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RESUMO

RIBEIRO, Alexandre Marques. Identificaciio de clones de batata imunes ao
PVY, simplex ¢ duplex e agronomicamente promissores. 2004. 37 p.
Dissertagio (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

A batata ¢ multiplicada por propagagio vegetativa, permitindo a
issemi gﬁodedoenqas,pﬁncipalmelnedenaunmviréﬁmequeocasionam
queda drastica de produtividade e qualidade. Diversas viroses ocorrem na
cultura da batata. As principais sdo o enrolamento da folha da batata (PLRV), 0
virus Y da batata (PVY) e o virus X da batata (PVX). O modo mais eficaz para o
controle dessas viroses ¢ a resisténcia genética, uma vez que o controle quimico
dos insetos vetores tem sido pouco efetivo. O presente trabalho foi realizado
oomoobjeﬁvodeidenﬁﬁearclonsdebatataixmmsaoPVYpormeioda
enxertia sobre plamtas de fumo infectadas (Nicotiana tabacum), ideatificar
clones de batata com constituigiio genética duplex para o alelo Ry por meio de
PCR,aparﬁrdeplantasdaivadasdecmzamentost&st&seavaliar
agronomicamente os clones imunes ao PVY. Os ensaios de campo foram
reaﬁzadosnaémexperhnenhldoDepar&mentodeBiologiadaUFLA,nasaﬁa
de inverno. Foram encontrados 62 clones imunes ao PVY nos testes de enxertia.
O emprego do marcador SCAR permitiu a identificagdo de dois clones com
constituicio genética duplex (RyRyryry) e que poderdio ser empregados para
gerar progénies com aproximadamente 80% de descendentes imunes ao PVY,
quando cruzados com clones suscetiveis. Além disso, os clones identificados
como imunes destacaram-se como materiais produtivos e com alto teor de
matéria seca nos tubérculos.

* Orientador: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA



ABSTRACT

RIBEIRO, Alexandre Marques Ribeiro. Identification of potato clones
simplex and duplex to immunity to PVY and horticulturaly promissing.
2004. 37p. Dissertation (Master in Plant Genetics and Breeding) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.’

The potato is propagated vegetatively allowing the dissemination of
virusswhichcaneausedmsﬁcreducﬁonmwberyieldandcropphytosanitary
conditions. Many viruses infect the potato and the most important are potato leaf
rollvirus(PLRV),potatovimsY(PVY)andpotatovimsX(PVX).Themost
efﬂcientoonholmeasmforthsev&us&sisgeneﬁcr&sistmce,shcethe
chemical control of insect vectors is not effective. This study aims to identify
clones imm:metoPVYthtoughpotatograﬁingontovh'usinfectedtobaco
(Nicotiana tabacum) plants and check their duplex genetic canstitution for the
Ry allele through PCR of plants derived from test-cross with a susceptible clone.
Thee;perimentalclon&swmalsohorticulﬂnalyevaluatedunderﬁeld
conditions. Field trials were carried out in the Federal University of Lavras,
Brazil during the winter season (from May to September). Sixty-two clones were
identified as immune to PVY through grafting. The SCAR marker allowed the
identification of two clones duplex for the Ry allele (RyRyryry) which can be
usedasparentalstooriginatepmgenieswidlaboutsmbofimmunitytoPW
when crossed with susceptible clones. Besides, these clones were productive and
presented high tuber dry matter content

* Adviser Professor: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA




posteriormente, a selecio de clones triplex (RyRyRyry) ou mesmo quadriplex
(RyRyRyRy) que produzem descendéncias completamente resistentes ao PVY.

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de identificar clones
de batata imunes ao PVY, por meio da enxertia sobre plantas de fumo
infectadas; identificar clones de batata com constituigdo genética duplex para o
alelo Ry por meio de PCR e avaliar caracteristicas agronémicas dos clones

imunes ao PVY.



