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RESUMO

Uma das principais viroses que ocorrem na cultarbadata no Brasil é
causada peldotato leafroll virus (PLRV), também conhecido por Virus do
Enrolamento da Folha da Batata. A resisténcia genét essa virose € de
controle poligénico, dificultando a obtencdo deticates resistentes a esse
virus. Porém, trabalhos dgentro Internacional de la Papa (CIP) identificaram
um acesso andigena denominado LOP-868, com alt@isndle resisténcia
herdaveis e baixa acumulacdo do PLRV. Posterioenestudos demonstraram
ser esta resisténcia governada por um gene de efaior, Rly, Desta forma,
os objetivos deste trabalho foram verificar a tieréncia do alelo Ri;em
familias oriundas de cruzamentos do LOP-868 comeslodo programa de
melhoramento genético de batata da UFLA, por meiondrcador molecular,
verificar a possibilidade de resisténcia dessemeslcao PLRV por meio da
inoculacdo do virus e ainda obter as suas carstctad agrondmicas sob
condi¢cbes de campo. Visando a reacdo ao PLRV, lfaram inoculados por
meio de afideos viruliferodMyzus persicae) e, para detectar a presenca do alelo
Rlage recorreu-se ao uso do marcador molecular SCAR KBS0, especifico
para o alelo Rk, Para o desempenho agrondémico, os clones foralladwsem
campo quanto a producéo total, ao peso espec#cdormato e aparéncia de
tubérculos. Dos clones experimentais inoculados BoRYV utilizando afideos
viruliferos, 49,3% apresentaram resultados negatinoteste soroldgico aos 30
e 40 dias apds a inoculacdo, podendo ser um indicgie esses clones
possuem resisténcia ao PLRV. Quanto aos clonedadwal por meio do
marcador, 31% apresentaram a banda de 850pb, exéstica do alelo Rl,
demonstrando ser possivel a transferéncia dedte dderesisténcia ao PLRV.
Do total de clones avaliados em campo e submetiogeste molecular,
48(40%) apresentaram o alelgfgldestacando-se os clones OGC 6-45, OGC 6-
16, OGC 6-68, OGC 5-80, OGC 6-104, OGC 6-34, OQ2,10GC 6-44, OGC
6-20 e OGC 5-79 por apresentarem producdo totalp mspecifico e/ou
aparéncia geral de tubérculos superior aos dentaiess Esses resultados
indicam que estes clones portadores do alelo dstéesia ao PLRV e com
caracteristicas agrondmicas desejaveis poderasados em futuros programas
de melhoramento como genitores doadores ou ndorreates em
retrocruzamentos.

Palavras-chave: Genética e melhoramento de plafitase. Batata.



ABSTRACT

One of the main viral diseases which occur in thi@jo crop in Brazil is
caused by thePotato leafroll virus (PLRV). The genetic resistance to this
disease has polygenic control, making the attainnménresistant cultivars
difficult. However, works in theCentro Internacional de la Papa (CIP)
identified an andigena assessment denominated 18BPgith high levels of
heritable resistance and low PLRV accumulationtheusrstudies demonstrated
that this resistance is governed by a gene of higfiect, Rlse Thus, the
objectives of this work were to verify the posstyibf transference of the R},
allele into families derived from LOP-868 crosseithwelones from the Potato
Breeding Program performed in UFLA, by means ofdetular marker; verify
these clones’ resistance to PLRV by means of \inosulation, and evaluate
their agronomic performance under field conditiohisning to obtain a reaction
to PLRV, clones were inoculated through infecteliég (Myzus persicae) and,
in order to detect the presence of thgflllele, we used the SCAR RGASC850
molecular marker, specific to the jRlallele. For the agronomic performance,
the clones were evaluated in the field regardirtgl ttuber production, tuber
specific gravity, tuber shape and general appeardfithe experimental clones
inoculated with PLRV using infected aphids, 49.3%sgnted negative results in
the serological test at 30 and 40 days after iratimr, which might indicate that
these clones are resistant to PLRV. In regarddatbnes evaluated through the
SCAR marker, 31% presented the 850bp band, chastct®f the Rlq allele,
demonstrating that the transference of this PLRSistance allele is possible. Of
the total number of clones evaluated in the figld aubmitted to the molecular
test, 48 (40%) presented the,Rallele, highlighting clones OGC 6-45, OGC 6-
16, OGC 6-68, OGC 5-80, OGC 6-104, OGC 6-34, OQ2,10GC 6-44, OGC
6-20 and OGC 5-79 for presenting total tuber prédagtuber specific gravity
and/or general appearance of tubers superior totther clones. These results
indicate that these clones bearing the PLRV rasistallele and with desirable
agronomic traits may be used in future breedinggmnms as non-recurrent
parents in backcrosses.

Keywords: plant genetics and breeding, virus disgjpstato.
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1 INTRODUCAO

A batata @olanum tuberosum L.) é uma planta propagada
vegetativamente para fins comerciais, permitinddisseminacdo de doencas,
principalmente de natureza virética. Esses patdgecasionam queda drastica
de produtividade e qualidade na cultura, denominatgenerescéncia
(CUPERTINO; COSTA, 1970; MALLOZI, 1982; DANIELS, 98;
FIGUEIRA, 1995). No Brasil, as viroses assumem irtipwwia maior que em
paises de clima temperado devido ao alto potedeialisseminacdo por insetos
vetores, principalmente o pulgdo verddyfus persicae) e por nao existir
regides nem épocas livres deste vetor (COSTA, 19Y0KI, 1982;
GALLOTTI; HIRANO; BERTOCINI, 1992). Desta forma, @otencial
produtivo da cultura é inferior em relacéo ao aealo nos paises de origem das
principais cultivares do mercado (RESENDE; MASCARERE; PAIVA,
1999). Apesar de existir a possibilidade do coatmésse virus por meio da
aplicacdo de inseticidas sistémicos (LOWERY; BOITEAL988), geralmente
implicacdes ambientais e aumento de custos ténddeva busca de outras
estratégias de controle, como a resisténcia genétiz contexto de manejo
integrado.

Dentre os varios virus que ocorrem na cultura datéao virus do
enrolamento da folha da batata (Potato leafrollsvir PLRV) é considerado um
dos principais virus no Brasil, responsavel podasracima de 50% no peso de
tubérculos durante a infeccdo secundaria, sendarib@mente apontado como
um dos, senéo o principal problema fitossanitaaiproducao de batata-semente
no Brasil, tornando o pais dependente da importagiml, que, apesar da
reducdo de mais de 15.000 toneladas nas décad@s8fk para menos de 5.000
toneladas atuais, ainda é expressiva essa evas#wisias (SOUZA DIAS;
IAMAUTI, 2005; SOUZA DIAS, 2009).
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A obtencdo de cultivares nacionais adaptadas &asaondicdes de
cultivo e resistentes as principais doencas éeanaltiva mais viavel para tornar
a cultura mais produtiva e rentavel ao produtor A 1987; GADUM;
PINTO; RIOS, 2003). Parém, existe certa dificuldddedesenvolver cultivares
resistentes ao PLRV, pelo fato desta resisténcig@ernada por varios genes,
dificultando a selecao direta de gendtipos redisge(ROSS, 1986; BARKER;
HARRISON, 1985; SOLOMON-BLACKBURN; BARKER, 1993).nktrabalho
de Daniels e Pereira (2004), avaliando 20 cultvaelones de batata quanto a
resisténcia ao PLRV, sete cultivares foram agrupamono resistentes a esse
virus. Um segundo problema diz respeito a interdg@BLRV com outros virus,
principalmente o PVX e PVY, podendo reduzir o nidelresisténcia ao PLRV
drasticamente (BRANDOLINI; CALIGARI; MENDONZA, 1992

Porém, mesmo tendo seu controle poligénico, VekisgMihovilovich
e Bonierbale (2007) demonstraram que existe um deredeito maior ou regido
gendmica, Rl que controla um Gnico mecanismo de resisténdideacdo e
acumulo do PLRV.

A cultivar andigena LOP-868Sg¢lanum tuberosum ssp. andigena) é
apontada em inimeros trabalhos como fonte intaressde resisténcia ao
PLRV, apresentando o gene,gha condi¢cdo duplex (MIHOVILOVICH et al.,
2007, VELASQUEZ; MIHOVILOVICH,; BONIERBALE, 2007,
MIHOVILOVICH et al.,, 2014). Contudo, visto a ligagddos genes que
conferem resisténcia ao PLRV a caracteres indesisjasomo formato irregular
e tamanho pequeno de tubérculo e baixa produti®iBARKER; HARRISON,
1985), a comercializacédo dos tubérculos destavaultbrna-se algo inviavel.

