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RESUMO

NEDER, Diogo Gongalves. Selecdo de clones de batata com resisténcia
multipla a pinta preta e aos virus X e Y. 2008. 72 p. Tese (Doutorado em
Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

Diversas doencas causadas por diferentes espécies de fitopatdgenos
podem ocorrer na cultura da batata, promovendo uma reducgdo de até um quarto
do seu potencial produtivo. Dentre as doencas de ocorréncia mais comum no
Brasil, pode-se destacar a pinta preta, um dos principais fatores limitantes do
cultivo de verdo, o virus Y, considerado atualmente o principal virus que afeta a
cultura, e o virus X, importante pelo seu efeito sinérgico com outros virus.
Considerando a eficiéncia da resisténcia genética no controle destas doencas, 0
presente trabalho teve como objetivo realizar a sele¢do de clones de batata com
bom desempenho agronémico e resistentes & pinta preta e aos virus X e Y.
Foram realizados 57 cruzamentos entre clones portadores dos genes Ry,qq € RX1,
e a cultivar Chiquita, caracterizada como resistente a pinta preta. Os clones
foram avaliados em diferentes experimentos de campo para caracteres de
interesse agrondmico, resisténcia a pinta preta, assim como, por meio de
marcadores SCAR e CAPS para resisténcia ao PVY e ao PV X, respectivamente.
Foi possivel selecionar 20 clones de alto desempenho agrondmico, resistentes a
pinta preta e ao virus Y, e um identificado como resistente também ao virus X.

*Qrientador: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA



ABSTRACT

NEDER, Diogo Gongalves. Selection of potato clones for multiple
resistances to early blight, PVY and PVX. 2008. 72 p. Thesis (Doctorate
in Genetics and Plant Breeding) — Federal University of Lavras, Lavras.

Many diseases in the potato crop are caused by different pathogen
species and reduce tuber yield up to one forth of its potential production. Among
the diseases which are very common during the rainy season is early blight
(Alternaria solani), the Potato Viru Y (PVY) considered the most important
viruses affecting the potato crop and the Potato Virus X (PVX), which
importance is related to its synergistic effect along with other viruses. Since
genetic resistance is the most efficient method to control these diseases, the
present research aimed at selecting potato clones with high agronomic
performance and resistant to early blight, PVY and PVX. Crossings were made
among clones carrying the Ry, and Rx1 alleles, for resistance to PVY and
PVX, respectively, with cultivar Chiquita, which presents resistance to early
blight. Clones were field evaluated for agronomic traits and early blight
resistance and for the presence of Ry.qq allele using a SCAR marker and for Rx1
allele using a CAPS marker. We selected 20 clones with high agronomic
performance and resistance to PVY. One of these clones presented resistance to
all three diseases.

* Major professor: César Augusto Brasil Pereira Pinto - UFLA



1 INTRODUGAO GERAL

S8o conhecidas mais de 100 doengas bidticas que afetam a cultura da
batata, causadas por diferentes espécies de fungos, virus e viréides, bactérias,
nematdides e fitoplasma. Segundo Gebahardt & Valkonen (2001), a acdo desses
patdgenos promove a reducdo anual da producdo mundial de batata em um
quarto do seu potencial, gerando uma perda estimada de 100 milhGes de
toneladas/ano.

No Brasil, dentre as diversas doencas que ja foram relatadas, destacam-
se a pinta-preta (Alternaria solani), um dos principais fatores limitantes do
cultivo de verdo, podendo causar perdas consideraveis pela desfolha precoce das
plantas; o virus Y da batata (Potato virus Y — PVY), agente de uma das
principais doencas virdticas da cultura e o virus X (Potato virus X — PVX), cuja
importancia vem crescendo, especialmente pelo seu efeito sinérgico quando na
presenca de outros virus, aumentando drasticamente as perdas.

Todos os programas de melhoramento de batata no Brasil buscam obter
cultivares resistentes as principais doengas da cultura (Lopes & Reifschneider,
1999). Uma estratégia utilizada neste caso é o cruzamento entre genétipos com
bons niveis de resisténcia a doengas, seguido de um screening, procurando
reunir alelos de resisténcia a mais de um tipo de patégeno em uma mesma
cultivar (Jellis, 1992). Entretanto, alguns fatores interferem nesse processo,
como a inferioridade em caracteristicas agronémicas e qualitativas, muitas vezes
observadas em genoétipos de alta resisténcia (Jellis, 1992), o que ressalta a
necessidade de se considerar também o desempenho agrondmico e a qualidade
para o processamento da progénie na selecdo de gendtipos resistentes.

O programa de melhoramento da batata da UFLA vem trabalhando com
resisténcia a pinta-preta desde 1993. Martins (1996) verificou que a cultivar



Chiquita apresenta alta capacidade geral de combinagdo, ndo apenas para
resisténcia a essas enfermidades, mas também para caracteres agrondémicos. Ja
Simon (2005) selecionou clones que associam a resisténcia a pinta-preta com
tolerdncia a altas temperaturas. Com relacdo as viroses, varios clones foram
identificados como imunes ao PVX e PVY (Silva, 1999; Gadum, 2001; Ribeiro,
2004), além de apresentarem bons caracteres agrondémicos.

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de gerar familias
clonais com variabilidade genética para resisténcia a pinta-preta e imunidade aos
virus X e Y e selecionar aqueles com resisténcia a estas multiplas doencas e com

bom desempenho agronémico.



CAPITULO 1



1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Virus Y da batata (PVY - Potato virus Y)

Potato virus Y (PVY) é o membro tipo do género Potyvirus, familia
Potyviridae, constituido por longas particulas filamentosas com comprimento
modal de 740 nm e didmetro de 11 nm. Seu genoma ¢é formado por uma Unica
fita de RNA sense positiva (~11 Kb), a qual é traduzida para formar uma
poliproteina composta por oito proteinas clivadas (De Bokx, 1981, De Bokx &
Huttinga, 1981e Brunt et al., 1996).

Descrito pela primeira vez na Inglaterra, por Smith, em 1931 (De Bokx e
Huttinga, 1981; Brunt et al., 1996), o PVY ¢, economicamente, 0 virus mais
importante que infecta batata, seguido pelo PLRV e PVX. Pode causar perdas
que variam de 30% a 100%, em funcdo das estirpes de PVY e da cultivar de
batata (Souza-Dias, 2001). E ainda responsavel por infectar, naturalmente e
experimentalmente, mais de 342 espécies de 69 géneros diferentes em 27
familias e considerado o agente causador de uma série de outras doengas em
outras culturas, como pimentdo e pimentas, tabaco e tomate, estando distribuido
por todo o mundo (Edwardson, 1974).

A transmissdo do PVY ocorre por inoculagdo mecénica e via afideos
vetores, sendo o mais importante deles o Myzus persicae Sulz. Pode ser
transmitido ainda por quarenta outras espécies de vinte géneros diferentes (De
Bokx, 1981). Sua transmissao ocorre de maneira ndo-persistente, dessa forma, as
particulas virais sdo conduzidas pelo estilete do afideo, sem a necessidade de
contato deste com o floema. Devido a isso, 0 tempo requerido para a aquisicao e
a transmissdo muito curto apenas alguns segundos. Apesar disso, a capacidade
do vetor em permanecer infectivo também é de curta duracdo (Doring et al.,
2007).



O sintoma induzido pelo PVY varia com o genétipo e a idade do
hospedeiro, a estirpe e a concentracdo do virus e fatores ambientais, como
temperatura, podendo variar desde infeccdo latente até necrose pronunciada de
folhas e morte da planta (De Bokx & Piron, 1977; Hooker,1981; Le Romancer
& Nedellec, 1997).

Devido a pronunciada variabilidade biolégica, molecular e soroldgica, 0s
isolados de PVY sdo classificados em estirpes, ou seja, grupos definidos pela
capacidade em infectar certas plantas indicadoras e de acordo com a capacidade
para permitir a selecdo de fontes de resisténcia, sendo estes PVY?, PVYN e
PVY®. Podem ocorrer, ainda, variantes dentro dos grupos principais (Rolland et
al., 2007).

A estirpe comum, ou PVY?® causa sintoma de mosaico em diferentes
cultivares de batata, o qual pode variar de severo a fraco, estando distribuida por
todo o globo. A estirpe necrética ou PVY", indutora de sintomas variéveis de
mosaico em batata e necrose severa em tabaco, tem sido relatada na Europa, na
Africa, na Nova Zelandia e na América do Sul (Ellis et al., 1997). Por fim, a
estirpe PVY®, causadora de necrose sisttmica em cultivares de batata que
possuem o alelo Nc, ja foi identificada na Europa, na Austrdlia, na Nova
Zelandia e nas Américas (Lorenzen, 2006). Considerada, inicialmente, como nédo
transmissivel por afideos, alguns de seus isolados foram identificados como
sendo transmitidos por M. persicae. Uma variante dessa estirpe é a necrética
PVYN™ indutora de anéis necréticos no tubérculo. Apesar disso, apresenta
disseminacdo mais restrita, provavelmente devido ao fato de os isolados nédo
serem transmitidos por afideos (Blanco-Urgoiti et al., 1998) e por induzirem
reacdo de hipersensibilidade em diversas cultivares de batata. (Ellis et al., 1997).

Na literatura sdo encontrados diversos estudos procurando entender a
distribuicdo dessas estirpes e identificar novas variantes. Lorenzen et al. (2006)

compararam isolados coletados em planta¢es no oeste dos Estados Unidos com



isolados presentes no Europa e no Canada e verificaram, apds seqiienciamento,
mais de 99% de identidade entre os isolados coletados nos Estados Unidos e 0s
europeus. Em outro trabalho, realizado por Piche et al.( 2004), foram
caracterizados isolados coletados em campos de producdo nos Estados Unidos,
identificando uma grande quantidade de estirpes do tipo PVY™, PVY®, avariante
PVY"™ e, curiosamente, recombinantes PVY™. Outros trabalhos semelhantes
foram o realizado por Lorenzen et al. (2008), na caracterizacdo de uma nova
variante do PVY chamada NE-11 e o de Rolland et al. (2007), envolvido com a
caracterizacdo molecular dos diferentes sintomas induzidos pelo PVY.

Para realizar o diagnostico, a identificacdo e a diferenciacdo das
diferentes espécies de virus e suas estirpes diversas metodologias podem ser
empregadas como o uso de plantas diferenciadoras, microscopia eletronica e
analises moleculares. Entretanto, a mais comumente empregada, no ambito
comercial, é o teste DAS-Elisa, que utiliza anti-soros monoclonais ou policlonais
(Moraes, 2003).

Segundo Berger Voet et al. (2008), somente na Holanda, principal pais
exportador de batata-semente, sdo realizadas 1,8 milhdes de reagdes Elisa
anualmente. Entretanto, em cada teste Elisa, normalmente, apenas um tipo de
virus é detectado, requerendo um grande nimero de reacBes em paralelo, o que
resulta em aumento dos custos com laboratérios, profissionais e reagentes.

Dessa forma, é cada vez maior o interesse pelo desenvolvimento de
novas técnicas que permitam analisar simultaneamente varios virus, chamadas
analises multiplex. Alguns protocolos vém sendo desenvolvidos e aperfeicoados
nos Ultimos anos, baseados na andlise de acidos nucléicos, como o multiplex
RT-PCR (Singh & Nie, 2003, He et al., 2006, Rigotti & Gugerli, 2006,
Kogovsek et al., 2008 ), multiplex AmpliDetRNA (Klerks et al., 2001) e um
sistema de microarranjos multiplex (Boonham et al., 2003). Entretanto, essas

técnicas ndo foram adotadas pelos sistemas de inspegdo, tendo em vista a



tecnologia requerida para os laboratorios e os procedimentos necessarios para a
purificacdo do RNA.