1 INTRODUCAO

A qualidade da semente de batata (Solanum tuberosum L.) ¢ um fator de
suma importincia para o rendimento da cultura, pois trata-se de uma planta
propagada vegetativamente por meio de tubérculos que, por sua vez, sdo
facilmente afetados por enfermidades fingicas, bacterianas e, principalmente, de
natureza virdtica. As viroses sdo freqientemente relacionadas a degenerescéncia
da batata-semente no Brasil. As principais sfo causadas pelo virus do
enrolamento das folhas da batata (PLRV), o virus Y da batata (PVY), o virus X
da batata (PVX) e o virus S da batata (PVS). O PVY tem sido um dos mais
importantes, conforme varios relatos na literatura (Souza-Dias, 1995; Figueira et
al., 1985; Figueira et al., 1995; Slack, 1995).

O controle do PVY ¢ dificultado em funcio da sua forma de
disseminagdo, que € realizada por vetores, principalmente o pulgio verde (Myzus
persicae), de forma nio persistente. O vetor pode adquirir o virus apés curto
periodo e reté-lo por cerca de uma hora apés o final da alimenta¢do. Porém,
alguns afideos podem reter o virus por até 24 horas (De Bokx & Huttinga, 1981).

As medidas de controle para as doengas viréticas sio basicamente de
carater preventivo, sendo a resisténcia genética o modo mais eficaz, uma vez que
ja vem incluida como carater da prépria cultivar, além de suplantar o controle
quimico dos insetos vetores, que tem sido pouco efetivo. A resisténcia ao PVY ¢
controlada pelo alelo Ry (Mufioz et al., 1975), que confere imunidade (ou
resisténcia extrema) ja na forma simplex (Ryryryry) (Swiezynski, 1994). Uma
das estratégias de melhoramento visando a resisténcia as viroses € o aumento da
freqiiéncia dos alelos de resisténcia, pois ele permite a obtengio de genitores
duplex (RyRyryry) que podem gerar mais de 80% de clones imunes ao PVY,
facilitando os trabalhos de melhoramento (Pinto, 2003). E possivel,



posteriormente, a selecdo de clones triplex (RyRyRyry) ou mesmo quadriplex
(RyRyRyRy) que produzem descendéncias completamente resistentes ao PVY.

O presente trabalho foi realizado com os objetivos de identificar clones
de batata imunes ao PVY, por meio da enxertia sobre plantas de fumo
infectadas; identificar clones de batata com constituigdo genética duplex para o
alelo Ry por meio de PCR e avaliar caracteristicas agronomicas dos clones

imunes ao PVY.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Principais doencas viréticas

A batata ¢é propagada vegetativamente para fins comerciais e destaca-se
por ser uma das plantas mais afetadas por viroses, sendo a batata-semente um
eficiente meio de disseminagio. Segundo Hooker (1981), mais de 24 viroses
atacam a cultura da batata, entretanto, nem todas apresentam a mesma
importincia econdmica  (Salazar, 1982). No Brasil, as principais viroses sio: 0
virus do enrolamento das folhas da batata (Potato leafroll virus - PLRV), o virus
Y da batata (Potato virus Y - PVY), o virus X da batata (Potato virus X - PVX) e
o virus S da batata (Potato virus S - PVS) (Pinto, 2003). A maior ou menor
queda da produtividade dependem da cultivar, da estirpe do virus ¢ das
condigdes edafoclimaticas da area de cultivo (Mizubuti, 1981), porém, a redugio
pode chegar até 80% pela agdo do PLRV, 50% com o PVY, 10% com o PVX e
10% a 15% para o PVS (Figueira, 1999).