Diante do exposto, o0s objetivos deste trabalho nforeavaliar
caracteristicas agrondmicas de clones de batatdasbtle cruzamentos de
cultivar resistente ao PLRV com seis clones rasisteao PVY e PVX; verificar

a resisténcia ou suscetibilidade dos clones ao Phdt\ineio de inoculacdo com
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afideos viruliferos; transferir o aleloRlde resisténcia ao PLRV do LOP-868
para Solanum tuberosum e detectar a presenga do alelggfRpor meio de

marcador molecular SCARSquence Characterized Amplified Region).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doengas viroticas e suas implicagdes na bataticuteau

O uso de tubérculos como sementes facilita a triaséim de diversas
doencas na bataticultura. Dentre estas, as vipas#am ser classificadas como
um risco potencial, visto que uma infeccdo genmadh podera ocorrer pela
incidéncia minima de virus no campo (CUPERTINO; CAS1970). Desta
forma, a cultura acaba sendo muitas vezes inviabiii pelo uso sucessivo de
tubérculos-sementes contendo virus e que, com sapal® tempo, leva a
degenerescéncia dos mesmos (MALLOZI, 1982). Nd, totais de 40 diferentes
viroses sao relatadas em varias localidades pnadutdo mundo (BERGER,;
GERMAN, 2001).

Apesar do grande numero de viroses que podem amfecbatateira,
poucos virus destacam-se como causadores de ddemgaantes, tanto no
Brasil (PEREIRA; DANIELS, 2003) como em outras partdo mundo
(JEFFRIES, 1998). As viroses mais importantes pabataticultura brasileira
sdo o virus Y da batat@®dtato virus Y — PVY), o virus do enrolamento das
folhas da batataPgtato leafroll virus— PLRYV), o virus X da batat®dtato virus
X — PVX), seguido do virus F¢tato virus S — PVS). Apesar de se ter dado
pouca importancia ao PVX e PVS nos ultimos andssedrus estdo inclusos na
instrucdo normativa n° 32, de 20 de novembro de22@b Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Erdrgb, outros virus
transmitidos por mosca branca vém sendo apontamns potencial agravante
no contexto de rapida degenerescéncia da bataentemo Brasil, como o
Tomato severe rugose virus -ToSRV, Tomato yellow vein streak virus —
TYVSV, Begomovirus, e atualmente ®omato chlorosis virus- ToCV,
Crinivirus (FREITAS et al., 2012; SOUZA DIAS et,a2011).
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O PLRV pode acarretar perdas na producdo de até(BOGWEIRA,
1999), sendo aproximadamente 10% na infec¢do pam@r na infeccdo
secundaria, os pesos dos tubérculos geralmentsafna queda acima de 50%
e 0 numero de tubérculos de 20% (SOUZA DIAS; IAMAUZ005). O PVS
pode causar perdas na producdo em torno de 10 a\@E6TER, 1971). No
caso do PVX, observam-se reduc¢Bes de mais de 80%rouucdo, quando
verificado sinergismo com o PVY ou outr@styvirus. No entanto o PVX
praticamente ndo vem sendo mais observado nosoéltatnos em campos de
producgdo (SOUZA DIAS; IAMAUTI, 2005).

A mais répida degenerescéncia da cultura em paiegicais e
subtropicais esta, em grande parte, associada @r papulacdo de afideos
vetores, que se reproduzem durante todo o anotefeodo a disseminacao e
estabelecimento das principais viroses em campgsrattucdo (GALLOTTI,
HIRANO; BERTOCINI, 1992).

2.2 Virus do enrolamento da folha da batataRotato leafrall virus - PLRV)

O PLRV pertence ao géner@olerovirus e a familia Luteoviridae.
Apresenta particulas isométricas, com 24 nm de ati@ne tem como acido
nucléico o RNA de fita simples, com aproximadaménéekb (SOUZA DIAS;
IAMAUTI, 2005).

Este virus é encontrado principalmente no tecidenfiatico da planta,
sendo mais abundante nas células companheirasngmdeer visualizado,
ocasionalmente, em células parenquematicas. Sutiplivatdo se da nas
células companheiras do floema, mas em célulasertfs do mesofilo também
parece ocorrer. Quanto a sua translocacao, sucigaiivia de transporte é por
meio dos vasos crivados. Assim, a disposicdo doWhRs folhas da batata

possui implicagdes na sua aquisicao por afideof/{HEE et al., 1995).
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Os sintomas causados pelo PLRV podem ser de dp@s:tios
provenientes de infeccdo na estacdo corrente, dummarimarios, e o0s
provenientes de tubérculos contaminados oriundogldetas infectadas na
estacdo anterior, chamados secundarios.

A infeccao primaria pode ocorrer na fase de brdéobatata-semente ou
em plantas com 3 a 5 cm de altura. Os sintomasapdmaparecem nas folhas
jovens, no topo da planta, que mostra folhas meta® e as bordas dos foliolos
enroladas para cima. Estes ficam quebradicos, comaor amarelo palido, e
algumas cultivares de batata podem reagir com gf@n@ um arroxeamento ou
avermelhamento das bordas dos foliolos. Se a i#depgmaria ocorrer no final
do ciclo, a planta pode ndo mostrar nenhum sint@WPERTINO; COSTA,
1970; SOUZA DIAS; IAMAUTI, 2005).

Quanto aos sintomas secundarios, as plantas amesenescimento
mais ereto, ramas menos desenvolvidas, amarelewindes folhas inferiores,
produzindo tubérculos pequenos. Os foliolos enrgdama cima e suas margens
se tornam arroxeadas ou necrosadas. As folhasispiceas tém crescimento
vertical com coloracdo amarelo-palida (SOUZA DIASWAUTI, 2005).

Os sintomas citolégicos do PLRV provenientes decdgdio secundaria
mostram necrose na regido dos tubos crivados eélalas companheiras, na
por¢cdo da haste localizada logo acima do tubérd@docélulas afetadas pelo
PLRV mostram um tipo de goma amarelada, que letidgmmana ou suberina, e
gue aparece nas paredes celulares e no lumenldks cfue sofreram colapso.
As células do parénquima ficam hipertrofiadas, aompdo as células
necréticas. A necrose do floema caminha tanto @ecdd ao topo como em
direcdo as raizes e também aparece antes dos amExternos se tornarem
visiveis. Ja nas infec¢Bes primarias, a necroseinbamprimeiramente em
direcdo ao topo, de modo que, em alguns casosssdvpbperceber o ponto de

infeccdo pela posicdo em que comeca o enrolamexgdathas. Uma grande
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quantidade de calose é depositada nos tubos csvdoldloema de peciolos,
hastes e tubérculos infectados (RAGSDALE; RADCLIFBEEFONZO, 2001).

2.2.1 Transmissao do PLRV

A transmissdo do PLRV se da principalmente poronus afideos
vetores de maneira circulativa ndo propagativa sene, para a aquisicdo do
virus, este precisa ser ingerido pelo afideo qudisenta nos tecidos do floema
infectado, 0 que exige um tempo maior para aquisi&c&ransmissao do que o
requerido por outros tipos de virus (HEUVEL, 1991).

O tempo necessario para aquisicédo é variavel, depeo da estirpe do
virus, do inseto vetor e da planta hospedeira. &d®gl existentes na literatura
sdo variaveis, relatando um tempo minimo de adosdesde 2 minutos até 4
horas. No caso dMlyzus persicae, este pode adquirir o PLRV de uma planta
infectada num periodo muito curto, como dois mis(ROBERT; BOURDIN,
2001).

Logo apés a ingestdo, o virus é direcionado pdrdestino do inseto,
passando para a hemolinfa e, finalmente, paradasiglas salivares do vetor.
Esse circulo é restrito, havendo uma especificidadiggénica da proteina
capsidial do PLRV com células vesiculares do afiddesmo n&o ocorrendo
replicacdo do virus no vetor, ha uma longa retenigdmfectividade do PLRV
pelo afideo, explicado pela associa¢do de umaaegifyjenoma viral com uma
proteina de bactérias endossimbioticas do vetostaDfdrma, ao passar pela
hemolinfa do afideo, a particula viral acaba ndwlsedegradada (HEUVEL;
VERBEEK; WILK, 1994; SOUZA DIAS; IAMAUTI, 2005).

O periodo de laténcia, compreendido pelo temposséce para que 0
afideo comece a transmitir o virus, apos a sussiggoi, também ndo é muito
constante, podendo variar de um para outro viramaRKa e Shiota (1970)

encontraram um periodo de laténcia para o PLRVsamnseto vetor, variavel
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entre 12 e 54 horas. Esse periodo pode ser tambfoenciado pela
temperatura, aumentando quando esta diminui. NmamtSyller (1994), apesar
de ter observado que o conteudo de virus em afffleose alimentaram a 27°C
era menor que o daqueles que se alimentaram a ha¥Cnotou nenhuma
influéncia dessas temperaturas no periodo de lat@novirus.

Esta transmissao € influenciada por inUmeros fataebientais,
principalmente a temperatura, que altera o compmto destes afideos
durante a aquisi¢do e a inoculacéo, além de iniejdi@to as plantas-fonte e as
novas hospedeiras, influenciando assim a perpeatudgafitovirus (SALAS,
2004). A temperatura mais elevada de algumas regiddariquera-Acu —
Ubatuba, e as temperaturas mais baixas de outgiBese como de ltararé,
foram comparadas e avaliadas com vistas a possipébracdo pratica dessas
evidéncias na menor eficiéncia de transmissdo e laaia degenerescéncia da
batata-semente (SOUZA-DIAS; COSTA; RAMOS, 1984).

