a distancia entre dois grupos formados, respectivamente, pelos
individuos (i e j) e (k e 1) € dada pelo menor elemento do conjunto, cujos

elementos sio as distancias entre os pares dos individuos (i e k), (i e 1),
(G ek)e(jel) (CRUZ e REGAZZI, 1994).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento I: avaliacdo de meios de cultivo para crescimento
e desenvolvimento das plintulas de batata in vitro

Com o objetivo de avaliar qual o meio de cultivo mais
apropriado para o crescimento e desenvolvimento de plantulas de
batata, trés meios de cultivo foram testados para analise do seu
comportamento quanto a numero de nos, comprimento médio de
entreno, altura de planta, namero de folhas definitivas e area foliar.

Os resultados da analise de variancia do comprimento médio de
entrends de trés variedades de batata avaliadas em duas épocas
revelaram a inexisténcia de diferenca significativa para o efeito de época
€ da interacso época x variedade. Apenas se detectou a existéncia de
diferenca significativa para variedades. Para esta variavel, o coeficiente

de variagao que mede a precisdo experimental foi de 26,916 % (Quadro
3).
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Quadro 3 - Resumo da analise de variancia de cinco caracteristicas em
trés variedades de batata (Baraka, Bintje e Contenda)
submetidas a trés meios de cultivo in vitro e avaliadas em
duas datas (épocas), 15 e 30 dias apos a transferéncia dos
segmentos nodais para os meios de cultivo. ENT:
comprimento médio de interno, ALT: altura da planta,
FOLDEF: numero de folhas definitivas, NNOS: nimero de
nos e AREAFOL: area foliar

QM
FV GL ENT ALT FOLDEF NNOS AREAFOL
Meio (M) 2 0,1989 6,9592 ** 3,8341 1,5548 1,5308
Varied. (V) 2 2,4799 ** 293410 * 13,3691 ** 10,0000 ** 23,1597 **
Epoca (E) 1 0,007837 103,5077 * 76,7602 ** 100,8233 * 26,9000 **
MxV 4 0,1336 3,5882 * 15711 0,8019 0,6241
MxE 2 0,001073  2,0609 0,5720 0,7914 0,5298
VXE 2 0,02967 2,3126 4,7980 *  4,6734 * 2,2073 *
MxVxE 4 0,04314 0,3906 0,1440 0,4707 0,2097
Residuo 90 0,08441 1,0633 1,5383 1,2225 0,6914
Média 1,0794 4,3371 4,6625 4,1350 2,0530
CV.% 26,916 23,776 26,602 26,738 40,504
== P05
* P< 0,01,

Apesar da existéncia de significancia estatistica, observaram-se
neste experimento coeficientes de variacdo considerados altos (Quadro
3), mas que se tornam admissiveis quando comparados com os
eéncontrados por SCHMILDT (1994),

coeficiente de variacio de até 140%, para experimentos envolvendo

que apresentou valores de

cultivo in wvitro. O desempenho das trés variedades para crescimento
médio de entrenés em duas épocas de avaliagdo mostrou que houve
diferenca estatistica das variedades Baraka e Bintje em relacio a
‘Contenda’, apresentando as duas primeiras médias superiores a desta
ultima (Quadro 4).
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Quadro 4 - Comparacao entre médias de cinco repeti¢ées em relacdo ao
comprimento do intrend de trés variedades de batata
avaliadas em duas épocas

Epoca
Variedade 15 Dias 30 Dias Meédia
Baraka 1,1700 1,2261 1,1980 a
Bintje 1,2861 1,2372 1,2617 a
Contenda 0,7567 0,8006 0,7786 b
Média 1,0709 1,0879 1,0794

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Com relagdo a altura da planta, a variedade Bintje teve
desempenho superior ao da ‘Baraka’, que por sua vez foi superior ao da
‘Contenda’, apresentando diferencas significativas entre as meédias
(Quadro 5).