O PVY pertence ao género Potyvirus, apresenta-se em forma alongada,
flexivel, com 730nm de comprimento por 11 nm de didmetro, contendo RNA de
fita simples, do tipo infeccioso (De Bokx, 1981; De Bokx & Huttinga, 1981).
Este virus pode ser facilmente transmitido por métodos mecdnicos, por enxertia
e por muitas espécies de afideos vetores, de forma nio persistente; entretanto, 0
Mpyzus persicae tem sido considerado o0 mais importante (De Bokx, 1981). Neste
tipo de transmissdio, o virus é associado ao estilete, n3o ocorrendo replicagdo
viral no vetor. A aquisicio das particulas virais ocorre logo apés alguns
segundos de alimentagdo nos tecidos da epiderme da planta. Imediatamente apés
a aquisi¢do, os afideos estiio aptos a transmitir o virus (Tamanda & Hamrison,
1981; De Bokx, 1987). O PVY infecta muitas outras espécies cultivadas de
grande importincia econdmica, especialmente da familia Solanaceae, como o



tomate (Lycopersicum sculentum Mill), o pimentdo (Capsicum annum L.) € o
fumo (Nicotiana tabacum L.) (Hooker, 1981; Mizubuti, 1981; De Bokx, 1987).

2.2 Sintomatologia e tipos de resisténcia

Os virus penetram nos organismos vegetais modificando seu
crescimento e desenvolvimento. Como conseqiiéncia dessa infec¢3o, as plantas
geralmente apresentam trés tipos de sintomas: os morfoldgicos ou extenos, os
fisiologicos e os histologicos ou internos. Normalmente, o reconbecimento da
doenca no campo é feito com base nos sintomas morfolégicos.

Os sintomas morfologicos mais comuns s3o o amarelecimento ou
clorose, morte dos tecidos € mudangas na forma de crescimento das plantas. Os
sintomas fisiolégicos caracterizam-se por uma redugéo da translocagdo, inibigdo
da fotossintese e aumento da respiragdo. Os sintomas histologicos observados
sd0 0 aumento ou diminui¢do no numero e tamanho das células, que podem
ainda morrer ou mostrar diversos tipos de alteragies em suas organelas, como,
por exemplo, modificagdes observadas nas mitocondrias (Jensen & D’Arcy,
1995).

Os sintomas provocados por PVY dependem do gendtipo e da idade do
hospedeiro, da estirpe do virus e dos fatores ambientais, como a temperatura.
Eles podem variar desde infec¢do latente até a necrose pronunciada das folhas ¢
morte das plantas (De Bokx & Piron, 1977; Hooker, 1981; Le Romancer &
Nedellec, 1997). Sdo conhecidos pelo menos trés grupos de estirpes bem
distintas do PVY que infectam a cultura da batata: PVY®, PVY" e PVY®
(Beemster & De Bokx, 1987; Banttari et al., 1993). Em condi¢Ges de campo, ndo
se pode diferencia-las sem o auxilio de técnicas laboratoriais, como o método
sorologico DAS-ELISA ou o uso de plantas indicadoras apropriadas.

A estipe PVY® encontra-se disseminada no mundo todo, sendo
predominante na América do Norte (Banttari et al., 1993). Quando ocorre,



provoca necrose em forma de riscas nas nervuras secundarias (face inferior do
foliolo), com formato de anéis necréticos de cor marrom-escuro na parte apical
da planta (Souza-Dias. 2001). A PVY" (estirpe necrética) ¢ caracterizada por
induzir necroses nas nervuras em plantas de fumo (Nicotiana tabacum). Sua
ocorréncia é mais comum na Europa, Russia, partes da Africa e América do Sul
(De Bokx, 1981). No Brasil, foi detectada em lotes de batata-semente oriundos
da Argentina (Souza-Dias et al., 1992).

Diferente das outras estirpes, a PVY™ ndo pode ser transmitida pelo
pulgdo Myzus persicae. Na Australia ¢ em algumas regides da Europa (De Bokx,
1981), Equador (Fernandez-Northcote, 1990), América do Norte (Ellis et al.,
1997), Africa do Sul e Nova Zelandia (Jefries, 1998), esta estirpe ocorre com
maior freqiiéncia. No Brasil, esta virose ainda nio foi encontrada em plantagdes
comerciais (Daniels, 2000).