Dentre as espécies de pulgbes que transmitem o0s @& batata, as
principais sdoMyzus persicae, Aulocorthum solani, Macrosiphum euphorbiae,
Rophalosiphum padi, Aphis nasturtii e A. frangulae. Sendo a espéci#l.
persicae a que possui maior eficiéncia para o virus PLRVGY&\LD, 1992;
RAGSDALE; RADCLIFFE; DIFONZO, 2001; SOUZA DIAS; IAMUTI,
2005).

Solanum tuberosum L. é considerado o principal hospedeiro destesyiru
porém outros hospedeiros, corSolanum sarrachoides, ja foram citados na
literatura como sendo também importantes para semiimacdo do PLRV
(THOMAS, 2002). Em trabalho de Souza Dias, Costllaedin (1993), as
espéciessolanum aculeatissimum, S lycocarpum, S paniculatum, S variabile e
S erianthum foram identificadas como hospedeiras alternativa®IdRV, com
resultados positivos no teste ELISA em 18,8%, 34,8%%, 27,7% e 20% das

plantas testadas respectivamente.
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A gquantidade de luteovirus e a eficiéncia de trassio do virus pelo
inseto aumentam com o periodo de aquisicdo (POVAEHRRY, 1995) até um
tempo 6timo depois do qual a eficiéncia de transfitise torna constante. Para
0 PLRV, esse periodo foi de 5 a 7 dias (SALAZARE)

2.3 Resisténcia da batata a viroses

A monocultura e o plantio durante o ano todo dathabcasionam a
perpetuacdo e disseminacédo de doencas, princip@nadticas, empregando-
se excessivamente o controle destas por meio décida. Além deste fato, a
baixa produtividade é ocasionada pela suscetidiidias principais cultivares a
doencas, dentre elas algumas viroses. As virosksn ale reduzir a
produtividade, sdo responsaveis pela elevacdoustsscde producdo, ja que os
produtores se veem obrigados a renovar com frequéseu estoque de
tubérculos-sementes.

Dentre as medidas de controle de viroses, a resiatggenética é
considerada uma das mais eficientes. Visando @ster resisténcia, genes de
gendtipos silvestres podem ser utilizados em progsade melhoramento de
longo prazo.

Vérias formas de resisténcia a viroses tém sidorides para a batata,

tais como:

a) Resisténcia a infeccdo ou resisténcia de campgiam$as ndo se
tornam facilmente infectadas em condi¢des de cuBALAZAR,
1982). Controlada por genes menores, exige que srobopais
possuam, pelo menos, um nivel intermediario destérsiia, pois
uma pronunciadamente baixa diminui consideravelenemivel de

resisténcia da progénie (ROSS, 1986);
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b) Resisténcia associada a tolerancia: apesar dapansuscetivel ao
virus, nao se verifica queda significativa de ptivitlade
(SALAZAR, 1982);

c) Tolerancia aos vetores: presenca de tricomas Hessfoesultam em
maior dificuldade na alimentagdo do inseto ou sémplente a ndo
alimentacdo, podendo levar a morte do inseto. fraiemas séo
encontrados em grande quantidade na superficié dag folhas
maduras nas espécies selvagens e em numero rednaslo
variedades comerciais (SALAS, 2004);

d) Resisténcia associada a hipersensibilidade: oeomerte rapida da
célula hospedeira infectada, restringindo a dissagdio da particula
viral na planta, conferindo @ mesma protecdo atsqHOOKER,
1981);

e) Imunidade: o virus ndo consegue se replicar ndacéluplanta, nem
mesmo apos a enxertia de uma planta imune em uanatapl
infectada,  diferentemente da  resisténcia  associada
hipersensibilidade que mostra necrose na parteisug® enxerto.
N&o hé alteracdo da protecdo imune pela acao aedatlimaticos,
como se observa nos outros tipos de resisténcibBABAR, 1982).
Dois importantes exemplos desta forma de resigi@eai imunidade
ao PVY e ao PVX, condicionadas pelos alelos,sRe Rx
respectivamente.

No Brasil desenvolvem-se trabalhos de controle tim@ara as mais
importantes viroses na cultura de batata. Todalémendendo do virus em
guestao, torna-se uma tarefa dificil, devido adrotedesta heranca possuir um

carater poligénico, como no caso do PLRV (ROSS6)198
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Desta forma, visando identificar uma cultivar deaks resistente ao
PLRV, foi realizado um estudo genético p€lentro Internacional de la Papa
(CIP), o qual identificou um acesso andigena denadd LOP-868, com altos
niveis de resisténcia herdaveis para infeccdo as yor afideos viruliferos,
combinado com baixa acumulacdo de virus quanddaasap eram inoculadas
via enxertia. Este acesso silvestre, cujo nomeultivar é “Alca Tarma”, foi
coletado sob nimero do CIP 702.853, na provincidwencane (Puno, Peru) a
3.850 metros. As progénies oriundas do LOP-86&gam ou expressam niveis
de resisténcia tdo altos quanto os observados ®888, sugerindo a presenca
de um gene com grande efeito no controle da resist@esta espécie andigena.
Também foi demonstrado que a resisténcia dests@pesieria ser facilmente
transferida para variedades comerciais, sem quatgpeede interacdo negativa
(MIHOVILOVICH et al, 2007; VELASQUEZ; MIHOVILOVICH
BONIERBALE, 2007).

2.4 Estratégia de melhoramento visando resisténcia a dngas viroticas

De forma geral, os programas de melhoramento dgabhtiscam obter
cultivares resistentes as principais doencas daturaul (LOPES;
REIFSCHNEIDER, 1999). O cruzamento entre genétigm® bons niveis de
resisténcia a doencas, seguido desareening, € uma estratégia eficiente para
reunir alelos de resisténcia a mais de um tipo @égeno em uma mesma
cultivar.

A batata € uma espécie autotetraploide, de herasigzassdémica,
podendo apresentar, para cada loco génico, cincstitocdes genéticas
diferentes em funcdo do nimero de alelos domina®8&A - quadriplex;
AAAa - triplex; AAaa - duplex; Aaaa - simplex e aaanuliplex. As reagfes de

hipersensibilidade e imunidade sé&o controladagpoes maiores que atuam na
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condicdo simplex. Entretanto, o cruzamento com ivaulls suscetiveis
(nuliplex) produz apenas 50% de descendentes immgsmeio da estratégia
desenvolvida no CIP, pode-se aumentar a frequélosialelos para imunidade
ao PVY e PVX, possibilitando, primeiramente, a tiferacdo de genitores
simplex imunes, e posteriormente, 0s genitoreseduo intercruzamento de
clones duplex, pode-se obter gendtipos imunes ekipke quadriplex

(MIHOVILOVICH, 1996) que, quando cruzados com quiqoutro genétipo,

geram 100% de individuos resistentes na descerdénci

Procurando uma melhor utilizacdo de todas as fodéesesisténcia,
desenvolve-se no CIP uma estratégia de melhorameptdacional baseada na
aplicacdo de ciclos de selecdo recorrente comstestgorogénie (MENDOZA,
1990).

Alguns fatores interferem neste processo, como h&rega em
caracteristicas agrondmicas e qualitativas, muitagzes observadas em
gendtipos de alta resisténcia (JELLIS, 1992). Optablema é o que acontece
na selecdo de clones resistentes ao PLRV, nos sgiaibserva interagdo entre
este virus e 0 PVY e PVX, pois, se eventualmemieglone resistente ao PLRV
for infectado por um destes virus, o nivel de tés@Ea inicial diminui
drasticamente (BRANDOLINI; CALIGARI; MENDONZA, 1992

Silva, Pinto; Figueira (2000), visando obter ggnddiimunes ao PVX e
PVY, realizaram cruzamentos biparentais entre sl@uetadores dos genes;Rx
e Ry na forma simplex, provenientes do CIP, no Pehiendo progénies
clonais, que foram avaliadas quanto seu desempagromdmico e resisténcia
as viroses, por meio de inoculacdo mecénica edte seroldgico DAS-ELISA.
Dessa forma, foi possivel identificar e seleciarilanes imunes aos virus X e Y,
denominados OAS, com bom desempenho agronémiccaegbalidade para

processamento.
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Gadum, Pinto e Rios (2003) obtiveram clones a mpeeticruzamentos
biparentais entre clones imunes, da mesma formaSiwa et al. (2000),
realizando cruzamentos entre clones imunes ao P& ¥uttivar Chiquita. O seu
objetivo foi identificar as constituicbes genéticestes clones para o loco Ry e
selecionar clones duplex. Para isso, usou a ingénlanecénica do virus e a
deteccao por meio do teste soroldgico DAS-ELISAmate testes com enxertia
em plantas de tomate previamente infectadas. Bntoetnesse trabalho néo foi
possivel identificar os clones de constituicdo exiptendo a inoculagdo dos
clones de batata e tomateiro se mostrado inefigafeterminagéo da imunidade
devido & baixa taxa de infeccdo pelo tomateirolieagia pela temperatura
elevada em que a planta foi infectada.

Ribeiro et al. (2006), trabalhando com enxeria d@ata em plantas de
tabaco infectadas com PVY, identificaram clonedd®mta imunes ao PVY e,
por meio de marcador SCARSHfuence Characterized Amplified Region),
clones duplex para o alelo Ry. Aléem do mais, osiedoapresentaram alta
producao e alto peso especifico de tubérculos.