Quadro 5 - Comparacao entre médias de cinco repeticées em relacdo a
altura da planta de trés variedades de batata avaliadas em
duas épocas

Epoca
Variedade 15 Dias 30 Dias Média
Baraka 3,5467 9,1172 4,3319b
Bintje 4,3567 6,1283 5,2425 a
Contenda 2,1711 4,7028 3,4369 c
Média 3,3581 A . 5,3161 B 4,3371

Médias seguidas pela mesma letra minascula nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem entre si, pelo
teste F, a 1% de probabilidade.
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Aos 30 dias, as variedades Bintje e Contenda apresentaram
numero de folhas definitivas superior ao da ‘Baraka’ (Quadro 6); para
numero de noés, também aos 30 dias, Bintje’ e ‘Contenda’ mostraram-se

superiores a variedade Baraka (Quadro 7).

Quadro 6 - Comparacgio entre médias de cinco repeti¢coes em relacio ao
numero de folhas definitivas de trés variedades de batata
avaliadas em duas épocas

Epoca
Variedade 15 Dias 30 Dias Média
Baraka 3,5105 aA 4,4094 bA 3,9600
Bintje 4,0694 aB 5,8877 aA 4,9786
Contenda 3,8783 aB 6,2194 aA 5,0488
Média 3,8194 5,5055 4,6625

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na vertical e
maiusculas na horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Quadro 7 - Comparagio entre médias de cinco repeticées em relaciao ao
numero de nos de trés variedades de batata avaliadas em
duas épocas

Epoca
Variedade 15 Dias 30 Dias Média
Barakg 2,9316 aB 4,1738 bA 3,5527
Bintje 3,6416 aB 5,5166 aA 4,5791
Contenda 2,9338 aB 5,6138 aA 4,2738
Média 3,1690 5,1014 4,1352

Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na vertical e
maitsculas na horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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Com relacdo a aéarea foliar, ‘Baraka’ e ‘Bintje’ tiveram
desempenho inferior ao da variedade Contenda (Quadro 8). Esse menor
desempenho das variedades ‘Bintje’ e ‘Baraka’ em relagdo a ‘Contenda’

pode ser compensado pelo maior namero de folhas.

Quadro 8 - Comparacao entre médias de cinco repeticées em relacdo a
area foliar de trés variedades de batata avaliadas em duas

épocas
Epoca
Variedade 15 Dias 30 Dias Média
Baraka 0,9872 bB 1,7000 bA 1,3436
Bintje 1,5361 abB 2,2477 bA 1,8019
Contenda 2,1383 aB 3,7083 aA 2,9233
Média 1,5538 2,5520 2,0529

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na vertical e
maiusculas na horizontal nido diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Coletivamente, esses resultados demonstraram que a variedade
Bintje teve desempenho superior ao das outras, indicando que essa
variedade é mais bem adaptada ao cultivo in vitro e, ou, é geneticamente
mais vigorosa, embora seja essa uma caracteristica atribuida a todas as
trés variedades utilizadas nesse experimento (SANTOS et al., 1986).

Além do efeito do genotipo, o meio € o tempo de cultivo,
associados com as interacbes desses fatores, sdo altamente
significantes, tanto para niamero .de folhas definitivas como para altura
da planta (FONDONG et al.,, 1994). Assim, os gendtipos analisados
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foram submetidos a diversos meios de cultura, a fim de avaliar o efeito
do meio no desenvolvimento da parte aérea.

A comparacdo dos meios de cultivo, em relagdo a altura da
planta, indicou que cada variedade respondeu diferentemente aos meios
utilizados. Para a variedade Baraka, os meios MS e MS+GA;
apresentaram diferengas significativas entre si e mostram-se superiores
ao MS modificado. Para a variedade Bintje, houve diferenca significativa
entre o meio MS+GAs e os meios MS e MS modificados, sendo a média
do primeiro superior as médias dos outros dois. Para a variedade
Contenda, os meios de cultivo ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (Quadro 9). Esses resultados sdo consistentes com aqueles
descritos por FONDONG et al. (1994), no que diz respeito ao papel do
GAs de ser dependente do genatipo.