Uma técnica alternativa de custo compativel ao DAS-Elisa foi estudada
por Berger Voet et al. (2008), chamada multiplex microsphere imunoassay ou
MIA. Essa técnica se baseia na tecnologia XMAP, a qual utiliza microesferas de
latex combinadas a dois fluor6foros em diferentes proporcbes e anticorpos
especificos. Ap6s a mistura com a amostra, a deteccdo final é feita com um
marcador fluorescente, a ficoeritrina, e a leitura final em citémetro de fluxo.

Com relacdo ao controle dessa enfermidade, diversas estratégias tém
sido publicadas em artigos cientificos e recomendadas para o produtor.
Curiosamente, muitas dessas praticas sdo conhecidas dos agricultores europeus
desde o século XVIII, sendo chamadas de ferramentas contra a degenerescéncia
da batata. Entre elas, estdo a eliminacdo de batatas sementes e de plantas
infectadas por roguing; o plantio em campos livres de fonte de inoculo; o
manejo temporal visando evitar a coincidéncia de plantas suscetiveis com a
época de maior ocorréncia do vetor; a destruicdo de restos culturais e 0 manejo
nutricional das plantas. No presente, podem-se somar a essas técnicas de manejo
cultural o uso da resisténcia genética e o controle quimico dos vetores via
aplicacéo de inseticidas (Doring et al., 2007).

Apesar de comumente usada e regulamentada, o uso de inseticidas vem
recebendo criticas devido a diversos fatores. Entre eles, estdo o impacto sobre a
populacdo de insetos ndo-transmissores; o0 tempo para a aquisicdo e a
transmissao do virus pelo vetor, ocorrendo tdo rapido que o inseticida ndo mata
0 inseto a tempo de evitar a transmissdo, 0 que é verdadeiro mesmo para
inseticidas sistémicos e o rapido desenvolvimento de resisténcia do vetor ao
ingrediente ativo, talvez o maior dos problemas. Dessa forma, o controle do
PVY deve ser realizado por meio da combina¢do dos diferentes métodos
disponiveis, o qual deve ser escolhido, entre outros fatores, considerando a



questdo econdmica (Doring et al., 2007). Ja Vetten et al. (1983) afirmam que o
mais eficiente método de controle se baseia no uso de batatas-sementes sadias.

Uma ferramenta auxiliar visando a obtencdo de material propagativo
saudavel é a cultura de meristemas, considerando que células da camada
superior do meristema apresentam baixa infeccdo viral; estd € retirada e
regenerada dando origem a plantas sadias. Para aprimorar a eficiéncia desta
técnica, pode-se utilizar um tratamento auxiliar baseado na termoterapia ou,
como mais recentemente vem sendo preconizado, a crioterapia. O principio da
termoterapia fundamenta-se na inativacdo térmica de virus, enquanto a
crioterapia consiste na morte de células com vacutolos grandes e mais agua,
normalmente infectadas por virus, enquanto células menores com citoplasma
mais denso, localizadas na camada superior do meristema, sobrevivem. Em
estudos recentes realizados por Wang et al. (2006), visando avaliar a eficiéncia
de diferentes protocolos de limpeza de brotos, verificou-se eficiéncia de 95% na
obtencdo de plantas livres de PVY com o uso da crioterapia seguida da cultura
de meristemas.

Outra estratégia de controle que pode trazer grandes beneficios no
controle desta enfermidade consiste no uso da resisténcia genética, por meio do
desenvolvimento de novas cultivares que possuam alelos de resisténcia, 0s quais

podem ser introgredidos tanto via melhoramento classico, como por transgenia.

1.2 Resisténcia genética ao PVY

Em batata, existem, basicamente, dois tipos de resisténcia ao PVY, a
hipersensibilidade (HR) e a imunidade ou resisténcia extrema.

A HR consiste em um mecanismo de defesa que restringe o
desenvolvimento do patdgeno e pode ser ativada tanto na presenga como na

auséncia do mesmo. Ocorre devido a morte celular programada, induzida pela



deteccdo da presenca do patogeno, provocando um colapso do tecido vegetal
(Svajson et al., 2008).

Segundo Ruiz de Galarreta et al. (1998), os genes que promovem a
reacdo de hipersensibilidade, denominados Ny, estdo amplamente distribuidos
nas cultivares de batata, encontrados ainda em hibridos das espécies
S.chacoense, S.demissum e S.microdontum. O primeiro gene de
hipersensibilidade identificado, Nyy,, foi mapeado no cromossomo 1V da batata
(Celebi-Toprak et al., 2002).

Entretanto, a hipersensibilidade pode ndo ser efetiva para restringir o
desenvolvimento do PVY. A resposta de plantas hipersensiveis ao PVY depende
do isolado e pode variar desde uma reacdo local até uma infeccdo sistémica em
folhas (Valkonen et al., 1996), apresenta expressividade média e ndo evita a
ocorréncia de plantas doentes no campo (Ross, 1986). Por outro lado, 0s genes
Ry controlam um tipo de resisténcia extrema, a qual proporciona um nivel de
protecdo extremamente alto a todas as estirpes de PVY, mesmo na forma
simplex (Ryryryry) (Bradshaw, 1994, Flis et al., 2005, Szajko et al., 2008)).

Segundo Brigneti et al. (1997), as plantas portadoras dos alelos Ry,
guando submetidas ao PV, ndo desenvolvem sintomas visiveis e o acimulo de
virus ndo pode ser detectado pelo teste Elisa ou hibridacdo de RNA. Tal
resisténcia é ativada no protoplasto, sugerindo um mecanismo que envolve a
supressao da replicacdo do virus ou sua desestabilizacao.

Trés genes Ry foram localizados via mapeamento molecular dos
cromossomos da batata. O gene Ryg,, derivado de Solanum stoloniferum e
RYaqg de S. tuberosum ssp. Andigena, foram mapeados no cromossomo XII (Flis
et al., 2005; Song et al., 2005) e XI da batata (Hamaldinen et al., 1997),
respectivamente. Por outro lado, o gene Rycn derivado de S. chacoense foi

mapeado na extremidade final do cromossomo 1X (Sato et al., 2006).



Poucos programas de melhoramento sdo encontrados na literatura
visando obter novas cultivares portadoras dos alelos Ry. Pode ser citado, mais
recentemente, um esquema de melhoramento visando a resisténcia combinada a
requeima, ao nematdide e ao PVY, utilizando marcadores moleculares
associados aos genes Ry, proposto por Solomon-Blackburn & Bradshaw (2007).

Os trabalhos direcionados a resisténcia ao PVY do programa de
melhoramento de batata da Universidade Federal de Lavras tiveram inicio com o
trabalho de Silva (1999). Visando obter genétipos imunes ao PVX e PVY, este
autor realizou cruzamentos biparentais entre clones portadores dos alelos Rx1 e
Ry.qq Na forma simplex, provenientes do Centro Internacional de La Papa (CIP),
no Peru, obtendo familias clonais que foram avaliadas quanto ao seu
desempenho agronémico e resisténcia as viroses, por meio de inoculagdo
mecanica e do teste sorolégico DAS-Elisa. Dessa forma, foi possivel identificar
e selecionar clones imunes aos virus X e Y, com bom desempenho agrondmico e
boa qualidade para processamento.

De forma semelhante, Gadum (2003) realizou cruzamentos testes entre
clones imunes ao PVY e a ‘Chiquita’, uma cultivar suscetivel (ryryryry),
avaliando a resisténcia, a constituicdo genética e o desempenho agronémico dos
clones gerados. Entretanto, neste caso, a inoculacdo dos clones de batata em
tomateiro se mostrou ineficaz na determinacgéo da imunidade

Um problema grave para identificar plantas infectadas por PVY tem sido
a ocorréncia de infecgdes latentes, isto €, a dificuldade em reconhecer a infecgdo
em algumas cultivares e a confiabilidade do teste utilizado para a verificacdo da
reacdo das plantas aos virus.

Procurando desenvolver um marcador para o alelo Ry,q, Kasai et al.
(2000) desenvolveram um par de primers, designado de RYSC3, que amplificam

um fragmento de DNA (321 pb) dentro do gene Ry.q. Estes marcadores foram

10



testados utilizando-se 103 clones de batata e cultivares com grande diversidade
genética, mostrando eficiéncia de 100% na deteccédo do referido alelo.

Ribeiro (2006), com o objetivo de identificar clones de batata imunes ao
PVY, com constituicdo genética duplex para o alelo Ry (RyRyryry), utilizou o
marcador SCAR RYSC3 para avaliar clones pertencentes a familias originarias
do cruzamento teste entre clones comprovadamente imunes com uma cultivar
susceptivel (ryryryryr). Dessa forma, foi possivel identificar genotipos com
constituicdo duplex e comprovar a eficiéncia do marcador SCAR.

Trabalhos recentes tém descrito a obtencdo de plantas transgénicas
resistentes ao PVY. Shubert et al. (2004) avaliaram plantas transformadas pela
insercdo do gene NIb retirado de um isolado de PVY" via Agrobacterium
tumefaciens. Tais plantas passaram a apresentar alto nivel de resisténcia ao PVY
e, apos teste de campo, ndo se verificou efeito sobre a populacéo de afideos, nem
eventos de recombinacdes, em RNA entre o transgene e o virus inoculado. Outro
trabalho de transformacdo foi realizado por Missiou et al. (2004). Plantas
transgénicas com alto nivel de resisténcia as diferentes estirpes de PVY foram
obtidas ap0s insercdo de um segmento codificador de uma molécula de RNA

relacionada a producéo de uma proteina da capa do virus altamente conservada.

1.3 Virus X da batata (PVX - Potato virus X)

O Potato virus X, ou PVX, membro tipo do género Potexvirus, apresenta
particulas alongadas e flexuosas contendo cerca de 6% de acido nucléico e 94%
de proteina, com tamanho de 470-480 nm de comprimento por 13 nm de
didmetro. Apresenta genoma constituido por um RNA diretamente traduzivel
(+ssRNA), com 6.435 nucleotideos organizados em 5 ORFs, enquanto a capa
protéica é formada por cerca de 1300 subunidades idénticas de proteina (Silva,
2003 e Karpova et al., 2006, Avesani et al., 2007).

11



Este virus tem sido constantemente usado como modelo para estudo de
diversos aspectos da infeccdo por virus em plantas, apresentando caracteristicas
favoraveis para aplicacdes biotecnoldgicas. Alguns dos caracteres que tornam o
PVX um modelo interessante para estudo sdo o tamanho relativamente pequeno
do RNA, Unico e funcionalmente monocistrénico e o seu alto nivel de replicacédo
em plantas (Batten, 2003).

O PVX é de ocorréncia freqliente em varias plantas cultivadas como
batata, tomate e tabaco (Kagiwuada, 2005). Apresenta diversos variantes
genéticos, que podem ser diferenciados pelos sintomas provocados em plantas
de fumo, por serologia, pela sua infectividade em diferentes variedades de batata
e também pelo seu ponto de inativacdo térmica (Berks, 1970).

Apesar de 0 PVX nunca ter sido associado a perdas significativas na
cultura da batata, este fato ndo significa que ele ndo possa causar perdas, mas
sim que ele se encontra normalmente ausente ou em incidéncias baixas (Daniels,
1995; Figueira, 1995; Silva, 2003). Apesar disso, sabe-se que as cultivares de
batata normalmente plantadas no Brasil sdo suscetiveis ao PVX e que plantas
infectadas apresentam diminuicdo do numero de tubérculos e perdas na
produtividade (Silva, 2003; Figueira, 1999).

Nas condicdes brasileiras, o PVX néo induz sintomas (Avila, 1987),
porém, eventualmente, pode induzir mosqueamento difuso dos foliolos, mosaico
e reducdo do tamanho dos foliolos (Mizubuti, 1981). Sua transmisséo se da por
meio de inoculacdo mecénica e pelo contato entre plantas. Por outro lado,
quando ocorre infeccdo conjunta com outro virus, como o PVY, a combinacéo
entre eles provoca sintomas severos de mosaico e algumas cultivares podem
apresentar rugosidade (Hooker, 1981).