Em outro trabalho, Andrade et al. (2009), iderdifaon clones de batata
triplex e quadriplex para o alelo Ry o qual confere resisténcia ao PVY,
utilizando o marcador SCAR RYSC3. O desempenhordégnaco dos clones
que continham o alelo Ry foi superior as cultivares utilizadas como
testemunhas.

Neder et al. (2010) selecionaram 20 clones de &ataim alto
desempenho agrondmico e resistentes a pinta pM&naria solani) e ao
PVY, contendo o alelo Ry, Destes clones, apenas um foi identificado como

portador do alelo Rxdenotando resisténcia ao PVX.
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2.5 Resisténcia genética ao PLRV

A resisténcia ao PLRV é provavelmente controladagemes menores,
sendo, portanto, poligénica, expressa como umatéesia quantitativa e de
baixa herdabilidade (ROSS, 1986). Assim, uma poagem muito pequena de
progénies de um genitor resistente mostrara rasistéle nivel moderado.

Segundo Barker e Harrison (1985), tais desenvolviosede cultivares
resistentes ao PLRV tém sido frustrados devido asegundo fator: os genes
gue conferem resisténcia ao virus sao frequentenigados com caracteres
indesejaveis, como formato irregular e tamanho @egule tubérculo e baixa
produtividade.

Porém, heranca controlada por um gene de efeitorfmirelatada para
alguns tipos de resisténcia para este virus. B@whomas (1994) detectaram
resisténcia ao PLRV erBolanum chacoense Bitter, o qual seguia heranca
monogénica dominante. Solomon-Blackburn et al. 0fncluiram que a
resisténcia & acumulacdo do virus era controladaupo ou poucos genes
maiores que ndo sdo complementares. Também Soaza(T¥88), estudando
concentracdo do PLRV nas cultivares Kathadin e sM&ipper, observou
restricdo a replicagcéo ou translocacéo viral comar fde resisténcia e controle a
ser explorado.

Marczewski et al. (2001) foram os primeiros a deteam QTL para
resisténcia e acumulacdo do PLRV, revelando um Q@Tdior (PLRV.1),
localizado no cromossomo Xl. Este é considerado ‘it spot”, com
resisténcia a varios patégenos (GEBHARDT; VALKONENP1), sendo capaz
de explicar mais de 50% da variacao fenotipica pmiaténcia ao PLRV. Além
deste QTL, dois outros menores, PLRV.2 e PLRV.Zarfo localizados
respectivamente nos cromossomos VI e V.



26

Com a inoculacdo de materiais diaploides, Marczewslal. (2004)
também identificaram um QTL principal que confegsisténcia & acumulacéo
do PLRV.

Um gene de efeito maior ou regido genbmica queaaantesisténcia ao
PLRV parece controlar um Gnico mecanismo de remigéa infeccdo e
acumulo deste virus na fonte de resisténcia LOR-§68 possui este gene na
condigdo duplex com segregacdo cromatidica. Este, ¢&ly, foi mapeado no
bragco curto do cromossomo V, em trabalho realizgdw Veldsquez,
Mihovilovich e Bonierbale (2007). Em outras culties andigenas, como HUA-
332, foi verificado que, mesmo na forma simplexe g&ne é capaz de conferir
resisténcia (MIHOVILOVICH et al., 2014).

Em outro experimento, Mihovilovich et al. (2013)sdavolveram um
marcador SCAR, denominado RGASC8Beq stance gene analog derivado do
SCAR). Este pode ser usado de forma eficienteigardificagdo do gene R},
com baixa probabilidade de identificacdo de fajsustivos.

De qualquer forma, mesmo com tais relatos, até mento ndo foram
identificados materiais adaptados com genes madge®sisténcia extrema e
que possam ser utilizados comercialmente.

A caracteristica de resisténcia a infeccdo pelo\PtdRn sido estimada
por meio de experimentos utilizando-se a exposdg@endtipos em campo,
sendo, portanto, demorada, dispendiosa e, muitagsyeimprecisa, nao
fornecendo muita informacéo sobre os mecanismoresisténcia envolvidos
(SOLOMON-BLACKBURN; BARKER, 1993). Desta forma, eiss de
infeccdo de campo precisam ser replicados ao lolegearias geracdes para
alcancar resultados confiaveis. Por outro lado,cutazdo controlada é
trabalhosa, além de estar relacionada a criacdalstes resultados, acarretando

escapes.
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A selecdo assistida por marcador pode melhoraifis@iivamente e
acelerar esse processo, podendo a selecdo seurégitemente, diminuindo os
custos em geral de um processo de selecdo fersotipiém do mais, com o
auxilio dos marcadores moleculares, pode-se eliminartos aspectos
indesejaveis da selecdo puramente fenotipica, malto a eficiéncia do
processo, uma vez que os marcadores ndo sao itifides pelo ambiente e séo
transmitidos mendelianamente. Porém, mesmo com &fidéncia que o
marcador proporciona, este ndo garante uma efiai@tisoluta, devendo ser

visto com certa cautela.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de dial Vegetal do
Departamento de Fitopatologia, no Laborat6rio deéBea Molecular e em casa
de vegetacdo do Departamento de Biologia, amboglepmrtamentos da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Além destasmbém foi conduzido
um experimento de campo na area experimental dardSmpde Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), na fazengsesemental de Lambari,
MG.

3.2 Material experimental

Foram avaliados 220 clones de batata oriundos e faenilias,
denominadas OGC, obtidas por cruzamentos bipasemtai materiais do
Programa de Genética e Melhoramento da Batata (RPRABA) da
Universidade Federal de Lavras, com o clone LOP(868 702853), resistente
ao PLRV (Tabela 1).

Tabelal Genealogia e nUmero de clones obtidosudamento LOP-868 com
clones da UFLA

Familia Clones Genitores Ndmero de Clones
0OGC 1 LOP-868 x OAS 1-21 15
OGC 2 LOP-868 x JUG 2-20 23
OGC 3 LOP-868 x OAS 2-22 4
OGC 4 LOP-868 x CBM 16-16 19

OGC5 LOP-868 x CMA 370 62
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OGC 6

LOP-868 x CMA 57 97

Os clones do programa utilizados neste trabalhanfoescolhidos de

acordo com as caracteristicas apresentadas naTabel

Tabela 2 Caracteristicas dos clones utilizadosnosmmentos

Clone Caracteristica

OAS 1-21 Resisténcia ao PVY (GADUM; PINTO; RIOS, 2003); aléde

e OAS 2- apresentar boa produtividade, elevado teor de raaéca, tubérculos

22 com pelicula e cor da polpa amarela, “olhos” sligieit e formato
oblongo e adaptado as condi¢cdes do sul de MinagisGEBILVA,;
PINTO; FIGUEIRA, 2000).

JUG 2-20 Gendtipo duplex para o alelo Ryadg, padeusilizado com intuito de
produzir aproximadamente 80% de progénies imunes P&,
apresentando razoavel porcentagem de tubérculddagaalém de alta
producdo e peso especifico de tubérculos (GADUMalet 2003;
RIBEIRO et al., 2006). Segundo Moreira (2014), aprea ainda
resisténcia ao PVX (comunicacao pessoal?)

CBM 16- Tolerante ao calor, apresentando alto potenciaytivo e alto peso

16 especifico de tubérculos (MENEZES; PINTO; LAMBERDO1).

CMA 370 Fonte de resisténcia ao PVY, sendo também prongisguara serem

e CMA 57 usados em programas de melhoramento de batatadeisaobtencgao

de materiais com resisténcia multipla a doencgas aeacteres
agrondmicos desejaveis (ANDRADE et al., 2009).

linformacéao fornecida por Carolina Mariane Moreg@a, janeiro de 2014.

3.3 Inoculagéo com afideos viruliferos

Para avaliar a reacdo ao PLRV dos clones experaisenforam

realizadas inoculag8es por meio de afideos vinof@yzus persicae).
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3.3.1 Criagcdo e manutencao dé/. persicae

Os pulgdedM. persicae foram criados em plantas 8&tura stramonium
L. em casa de vegetacdo com temperatura e lumadssidaturais. Adultos
apteros foram retirados das folhas e transferidos @ auxilio de um pincel fino
para placas de Petri de 15 cm de diametro contiafitis deD. stramonium L.,
fixadas em 1 cm de agar-agar a 1%. Cada placaeftada com filme PVC
perfurado, permitindo a aeracao, identificadas etiskas em camara climatizada
a 25 + 2 °C, com umidade relativa de 70 + 10% efdse de 12 horas.

3.3.2 Periodo de acesso a aquisicao do virus

Foram plantados tubérculos sabidamente contaminemimso PLRV,
avaliados previamente pelo teste DAS-ELISA, em sad® 5 L. Estes foram
mantidos em casa de vegetacdo e, quando atingpeorimadamente 30 dias
ap6s a emergéncia, serviram de fonte de alimentpgf® pulgdes sadios.
PulgBes foram colocados em contato com tais plguia86 horas, coletando-se
estes das folhas d& stramonium L. por meio de pincel e encaminhando-os até
a parte adaxial da folha das plantas de batata paperiodo de acesso a
aquisicdo (PAA). Tal procedimento foi realizado seitmperatura variando entre
20 e 25 °C e umidade relativa do ar entre 65 e 90%.