Quadro 9 - Comparacio entre médias de cinco repeticdes em relacéo a
altura da planta de trés variedades de batata avaliadas em
trés meios de cultivo in vitro

Meio
Variedade MS MS + GAs MS Modificado Média
Baraka 4,8500 aA 4,6683 bA 3,4775 bB 4,3319
Bintje 4,9417 aB 6,0833 aA 4,7025 aB 5,2429
Contenda 3,7533 bA 3,2283 cA 3,3291 bA 3,4369
Média 4,5150 4,6600 3,8364 4,3371

Méc_iias seguidas pelas
maiusculas na horizontal nao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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Quanto ao efeito do meio sobre o numero de folhas definitivas,
as variedades também se comportaram de forma distinta, ressaltando-
se que, embora Bintje’ e ‘Contenda’ ndo diferissem significativamente
entre si, a variedade Baraka mostrou-se estatisticamente inferior. Ao
proceder a analise das médias dos meios de cultivo, notou-se que
plantas no meio MS+GAs possuiam a maior média de numero de folhas
definitivas para todas as variedades, em comparag¢do com 0s 0utros
meios (Quadro 10). O mesmo se observou ao analisar o Quadro 9, em
que a média do meio MS+GAs foi superior a dos outros meios para
altura de planta. De acordo com BOCCON-GIBOD (1989), a adicao
externa de GA; em meio de cultivo in vitro tem o seguinte papel:
estimulagdo do crescimento do meristema, inducdo da elongacédo do

caule e ativagdo do crescimento do embrido.

Quadro 10 - Comparacio entre médias de cinco repeticdes em relacgao
a0 numero de folhas definitivas de trés variedades de
batata avaliadas em trés meios de cultivo in vitro

Meio
Variedade MS MS + GAs MS Modificado Média
Baraka 4,1383 4,2325 3,5091 3,9600 b
Bintje 4,8000 5,6941 44416 4,9786 a
Contenda 5,1666 4,9758 5,004 1 5,0488 a
Média 4,7016 4,9675 4,3183 4.6624

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Dentre os resultados testados, o meio MS modificado
apresentou a menor média para altura de planta (Quadro 9) e folhas
definitivas (Quadro 10). Similarmente, MARTINEZ (1994) demonstrou
que o meio MS modificado teve o pior desempenho dentre os quatro
meios de cultivo in vitro testados.
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O meio de cultivo MS+GAs; foi o escolhido para dar
prosseguimento aos experimentos. As plantas cultivadas nesse meio
possuiam melhor aspecto visual que as cultivadas nos outros dois
meios para todas as trés variedades analisadas, apesar de néo diferirem
estatisticamente entre os outros meios para a variedade Contenda e
terem desempenho similar ao do meio MS para a variedade Baraka, e,
ainda, apresentaram-se como a melhor op¢do para a variedade Bintje

em relacado a caracteristica altura de plantas.

4.2. Experimento II: estudo da concentracdo de picloram para
inducdo de calos

Dentre as quatro concentragoes utilizadas, o melhor resultado
foi obtido com 1,65 umol/L de picloram. Com 0,0 e 0,0165 umol/L nao
houve formacio e calos apoés 32 dias. Com 0,165 umol/L de picloram,

apos esse mesmo periodo a formacao de calos foi incipiente.

4.3. Experimento III: estudo da variacio somaclonal baseado na

diversidade genética entre clones de batata

Com a finalidade de avaliar a variacdo somaclonal entre os
tratamentos testados para calejamento, amostras de DNA de calos
induzidos para cada tratamento foram amplificadas por RAPD. Foram
utilizados 20 oligonucleotidios iniciadores de seqiiéncias aleatorias.

No Quadro 11, encontra-se a descricdo dos “primers” testados e
daqueles que evidenciaram bandas polimorficas no processo de
amplificacdo do DNA dos calos formados apés os oito tratamentos e da
planta-matriz de cada uma das cinco variedades. O numero de
“primers” que apresentaram polimorfismo foi de 5 para ‘Baraka’, 4 para

‘Bintje’,16 para ‘Contenda’, 7 para ‘Baronesa’ e 4 para ‘Achat’.
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Quadro 11 - Relacao dos “primers” que apresentaram polimorfismo
dentro de cada tratamento e variedade. Os numeros de 1 a
8 correspondem aos respectivos tratamentos