Segundo Cockerham (1970), as estirpes de PV X podem ser classificadas
em quatro grupos, de acordo com sua viruléncia aos genes de hipersensibilidade

e imunidade. As estirpes do grupo 1 caracterizam-se por induzirem anéis verde-
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claros na superficie das folhas de fumo (Nicotiana tabacum), seguidos por
mosqueamento  verde-escuro e  verde-claro, ocorrendo  associadas,
principalmente, as estirpes do grupo 3. As do grupo 2 sdo encontradas
ocasionalmente, induzindo sintomas modificados em experimentos de enxertia.
O grupo 3 compreende as estirpes que ocorrem mais freqiientemente, causam
mosqueamento claro nas folhas de fumo e, em gendtipos de batata portadores do
gene NXx, induzem lesdes necréticas nas folhas ap6s a infeccdo das células.
Finalmente, as do grupo 4 ndo ativam os genes N, podendo infectar plantas com
genes Nx e Nb.

1.4 Resisténcia genética ao PVX

A resisténcia ao PV X, da mesma forma como observado para o PVY, é
baseada, principalmente, na hipersensibilidade, conferida pelos genes Nx e Nb, e
pela imunidade ou resisténcia extrema, proporcionada pelos genes da série Rx.
Apesar de algumas cultivares apresentarem niveis elevados de resisténcia a
infeccdo, é necessario que ambos 0s pais em cruzamento apresentem niveis
elevados de resisténcia, tendo em vista que este tipo de resisténcia é controlado
por genes menores, sendo menos interessante para os trabalhos de melhoramento
(Silva, 2003). Por outro lado, os genes de hipersensibilidade especificos, como o
Nb, o Nx e os genes da série Rx, que conferem imunidade ao virus PVX,
apresentam heranca monogénica, dominante e de alta herdabilidade (Mendoza,
1994). O gene Nb confere resisténcia contra as estirpes do grupo 1 e 2, enquanto
0 gene Nx confere resisténcia contra as estirpes dos grupos 1 e 3, ndo as estirpes
do grupo 4, que sdo controladas pelo alelo Rx.

Os genes Rx vém sendo identificados em acessos de S.tuberosum ssp.
andigena (Schultz & Raleigh, 1933 citados por Ross, 1986; Cockerham, 1970) e
em S. acaule (Ross, 1986), recebendo a denominagdo de Rx1 e Rx2,

respectivamente e tém sido empregados em programas de melhoramento. Os
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genes Rx1 e Rx2 foram mapeados nos cromossomos Xl e V, respectivamente,
enguanto o gene para hipersensibilidade Nb foi mapeado no cromossomo V,
junto com o Rx2 (Gebhardt & Valkonen, 2001).

Bendahmane et al. (1997), a partir de uma progénie proveniente do
cruzamento entre as cultivares Huinkel (suscetivel) e Cara (resistente) e do uso
de marcadores RFLP, mapearam o0 gene Rx1 no cromossomo 12.
Posteriormente, pelo emprego de 728 combinacbes de primers AFLP,
identificaram marcadores dentro do gene e outros que o flanqueiam. Parte deles
foi convertida em oito marcadores CAPS, recomendados para selecdo assistida
visando a introgressédo deste gene. Posteriormente, Gebhart et al. (2007), visando
a selecdo de hibridos F; quanto a resisténcia combinada a mudltiplas
enfermidades, aplicaram o marcador CAPS formado pela combinacéo do par de
primers CP60 e a enzima de restricdo Ddel, obtendo sucesso com a selecéo.

Silva (2003) realizou inoculages com onze isolados do virus X em 48
clones de batata, provenientes de cruzamentos biparentais entre clones imunes
aos virus X e Y, obtidos por Silva (1999) e observou um comportamento
diferenciado da reagdo dos clones de batata aos diferentes isolados. Cinco
isolados foram mais agressivos, de modo que foram considerados 0s mais
indicados para testes de resisténcia ao virus X e 21 dos clones se comportaram
como imunes. Isso demonstra a importancia de se submeter os genétipos a
inoculacdo com diferentes isolados para comprovar a resisténcia dos clones de
batata ao PV X.

Diversos estudos vém sendo executados em outras espécies vegetais. De
Jong et al. (1997) mapearam o gene Nb em uma populacdo de Lycopersicon
esculentum x Lycopersicon pennelli, sendo localizado no cromossomo 5. Outros
trabalhos envolvendo transformacdo genética de plantas visando ao

silenciamento genético foram conduzidos por Angell & Baulcombe (1997),
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Farnham & Baulcombe (2006) e Takahashi et al. (2006) em Nicotiana sp e por
Cai et al. (2006) em Arabidopsis thaliana.

1.5 Pinta-preta (Alternaria solani)

A pinta-preta, doenca causada pelo fungo Alternaria solani Sorauer, foi
relatada pela primeira vez por Ellis & Martin, em 1913 (Fancelli, 1981) e
representa uma das mais importantes e freqlientes doencas fungicas da batateira.
Favorecida por altas temperaturas e umidade, consiste em um dos fatores
limitantes para producdo de batata durante o periodo de verdo, sendo
considerada uma das mais destrutivas doencas foliares, em diversas regides
produtoras de batata, inclusive no Brasil (Reifschneider et al., 1984 Pelletier &
Fry, 1989; Shtienberg et al., 1990; Christ, 1991; Van der Waals et al., 2003,
Oliveira, 2007).

Segundo Steven (1981), esta doenca é capaz de afetar toda a parte aérea
da planta, peciolos e caule. Os sintomas iniciam-se nas folhas mais baixas e
velhas, onde surgem pequenas manchas escuras (de 1 a 2mm). Posteriormente,
estas crescem, adquirindo formato ovoide, delimitado pelas nervuras das folhas,
de coloragdo escura e com zonas concéntricas. O tecido entre e ao redor das
lesGes apresenta-se normalmente clorético. Com relacdo ao aumento da
intensidade da doenca no campo, este ocorre tanto pelo surgimento de novas
lesbes como pela expansdo das mais velhas, que podem vir a coalescer (Souza -
Dias, 1997).

Hooker (1991) descreve Alternaria solani como um fungo imperfeito
que se caracteriza por apresentar conidios isolados, com comprimento entre 150
a 300 um e espessura entre 15 a 19 pum, podendo ser retos ou sinuosos, com
corpo oblongo ou elipsoidal, sempre afinando em dire¢do ao bico. Normalmente,
apresentam coloracdo parda ou ouro-claro médio e septos transversais que

variam entre 9 e 11 um, com pouco ou nenhum septo longitudinal; possuem bico
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de comprimento idéntico ou superior ao corpo do conidio, medindo, geralmente,
de 2,5 a 5,0 um de espessura, diminuindo gradualmente, podendo ser, algumas
vezes, ramificados.

A incidéncia de Alternaria solani em batata é variavel em funcéo de
fatores climaticos, tais como temperatura, umidade relativa, fotoperiodo e
formacdo de orvalho. Bambawale & Bedi (1982) verificaram que umidade
relativa acima de 80%, temperaturas entre 15° e 30°C, fotoperiodos mais curtos e
umidade na forma de orvalho proporcionaram desenvolvimento mais rapido da
doenca.

Esta doenca é de dificil controle porque pode ser amplamente
disseminada pelo vento a curtas distancias ou a longas distancias, associada a
batata-semente, apresentando, ainda, producdo elevada de esporos, tendo em
vista seu ciclo curto (Strandberg, 1992). Além disso, este patdgeno pode
sobreviver de um ano para o outro, em restos de cultura, no solo, em tubérculos
e em outras solanaceas hospedeira nativas (Juliatti, 2001), existindo relatos de
possibilidade de sobrevivéncia de, no minimo, 5 a 8 meses em solos com
matéria organica em decomposi¢do (Rotem, 1968).

Até o presente momento, a aplicacdo de fungicidas é a principal pratica
de controle adotada no mundo (Stevenson, 1994; Gent & Schwartz, 2003) e
trabalhos tém sido realizados visando estudar sua eficiéncia e efeitos sobre o
patdégeno. Pache et al. (2004) procuraram determinar a eficiéncia do fungicida
Qol, encontrando diferengas de respostas em relacdo aos isolados. Em outra
pesquisa realizada por Shtienberg et al. (1995), foi estudada a eficiéncia da
aplicacdo de fungicidas na presenca de plantas resistentes, ndo verificando
diferencas significativas quanto ao numero de aplicagdes, demonstrando a
eficiéncia da resisténcia genética.

No Brasil, os fungicidas sdo aplicados periodicamente, sendo esta

pratica responsavel por mais de 10% do custo total da producdo (Reifschneider
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et al., 1989). Além disso, tém sido relatadas perdas na eficiéncia de diversos
fungidas (Holm et al., 2003; Pasche et al., 2004).

Em vista do discutido, o uso de cultivares resistentes se torna a mais
promissora estratégia para 0 manejo da pinta-preta. No Brasil, entretanto, todas
as variedades cultivadas atualmente sdo suscetiveis, surgindo a necessidade do
desenvolvimento de variedades nacionais com bons niveis de resisténcia.
Paralelamente, o entendimento da diversidade genética presente em populacGes
de Alternaria solani poderia auxiliar no desenvolvimento de estratégias de
controle, selecdo de cultivares resistentes e identificacdo de novas fontes de
resisténcia.

Com o objetivo de avaliar a diversidade genética entre 60 isolados de
Alternaria solani coletados em diferentes regifes produtoras de batata e tomate,
Oliveira (2007) avaliou diferentes caracteristicas das coldnias, como diametro,
velocidade de crescimento micelial e taxa de esporulagdo, sendo encontrada
ampla variabilidade para os caracteres avaliados. Os mesmos isolados foram
submetidos a analise com marcadores moleculares e agrupados de acordo com

as estimativas de similaridade genética.

1.6 Resisténcia genética a pinta-preta

O conhecimento da heranca da resisténcia a pinta-preta é fundamental
para que o melhoramento seja realizado de forma réapida e efetiva, visando a
obtencdo de clones com niveis elevados de resisténcia.

Durante muito tempo, a resisténcia a pinta-preta foi associada ao ciclo
vegetativo dos genoétipos, de forma que plantas mais precoces seriam mais
suscetiveis que as mais tardias. Porém, esta correlagdo entre resisténcia e ciclo
ainda ndo foi bem elucidada. Sabe-se que os sintomas ocorrem, principalmente,
em tecidos mais velhos ou fisiologicamente debilitados, enquanto as folhas

superiores, normalmente, permanecem sadias por mais tempo (Martins, 1995).
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Segundo Johanson & Thurston (1990), a auséncia de sintomas em folhas
mais novas ndo se deve a inexisténcia do fungo sobre a mesma, mas sim a
mecanismos fisioldgicos que inibem o desenvolvimento do patdgeno. Os autores
concluiram que a resisténcia a pinta-preta seria uma caracteristica determinada
pelo ciclo vegetativo, ndo consistindo numa resisténcia genética verdadeira.

De forma oposta, Christ et al. (1991), trabalhando com cultivares
tetrapldides, observaram que as mais tardias foram mais resistentes que as mais
precoces, porém, ndo foi mais resistente que as de ciclo médio. ldentificaram
também materiais mais precoces com certo nivel de resisténcia, indicando a
existéncia de resisténcia genética verdadeira.

De forma semelhante, Holley et al. (1983), estudando trés cultivares com
0 mesmo ciclo vegetativo, verificaram variacGes significativas nas respostas a
infeccdo por pinta-preta e concluiram que esta deve ser atribuida a resisténcia
genética.

Estimativas de correlacGes entre a resisténcia a pinta-preta e o ciclo
vegetativo foram estimados por Herriot et al. (1990), os quais verificaram um
coeficiente de -0,21 que, apesar de baixo, ndo elimina uma tendéncia de
associagdo, enquanto Martins & Pinto (1996) estimaram coeficientes de -0,38 e
de -0,44, aos 75 e 90 dias, respectivamente. Simon (2005) obteve uma
correlacdo entre area abaixo da curva de progresso da doenga e o ciclo de -0,52,
entretanto, este autor identificou clones com ciclo inferior a 100 dias apds
emergéncia com alto nivel de resisténcia, afirmando ser possivel o
desenvolvimento de genotipos com maturacdo intermedidria e nivel de
resisténcia semelhante aos dos tardios.