3.3.3 Periodo de acesso a inoculagéo do virus

Os clones experimentais foram plantados em vasistiqis de 0,5 L
com substrato comercial e, assim que atingirameetir a 20 cm de altura,

foram inoculados com 50 afideos viruliferos no dstde ninfa, caracterizando
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uma pressao alta de afideos (CENTRO INTERNACIONAL IDA PAPA, CIP,
2010). Foram inoculadas duas plantas de cada (doas repeticoes).

Os pulgdes foram colocados em contato com cadaapfam 96 horas,
para o periodo de acesso a inoculacao (PAI), caletae os afideos das folhas
de cada planta fonte de in6culo com o auxilio deqlie encaminhando-os até a
parte adaxial das folhas das plantas dos clonemndo evitar a quebra do
estilete do pulgdo no momento da captura destelha, finicialmente era feito
um leve contato no afideo com o pincel para que lesbmovesse, realizando-
se logo em seguida a captura propriamente dita. fiscedimento também foi
realizado em casa de vegetacdo, sob gaiolas com aamfiafidica, com
temperatura variando entre 20 e 25 °C e umidadévaldo ar entre 65 e 90%.
Passado este periodo, fez-se a contagem visualrdera de pulgbes na parte
abaxial de cada folha da planta, obtendo o totapulgdes por planta. Em
seguida, os pulgdes foram eliminados com a aplicdeédinseticida. Como pdde
ser observado, este processo exigiu grande eskendp o trabalho em equipe
essencial para cumprir esta etapa.

Apb6s duas e trés semanas da retirada dos pulgiias) toletadas de
trés a quatro folhas jovens de cada planta a fisedealizar o teste sorolégico
DAS-ELISA (CLARK; ADAMS, 1977), empregando-se astisos policlonais
da AGDIA para a diagnose do PLRV.

Os tampdes utilizados no DAS-ELISA foram: tampé&o cdbertura
(carbonato e bicarbonato 0, 025 M, pH 9,6, contdh@@ g L de azida sédica);
tampao de extracdo do virus (Tris-HCI, pH 7,4, endb 0,8% de NaCl, 2% de
PVP, 0,02% de KCI e 0,02% de azida sédica); tantjpéoconjugado (Tris-HCI,
pH 7,4, contendo 0,8% de NaCl, 2% de PVP, 0,2% $84,8,02% de MgG)
0,02% de KCI, 0,02% de azida soédica, 0,05% de TweedD); tampdo do

substrato (dietanolamina, pH 9,8) e tampdo de kEwadsolugcdo salina
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tamponada — PBS, contendo 0,05% de Tween — 20Jildigbes dos antissoros
seguiram as instrucfes do fabricante.

Foram utilizadas as microplacas padréo de polkeegticom 96 orificios.
As leituras foram realizadas entre 30 e 60 minapés a adicao final do
substrato, a 405 nm no espectrofotdbmetro MRX (Daetat Foram consideradas
positivas amostras cujas absorbancias foram igua@iperiores a duas vezes a
média da absorbancia do controle sadio.

Como testemunhas suscetiveis, foram utilizadasulivases Agata,

Caesar, Markies e Perricholi e como resistente B-B68.

3.4 Deteccéo da presenca do alelo &)

Em torno de 20 a 30 dias apds o plantio, foramtadés folhas jovens

das plantas para extracdo de DNA.

3.4.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA, utilizou-se o método desmar Ferreira e
Grattapaglia (1998) com modificacdes. Coletou-sé ity de folhas de cada
planta, as quais foram maceradas em nitrogénioidbgujuntando-se ao
macerado 730 pL do tampédo de extracdo (0,2 g dmdicode centiltrimetil-
amonio — CTAB; 1 mL de Tris 1 M; 0,4 mL de EDTA v§ 0,82 g de NaCl;
0,1 g de polivinilpirrolidona 40.000; 8,6 mL de agyura) previamente
adicionado de B-mercaptoetanol na proporcao de 2%. Em seguidaocerado
foi mantido em banho-maria, a 65 °C por 60 minutastando-se a cada 10
minutos. Passado esse periodo, foram adicionadfspu®0da solucdo 24
cloroférmio: 1 alcool isoamilico, seguindo paraemttifugacédo do material por
8 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi coletaddicionado 400 pL de
isopropanol frio. Esse preparado foi, entdo, mamntial freezer de um dia para o
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outro para precipitacdo do DNA. Em seguida, foitifergado por 7 minutos a
12.000 rpm para a formacédo de um pellet. O sobesntadoi descartado e o
pellet submetido a duas lavagens, uma com 1 mLtaleole70% e outra em
etanol absoluto, intercalando-se com centrifugapde® minutos a 12.000 rpm.
Eliminado o etanol, na ultima lavagem, o pellet f@ixado para secar e
realizou-se sua diluicdo com 50 pL de TE (Tris 1 smEMDTA 0,1 mM; ph 8,0).
O DNA extraido foi quantificado comparando-se coadrpes de DNA Low
Mass Ladder, nas concentracdes de 40, 80 e 100,mpgpmeio de eletroforese
em gel de agarose em TBE (tris, acido bérico e EDSo% uma corrente de 120
V. Posteriormente, o DNA foi diluido com TE parancentragédo de 10 ng/uL,
gue foi utilizado nas analises de PCR.

3.4.2 Reacgdo de PCR

Para um volume total de 25 pL, cada reagéo de PGthba: 5,0 uL de
5X Buffer Colorless GoTag; 1,5 uL de MgGRk5 mM); 1,0 uL de dNTP (10
mM); 0,75 uL de cadarimer; 0,125 da enzima Go Taq DNA polimerase flexi;
0,25 pL do DNA genbmico e 15,625 uL de agua ultrapu

Foi utilizado o par dgrimers SCAR, designado por RGASC850, que
produz fragmento de 850 pb, caracteristico do §ng do qual as sequéncias
sdo PLOOP-Fl1.2 (5° GAATGCCAGGAATGGGAAAGACTACTTT 3%
LR.R1 (5° TCACATCCAAGCAAAACCAA 3, desenvolvidos qr
Mihovilovich et al., 2014.

As reacgOes de amplificacdo foram realizadas emotoicos de 0,2 mL,
utilizando termociclador. O seguinte programa ftliaado para a reacdo de
PCR: 35 ciclos a 95 °C por 1 minuto para desnafiaragnelamento dorimer a
46 °C por 1 minuto, seguido de uma extensao fiedl chinuto a 72 °C.
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Os produtos obtidos dessa reacéo de amplificacdaNdo foram entéo
analisados em gel de agarose a 0,7% corado@aniRed Nucleic Acid Gel
Sain.

Como testemunha suscetivel foi utilizada a cultRarricholi e, como
testemunha resistente, o LOP-868.

3.5 Avaliacdo agronémica dos clones

O ensaio de campo foi instalado na area experiingate PAMIG, em
Lambari, MG, no periodo de outubro de 2013 a jandé 2014. Lambari situa-
se a 21°58’ de latitude sul e 45°22’ de longitudst@® com altitude média de
845 m e clima tropical de altitude, com precipitagihual de 1.642 mm e
temperatura média anual de 20,8 °C. O solo do empeto caracteriza-se como
Latossolo vermelho-escuro distréfico.

Devido a pequena quantidade disponivel de tub&adalguns clones,
empregou-se o delineamento de blocos aumentad@HRER, 1956) com 134
clones como tratamentos regulares, distribuidos aétm blocos com 24
tratamentos cada. Os tubérculos utilizados de chutee foram selecionados
com di&metros variando entre 2 e 4 cm, sendo tatadm bissulfureto de
carbono na dosagem de 25 ml/m3 por 72 horas palazima brotacdo.Os
tratamentos comuns utlizados foram as cultivargsdoy Voyager, Caesar e o
clone CBM 16-16. Cada parcela consistia de umaalidie cinco plantas
espacadas de 0,35 m e entre linhas de 0,75 m.

No plantio foi realizada adubacédo com a formulag¢dal-8 (N, BOs e
K,0), na dosagem de 3,0 t/ha e inseticida de salicéab) na dosagem de 10,0
kg/ha. Por volta dos 40 dias apds o plantio, fiafa adubacdo de cobertura,
com 300 kg/ha de sulfato de amdnio e 160 kg/hdateto de potéssio, seguida

a amontoa. Os tratos fitossanitarios foram reatizadurante a conducdo do
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experimento, visando manté-lo sem a competicdolateggs invasoras e danos
de pragas e doencgas conforme padrdo do plantiorciainea regido.

Os seguintes caracteres agrondmicos foram avaliados

a) producdo total de tubérculos por planta (g/planta);

b) peso especifico dos tubérculos, obtido pela férma = peso ar
(peso ar - peso 4gua), sendo os pesos no ar euaadétprminados
em balanca hidrostética.

€) nota de aparéncia geral de tubérculos, variando(d& aparéncia) a
5 (6tima aparéncia), levando em consideracéo farnzspereza da
pele e profundidade de olhos ou gemas, sendo as twhadas por
trés avaliadores.

d) formato de tubérculo, avaliado por notas individuaitribuindo 1
(formato redondo), 2 (formato redondo-oval), 3 rtfato oval), 4
(formato oval-alongado) e 5 (formato alongado),dselas notas
tomadas por trés avaliadores.