BARAKA BINTJE CONTENDA

Primer 1|2]3{4]|5[6|7(8]1[2]3]|4l5]6]|7]|8]1]2]13]|4]5]|6]7]8

OPA-09

>

OPA-10

OPA-11

OPB-07

OPB-08 | X[ X|X|[X[X|X]|X]|X

OPC-09

OPD-01

XX X| XX

OPD-04 | X|X|X|X[X]|X[X]|X

OPQ-11

OPQ-14 X

> X X
x

OPQ-17

POR-11 | X X X| X X

POR-12

OPS-03 [X|X|X XXX X| X

OPS-05

x| x| x| x| X

OPS-11

OPS-13 X| X

OPS-14

OPT-14 XXX X]|X|X]X]| X X

OPT-17 XX X[X]|X]X[X]|X X

Primer 1

OPA-09 X

XX
X X|w
x
x

OPA-10 X

OPA-11

OPB-07 S [ T T O [ |

OPB-08

- OPC-09 X

OPD-01

OPD-04

OPQ-11 2 ) e I e

OPQ-14

OPQ-17 A XA | XA X el X

OPR-11

OPR-12 Xl vatgix T ilde eyl Xa] eedeals XXl X ] Xo| kX dli X ¢

OPS-03 X X

OPS-05

OPs-11

OPs-13

OPs-14

OPT-14 P S s 14 Sl ] s [ [

OPT-17

27



Pelo método de Tocher, houve a formacao de dois grupos para a
variedade Baraka. O Grupo (1) era formado pelos calos provenientes dos
Tratamentos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 e pela planta-matriz, enquanto o Grupo
(2) era formado pelos calos provenientes do Tratamento 7 (Quadro 12).
O dendrograma feito a partir do agrupamento pelo método do Vizinho
Mais Proximo (Figura 1) caracterizou, em forma de porcentagem, a
distancia entre os individuos. Os dois métodos mostraram que o
Tratamento 7 (caule, picloram e 90 dias de calejamento) foi o mais
efetivo na inducgdo da variacdo somaclonal, o que indica, neste caso, a
interacdo entre o explante e o regulador de crescimento, favorecendo a
variacdo. Plantas regeneradas de diferentes tecidos podem apresentar
diferencas quanto a variacdo somaclonal. KARP (1994) citou que
freqiiéncias mais altas de octoploéides e aneuploides no nivel de
octoploidia foram encontradas em plantas de batata regeneradas de
protoplastos de tubérculos, em compara¢do com as de protoplastos do
mesofilo.

A variedade Bintje mostrou a formacao de trés grupos distintos
pelo método de Tocher (Quadro 13). O Grupo (1) englobou os calos
formados pelos Tratamentos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, o Grupo (2) pela planta-
matriz e o Grupo (3) pelos calos formados pelo Tratamento 1, sendo
também os individuos resultantes deste tratamento o0s mais
geneticamente distantes, pela analise da Figura 2. O Tratamento 1, que
induziu mais a variagdo somaclonal, constou de picloram, folha como
explante e 70 dias de calejamento. Nesse caso houve inversao do
resultado esperado, ja que para as mesmas condicdes seria esperado
que aos 90 dias houvesse maior nimero de fragmentos polimérficos do
que aos 70 dias, contrariando a premissa de que prolongados periodos
de cultivo in vitro resultem em aumento da freqiéncia de aberracoes
Cromossomicas (BAYLISS, 1980; LARKIN, 1987; KARP, 1994). Uma
possivel explicacdo para esse fato pode estar na preexisténcia de células
mutantes no explante utilizado.
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Quadro 12 - Formagao de grupos, para a variedade Baraka, pelo método
de Tocher. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, e o 9
corresponde a planta-matriz

Grupo Tratamentos

(1) 1,2,3,4,5,6,8,9

(2) 7
0 100%
4 e
2 15‘% i)
3
6
1 16,5%
S
8

75%

9
7

Figura 1 - Agrupamento pelo método do Vizinho Mais Proximo para a
variedade Baraka. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, e o 9
corresponde a planta-matriz.
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Quadro 13 - Formacéao de grupos, para a variedade Bintje, pelo método
de Tocher. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, € o 9
corresponde a planta-matriz