Apesar de diferentes conceitos de resisténcia a pinta-preta serem citados
na literatura, entre eles resisténcia redutora da taxa de infeccdo (Christ &
Hayney, 2001; Holley et al., 1983; Martins, 1995), resisténcia parcial ou
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quantitativa (Boiteux et al., 1995) e resisténcia geral (Shtienberg & Fry, 1990),
todos convergem para um carater predominantemente quantitativo.

Estimativas de herdabilidade no sentindo amplo foram obtidas por
Martins (1995) a partir da analise de 540 clones originarios de cruzamentos
dialélicos e que variaram entre 0,31 a 0,43, enquanto Pinto et al. (2002)
obtiveram estimativa de 0,89 na avaliacdo de 192 clones e Simon (2005)
estimou a herdabilidade no sentido amplo para a &rea abaixo da curva de
progresso da doenca de 0,76. Essas estimativas indicam que, embora a
resisténcia para a pinta-preta seja considerada um carater quantitativo,
provavelmente, ela é controlada por um nimero ndo elevado de genes.

Com o objetivo de obter informacdes a respeito do controle genético da
resisténcia a pinta-preta e identificar clones com boa capacidade de combinacéo,
Martins & Pinto (1996) realizaram uma analise dialélica envolvendo oito
gendtipos de batata, avaliados para resisténcia a pinta-preta em condicdes de
campo e caracteres de producdo e peso especifico. A cultivar Chiquita foi a
Unica a apresentar altos valores de capacidade geral de combinagdo para todos os
caracteres avaliados, o que evidencia um bom potencial para uso em
cruzamentos.

Devido a dificuldade em classificar os gendtipos quanto a resisténcia a
pinta-preta, diversos autores procuraram quantificar os diferentes componentes
que conferem resisténcia a um dado genétipo com o objetivo de facilitar a
classificacdo em classes e compreender possiveis mecanismos relacionados a
resisténcia (Sillero & Rubiales, 2002). Componentes como o periodo de
incubacdo, nimero de lesdes, taxa de expanséo de lesdo, producdo de esporo por
area de lesdo, severidade de doenca e infeccdo (Pelletier & Fry, 1989, 1990;
Christ, 1991; Christ & Haynes, 2001) foram bastante estudados, porém, nenhum
destes estudos detalhou o efeito da idade sobre estes componentes.
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Procurando compreender este efeito, Rodriguez et al. (2006) estudaram
o efeito da posicdo de folha sobre seis componentes de resisténcia em quatro
cultivares de batata com diferentes niveis de resisténcia a pinta-preta. As
cultivares Aracy (resistente), Delta (moderadamente resistente), Desirée
(suscetivel) e Bintje (suscetivel) foram inoculadas no inicio da fase de
florescimento, em casa de vegetacdo, e avaliadas quanto aos componentes
citados, considerando separadamente as folhas do terco inferior, médio e
superior. Os autores observaram que as avaliacdes de folhas presentes no terco
médio sdo muito satisfatérias, principalmente na selecdo precoce de genotipos.
Entretanto, a avaliacdo quanto ao efeito da idade para cada um dos componentes
de resisténcia ndo foi conclusiva, sendo a melhor diferenciacdo entre 0s
gendtipos obtida quando considerados todos 0s componentes. Entretanto,
trabalhos semelhantes realizados por Nunes (1983) e Reifschneider et al.(1981),
em experimentos de campo, determinaram o nimero e o tamanho de lesdes
como uns dos melhores caracteres para quantificar os diferentes niveis de
resisténcia.

De forma geral, a avaliagdo para resisténcia a pinta-preta ¢ realizada em
campo, onde as plantas sdo submetidas tanto a infec¢do natural quanto a
inoculagdo por suspensdo de esporos (Nachmias et al., 1988). Entretanto, esta
Gltima é limitada pela dificuldade de se produzir inéculo suficiente para
inoculacdo quando ha um elevado nimero de gendétipos a serem avaliados.
Outra possibilidade consiste na avaliagdo em casa de vegetacdo, utilizando
suspensao de conidios na inoculacéo.

Bussey & Stevenson (1991) avaliaram dez cultivares de batata quanto a
resisténcia a pinta-preta, observando alta correlagdo entre os dados obtidos em
campo e em casa de vegetagdo. De forma semelhante, Stewart & Bradshaw
(1993) observaram que os dados obtidos em casa de vegetagdo concordaram
com os dados de campo na avaliagdo de 40 gendtipos de batata.
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Quando se considera a avaliagdo em campo, é indiscutivel a eficiéncia da
inoculacdo artificial com suspenséo de conidios. Entretanto, é possivel obter alta
eficiéncia na discriminacdo de gendtipos utilizando folhas e ramos de batata
previamente infectados que, depois de coletados, sdo desidratados a sombra e
macerados, para distribuicdo sobre as parcelas que serdo avaliadas, como
descrito por Reifschneider et al. (1986).

Simon (2005), com o objetivo de identificar genotipos que associem alto
nivel de resisténcia a pinta-preta e tolerancia ao calor, avaliou diferentes clones
de batata em campo, utilizando inoculacdo com ramas desidratadas infectadas.
Como resultado, observou varios clones com alto nivel de resisténcia a pinta-
preta e desempenho satisfatorio a temperaturas altas, tendo trés deles se
destacado como resistentes a ambos os fatores e responsivos sob temperaturas

amenas.
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RESUMO

NEDER, Diogo Goncalves. Selecdo de clones de batata com resisténcia multipla
a pinta-preta e aos virus X e Y. In; . . 2008. Cap. 2, 72 p. Tese
(Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras.

O objetivo do presente trabalho foi realizar a selecdo de clones de batata
com elevado desempenho agrondmico e resistentes a pinta preta e aos virus X e
Y. Para isto, foram realizados 57 cruzamentos entre clones portadores dos alelos
Ry.qg€ RX1, € a cultivar Chiquita, caracterizada como resistente a pinta preta. Na
safra das aguas de 2004, 57 familias clonais foram avaliadas em campo e 331
clones selecionados considerando a aparéncia externa de tubérculos. Deste total
de clones, avaliados em mais dois experimentos no verdo de 2005, 180 foram
selecionados por meio do marcador SCAR RYSC3 como portadores do alelo
RY.dq,- Seguindo para uma nova avaliagdo de desempenho agronémico na safra
de inverno de 2006 e resisténcia a pinta preta nas safras de verdo de 2007 e
2008. Paralelamente foi utilizado um marcador CAPS visando a selecdo de
clones portadores do gene Rx1. Desta forma, combinando os resultados dos
marcadores moleculares com os de campo, agrupados via indices de selecdo, foi
possivel selecionar 20 clones de alto desempenho agrondmico, resistente a pinta
preta e portador do alelo Ry.qe. Devido a problemas apresentados pelo marcador
CAPS, apenas sete destes foram analisados e um identificado como portador do
alelo Rx1.

* Orientador: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA
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ABSTRACT

NEDER, Diogo Gongalves. Selection of potato clones for multiple
resistances to early blight, PVY and PVX. In: : . 2008.
Cap. 2, 69 p. Thesis (Doctorate in Genetics and Plant Breeding) — Federal
University of Lavras, Lavras.

The purpose of this study was to select potato clones with high
agronomic performance and resistant to early blight, Potato Virus Y (PVY) and
Potato Virus X (PVX). Crossings were performed among progenitors carrying
the Ry.qy and Rx1 alleles for resistance to PVY and PVX and cultivar Chiquita,
which presents high levels of resistance to early blight (Alternaria solani). In the
rainy season of 2004, 57 clonal families were evaluated in the field and 331
clones were selected based only on tuber appearance. These clones were field
evaluated in two trials in the rainy season of 2005 and 180 clones were selected
for Ryaqg allele using the SCAR marker designed RYSC3. Another agronomic
evaluation was performed in the winter season of 2006 and early blight was
evaluated in the rainy seasons of 2007 and 2008. Simultaneously a CAPS
marker was used to select for the presence of Rx1 allele. Combining the results
from these experiments we were able to select 20 clones presenting high
agronomic performance, resistance to early blight and carrying the Ryaqq allele.
The use of CAPS marker has practical difficulties due to production of poor
amplification products to be digested with the Ddel enzyme and should be
changed for another marker which shows more efficiency.

* Major professor: César Augusto Brasil Pereira Pinto - UFLA
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1 INTRODUCAO

S&o conhecidas mais de 100 doengas bidticas que afetam a cultura da
batata, causadas por diferentes espécies de fungos, virus e virdides, bactérias,
nematdides e fitoplasma. Segundo Gebahardt & Valkonen (2001), a acdo destes
patégenos promove a reducdo anual da producdo mundial de batata em um
quarto do seu potencial, gerando uma perda estimada de 100 milhGes de
toneladas/ano.

No Brasil, dentre as diversas doencas que ja foram relatadas, destacam-
se, cOmMo as mais comuns, a pinta-preta (Alternaria solani), um dos principais
fatores limitantes do cultivo de verdo, podendo causar perdas consideraveis pela
desfolha precoce das plantas; o virus Y da batata (Potato virus Y — PVY), agente
de uma das principais doencas viréticas da cultura e o virus X (Potato virus X —
PVX), cuja importancia vem crescendo, especialmente pelo seu efeito sinérgico,
quando na presenga de outros virus, aumentando drasticamente as perdas.

Estudos realizados para investigar a natureza da resisténcia genética a
estas doencas demonstraram ser a resisténcia a pinta-preta predominantemente
quantitativa (Christ & Hayney, 2001), contrastando com a resisténcia ao PVY e
PVX basicamente monogénicas, conferidas por genes de hipersensibilidade,
denominados Ny e Nx, e de imunidade ou resisténcia extrema, designados Ry e
Rx, preferidos por conferir uma resisténcia mais efetiva e restringindo o
desenvolvimento dos patdgenos (Cockerham, 1970, Ross, 1986).

Trés genes Ry foram localizados via mapeamento molecular dos
cromossomos da batata. O gene Ry, derivado de Solanum stoloniferum e Ry,qq
de S. tuberosum ssp. andigena foram mapeados no cromossomo XII da batata
(Flis et al., 2005; Song et al.,, 2005) e XI (Hamaldinen et al.,, 1997),
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respectivamente. O gene Rycp, derivado de S. chacoense, foi mapeado na
extremidade final do cromossomo 1X (Sato et al., 2006).

Os genes Rx foram identificados em acessos de S.tuberosum ssp
andigena (Schultz & Raleigh, 1933, citados por Ross, 1986; Cockerham, 1970)
e em S. acaule (Ross, 1986) e receberam as denominacdes de Rx1l e Rx2,
respectivamente, tendo sido mapeados nos cromossomos Xll e V (Gebhardt &
Valkonen, 2001).

Trabalhos realizados no Brasil, com o objetivo de desenvolver gendtipos
resistentes a pinta-preta, foram realizados por Martins & Pinto (1996) que
avaliaram gendtipos provenientes de um cruzamento dialélico envolvendo oito
genitores, identificando a cultivar Chiquita como a de mais alta capacidade geral
de combinacdo. De forma semelhante, Simon (2005) avaliou diferentes clones
de batata, selecionando gend6tipos que associam alto nivel de resisténcia a pinta-
preta e tolerancia a calor.