3.5.1 Modelo estatistico

Os dados oriundos da avaliagdo agronbmica dos <ldneam
submetidos a andlise de varidncia para cada cadparadamente, usando o
modelo de blocos aumentados (FEDERER, 1956).

Yi =W+t + 1 + b+ e emque:

Yj: é a observacéo do i-ésimo tratamento regular-&sirno tratamento
comum no j-ésimo bloco;
l: é o efeito fixo da média geral do ensaio;

t;: € o efeito fixo do i’-ésimo tratamento comum<il, 2, 3);
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ti: € o efeito aleatorio do i-ésimo tratamento reg(le 1, 2, ..., 65)
dentro do j-ésimo bloco;

b;: € o efeito aleatorio do j-ésimo bloco incomplgte 1, 2, ..., 7);

g;): € o efeito aleatorio do erro experimental doitinéstratamento
regular ou i'-ésimo tratamento comum dentro doifjrésbloco, assumindo-se
gue os erros sdo independentes e normalmentebdidss com média zero e

varianciac?.

A analise de variancia foi realizada por meio daocpdimento “mixed”,
do pacote estatisticatistical Analysis System” (SAS).

Os valores das médias dos tratamentos regularesmeins foram
analisados pelo teste de Scott e Knott, apenasgsacaracteristicas producgéo
total de tubérculos e peso especifico dos tubé&cultlizando o programa

computacional R.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inoculagéo do PLRV por meio de afideos viruliferos

A frequéncia do ndmero de pulg8es por planta éseptada na Figura
1. O nimero médio foi de 77,3 pulgdes planto total de plantas avaliadas,
82,3% apresentaram média de pulgbes plaatima de 50, o que pode ser

considerado como uma alta pressao de in6culo @DIF)).
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Os resultados do teste soroldégico demonstraramagutestemunhas
suscetiveis Agata, Caesar, Markies e Perrichadinfopositivos, enquanto que o
LOP-868 apresentou resultados negativos. As cudisv&®erricholi e LOP-868
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tém sido usadas como testemunhas para avaliagdest#éncia ao PLRV
devido a auséncia ou presenca do alelg,Réspectivamente (VELAZQUES;
MIHOVILOVICH; BONIERBALE, 2007; MIHOVILOVICH et al, 2014).

Dos clones experimentais avaliados, 49,3% apresentaesultados
negativos no teste soroldégico DAS-ELISA aos 30 a3 apds a inoculacdo
(DAI), podendo este ser um indicativo que esseseslopossuem nivel de
resisténcia ao PLRV. Certos clones ndo foram al@diaaos 40 DAI, pois as
respectivas plantas morreram antes da avaliaci&e pesiodo. Desta forma,
estas ndo foram consideradas como possiveis réest©utros trabalhos como
os de Velasquez, Mihovilovich e Bonierbale (200R)ibovilovich et al. (2013),
gue empregaram a inoculacdo de PLRV por meio ddeasdi viruliferos,
adotaram o teste soroldgico DAS-ELISA apenas aoBA tempo suficiente
para que o teste detecte com precisdo a preseraggséncia do PLRV na planta
em questéo.

Beekman (1987) afirma que a resisténcia a infecgédaltamente
dependente da pressédo de indculo, 0 qual depersdaideis da populacdo de
afideos vetores. No presente trabalho, das plaotasresultados negativos aos
30 e 40 DA, 77,7% apresentaram mais de 50 pulgi@esa’ e, das plantas com
resultados positivos aos 30 e 40 DAI, 81,4% aptasam mais de 50 pulgdes
planta’. Desta forma, a pressdo de indculo foi adequada @amaioria dos
tratamentos, sendo a aplicacdo de 50 afideos feinsi planta ideal para a
infeccdo, pois, sob esta pressdo, 100% das cesivanscetiveis inoculadas
tornaram-se infectadas. Segundo Mihovilovich e{2007), foi possivel definir
diferencas nos niveis de resisténcia de tratameetasordo com a aplicacédo de
diferentes pressdes de pulgbes, sendo a aplicag&s0 dafideos por planta
considerada adequada. Ainda segundo estes autoragressao de afideos por

planta além de 50 pode resultar mais dano por @ragfeccéo de virus.
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Neste trabalho, foi avaliada apenas a reacdo adv/Ridt meio de
inoculagdo com afideos viruliferos, o qual nédo dominformacdes suficientes
para inferir sobre resisténcia a acumulacédo do PhRY/plantas, resisténcia ao
movimento do virus da folhagem aos tubérculos istéexia indireta por meio
da néo-preferéncia do pulgdo ou antixenose (BARKHRRRISON, 1985;
SOUZA DIAS, 1988).

4.2 Identificagéo do alelo Rl

A avaliagdo das plantas com o marcador RGASC850
(MIHOVILOVICH et al., 2014) permitiu a identificagédo alelo Rly; Na
Figura 2, sdo apresentadas duas cultivares andigeDR-868 e Perricholi, com
reacdo ao PLRV conhecidas e 14 clones com a ban@&@pb que identifica a
resisténcia devida ao alelo,Rl A cultivar LOP-868 € resistente ao PLRV e
apresenta a banda, como verificado por Mihovilowtchl. (2013), enquanto que

a cultivar Perricholi é suscetivel ao PLRV, naceapntando a referida banda.



40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1300pb | e
1200pb |
-

1000pb

900pb
> 800ph e e e - —— -

600pb
400pb

- el

T

200pb

Figura2 Presenca ou auséncia de bandas (indigefasseta) amplificadas
pelo par deprimers RGASC850 por meio de PCR, nos controles
LOP-868 (1) resistente e Perricholi (2) suscetigehos clones
resistentes OGC 1-02 (3), OGC 1-12 (4), OGC 2-18@&C 2-26
(6), OGC 5-07 (7), OGC 5-51 (8), OGC 5-79 (9), 06@4 (10),
OGC 6-45 (11), OGC 6-46 (12), OGC 6-52 (13), OG69%6(14),
OGC 6-89(15), OGC 6-105 (16), UFLA, 2013

Do total de clones OGC avaliados por meio do mancadolecular
RGASCS850, 31% apresentaram a referida banda (askmnalelo Rlg e 69%
néo a apresentaram (auséncia do alelg)RI

Possivelmente, problema na amplificacdo mamer foi o principal
responsavel por revelar apenas 31% dos clonesntimi banda de 850 pb.
Devido ao genitor LOP-868 possuir o alelo,dRIna condicdo duplex
(MIHOVILOVICH et al., 2014), era de se esperar amm@adamente 83% das
progénies contendo o referido alelo.

Outra possivel razdo de discrepancia no aparecmdmtbandas foi
devido as modificacdes da metodologia de amplifioago primer de

Mihovilovich et al. (2013), que utilizaram tempenat de anelamento diferente
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do presente trabalho. Enquanto que Mihovilovickale{2013) trabalharam por
30 segundos com temperatura de anelamento decadesder60 para 45 °C por
0,5 °C a cada ciclo, seguido de etapa final deaamehto de 45 °C por 30
segundos, o presente trabalho utilizou uma temyperde anelamento constante
nos 35 ciclos de 46 °C durante 1 minuto.

Dos clones avaliados tanto pelo marcador RGASC8i#ntg pela
inoculagdo do PLRV por meio de afideos viruliferosservou-se que 22,2%
apresentaram a banda e possivel resisténcia ao BbR30 e 40 DAI, ou seja,
resultado negativo no teste DAS-ELISA, enquanto2f#$ ndo apresentaram a
banda e tiveram resultado positivo no teste soimdgAmbos os resultados
eram esperados, visto que na presenca ou auséneileld Rl é esperada a
auséncia ou presenca do PLRYV respectivamente.

Em torno de 40,3% dos clones ndo apresentaram dabarpossivel
resisténcia ao PLRV aos 30 e 40 DAI. Esses remdtatbstram que, apesar do
nimero de pulgdes plaritder sido adequado, a inoculagdo com o PLRV néo
deve ter sido eficaz, pois ocorreram escapes.afalse deve principalmente as
poucas plantas por clone testadas, o que constgequeno ndmero de
repeticbes (BASTOS, 1997). Além do mais, em trabafiublicado por
Chuquillanqui e Jones (1980), a técnica de traéstéa de pulgdo de plantas
fonte de indculo para o tratamento por meio degbiacarreta em perturbar os
pulgdes e/ou leva a fadiga do operador. No presérgbalho, foram
manipulados cerca de 4.000 pulgdes a cada inoculagfizada (totalizando
17.000 pulgdes), o que pode ter contribuido patarsaco do operador. Uma
técnica visando evitar a fadiga seria aprimoragcadlogia de inoculacdo com
técnicas mais eficazes de coleta, manipulando grawidnero de afideos por
meio da tecnologia da acetona (SOUZA-DIAS; COSTARDIN,1993).