Grupo Tratamentos
(1) 2 e 0.6, 7, 8
(2) 9
(3) 1
0 100%
2
3
6
4 33,4%
5
8
40%
7
o) 86%
&

Figura 2 - Agrupamento pelo método do Vizinho Mais Proximo para a
variedade Bintje. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, e o 9
corresponde a planta-matriz.
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Dos 20 “primers” testados em ‘Contenda’, 14 apresentaram
polimorfismo para os calos provenientes do Tratamento 3 (caule como
explante, picloram e 70 dias de calejamento). A formacéo de grupos pelo
meétodo de Tocher (Quadro 14) e o dendrograma feito a partir do
agrupamento pelo método do Vizinho Mais Proximo (Figura 3)
confirmaram o resultado deste tratamento, que apresentou individuos
mais distantes geneticamente dos outros € da planta-matriz. Esse efeito
significativo do picloram contradiz dados da literatura, visto que o 2,4-D
tem sido descrito como o regulador de crescimento mais eficiente em
provocar variagcao somaclonal. Provavelmente, tal efeito significativo seja
resultado da interagdo entre as variaveis, posto que DOLEZAL e NOVAK
(1984) nao encontraram nenhuma evidéncia de que o 2,4-D, ou outro
regulador de crescimento fosse mutagénico. A Figura 4 ilustra o
resultado obtido, pela qual se pode observar que os produtos da
amplificacdo separados em gel de agarose dos calos provenientes do
Tratamento 3 apresentaram fragmentos polimérficos, em comparacio
com os da planta-matriz.

A analise da variedade Baronesa apresentou, pelo método de
Tocher, a formacio de dois grupos, nos quais os calos provenientes de
todos os tratamentos se encontram no Grupo (1) separados da planta-
matriz, que esta no Grupo (2) (Quadro 15). O agrupamento pelo método
do Vizinho Mais Préximo distancia alguns calos dos outros somente em
14%, enquanto todos estdo muito distantes geneticamente da planta-
matriz (Figura 5). Dentre os gen6tipos analisados, a variedade Baronesa
apresentou maior numero de fragmentos polimoérficos para todos os
tratamentos, como ilustrado na Figura 6. Esse resultado demonstra que
O genodtipo esta diretamente relacionado com a suscetibilidade a
variacdo somaclonal, como descrito por ROEST et al. (1981), que
observaram 43% de variacdo em uma variedade de Begonia haemalis e

apenas 7% em outra variedade. Da mesma forma, diferencas na
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Dos 20 “primers” testados em ‘Contenda’, 14 apresentaram
polimorfismo para os calos provenientes do Tratamento 3 (caule como
explante, picloram e 70 dias de calejamento). A formacgao de grupos pelo
método de Tocher (Quadro 14) e o dendrograma feito a partir do
agrupamento pelo método do Vizinho Mais Proximo (Figura 3)
confirmaram o resultado deste tratamento, que apresentou individuos
mais distantes genéticamente dos outros e da planta-matriz. Esse efeito
significativo do picloram contradiz dados da literatura, visto que o 2,4-D
tem sido descrito como o regulador de crescimento mais eficiente em
provocar variacao somaclonal. Provavelmente, tal efeito significativo seja
resultado da interacdo entre as variaveis, posto que DOLEZAL e NOVAK
(1984) ndo encontraram nenhuma evidéncia de que o 2,4-D, ou outro
regulador de crescimento, fosse mutagénico. A Figura 4 ilustra o
resultado obtido, pela qual se pode observar que os produtos da
amplificacdo separados em gel de agarose dos calos provenientes do
Tratamento 3 apresentaram fragmentos polimérficos, em comparacao
com os da planta-matriz.