Trabalhos direcionados A resisténcia aos virus PVY e PVX foram
realizados por Silva et al. (2000) que selecionaram clones imunes a esses virus a
partir de cruzamentos biparentais entre clones portadores dos alelos RXagg € RYaqg
na forma simplex. Gadum (2003) realizou cruzamentos testes entre clones
imunes ao PVY e a cultivar Chiquita, uma cultivar suscetivel (ryryryry)
avaliando a resisténcia, a constituicdo genética e o desempenho agronémico dos
clones gerados. Entretanto, neste caso, a inoculacdo dos clones de batata em
tomateiro se mostrou ineficaz na determinacdo da imunidade. Posteriormente,
Ribeiro (2006), com o objetivo de selecionar clones duplex (Ryryryry) para o
loco Ry, obteve sucesso utilizando, em vez de inoculagdes com PVY, o
marcador SCAR RYSC3.

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de gerar familias com

variabilidade genética para resisténcia a pinta-preta e imunidade aos virus X e Y
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e selecionar clones com resisténcia a estas doencas, associada a um bom

desempenho agrondémico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material experimental

A populacdo base utilizada no presente estudo consistiu de 2.280 clones,
provenientes de familias obtidas de cruzamentos biparentais entre a cultivar
Chiquita e 57 clones designados JUG. Estes genitores foram escolhidos pelo fato
de a cultivar Chiquita apresentar alta capacidade geral de combinagdo para
resisténcia a pinta-preta, producdo e peso especifico de tubérculos (Martins &
Pinto, 1996). Ja os clones JUG descendem de clones portadores dos genes Ryaqq
e Rx1, obtidos por Gadum (2003).

2.2 Avaliacao agronémica

Quatro experimentos foram conduzidos na éarea experimental do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG. O primeiro deles foi realizado na safra de inverno de 2004, para a
avaliacdo de 57 familias em DBC, com quatro repeticoes e parcelas de 10 clones
de primeira geracdo clonal, totalizando 40 clones por familia. O espacamento
empregado foi de 0,50 m entre plantas e 0,80 m entre linhas e as cultivares
utilizadas como testemunha foram: ‘Monalisa’, ‘Asterix’ e ‘Achat’. Nesta etapa,
foram avaliados a producdo (gramas x planta®) e o peso especifico de
tubérculos, tendo a selecdo dos clones se baseado exclusivamente na aparéncia
dos tubérculos.

Os 331 clones selecionados foram entdo conduzidos a segunda geracao
clonal, realizada na safra das &guas de 2005. Neste caso, dois experimentos
foram montados, um latice simples duplicado 14 x14, com 221 clones e 4
testemunhas (‘Agata’, ‘Asterix’, ‘Atlantic’ e ‘Monalisa’) e um DBC com 113
clones mais as cultivares Agata, Asterix e Monalisa e 3 repetices. Ambos 0s

experimentos foram compostos de duas plantas por parcela e espacamento de

38



0,35 x 0,80m. Foram avaliados a producdo de tubérculos (gramas x planta™), a
porcentagem de tubérculos graddos, o peso médio de tubérculos (gramas) e o
peso especifico de tubérculos.

Dos 334 clones, foram selecionados 180 portadores do alelo Ry .qq (Ver
adiante) os quais foram submetidos a uma nova avaliacdo de desempenho em
campo, consistindo na terceira geragdo clonal e realizada na safra de inverno de
2006. Neste caso, foi empregado um DBC com 4 repeticGes, parcelas de duas
plantas espacadas a 0,35 x 0,80m, utilizando como testemunhas as cultivares
Asterix, Atlantic, Chiquita e Monalisa. Os caracteres avaliados foram os
mesmos dos experimentos anteriores, acrescidos da aparéncia de tubérculos,
avaliada por meio de uma escala de notas variando de 1 (pior aparéncia) a 5
(melhor aparéncia).

Os dados coletados para cada carater, nos diferentes experimentos, foram
submetidos a analise de variancia individual, empregando-se 0 programa
estatistico SAS (2000) e utilizados nas estimativas do coeficiente de variacdo
ambiental (CVe) e genético (CV,), da razdo CV./CV, e da herdabilidade no
sentido amplo (h?a).

2.3 Avaliacdo da resisténcia a pinta-preta

Para a avaliacdo da resisténcia a pinta-preta dos clones identificados
como resistentes ao virus Y, foram conduzidos dois experimentos
simultaneamente, nas safras das aguas de 2007 e 2008, quarta e quinta geracdo
clonal, respectivamente. O delineamento empregado em ambos 0s experimentos
foi um alfa-latice 13 x 14, com 2 repeticdes e parcelas constituidas de 4 plantas
espacadas em 0,35 x 0,80m.

Os tratamentos consistiram em 170 clones mais 12 testemunhas, sendo 6
cultivares (Asterix, Atlantic, Caesa, Chiquita, Monalisa e Vivaldi) e 6 clones

elites do programa de melhoramento da UFLA. Em um dos experimentos foram
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incluidas bordaduras internas com a cultivar Monalisa para a multiplicacdo do
indculo, o qual foi introduzido em campo via macerado de ramas desidratadas e
infectadas, aplicado aos 40 e 50 dias apds o plantio. Os caracteres avaliados
foram producdo de tubérculos (gramas x planta™), porcentagem de tubérculos
graidos, peso médio de tubérculos (gramas), peso especifico de tubérculos,
aparéncia de tubérculos e resisténcia a pinta-preta. Esta Gltima foi avaliada no
experimento com inoculagdo e realizada por trés avaliadores, utilizando-se uma
escala diagramatica, apresentada por Reifschneider et al. (1984), a partir de 30
dias ap6s a Ultima inoculacdo e realizada por trés vezes, com espacamento de
cinco dias entre avaliacdes. As notas obtidas foram usadas na estimativa da area
abaixo da curva de progressdo da doenca (AACPD), empregando-se a
metodologia de Shaner & Finney (1977).

Os caracteres avaliados foram submetidos a uma andlise de variancia
utilizando-se o programa estatistico SAS (2000), considerando cada experimento
individualmente, anélise conjunta dos experimentos com e sem inoculo em um
mesmo ano e andlise conjunta dos dois anos. Foram realizadas também
estimativas do coeficiente de variagdo ambiental (CV,) e genético (CV,), da
razéo CV./CV, e da herdabilidade no sentido amplo (h%), nas diferentes
situagdes mencionadas.

Foram selecionados os 60 clones mais resistentes dos 180 avaliados,
empregando-se o indice de selecdo de Mulamba & Mock (1978), a partir da
combinacdo da medida da AACPD e o diferencial de producéo, calculado para
cada clone com base na diferenca de producdo de tubérculos no experimento

com e sem inoculagéo.

2.4 Sele¢do sequencial
Empregou-se o indice de selecdo seqliencial para cada -carater,

utilizando-se a média aritmética dos dados provenientes das cinco geracGes
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clonais para os caracteres producdo, peso médio de tubérculos, porcentagem de
tubérculos graldos, peso especifico de tubérculos e aparéncia, seguindo
metodologia descrita e avaliada por Lambert (2004). Em seguida, estes dados
foram combinados empregando-se o indice de Mulamba & Mock (1978) e
selecionados vinte clones de melhor desempenho, entre os sessenta identificados

como resistentes a pinta-preta.

2.5 Identificagé@o do alelo Ryaqq

A reagéo de PCR para identificar genétipos portadores do alelo Ry, foi
realizada misturando-se 0s seguintes reagentes com as respectivas
concentragcfes: 250 uM DNTPs (mistura eqiitativa de ATP, GTP, CTP e TTP),
0,6 unidades de Tag DNA polimerase, 0,26 UM de cada primer, tampdo de
reacdo (50mM TRIS, 2,0mM MgCI2; 20mM KCI; 250 pg/mL de albumina soro
bovino; 1% de ficoll 400; 1mM de tartrazine, 22,5 ng de DNA gendmico e agua
pura até completar o volume de 10 pl. O par de primers SCAR utilizado,
designado de RYSC3, de acordo com Kasai et al. (2000), apresenta a seqiiéncia:
5ATACACTCATCTAAATTTGATGGIe5’AGGATAT
ACGGCATCATTTTTCCA 3, aqual amplifica uma regido dentro do
gene Ry, produzindo fragmentos de 321 pb.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em microtubos de 0,2mL,
utilizando-se termociclador PCT-100 (MJ Research, Inc.USA). A reacéo para o
marcador RYSC3 constituiu-se de uma desnaturacédo inicial de 92°C, por 4
minutos, seguida de 35 ciclos compostos de: 94°C para desnaturacdo e 60°C para
o anelamento, ambos por 45 segundos e elongacéo a 72°C por 1 minuto, seguida
de uma extenséo final a 72 °C, por 5 minutos.

Apb6s a amplificagdo, os produtos da reacdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampdo TBE (TRIS, &cido bérico e
EDTA) e em corrente de 100V, pelo periodo de 1 hora. Os fragmentos de DNA
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foram corados com brometo de etidio, & concentracdo de 0,5ng/ul, por 20
minutos, sob agitacdo. O gel foi fotografado em camara digital Kodak DC290

Zoom em luz ultravioleta.

2.6 Identificacdo do alelo Rx1

A partir das informagdes fornecidas por Bendahmane (1997), foi
desenvolvida a metodologia empregada para a selecdo de clones portadores do
gene Rxy;, que consistiu em uma amplificacdo, utilizando o par de primers
designados CP60 com a seguinte seqiiéncia: 5° CAGCCTACCGCGAAA
GTGCCTTCG 3’ e 5’GCCAACCCCACGAGTTTCTCACTGAC3’ e uma
digestdo do produto da PCR com a enzima de restri¢cdo Ddel.

A reacdo de PCR foi realizada para 30ul em microtubos de 0,2mL
contendo: 250uM dNTPs, 2,5 unidades de Tag DNA polimerase, 0,26uM de
cada primer, tampédo de reacdo (50mM TRIS; 2,0 mM MgCl,; 20mMKCI; 250
Kg de albumina de soro bovino; 1% de ficoll 400; 1 mM de tartrazina), 67,5 ng
de DNA gendmico e agua para completar os 30ul. Foi utilizado o seguinte
programa: 92°C, por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C para desnaturagéo,
58°C para anelamento e 72°C para extens3o, todos por 20 segundos, seguidos de
uma extensdo final, a 72°C, por 5 minutos, utilizando-se termociclador PCT-100
(MJ Research, Inc.USA).

Apds amplificacdo, 5ul foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, imersos em tampéo TBE (0,45 M de Tris-borato e 0,01M EDTA),
a 100 volts, durante uma hora, corados com brometo de etideo e visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta, para verificar a qualidade da amplificag&o.

Em seguida, os 25l restantes da reacdo de PCR foram adicionados de
5ul de uma solugdo constituida de trés unidades da enzima de restricdo Ddel,
0,3ul de tampéo de reacdo 10X, 0,3ul de albumina de soro bovino a 5% e agua

para completar 5ul submetidos a digestdo em banho-maria, a 37°C, por 5 horas.
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Apo6s digestdo, o produto resultante foi separado por eletroforese em gel de
agarose a 2,5%, durante 8 horas, a 60 volts, corados com brometo de etidio e
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado em camara
digital Kodak DC290 Zoom.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desempenho agronémico

No primeiro experimento, realizado para avaliar o desempenho das 57 familias,
foram detectadas diferencas significativas entre familias e para o contraste
familias vs testemunhas, em relagdo a producdo de tubérculos. A média das
familias foi de 519,2 gramas x planta™ e das testemunhas, de 390,1 gramas x
planta'l, como mostrado na Tabela 1A. Dessa forma, fica evidenciada a
variabilidade genética, assim como a superioridade destas familias em relagdo as
cultivares testemunhas e, consequentemente, o potencial produtivo dos clones.

Nos dois experimentos da safra das dguas de 2005 ocorreram diferencas
significativas entre os clones, para todos os caracteres avaliados. E importante
ressaltar que as médias de producdo foram baixas, média de 468,gramas X
planta® (média das producBes apresentadas nas Tabelas 2A e 3A) em
decorréncia da incidéncia de requeima (Phytphthora infestans), durante o
periodo de conducgdo dos experimentos.