Além de escapes, estes clones denotados como giegsisistentes pela

inoculagdo, porém com auséncia da banda, podeoossiderados como falsos
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positivos devido & recombinacéo. Esta hipétesede&® ser descartada, pois
mesmo que o marcador esteja a 1,2 cM do gene déeresa Rly, existe uma
pequena probabilidade de permuta entre 0 genesihtérecia e 0 marcador. Este
foi 0 caso de alguns tratamentos identificados cpassiveis falsos positivos do
trabalho de Mihovilovich et al. (2013), no qual limiram o marcador
RGASCS850 ligado ao gene R} Estes resultados revelam que o marcador
molecular no melhoramento ou sele¢do de caractienes ser visto com certa
precaucéo.

Existe ainda a possibilidade do surgimento das edas “bandas
fantasmas”, ou seja, casos em que surgem bandas) pdo ha a presenca do
alelo RlLyq Provavelmente, este foi o caso de 8,5% dos clgnesipresentaram
resultados positivos no teste DAS-ELISA e ocorrepresenca da banda. Tal
fato pode vir a ser explicado pela temperaturanéédaenento dgrimer que esta
relacionada a temperatura de desnaturagdo (Tmyuera qnolécula do DNA ir4
se dissociar e se tornar um fita simples. A Tm ddpeda composicao de bases
do primer, a qual aumenta tanto com o comprimento quanto@awmmento do
teor de bases de guanina (G) e citosina (Gjritoer.

Uma formula simples para o calculo da Tm é: Tm f@x+ C) + 2x
(A + T) °C. No presente trabalho, a Tm foi entree580 °C, contendo entre 40 a
43% de bases G + C. Portanto, as temperaturasetlEn@amto estimadas ideais
para formar banda especifica sdo entre 46 a SAp€sar de ter sido usada essa
temperatura minima, ainda ha possibilidade de isbegida fantasma devido a
grande diferenca de composicado goisners. Também é importante que esses
tenham Tm similares, ndo sendo maior que 2 a ARTE; DANIEL, 2003).
No estudo em questdo, esta diferenca foi de 24AR&En do mais, a Tm €
influenciada pelas concentracbes de®Ma qual influencia na atividade

enzimatica. Neste trabalho, a concentracdo de MigClalta, 25 mM, o que
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pode ter ajudado a aumentar a liga¢do ndo esmediliéniciador e aumentar a
nao especificidade da reacéo.

Ainda em relagdo ao trabalho de Mihovilovich et(8013), a Tm e a
concentracdo de bases GC’'s observadas foram asamesme no presente
trabalho, visto que ogrimers utilizados em ambos os experimentos foram
iguais. Porém, estes autores utilizaram concerdrdgdMgC} menor. Desta
forma, existe uma maior probabilidade da conceatrate Md" ter influenciado
no aparecimento de bandas fantasmas neste estaddogcomparado & Tm e a
concentracdo de GC. Portanto, para uso de marcaddmmportante otimizar as
condicbes de reagdo para minimizar 0 surgimentobaedas fantasmas.
Provavelmente sera necessario encontrar a maigetatora de anelamento do
primer associado & menor concentragédo de MgCL

Outra explicagéo seria problemas na deteccao dd/Rigio teste DAS-
ELISA, podendo resultar em falsos positivos oudgalsegativos. Tratando-se de
virus de baixa concentracdo na planta, como no das®PLRV (familia
Luteoviridae), resultados inconstantes sdo descritos na literafGUEDES,
1999). Tal fato pode ser explicado por diferen@gumantidade do antigeno e de
desenvolvimento de cada planta. No trabalho deelitiguDomier e D’arcy,
(1997), comparando trés técnicas de detecca®adey Yellow Dwarf Virus —
PAV-IL (familia Luteoviridae), esse autores concluiram que resultados do teste
DAS-ELISA em plantas de cevada eram variaveis, @aipeente quando
diferentes coberturas e/ou preparacdes de anteo@gugados eram usados.

Mihovilovich et al. (2013) também encontraram remis inesperados
no estudo, como a observacao da presenca de bamdenidrfica ao marcador
SCAR RGASC850 em uma cultivar altamente suscetfdel, Blanca. Ainda
segundo esses autores, a comprovacao deste faoatdo surpreendente, visto
gue existe uma alta frequéncia de regides gendrRiGas no genoma da batata,

além de sequéncias homdlogas (BAKKER et al., 2(84)do assim, a presenca
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de bandas homomorficas também merece atengdo passcdo presente
trabalho, avaliados como possiveis suscetiveis petxulacdo e que
apresentaram a banda.

A construcdo de outro marcador SCAR flanqueandlo &l.q4 Seria
interessante para o presente estudo. Desta fommna, gossivel aumentar a
eficiéncia com o uso deste novo marcador, simultaeate com o RGASCS850.
Esta construcdo poderia ser baseada no marcadoP AF12M43. 167,
localizado no brago curto do cromossomo V a 10 cM alelo Rlgg
(VELASQUEZ; MIHOVILOVICH; BONIERBALE, 2007).

4.3 Desempenho agrondmico

O resumo das analises de variancia para produtgiaetubérculos por
planta, peso especifico de tubérculos, formato arémgpia de tubérculos sdo
apresentados na Tabela 3.

Os coeficientes de variacdo experimental (CV) forallos para a
producdo total de tubérculos e formato de tubéscilabela 3). Nas fases
iniciais dos programas de melhoramento, a baixeigiie experimental € mais
notada devido a pequena disponibilidade de batmteiste, impossibilitando a
obtencédo de um numero adequado de repeticdes aharda parcela, aliada a
necessidade de avaliagdo de um grande nimero desc(BROWN, 1987).
Outro fator que pode ter acarretado maior valor Gk foi o tamanho
desuniforme dos tubérculos utilizados como semeptalendo afetar no
desenvolvimento e produtividade dos clones. Alémnuls, a temperatura
média durante a conducdo do experimento em campmdido elevada, em
torno de 23,10 °C (INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLO& INMET,
2014), o que pode ter contribuido para CV alto. iEcitl estimar uma

temperatura ideal para a bataticultura, porém shkputaverkort e Verhagen
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(2008) as temperaturas médias diarias entre 5°€ ZBo consideradas as mais

favoraveis.

Tabela3 Resumo das andlises de variancia pararastaristicas producao
total de tubérculos por planta, peso especificonéto e aparéncia

geral de tubérculos, avaliados em Lambari, MG, 22084

QM
FVvV GL Prod. total/planta Pesg L
(g x planta®) especgﬁco Formato Aparéncia
(x107)
Bloco 7 9042,3( 1,14 0,5t 0,4¢
Genbtipos 137 28987,6 1,06* 0,67 0,27
Trat. Comuns (TC) 3 257144,00* 1,92* 0,9¢ 0,1¢
Trat. Regulares (TR) 133 23815,01 1,03* 0,32 0,28
TRvs. TC 1 1760361,80* 2,13 46,24* 3,79**
Errointerbloco 22 32479,0! 0,51 0,5( 0,24
R2 0,8¢ 0,93 0,8¢ 0,9
Média 265,7: 1,0514 2,17 2,6¢
CV (%) 67,82 0,68 32,4¢ 18,06

** @ *: significativo aos niveis de 1% e 5% de pabbidade respectivamente pelo ti
F.

As distribuicBes de nimeros de clones para osteaeac producao total
de tubérculos, peso especifico, formato e aparédeiatubérculos estado
apresentados na Figura 3.

A amplitude de variacéo para producao total dertulbgs foi entre -6,9
a 1.156,0 g/planta (Figura 3). A média dos clomesbhixa (217,1 g/planta),
sendo que cerca de 10% da populacdo de clonesafesn média acima de
400 g/planta (Tabela 4). A baixa producéo totaiulbeérculos dos clones se deve
a cultivar andigena LOP-868, utilizada como genitas seis familias clonais,
doada produtividade
(BARKER; HARRISON, 1985). Além do mais, os demaienigpres nao

que apresenta certos caracteres indesejaveis,

apresentam caracteres agrondmicos tdo bons quamdopaados as

testemunhas. A média elevada da temperatura du@npermanéncia do
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experimento em campo também n&o favoreceu a proddeatubérculos.
Menezes, Pinto e Lambert (2001) mostraram produgfbatata reduzida em
25,5% em condicbes de alta temperatura, devido teasoa no inicio da
tuberizacdo e reducéo na particdo dos fotoassiosilpdra os tubérculos. Neste
trabalho, provavelmente a testemunha CBM 16-16 ateséh destacado dos
demais tratamentos (Tabela 4) por apresentar talieréao calor (MENEZES
PINTO; LAMBERT, 2001).
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Figura 3 Distribuicdo de 134 clones experimentaipi@ro testemunhas para
producdo total de tubérculos (A), peso espectific® tubérculos (B),

formato dos tubérculos (C) e aparéncia geral dosréulos (D)
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O peso especifico é altamente correlacionado cdrpiode amido e
matéria seca do tubérculo, influenciando na abesom@ Oleo. Para esta
caracteristica, a variagdo dos tratamentos foi 686D a 1,0920 (Figura 3).
Somente para peso especifico de tubérculos osneatas regulares diferiram
significativamente, indicando haver variabilidadenética para este carater
(Tabela 3). A média geral dos clones para estdaerai@ baixa (1, 0509) em
relacéo aos valores desejados para qualidade dectilds (Tabela 4). Também
houve diferenca significativa entre os tratamertosiuns para este carater,
sendo CBM 16-16 e Caesar superiores aos demaisoleant(Tabela 4).
Provavelmente a testemunha CBM 16-16 apresentoarrpaso especifico de
tubérculos que os demais controles por apresemti@ramncia ao calor
(MENEZES, PINTO; LAMBERT, 2001).