A analise da variedade Baronesa apresentou, pelo método de
Tocher, a formacao de dois grupos, nos quais os calos provenientes de
todos os tratamentos se encontram no Grupo (1) separados da planta-
matriz, que esta no Grupo (2) (Quadro 15). O agrupamento pelo método
do Vizinho Mais Préximo distancia alguns calos dos outros somente em
14%, enquanto todos estdo muito distantes geneticamente da planta-
matriz (Figura 5). Dentre os genotipos analisados, a variedade Baronesa
apresentou maior numero de fragmentos polimoérficos para todos os
tratamentos, como ilustrado na Figura 6. Esse resultado demonstra que
0 genodtipo esta diretamente relacionado com a suscetibilidade a
variacdo somaclonal, como descrito por ROEST et al. (1981),.que
observaram 43% de variacdo em uma variedade de Begonia haemalis e

apenas 7% em outra variedade. Da mesma forma, diferencas na
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Quadro 14 - Formacdo de grupos para a variedade Contenda pelo
método de Tocher. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, e o 9
corresponde a planta-matriz

Grupo Tratamentos

(1) 1,2,4,5,6,7,8,9

(2) 3
0 100%
1
4
5
6
7
8
9

44%

2
3

Figura 3 - Agrupamento pelo método do Vizinho Mais Préximo para a
variedade Contenda. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, € o 9
corresponde a planta-matriz.
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Figura 4 - Detecciio de polimorfismo causado pelo Tratamento 3. DNA
gendmico da variedade Contenda (C, planta-matriz) e os
calos induzidos pelo Tratamento 3 (T3) foram amplificados,
usando-se os “primers” indicados acima da figura. Os
produtos da amplificacdo foram separados em géis e agarose
1,2% contendo brometo e etidio. As variaveis atuantes no
referido tratamento sao: caule como explante, 70 dias de
calejamento e picloram como regulador de crescimento. A
posicdo de migracdo eletroforética de padroes de DNA em
pares de base esta apresentada a direita da figura. As setas
indicam as bandas polimorficas.
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Quadro 15 - Formagdo de grupos para a variedade Baronesa pelo
meétodo de Tocher. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, € o 9
corresponde a planta-matriz

Grupo Individuos
(1) 1,2,83,4,5,6,7,8,
(2) 9
o 100%
1
2
3
4
5
g 14%
7
8
9

Figura 5 - Agrupamento pelo método do Vizinho Mais Proximo para a
variedade Baronesa. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, e o 9
corresponde a planta-matriz.

34



BARONESA
PRIMER OPT-14

B W 9035

Figura 6 - Analise RAPD da variedade Baronesa € 0S calos derivados
DNA genomico foi amplificado, usando-se o “primer” OPT-14
hnologies”). Os produtos da amplificacao foram

(Operon Tec
géis de agarose 1,2%. As setas indicam a

amplificados €m
posicao de bandas polimorficas. As colunas de 1 a 8

correspondem aos respectivos tratamentos. A coluna B
indica a planta—matrlz. A posicao de migracao eletroforética
de padroes de DNA em pares de base é indicada a direita da

figura.
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variacio somaclonal foram descritas entre variedades de trigo de
inverno e de primavera (GALIBA et al., 1985) e diferentes cultivares de
alfafa (NAGARAJAN e WALTON, 1987) e centeio (LINACERO e
VAZQUEZ, 1986). KARP et al. (1982), trabalhando com duas variedades
de batata, constataram que, embora aneuploidia fosse freqliente em
ambas as variedades, a natureza da variacao diferiu. Regenerantes da
variedade Maris Bard tém alto nimero de cromossomos (46-96) e amplo
limite de aneuploidia, enquanto no cultivar Fortyfold a maior proporc¢ao
de plantas teve seus nUMmMeEros de cromossomos préoximos do numero
normal. RIETVELD et al. (1993) também encontraram diferencas no
aparecimento de variacdo somaclonal em trés cultivares de batata, em
que o0s somaclones do cultivar Russet Burbank possuiam maior
variabilidade que os dos cultivares Kennebek e Superior.