Os 180 clones selecionados para o0 alelo Ry.q (ver adiante) avaliados na
safra de inverno de 2006 apresentaram diferencas significativas entre clones para
todos os caracteres avaliados, com excecdo do peso especifico, enquanto
diferencas entre as testemunhas foram observadas somente para peso especifico
e aparéncia. O contraste clones vs testemunhas mostrou diferenca apenas para
aparéncia e porcentagem de tubérculos graidos. A producéo de tubérculos foi de
1.055,6 gramas x planta™, para os clones e 986,72 gramas x planta™, para as
testemunhas (Tabela 4A). Entretanto, 69 clones superaram a cultivar Chiquita,
que apresentou a maior producdo dentre as testemunhas e 25 clones superaram o
peso especifico de tubérculos da cultivar Atlantic, padrdo de qualidade para o

processamento industrial.
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As estimativas dos parametros genéticos variaram com 0s experimentos
e os caracteres estudados. Para a producdo de tubérculos, as médias dos quatro
experimentos foram de 38,5% para o CV,, 27,16% para CV, e de 64% para a
h’a. Esses valores sdo similares aos de outras estimativas encontradas na
literatura, em trabalhos de melhoramento da batateira, como os de Lambert
(2004), Simon (2005) e Benites (2007).

3.2 Resisténcia a pinta-preta

Na avaliacdo da resisténcia a pinta-preta, conduzida na safra das aguas
de 2007, foram observadas diferencas significativas entre os experimentos
conduzidos na auséncia e na presenca do patégeno para producdo, peso médio,
peso especifico e aparéncia de tubérculos (Tabelas 5A, 6A e 7A). A producéo de
tubérculos sofreu reducdo de 14,6% (831,54 para 709,54 gramas x planta™,
Tabelas 6A e 7A, respectivamente), resultado semelhante ao observado por
Simon (2005), que registrou reducdo de 12%. Para os demais caracteres, ocorreu
um pequeno incremento das médias na presenca do fungo, como pode ser
observado comparando-se a médias apresentadas pelas Tabelas 6A e 7A. Este
incremento, em termos percentuais, foi de 3,4% para peso médio de tubérculos,
0,1% para peso especifico de tubérculos e de 4,8% para aparéncia. Apesar de
significativos, foram de pequena magnitude e podem ser explicados pela menor
competicdo entre plantas, em funcdo da morte precoce causada pela Alternaria
solani. O menor ciclo vegetativo pode ter contribuido também para a melhor
aparéncia dos tubérculos, reduzindo a ocorréncia de desordens fisiologicas.

Na avaliagdo da resisténcia a pinta-preta, realizada em 2008, ao contrario
da anterior, ndo foi observada diferenca significativa para a producdo de
tubérculos na presenca e na auséncia do inoculo; entretanto, foi evidenciada para
os demais caracteres, como mostrado na Tabela 8A. As médias para producdo de

tubérculos observadas foram baixas, com 409,3 gramas X planta’l, na auséncia
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da doenca (Tabela 9A) e de 398,3 gramas x planta™ na presenca dela (Tabela
10A). Para os demais caracteres, as médias na presenca da doenca foram
inferiores, com reducdo da porcentagem de tubérculos gratdos de 56,7% para
49,3%, do peso médio de 80,6 para 74,6 gramas e do peso especifico de
tubérculos, de 1,0608 para 1,0575. A excecdo foi verificada para a nota de
aparéncia, com aumento de 2,19 para 2,28, devido as razBes comentadas
anteriormente (Tabela 9A, 10A).

E oportuno comentar que, no ano de 2008, observou-se pronunciado
efeito de temperaturas elevadas e alta umidade, como descrito por Menezes et
al.(1999), que induziram maior desenvolvimento vegetativo e menor
translocacdo de fotoassimilados, promovendo reducéo dréstica na expressao dos
caracteres avaliados e, consequientemente, mascarando o efeito da doenca.

A anadlise conjunta nos dois anos agricolas evidenciou reducéo
significativa na producdo, na porcentagem de tubérculos graidos e no peso
especifico sob efeito da doenga. Foi constatado o efeito de anos, da interagdo
clones x anos e clones x inoculagéo x anos, ficando evidente a necessidade da
avaliagdo em mais de um ano agricola (Tabela 11 A).

AACPD foi significativa para clones e para o contraste clones vs
testemunhas, evidenciando a variabilidade de resposta a infeccdo com o fungo
Alternaria solani e comprovando a existéncia de resisténcia genética. Apesar da
significancia observada entre avaliadores, ndo ocorreu interacdo clones X
avaliadores, indicando uma concordancia entre os avaliadores na classificagdo
dos genotipos (Tabela 12A). Por outro lado, a significancia da interacdo clones x
anos mostrou comportamento diferencial nas duas avaliacdes, reafirmando a
necessidade da avaliagdo em mais de um ano (Tabela 13A). Como mostrado na
Tabela 14A, niveis elevados de herdabilidade foram estimados para este carater,
88,1% e 87,2%, nos anos de 2007 e 2008, respectivamente, demonstrando a
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viabilidade da selecdo e concordando com as estimativas obtidas por Martins &
Pinto (1996) e Simon (2005).

3.3 Clones portadores do alelo Ry

A anéalise molecular permitiu a selecdo 180 clones que apresentaram a
banda de 321pb, correspondente ao alelo Ry.qy (54%). Este resultado esta de
acordo com a segregacao esperada de 1:1, em cruzamentos entre clones simplex
(Ryryryry), como é o caso dos clones JUG, com genétipos nuliplex (ryryryry),
como ocorre em ‘Chiquita’. Este resultado também confirma a eficacia do
marcador RYSC3 na identificagdo de gen6tipos com resisténcia extrema ao
PVY, como mencionado por Ribeiro (2006).

3.4 Clones portadores do alelo Rx;

O marcador CAPS utilizado na selecéo de clones portadores do alelo Rx
mostrou-se eficiente na identificacdo de gendtipos resistentes, como mostrado na
Figura 1. Entretanto, diferente do preconizado por Gebhardt (2006), seu
emprego foi limitado pela dificuldade de se obter amplifica¢fes adequadas para
clivagem, o que pode ser atribuido, entre outras causas, a algum problema
relacionado a especificidade dos pares de primers que manifestam, muitas vezes,
anelamentos incorretos, gerando produtos ndo especificos de amplificacdes e
inviabilizando a clivagem pela metodologia empregada. Dessa forma, dos 180
clones identificados como resistentes ao PVY, apenas 46 foram avaliados, dos

quais 22 apresentaram o alelo Rx1.
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FIGURA 1. Presenca ou auséncia do alelo Rx;, identificado pelo marcador
CAPS, em 14 clones e das testemunhas suscetiveis S1(‘Monalisa’)
e S2 (‘Chiquita’) e resistentes R1(XY9) e R2 (XY10). Note a
presenca de oito clones com bandas e quatro sem a banda, tendo

ocorrido duas falhas de amplificacdo. UFLA, Lavras, MG, 2008.

3.5 Selecdo de clones com resisténcia multipla e desempenho agronémico

Dos 180 clones portadores do alelo Ry.qy, 60 foram selecionados como
os de maior nivel de resisténcia a Alternaria solani. Destes, 20 foram
selecionados por apresentarem alto desempenho agrondémico, além das
resisténcias jA comentadas. Apenas 7 foram submetidos a analise para
identificacdo do alelo Rx;, dada a dificuldade em se obter amplificacdes de boa
quailidade, sendo um gendtipo identificado como resistente ao virus X. As
médias das 5 geracOes clonais destes 60 clones e das cultivares Asterix, Atlantic,
Chiquita e Monalisa sdo mostradas na Tabela 14A.

O clone selecionado como resistente a pinta-preta e portador dos alelos
de resisténcia Ry.qq € Rxlapresentou producéo elevada, com média de 662,4
gramas x planta®, contra 535,34 e 423,23 gramas x planta’para ‘Monalisa’ e
‘Asterix’, respectivamente. Destacou-se também em relacdo a porcentagem de
tubérculos gratdos e ao peso médio de tubérculos, com 77,1% e 101,4 gramas,
respectivamente, para cada cardter. Novamente, foi superior as cultivares
Asterix, Monalisa e também a Atlantic, com médias de 48,2% e 86,65 gramas,
51,9% e 69,3 gramas e 63,86% e 75,34 gramas, respectivamente. Apresentou,
ainda, peso especifico de 1,0681 e nota de aparéncia de 2,47, sugerindo ser este
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um clone promissor para processamento, superando a cultivar Asterix (1,0651) e
se aproximando de ‘Atlantic’ (1,0718), associando ainda uma aparéncia melhor
que as testemunhas, com nota de 1,55 para ‘Monalisa’, 2,27 para ‘Asterix’ e
2,03 para ‘Atlantic’. Entretanto, é necessario ressaltar que as maiorias das
avaliacbes foi realizada em condi¢cdes adversas, com temperaturas elevadas e
alta umidade, o que contribui para uma menor expressao dos caracteres
avaliados, especialmente para as cultivares testemunhas utilizadas. Assim, sdo
necessarias novas avaliacdes, em condi¢des mais adequadas a producdo de

batata.
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4 CONCLUSOES

Foi observado um ndmero consideravel de clones com desempenho
agrondmico superior ao de cultivares testemunhas.

Foram selecionados clones com alto nivel de resisténcia a pinta-preta,
superando, inclusive, o genitor, a cv. Chiquita, considerada padrédo e fonte
de resisténcia.

O marcador SCAR apresentou resultado compativel com a segregacéo
esperada na populacdo, sendo eficiente na determinacdo de genotipos
portadores do alelo Ry,qg.

O marcador CAPS utilizado para a identificacdo de gend6tipos portadores do
alelo Rx; mostrou ser de dificil aplicacdo pratica, tendo em vista a
dificuldade em se obter amplificacfes de boa qualidade para a digestdo com
a enzima Ddel, sendo necessario o desenvolvimento de outro marcador com
maior eficiéncia.

Foi possivel realizar a selecdo de 20 clones de alto desempenho
agronémico, resistentes a pinta preta e ao virus Y, sendo um destes,

identificado também como portador do alelo Rx1.
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TABELA 1A. Resumo da andlise de variancia e estimativa de parametros
genéticos para producdo de tubérculos (gramas x planta™®) e
peso especifico de tubérculos das familias avaliados na safra de

inverno de 2004.
QM
FV GL Producédo Peso especifico
(x 10
Tratamentos 59 89402,363** 0,8554NS
Familias (Fam.) 56 90354,258** 0,8541NS
Testemunhas (Test.) 2 12514,43391NS 1,3008!
Fam. vs Test. 1 189872,104* 0,0382NS
Erro 177 40133,92 0,8501
Média geral 512,73 1,056
Média de familias 519,18 1,056
Média das testemunhas 390,13 1,056
h%, (%) 55,10 -
CV, 0,22 -
CV. 0,39 -
CV,/CV, 0,55 -

* ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente pelo teste F.
! significativo a 8%
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TABELA 2A. Resumo da analise de variancia e estimativa de parametros genéticos para produgdo de tubérculos
(gramas x planta™), porcentagem de tubérculos gratdos (Graddos), peso médio de tubérculos (em
gramas) e peso especifico de tubérculos de clones e testemunhas avaliados na safra de verdo de 2005, no
experimento em latice simples duplicado.