Estudos sobre a ocorréncia e epidemiologia do PVY tém revelado que
ele pode provocar a degenerescéncia da batata-semente, fator antes atribuido
apenas ao PLRV. Figueira & Pinto (1995) encontraram, em campos de batata-
semente estabelecido com a cultivar Achat no estado de Minas Gerais, a
ocorréncia de uma nova estirpe do PVY®, com um comportamento bem
diferente das detectadas anteriormente na regido, sendo facilmente disseminada,
pedendo chegar a uma incidéncia de até 50% na segunda geragdo e cerca de
80% a 90% na terceira geragdo. Assim, a prevengdo por meio do uso de
cultivares resistentes representa a mais eficiente medida de controle para esta
virose.

Existem varios tipos de resisténcia as viroses para a batata. Sio eles:
resisténcia a infeccdo ou de campo, resisténcia associada i tolerdncia ¢
intolerdncia, a hipersensibilidade, a resisténcia extrema ou imunidade e¢ a

tolerancia aos vetores.



Salazar (1982) caracterizou a resisténcia & infecgdo ou resisténcia de
campo com sendo a capacidade daquelas plantas que ndo sio facilmente
infectadas em condigdes de cultivo. Este tipo de resisténcia é controlado por
genes menores (poligenes) e exigem que ambos os pais possuam, pelo menos,
um nivel intermediario de resisténcia. Desse modo, um genitor com baixa
resisténcia diminui consideravelmente o nivel de resisténcia da progénie (Ross,
1986).

As plantas tolerantes sdo aquelas que permitem a multiplicagdo dos virus
em seus tecidos, mas ndo apresentam sintomas severos €, conseqgiientemente,
nio mostram perdas significativas. A resisténcia devido a intolerdncia
caracteriza-se pela necrose em grande parte da planta, quando esta € infectada no
campo (Hooker, 1981).

Conforme salienta Ross (1986), as resisténcias associadas a
hipersensibilidade e & resisténcia extrema ou imunidade podem ser diferenciadas
pela enxertia de batata em uma planta previamente infectada pelo virus. Se o
virus ndo se translocar do porta-enxerto infectado para as partes da planta
enxertada, confirma-se a resisténcia. No enxerto, a ocorréncia de mecrose na
parte aérea ¢é controlado pelos genes Na, Ns, Ny, e N, correspondente aos virus
A, S, e Y da batata e ao PLRYV, respectivamente. Este tipo de reagdo provoca a
morte rdpida da célula hospedeira infectada, restringindo a translocacdo da
particula viral na planta, conferindo-the protegio absoluta (Hooker, 1981).

No caso da resisténcia extrema ou imunidade, os sintomas ndo sdo
aparentes nas plantas quando os alelos Rx e Ry (Virus X e Y) estio presentes.
Por outro lado, podem ocorrer necroses nas margens das folhas inferiores em
plantas com o alelo Ry (Ross, 1986). Portanto, a planta é imune quando o virus
niio consegue se replicar na célula da planta hospedeira, nem mesmo quando s¢
faz a enxertia de uma planta imune sobre uma planta infectada. Uma das grandes
vantagens deste tipo de resisténcia é que no ha alterago da protegdo imune por



acdo de fatores climaticos, como normalmente se observam nos outros tipos de
resisténcia (Salazar, 1982).

A tolerdncia aos vetores caracteriza-se pela presenca de estruturas
morfolégicas nas plantas, como tricomas glandulares que evitam a atividade e o
desenvolvimento do vetor (CIP, 1990).