Na variedade Achat, o método de Tocher dividiu os tratamentos
em dois grupos, nos quais os calos provenientes dos Tratamentos 6 e 8
se encontram no Grupo (2) e os demais, no Grupo (1) (Quadro 16). O
agrupamento pelo método do Vizinho Mais Proximo também distanciou
os individuos provenientes desses dois tratamentos dos demais (Figura
7). Esses dois tratamentos evidenciaram a influéncia do tempo de
calejamento, aliado ao uso do 2,4-D, em promover maior variacdo
do que os demais. Segundo LARKIN (1987), algumas

somaclonal

variacoes parecem aumentar com a duracdo do cultivo in vitro e,
quando € minimizada a duracdo da fase de calo, deve-se admitir que

sera minimizada também a variacdo somaclonal.
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Quadro 16 - Formacdo de grupos para a variedade Achat pelo método
de Tocher. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, € o 9
corresponde a planta-matriz

Grupo Individuos

(1) 1,2,3,4,5,7,9

(2) 6, 8
0 100%
1
2
3
4
5

30,5%
9
6
46%

8

Figura 7 - Agrupamento pelo método do Vizinho Mais Proximo para a
variedade Achat. Os numeros de 1 a 8 correspondem aos
tratamentos utilizados para induzir calejamento, € o 9

corresponde a planta-matriz.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de determinar o meio de cultivo mais apropriado
para O perfeito desenvolvimento das plantulas de batata, cinco
caracteristicas foram avaliadas em duas épocas diferentes, aos 15 e 30
dias apos a transferéncia do segmento nodal das variedades Baraka,
Bintje e Contenda. Foram elas: crescimento médio de entrenés, altura
de plantas, numero de folhas definitivas, nimero de nés e area foliar. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
seis repeticoes e cinco plantas por repeticido. De acordo com os
resultados obtidos, o meio de cultivo MS + GAs; foi 0 que se mostrou
mais promissor para o desenvolvimento, principalmente no que diz
respeito a altura das plantas e ao aspecto visual das plantulas.

Para determinar a concentracao ideal de picloram a ser
adicionado ao meio para induzir calejamento, 0,0; 0,0165; 0,165; e
1,65 umol/L foram as quatro concentragoes testadas nas mesmas
variedades citadas acima. Calos somente tiveram bom desenvolvimento
sob 1,65 umol/L de picloram.

As variedades Baraka, Bintje, Contenda, Baronesa e Achat
foram submetidas a oito tratamentos, com o objetivo de avaliar os
efeitos do genotipo, da fonte de explante, do tempo de cultivo e do
regulador de crescimento na variagdo somaclonal. Duas fontes de
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explante, caule e folha foram combinadas com dois reguladores de
crescimento, picloram a 1,65 ymol/L e 2,4-D a 11,5 ymol/L, em duas
datas de avaliac¢do, 70 e 90 dias.

Amostras do DNA das plantas-matriz e dos calos derivados dos
tratamentos foram isolados e amplificados com o auxilio de 20
“primers”. Os produtos de amplificacdo foram utilizados para
determinar a distancia genética entre os calos e estes da planta-matriz,
dentro de cada cultivar, pelos métodos de agrupamento de Tocher e do
Vizinho Mais Proximo, utilizando-se como medida de dissimilaridade o
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard.

Para a variedade Baraka, caule como explante, picloram e 90 dias
de calejamento foram as variaveis que levaram a maior variagdo
somaclonal. Para Bintje, as variaveis foram folha, picloram e 70 dias.
Dos 20 “primers” testados, 14 apresentaram polimorfismo para a
variedade Contenda quando submetida ao tratamento que utilizou caule
como explante, picloram e 70 dias de calejamento. Os trés primeiros
resultados indicam que o uso do picloram levou a maior variagio
somaclonal que o 2,4-D, sendo este ultimo o mais utilizado em
trabalhos relacionados a calejamento e variacao somaclonal.

Dentre os genotipos analisados, a variedade Baronesa apresentou
o maior numero de fragmentos polimorficos para todos os tratamentos.
[sso demonstra que o genotipo, nesse caso, esteve diretamente
relacionado com a suscetibilidade & variacao somaclonal. A variedade
Achat mostrou-se mais suscetivel a variacdo somaclonal quando
submetida aos tratamentos que utilizaram 2,4-D, 90 dias de
calejamento e tanto caule e folha como explante.

O tempo de cultivo ndo teve grande influéncia na variacdo
somaclonal para a maioria das variedades, exceto para ‘Baraka’ e
‘Achat’. O fator genétipo foi o mais importante, pois cada variedade teve
desempenho distinto em relacao ao das outras, no que concerne a taxa

de variacdo somaclonal, aliado as variaveis em estudo.
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