QM
FV GL Producéo Graudos Peso médio PeSO()?Sl%e_E)IfICO
Tratamentos 221 144200,65** 782,23** 1646,12** 2,975**
Clones (C) 197 144339,08** 794,12%* 1663,22** 2,922%*
Testemunhas (Test.) 3 32851,56** 125,89" 49,07NS 7,728**
C vs Test. 1 625188,70* 13,36NS 105,26NS 1,386NS
Erro 661 46884,60 269,27 507,72 0,9625
Média geral 495,91 67,94 86,41 1,0592
Média de clones 499,03 68,90 86,30 1,0591
Média das testemunhas 296,87 66,87 84,19 1,0623
h%, (%) 0,69 0,66 0,69 0,66
CV, 0,33 0,17 0,20 0,0066
CV, 0,44 0,24 0,26 0,0093
CV,/CV, 0,75 0,71 0,77 0,70

* ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F,
! significativo a 8%
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TABELA 3A. Resumo da analise de variancia e estimativa de parametros genéticos para producédo de tubérculos (gramas
x planta™), porcentagem de tubérculos gratdos (Graddos), peso médio de tubérculos (em gramas) e peso
especifico de tubérculos de clones e testemunhas avaliados na safra de verdo de 2005, no experimento

DBC.
QM
FV GL Producéo Graldos Peso médio Peso especifico
(x 10™
Tratamentos 115 78761,90** 1046,72** 1657,55** 59,9NS
Clones (C) 112 76393,99** 1065,82** 1666,33** 61,5NS
Testemunhas (Test.) 2 106475,69** 178,85NS 1380,39NS 1,67**
C vs Test. 1 288539,40** 643,55NS 1228,93NS 4,8NS
Erro 223 25457,14 606,44 1014,41 59,00
Média geral 441,31 70,54 91,85 1,0635
Média de clones 437,52 70,27 91,43 1,0638
Meédia das Test. 618,06 78,89 103,36 1,0563
h?, (%) 67,10 41,7 38,47 -
CV, 0,30 0,17 0,16 -
CV. 0,36 0,35 0,35 -
CV, /CV, 0,83 0,48 0,46 -

*, ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F,

! significativo a 8%
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TABELA 4A. Resumo da analise de variancia e estimativa de parametros genéticos para producéo de tubérculos (gramas
x planta™), porcentagem de tubérculos gratidos (Gratdos), peso médio de tubérculos (em gramas), peso
especifico de tubérculos e aparéncia de tubérculos de clones e testemunhas avaliados na safra de inverno

de 2006.
QM
FVv GL Producéo Graudos Peso médio PeS()()SSl%eE)IfICO Aparéncia
Tratamentos 181 412207,82** 794,39** 4553,54** 39,80NS 0,72055**
Clones (C) 177 417074,04** 764,47** 4616,64** 40,60NS 0,71472**
Testemunhas (Test.) 3 239619,14NS 1262,01" 1675,45NS 2,50** 0,7916*
C vs Test. 1 68652,00NS 4687,08** 2019,20NS 2,60NS 1,53915*
Erro 551 139752,00 207,04 1510,92 45,10 0,31139
Média geral 1051,51 79,06 118,68 1,0858 2,18
Média de clones 1055,55 79,66 119,21 1,0852 2,19
Média das Test. 986,72 62,13 107,57 1,0818 1,88
h%, (%) 65,38 73,14 66,10 - 56,17
CV, 0,24 0,15 0,23 - 0,15
CV, 0,35 0,18 0,33 - 0,26
CV,/CV, 0,66 0,84 0,70 - 0,57

*, ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F,

! significativo a 8%
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TABELA 5A. Resumo da anélise de variancia conjunta e estimativa de parametros genéticos para producdo de
tubérculos (gramas x planta™), porcentagem de tubérculos gratdos (Graidos), peso médio de tubérculos
(em gramas), peso especifico de tubérculos (Pesp) e aparéncia de tubérculos de clones e testemunhas

avaliados nos experimentos de resisténcia a pinta-preta na safra de verdo de 2007.

QM
FV GL Producéo Gratdos Peso médio Pesp (x 10 Aparéncia
Inoculagédo (com/sem) 1 2739249,24** 330,57NS 1923,38** 2,10* 2,26841**
Tratamentos 181 300029,80** 910,19** 2980,65" 1,70** 0,61246**
Clones (C) 169 288085,23** 840,82** 3020,19** 1,60** 0,60566**
Testemunhas (Test.) 11  359894,69**  1469,81* 1177,58NS 2,60NS 0,48226NS
C vs Test. 1 177391,18NS  7321,54** 14528,86** 0,40NS 0,93495*
Tratamentos x Inoculacdo 181 141374,81NS 336,46* 1181,08** 0,70NS 0,39456**
C x Inoculagéo 169 145314,87NS 335,69* 1231,40** 0,68NS 0,39932**
Test. x Inoculagédo 11 61582,13NS 433,44NS 513,99NS 0,30NS 0,28573NS
Cvs Test. X Inoculagdo 1 223870,34NS  1292,05* 1222 ,54NS 0,60NS 0,42944NS
Erro 364 134706,80 264,36 635,88 0,60 0,27352
Média geral 770,54 76,24 104,59 1,0751 2,13
Média de clones 777,26 77,32 106,13 1,0752 2,12
Média das testemunhas 716,07 65,42 89,34 1,0737 2,27
h?, (%) 51,85 62,59 59,07 57,09 33,66
CVq 0,26 0,16 0,21 0,00457 0,10692
CV. 0,47 0,21 0,24 0,00722 0,24554
CV,/CV, 0,55 0,76 0,88 0,63 0,43549

* ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente pelo teste F, * significativo a 8%
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TABELA 6A. Resumo da analise de variancia e estimativa de parametros genéticos para producéo de tubérculos (gramas
x planta™), porcentagem de tubérculos gratdos (Graddos), peso médio de tubérculos (em gramas), peso
especifico de tubérculos e aparéncia de tubérculos de clones e testemunhas avaliados no experimento de
resisténcia a pinta-preta, na auséncia do indculo, conduzido na safra de verdo de 2007.

QM
FVv GL Producéo Gratdos Peso médio Peso()?sl%f';j%lﬁm Aparéncia
Tratamentos 181 252504,18** 576,02** 1756,04** 1,20** 0,45732**
Clones(C) 169 257571,32** 550,44** 1776,99** 1,10** 0,45904**
Testemunhas (Test.) 11  114464,56NS 840,75NS 1426,25NS 2,40NS 0,44786NS
C vs Test. 1 314164,76NS 1119,90* 2548,45* 1,50NS 0,02338NS
Erro 181 151695,49 257,78 605,60 0,57 0,22812
Média geral 831,54 75,52 102,86 1,0746 2,08
Meédia de Clones 842,92 76,28 104,18 1,0748 2,07
Média das Test. 724,59 70,58 93,23 1,0726 2,13
h%, (%) 0,41 0,52 0,64 0,50 0,49
CV, 0,28 0,17 0,24 0,00511 0,16
CV. 0,47 0,21 0,24 0,00700 0,23
CV, /CV, 0,60 0,81 1,00 0,73 0,70

*, ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F,
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TABELA 7A. Resumo da andlise de variancia e estimativa de parametros genéticos para producao de tubérculos (gramas
x planta®), porcentagem de tubérculos gratdos (Graidos), peso médio de tubérculos (em gramas), peso
especifico de tubérculos e aparéncia de tubérculos de clones e testemunhas avaliados no experimento de
resisténcia a pinta-preta, na presenca do inoculo, conduzido na safra de verdo de 2007.

QM
FV GL  Producéo Graudos Peso médio Peso(ssl%(?%lﬂm Aparéncia
Tratamentos 181 182312,14** 637,74** 2267,20** 1,20** 0,52859**
Clones (C) 169 165829,12** 581,36** 2313,82** 1,20** 0,51761**
Testemunhas (Test) 11 311822,38NS  1167,16NS 794,63NS 0,86NS 0,43933NS
C vs Test. 1 1234,26NS  7663,88**  14395,46** 0,10NS 1,47505*
Erro 181  91899,98 212,41 543,10 0,60 0,31606
Média geral 709,54 76,95 106,32 1,0757 2,18
Média de Clones 711,51 78,50 108,26 1,0757 2,17
Média das Test. 715,72 58,69 8341 1,0754 2,44
h%; (%) 49,51 67,14 75,18 44,62 37,70
CVq 0,30 0,19 0,28 0,00481 0,14647
CVe 0,43 0,19 0,22 0,00743 0,25789
CV,/CV, 0,70 1,00 1,27 0,65 0,57

*, ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.



TABELA 8A. Resumo da andlise de varidncia conjunta e estimativa de parametros genéticos para producdo de
tubérculos (gramas x planta™), porcentagem de tubérculos gratdos (Graddos), peso médio de tubérculos
(em gramas) peso especifico de tubérculos e aparéncia de tubérculos de clones e testemunhas avaliados
nos experimentos de resisténcia a pinta-preta, na safra de verdo de 2008.

79

QM
FV GL  Producéo Graudos Peso médio  Peso espef‘:l'fico Aparéncia
(x10™)
Inoculagdo (com/sem) 1 6519,09NS 8261,24**  6221,86** 20,50** 4,07296**
Tratamentos 181 128885,54** 527,15NS  581,09NS 2,00** 0,73206**
Clones (C) 169 126296,01** 554,22NS 573,10NS 2,00** 0,69991**
Testemunhas (Test.) 11 60717,23NS 372,75NS 708,02NS 1,90* 0,70319NS
C vs Test. 1 863157,81** 9,07NS 0,46NS 0,10NS 3,45883**
Tratamentos*Inoculagdo 181 87490,60** 541,36NS 546,62NS 0,40NS 0,47452*
C x Inoculacéo 169 86006,23** 560,32NS 547,33NS 0,40NS 0,47472*
Test. x Inoculagéo 11 83771,45NS 364,39NS 399,59NS 0,30NS 0,36609NS
Cvs Test. x Inoculagdo 1 38,22NS 121,60NS 453,19NS 0,40NS 1,41612*
Erro 364 62801,02 543,43 527,79 0,60 0,37343
Média geral 403,20 52,86 77,53 1,0591 2,28
Média de clones 400,54 55,30 82,07 1,0593 2,23
Média das testemunhas 532,28 53,77 79,83 1,0586 2,54
h%, (%) 30,52 - - 75,54 32,40
CV, 0,25 - - 0,00586 0,10603
CV, 0,62 - - 0,00709 0,26802
CV,/CV, 0,40 - - 0,83 0,40

* ** NS significativo a 5%, 1% e nao significativo, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 9A. Resumo da analise de variancia e estimativa de pardmetros genéticos para producao de tubérculos (gramas
x planta™), porcentagem de tubérculos gratdos (Graddos), peso médio de tubérculos (em gramas), peso
especifico de tubérculos e aparéncia de tubérculos de clones e testemunhas avaliados no experimento de
resisténcia a pinta-preta, na auséncia do indculo, conduzido na safra de veré&o de 2008.

QM
FV GL Producéo Graudos Peso médio Peso espe4cifico Aparéncia
(x 107)

Tratamentos 181 117734,15** 562,81NS 625,79NS 1,20** 0,54553**
Clones 169 114702,00** 574,28NS 623,38NS 1,20** 0,52478**
Testemunhas (Test.) 11 109429,39NS 336,21NS 473,02NS 0,50NS 0,35171NS
Clones vs Test. 1 462731,45** 48,98NS 516,10NS 0,04NS 5,22085**

Erro 181 59926,53 580,25 593,99 0,60 0,33436

Média geral 409,25 56,69 80,57 1,0608 2,19
Média de clones 398,80 56,76 81,01 1,0608 2,16
Média das Test. 561,20 55,09 76,40 1,0612 2,66

h%, (%) 45,62 - - 45,10 39,70
CV, 0,40 - - 0,00490 0,15
CV. 0,59 - - 0,00762 0,26
CV,//CV, 0,68 - - 0,64 0,58

*,** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente pelo teste F.
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TABELA 10A. Resumo da analise de variancia e estimativa de pardmetros genéticos para producdo de tubérculos
(gramas x planta™), porcentagem de tubérculos graddos (Graddos), peso médio de tubérculos (em
gramas), peso especifico de tubérculos e aparéncia de tubérculos de clones e testemunhas avaliados no
experimento de resisténcia a pinta-preta, na presenca do inéculo, conduzido na safra de verao de 2008.