2.3 Porcentagem de danos e taxa de contaminagio de cultivares

Plantas de batata infectadas com o PVY podem sofrer perdas que variam
de 10% a 80%, dependendo da cultivar de batata, da época em que esta foi
infectada € da estirpe do virus (De Bokx & Huttinga, 1981; De Bokx & Bus,
1996). Lima & Hamerschmidt (1982) observaram que a incidéncia de 0,5% de
PVY e de 7,4% de PLRV + PVY nas sementes foi capaz de provocar 16,7% ¢
51,1%, respectivamente, de redu¢io na produgdo total de tubérculos da cv.
Delta. Camara et al. (1986b) observaram que houve reducio média de 42,7% na
produgio de quatro cultivares de batata com 80,3% de PLRV e 49,6% de PVY
em relagdo as sementes basicas com 2,1% de PLRV e 6,5% de PVY. Marton et
al. (1993) encontraram redugio de 67,1% na produgdo de tubérculos da cv.
Achat ¢ de 57,92% na cv. Baronesa, quando estas eram provenientes de
sementes com 100% de infecgdo. Figueira et al. (1996), estudando um novo
isolado da estirpe necrética do PVY observaram que as plantas da cv. Achat,
provenientes de sementes 100% infectadas, apresentaram diminuigdo de 23% no
niimero e de 45% no peso dos tubérculos produzidos em relagdo as plantas
sadias.

Quando o PVY ¢ introduzido no campo via batata-semente contaminada,
ele estard presente na lavoura desde os primeiros dias do ciclo da planta,
causando perdas bem maiores. Além disso, havera maior potencial de inéculo no
campo, para ser disseminado pelos vetores, durante todo o ciclo da cultura. Em

paises como o Brasil, em que a populagfo de insetos vetores ¢ alta praticamente



durante todo o ano, a disseminagio de viroses € bastante intensa. Andrade &
Figueira (1991), estudando a degenerescéncia das cultivares Achat, Baraka,
Baronesa, Bintje, Granola ¢ Monalisa, ¢ partindo de sementes basicas
importadas, verificaram que a incidéncia variou de 13,5% a 27,4% na primeira
geragiio até 45,1% a 83,9% na terceira geragio no campo, mostrando como €
rapida a degenerescéncia da batata nas condi¢Ges brasileiras. Camara et al.
(1986a) observaram que cultivares suscetiveis, como a Bintje, apresentam 54% ¢
100% de incidéncia de PVY na quarta € na nona geragdo, respectivamente,
quando multiplicadas no estado de Goias. Barker (1994) observou também que
sementes de batata cv. Record com 6,2% de incidéncia de PVY apresentaram
70% de incidéncia nos tubérculos produzidos, ao passo que sementes sem virus
apresentaram uma incidéncia final de 56%. Considerando-se essa facilidade de
disseminagdo, aliada as perdas que o PVY pode provocar nas plantas infectadas,
¢ de fundamental importincia que as sementes a serem propagadas tenham a

menor incidéncia de virus possivel (Weidemann, 1988).

2.4 Melhoramento visando resisténcia ao virus Y da batata

A espécie Solanum tuberosum ssp. tuberosum é um autotetrapléide
(Hawkes, 1978 e Gottschalk, 1984), o faz com que a heranga seja tetrassomica e
apresente segregacio bem discrepante da heranga dissomica, normalmente
apresentado pelas espécies diploides. Nos autotetrapléides, cada alelo esta
presente quatro vezes, podendo apresentar, para cada loco génico, cinco
constituicdes genéticas diferentes em fungio do numero de alelos dominantes,
sendo: AAAA — quadriplex; A4AAa - triplex; AAaa — duplex; Aaaa - simplex ¢
aaaa - nuliplex. Dessa forma, a condi¢do tetrassomica da batata cultivada ¢
responsavel pelo surgimento de um grande nimero de possiveis combinagGes
genéticas, podendo gerar diversas proporgdes de descendentes com resisténcia
ou suscetibilidade as viroses (Pinto, 1999).