Tabela 4 Médias estimadas dos 134 clones expeuiseatdas testemunhas
para producao total de tubérculos por planta, pspecifico, formato
e aparéncia geral de tubérculos, avaliados em Lanmi&, 2013-

2014
Prod. total/planlta ** Peso esp. * Formato Aparéncia
(g x planta™)
Clones 217,1 1,0509 1,9 2,6
CBM 16-16 724,7 a 1,0592 a 3,2 3,1
Caesar 359,8b 1,0560 a 3,7 3,1
Cupido 330,8b 1,0478 b 2,9 2,8
Voyager 462,0 b 1,0525 b 3,1 3,1

** @ * Valores seguidos de mesma letra ndo difersrtre si pelo teste de Scott e
Knott aos niveis de 1% e 5% respectivamente.

Quanto as notas de formato, a amplitude de varifmidde 0,7 a 3,8
(Figura 3). A média dos clones foi 1,9 (Tabela a)qual denota tubérculos
redondo-ovais, diferente das testemunhas que apaesen média de notas 3,2,

ou seja, tubérculos ovais. Tubérculos redondo-avaisia caracteristica herdada
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do genitor LOP-868 S tuberosum ssp. andigena), o qual apresenta formato
irregular (BARKER; HARRISON, 1985).

A variacdo dos tratamentos para aparéncia de wlbéréoi entre 1,2 a
4,3 (Figura 3), sendo a média dos clones paraoestecteristica igual a 2,6
(Tabela 4). De fato o experimento mostrou que aémgia de tubérculos foi
prejudicada pelas altas temperaturas. De modo, @sralones ndo apresentaram
boas notas neste carater e os tubérculos foraragiepo tamanho e em grande
namero, caracteristicas herdadas do LOP-868 (amam)igdevido a ligacdo do
gene que confere resisténcia ao PLRV a estes esractindesejaveis
(BARKER; HARRISON, 1985).

Dos clones testados com o marcador molecular RGBS@8&valiados
em campo, 48 (40%) apresentaram o alelg,Rs respectivas médias ajustadas
para os caracteres: producao total de tubércuésxy pspecifico de tubérculos,
formato e aparéncia de tubérculos estéo apresentadBabela 5.

Alguns dos clones que apresentaram o alelg, Rvaliados em campo
merecem destaque, como é o caso do clone OGC Getdpjesentou producao
total de tubérculos por planta igual a 495,3 ghalaalém de obter nota igual a
3,1 para aparéncia geral de tubérculos. Quantesm gspecifico de tubérculos,
o0 clone OGC 6-16 apresentou valor significativamestiperior a todos os
demais tratamentos (1, 0916). Para este Ultimaearards clones OGC 2-18,
OGC 5-46 e OGC 5-75 também merecem destaque peseparem valores
significativamente superiores aos demais clonas, &xcecao do clone OGC 6-
16. Para aparéncia geral de tubérculo, os clones 68, OGC 5-80, OGC 6-
104, OGC 6-34, OGC 1-02, OGC 6-44, OGC 6-20 e OGO @presentaram

notas superiores em relagdo aos demais clonesléTabe
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Tabela 5 Médias ajustadas de 48 clones que apaesemtalelo Rl para
producao total de tubérculos, peso especifico loér¢ulos, notas de
formato e de aparéncia de tubérculos, avaliadod.@ambari, MG,
2013-2014

Producéo total/planta

Clone i Peso Especifico Formato Aparéncia
(g x planta™)
OGC 1-02 174,3 1,0420 h 11 3,1
OGC 1-05 81,8 1,0467 g 3,3 2,1
OGC 1-10 141,8 1,0443 g 3,3 1,8
OGC 1-12 3143 1,0473 g 1,4 2,3
OGC 1-22 64,3 1,0381 h 0,7 2,4
OGC 2-01 174,3 1,0414 h 2,0 2,3
OGC 2-11 36,8 1,0642 e 2,0 2,8
OGC 2-14 111,8 1,0394 h 1,8 2,1
OGC 2-16 349,3 1,0551f 2,3 2,6
OGC 2-18 216,8 1,0792 b 2,3 3,0
OGC 2-26 308,1 1,0477 g 1,4 29
OGC 4-02 2915 1,0508 g 14 2,4
OGC 4-16 253,1 1,0510 ¢ 2,0 2,2
OGC 5-02 210,2 1,0410 h 1,3 1,9
OGC 5-07 3325 1,0589 f 1,6 3,1
OGC 5-11 95,0 1,0478 ¢ 31 2,6
OGC 5-22 136,4 1,0554 f 2,0 2,7
OGC 5-37 336,4 1,0487 g 2,0 2,4
OGC 5-46 182,5 1,0780 b 11 1,9
OGC 5-51 82,5 1,0426 h 2,1 2,4
OGC 5-58 1415 1,0455¢g 2,4 1,9
OGC 5-69 121,5 1,0372 h 2,7 29
OGC 5-72 2915 1,0521 ¢ 2,7 29
OGC 5-74 19,8 1,0743 ¢ 1,6 2,2
OGC 5-75 52,5 1,0767 b 2,1 2,3
OGC 5-79 114,4 1,0304 i 2,3 3,1
OGC 5-80 18,1 1,0534 g 1,6 3,4
OGC 5-82 -6,9 1,0510 ¢ 2,0 2,4
OGC 6-13 448,7 1,0676 d 1,9 2,8
OGC 6-16 82,5 1,0916 a 1,7 2,1
OGC 6-20 261,5 1,0389 h 2,4 3,1
OGC 6-24 307,5 1,0494 g 2,1 1,9
OGC 6-33 151,6 1,0654 e 1,3 2,6
OGC 6-34 289,4 1,0432 h 1,8 3,1

OGC 6-39 23,7 1,0725¢c 1,6 2,6



50

“Tabela 5, conclusao”

Producéo total/planta

Clone 5] Peso Especifico Formato Aparéncia
(g x planta™)
OGC 6-43 216,4 1,0427 h 2,0 1,9
OGC 6-44 3515 1,0422 h 2,1 3,1
OGC 6-45 495,3 1,061l e 2,0 3,1
OGC 6-46 270,3 1,0588 f 3,5 3,2
OGC 6-52 145,0 1,0673 d 11 2,6
OGC 6-68 3325 1,0503 g 2,1 3,6
OGC 6-69 270,3 1,0551f 1,7 3,2
OGC 6-82 185,2 1,0367 h 2,3 2,2
OGC 6-89 315,3 1,0430 h 3,7 2,6
OGC 6-104 285,2 1,0265 i 2,3 3,4
OGC 6-105 161,2 1,0407 h 2,9 2,8
OGC 6-107 252,7 1,0406 h 2,4 2,9
OGC 6-119 165,8 1,0689 d 2,1 2,6

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem esitpelo teste de Scott e Knott
(P<0,05)

Assim, os clones OGC 6-45, OGC 6-16, OGC 2-18, @16, OGC 5-
75, OGC 6-68, OGC 5-80, OGC 6-104, OGC 6-34, OG12,10GC 6-44, OGC
6-20 e OGC 5-79, por apresentarem o0 alelqy,Ré caracteristica(s)
interessante(s) ao melhoramento de batata, podsrfiaisados em futuros
programas, visando, principalmente, o aproveitamelgistes como genitores
doadores ou ndo recorrentes em programas de retamsentos. Desta forma,
serdo necessarios varios retrocruzamentos Pdatderosum para recuperar 0s
atributos de interesse.

Visto que alguns dos genitores dos clones expetai®epossuem 0s
alelos Ryyy € R% que conferem resisténcia extremaPRatato virus Y (PVY) e
Potato virus X (PVX), respectivamente, novos testes deverdo eaizados
nestes clones a fim de comprovar a presenca dastes, agregando resisténcia
multipla a viroses.

O numero de clones contendo o alelgqsfloi grande (78). Assim,
visando aproveita-los melhor, em trabalho futumiasateressante avalia-los em
condicBes mais favoraveis para entéo realizareg@eldos que se destacarem.
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5 CONCLUSOES

A inoculacdo de clones por meio de afideos vimdgecom PLRV é
trabalhosa e demanda grande periodo de tempo,dd#éndio ser eficaz para a
comprovagdo de resisténcia ou suscetibilidade dmses. A fim de obter
confirmacédo de resisténcia ou suscetibilidade aseeicessario realizar maior
ndmero de repetigdes de inoculagdes.

E possivel transferir o alelo B de resisténcia ao PLRV do LOP-868
paraSolanum tuber osum.

Foram identificados clones contendo o alelgfplor meio do marcador
molecular SCAR RGASCS850 e que deverdo ser utilizado retrocruzamentos
com a espécigolanum tuberosum.

A média dos clones para producéo total de tubé&cyleso especifico
de tubérculos e notas de formato e aparéncia deralbérculos foram baixas,
devido principalmente ao genitor ndo adaptado L&®-gultivar andigena).
Outra razéo para isso foi as altas temperaturastnegps durante a conducéo do

experimento no campo.
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