QM
FV GL Producéo Graldos  Peso médio Peso(;slpoe_%l fico Aparéncia
Tratamentos 181 98497,96**  500,89NS 463,22NS 12,00** 0,63298**
Clones 169 98959,02**  503,32NS 455,10NS 12,00** 0,62070**
Testemunhas (Test.) 11 50493,98NS  543,59NS 689,22NS 13,00NS 0,59744NS
Clones vs Test. 1 411676,13**  134,77NS 472,39NS 5,00NS 0,14021NS
Erro 181 63937,30 501,48 464,36 5,00 0,38814
Média geral 398,33 49,27 74,57 1,0575 2,36
Média de clones 391,13 49,43 74,55 1,0574 2,35
Média das Test. 510,58 50,72 77,95 1,0548 2,45
h%, (%) 35,41 - - 59,12 33,80
CV, 0,33 - - 0,00579 0,13842
CV. 0,63 - - 0,00656 0,26399
CV,/CV, 0,52 - - 0,88 0,52

* ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.



TABELA 11A. Resumo da analise de variancia conjunta e estimativa de parametros genéticos para producdo de tubérculos
(gramas x planta™), porcentagem de tubérculos gratdos (Graldos), peso médio de tubérculos (em
gramas), peso especifico de tubérculos (Pesep) e aparéncia de tubérculos de clones e testemunhas
avaliados nos experimentos de resisténcia a pinta-preta, na auséncia do inoculo, nas safras de verdo de

L9

2007 e 2008.
QM
FV GL Producéo Gratdos Peso médio Pesep Aparéncia
(x 10
Anos 1 47567899,69** 196237,64** 269210,84**  908,3** 7,28705**
Inoculacdo (com/sem) 1 1694502,13** 1656,05*  1501,15NS 5,9%* 0,59582NS
Tratamentos 181 211591,89** 686,66**  1869,23** 3,0%* 0,90442**
Clones (C) 169 206722,26** 631,19** 1918,39** 2,9%* 0,82296**
Testemunhas (Test.) 11 373141,34** 1162,77** 1519,73** 5,3** 1,45439**
C vs Test. 1 82564,69NS 4412,99** 8003,33** 0,4NS 4,66591**
Tratamentos*Anos 181 225612,52** 702,64** 1594,71** 0,6NS 0,37737NS
C x Anos 169 221246,84** 689,08** 1650,46** 0,69* 0,37670"
Testemunhas x Anos 11 221610,91** 540,61NS 468,41NS 0,2NS 0,29647NS
C vs Test. X Anos 1 957660,94** 4293,38** 7577,71%* 0,05NS 0,40273NS
Tratamentos X Inoculacéo 181 114702,90NS 458,74NS 833,03** 0,60* 0,42280*
C x Inoculacéo 169 115500,39NS 445,65NS 825,99** 0,67* 0,41599*
Testemunhas x Inoculagédo 11 76594,78NS 498,41NS 502,09NS 0,3NS 0,41301NS
C vs Test,x Inoculagdo 1 175395,37NS 325,87NS  1209,44NS 2,09* 1,05402"
Experimento x Anos 1 1043079,42** 421,34NS 296,38NS 0,2NS 2,27401**
Tratamentos x Inocula¢do x Anos 181 124537,10* 469,09NS 936,96** 0,6NS 0,44460**
C x Inoculagéo x Anos 169 128710,54* 481,50 985,37** 0,5NS 0,46758**
Testemunhas x Inoculacdo x Anos 11 60577,42NS 220,58NS 250,11INS 0,4NS 0,17071NS
C vs Test.* Inoculagdo *Anos 1 523947,73* 419,09NS 254,79NS 0,1INS 1,05736*
Erro 729 99431,90 402,74 587,05 0,6 0,32874

“..continua...”
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Média geral 588,09 62,92 91,32 1,0670 2,20
Média dos clones 586,03 65,40 91,97 1,0670 2,19
Média dasTest. 616,10 58,45 82,60 1,0665 2,42
h2a (%) 40,85 29,60 56,87 78,38 58,78

CV, 0,18 0,008 0,1282 0,00513 0,1158

CV, 0,60 0,34 0,3124 0,00723 0,2751
CV,/CV, 0,30 0,24 0,41 0,71 0,42

* ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.



TABELA 12A. Resumo da analise de varidncia e estimativa de parametros
genéticos da area abaixo da curva de progressdo da doenga

(AACPD) de clones e testemunhas avaliados nos
experimentos de resisténcia a pinta-preta, nas safras de verdo
de 2007 e 2008.
QM
FV GL AACPD/2007 AACPD/2008
Avaliadores (Aval.) 2 357564,41** 555348,35**
Tratamentos 181 89280,88** 87217,20**
Clones (C) 169 87282,38** 90277,78**
Testemunhas (Test.) 11 25574,17* 31695,39**
C vs Test. 1 450992,90** 174275,51**
Tratamentos x Aval. 362 7282,90NS 7402,61NS
C x Aval. 338 7328,27NS 7444,35NS
Test.*Aval. 22 7444,05NS 7176,56NS
C x Test.*Aval. 1 5431,99NS 1931,99NS
Erro 547 20562,96 20209,36
CV(%) 28,71 28,44
Média geral 499,41 499,92
Média dos clones 496,69 497,24
Média das testemunhas 562,78 558,85
h?, (%) 88,10 87,18
CV, 0,23 0,23
CV. 0,29 0,28
CV,/CV, 0,80 0,82

*, ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 13A. Resumo da anélise de variancia conjunta e estimativa de
pardmetros genéticos da area abaixo da curva de progressdo da
doenca (AACPD) de clones e testemunhas avaliados nos
experimentos de resisténcia a pinta-preta, nas safras de verdo

de 2007 e 2008.
FV GL AACPD/Conjunta

Anos 1 1399,73NS
Tratamentos 181 38072,45**
Clones 169 38212,83**
Testemunhas (Test.) 11 11500,42NS
Clones vs Testemunhas 1 199244,05**
Tratamentos X Anos 181 22615,04**
Clones x Anos 169 22602,35**
Testemunhas x Anos 11 12081,83NS
Clones vs Test. X Anos 1 11584,09NS

Erro 364 15103,96

CV(%) 24,52

Média geral 501,32

Média dos clones 497,83

Média das testemunhas 578,50

hZ, (%) 40,10

CV, 0,12

CV, 0,24

CV,/CV, 0,50

*, ** NS significativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 14A. Médias de cinco geracdes clonais para producéo de tubérculos
(gramas x planta™), porcentagem de tubérculos gratidos (Graud),
peso médio de tubérculos ((PMedio) em gramas), peso
especifico de tubérculos (Pesoesp), notas de aparéncia (Apar.) ,
AACPD, indice de Mulamba e Mock baseado no desempenho
agrondmico (indice1) e indice de Mulamba e Mock baseado na
AACPD e diferencial de producdo (indice2) dos 60 clones
resistentes a pinta-preta e ao PVY e quatro cultivares.

Clones Prod Graud PMedio Pesoesp Apar AACPD Indicel Indice2

05-01 713,61 93,44 186,73 1,0756 2,46 500 32 94
50-03 644,22 7398 113,08 11,0748 2,50 443 79 126
19-06 892,55 64,75 119,13 1,0768 2,20 393 84 96
28-03 710,85 8593 144,73  1,0607 2,52 250 88 51
12-03 815,32 70,97 97,91 1,0711 2,75 352 90 21
21-03 787,13 79,47 128,89 1,0648 2,26 421 94 66

17-04 662,37 77,12 101,45 1,0681 2,47 309 100 123
36-02 679,53 7582 91,99 1,0723 2,32 370 114 136
54-02 626,79 84,62 118,12  1,0653 2,34 456 114 131

24-02 717,84 8298 128,75  1,0655 1,79 391 115 42
18-04 717,76 78,25 99,55 1,0666 2,25 409 117 58
40-02 842,28 79,46 109,68 1,0636 2,09 400 117 62
39-08 61593 79,49 93,53 1,0681 2,82 345 120 64
27-03 718,35 69,31 96,83 1,0702 2,29 399 124 138
21-10 854,17 6854 9595 1,0719 2,05 387 127 55
01-05 514,46 81,39 111,27 1,0635 3,18 395 128 79
45-07 741,58 66,54 144,66 1,0610 2,31 449 134 66
39-07 713,20 76,32 103,39  1,0640 2,17 402 137 99
51-04 815,69 77,37 106,96  1,0627 1,89 353 138 61
19-03 743,06 70,26 110,53 1,0654 1,92 395 139 33
32-07 748,99 80,75 104,30 1,0640 1,74 371 140 118

19-13 743,06 70,26 110,53 1,0654 1,92 498 144 135
03-04 703,82 74,80 11317 11,0631 1,94 404 146 136
18-02 57291 69,43 94,97 1,0728 2,30 380 149 142
28-02 637,69 8245 101,50 1,0710 1,72 509 149 104
36-06 794,50 66,70 102,35 1,0665 1,94 455 149 114
50-02 638,96 7524 101,44 1,0673 2,16 490 149 137
18-02 57291 69,43 94,97 1,0728 2,30 380 149 142
28-02 637,69 8245 101,50 11,0710 1,72 509 149 104
36-06 794,50 66,70 102,35 1,0665 1,94 455 149 114

“..continua...”
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50-02
41-02
35-07
39-09
43-08
41-05
32-06
43-02
Chiquita
Atlantic
38-03
09-05
46-02
17-07
19-11
17-01
42-03
57-04
52-09
10-01
39-03
39-06
52-12
38-05
08-01
31-03
52-13
32-03
52-08
22-06
35-01
20-02
36-01
Asterix
35-02
21-07
Monalisa
37-09

638,96
655,35
656,26
661,51
448,05
654,44
643,39
688,85
738,81
873,14
698,94
623,50
641,61
561,30
497,27
624,51
588,11
456,84
825,47
695,15
966,21
818,86
692,82
652,44
588,01
458,93
661,19
458,93
701,48
642,27
594,64
461,65
648,18
535,34
650,64
659,74
423,23
572,72

75,24
68,22
73,10
66,89
75,76
67,60
74,75
58,53
60,85
63,86
65,01
62,11
71,43
63,92
64,61
63,90
72,59
73,59
64,47
69,07
73,03
74,19
72,97
59,61
67,42
60,65
65,33
60,65
73,28
50,96
60,59
55,11
58,97
48,23
57,60
55,16
51,86
42,60

101,44
91,89
101,79
81,66
106,39
82,09
100,92
77,83
108,78
75,34
86,36
91,77
97,62
81,40
83,62
112,17
99,61
91,68
76,87
105,56
90,62
93,23
102,81
80,70
95,92
70,30
75,77
70,30
87,89
78,29
83,27
83,87
98,14
86,65
68,17
82,45
69,29
66,04

1,0673
1,0655
1,0666
1,0728
1,0675
1,0687
1,0599
1,0724
1,0653
1,0718
1,0674
1,0717
1,0743
1,0729
1,0726
1,0721
1,0662
1,0658
1,0644
1,0650
1,0583
1,0582
1,0567
1,0682
1,0664
1,0747
1,0700
1,0747
1,0599
1,0727
1,0669
1,0640
1,0635
1,0651
1,0669
1,0644
1,0604
1,0575

2,16
2,60
1,97
2,28
2,19
2,38
2,36
2,42
1,96
2,03
2,24
2,34
1,27
2,38
2,36
1,65
2,06
2,33
2,26
1,37
1,66
1,51
1,76
2,28
2,15
2,22
1,74
2,22
1,61
1,88
2,12
2,45
1,84
2,27
1,89
1,73
1,55
1,51

490
488
394
482
523
330
280
325
575
501
348
350
284
536
565
366
396
500
456
307
551
450
352
330
474
540
381
421
455
524
547
531
498
659
439
425
619
533

149
153
154
154
154
157
159
163
165
167
169
171
173
174
176
177
179
179
182
185
187
188
190
191
194
205
206
210
210
218
218
225
227
231
237
243
305
307

137
101
34
97
130
139
84
115
250
92
66
38
37
142
134
108
42
123
86
41
146
147
58
75
114
147
108
119
129
130
138
102
137
200
66
52
220
112
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