As reacGes de resisténcia (hipersensibilidade e imunidade) sdo
controladas por alelos maiores que atuam de forma nio especifica para as ragas
e, até 0 momento, ndo se observou quebra de resisténcia pelos diferentes virus
(Ross, 1986). Esse tipo de resisténcia ocorre, por exemplo, para 0 PVX e PVY.
A reagiio ao PVY ¢é controlada pelo alelo Ry, originario da subespécie andigena
(Ryaq) (Muiioz et al., 1975) e que confere um tipo de resisténcia extrema
(também denominada de imunidade) que proporciona uma resisténcia completa
(Swiezynski, 1994) ja na forma simplex (Ryryryry). Assim, o melhoramento
para a resisténcia ao PVY ¢ facilitado pelo fato do controle ser monogénico,
altamente herdavel e duravel (Mendoza, 1994).

O cruzamento entre um genitor imune simplex (Ryryryry) € um
suscetivel nuliplex (ryryryry) produz 50% de clones imunes. Porém, se o genitor
¢ duplex (RyRyryry), essa proporgio é superior a 80%, facilitando a obtengdo de
clones imunes.

Um problema grave para identificar plantas infectadas por PVY tem sido
a dificuldade em reconhecer a infecgio em algumas cultivares quando as estirpes
fracas PVY® e PVY® tornam-se predominantes. Por outro lado. quando o virus ¢
inoculado em plantas de fumo (Nicotiana tabacum), podem ocorrer sintomas
fortes que caracterizam a presenga do virus (Mendoza, 1994).

Outro problema que ocorre ¢ a confiabilidade do teste utilizado para a
verificagdo da reacdo das plantas ao virus, por meio do método sorolégico DAS-
ELISA (Double antibody sandwich — Enzime linked immumosorbent assay). Por
ser uma reacdo bastante sensivel, ela pode detectar quantidades pequenas de
virus, como lng (Figueira et al, 1997), além de ser rapida ¢ poder ser
empregada para um grande nimero de amostras ao mesmo tempo. O grande
inconveniente da técnica é que muitas vezes ocorre escape do virus, devido a
uma inoculacio mal feita ou até mesmo devido a fatores climaticos, ndo sendo
possivel detectar a sua presenga, podendo-se, portanto, chegar a conclusdes




3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os ensaios foram conduzidos na area experimental e no Laboratério de
Genética Molecular do Departamento de Biologia e no Centro de Indexagio de
Virus de Minas Gerais do Departamento de Fitopatologia, ambos da
Universidade Federal de Lavras.

3.2 Material experimental

Foram avaliados aproximadamente duzentos clones de batata
(designados de OAS e JUG) obtidos no programa de melhoramento genético da
UFLA ¢ previamente selecionados para imunidade aos virus X e Y pelo método
DAS-ELISA (Silva, 1999; Gadum, 2001). Os clones JUG ¢ OAS foram obtidos
por meio de cruzamentos biparentais, realizados na UFLA, a partir de clones
imunes aos virus X e Y na condicdo simplex, introduzidos do Centro
Internacional de la Papa (CIP), Peru. As genealogias dos clones XY,
empregados como genitores para a obtengdo das oito familias OAS e para as seis
familias JUG, estdo apresentadas na Tabela 1.

3.3 Avaliagiio da reagfio dos clones ao PVY por meio da enxertia em plantas
de fumo infectado

Foram avaliados, por enxertia, 68 clones OAS ¢ 6 clones JUG em
condi¢Ges de casa de vegetagio. As enxertias foram realizadas em duas etapas.
Na primeira etapa, foram avaliados 46 clones OAS no Departamento de Biologia
da UFLA, no periodo de setembro € outubro de 2001 e, na segunda etapa, foram
avaliados mais 22 clones OAS e 6 clones JUG no Departamento de
Fitopatologia da UFLA, no periodo de margo a abril de 2004. Foram utilizadas
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aproximadamente 150 plantas de fumo cv. Turkish NN (TNN) para servirem
como porta-enxerto. Como testemunha foi utilizada a cultivar Monalisa
(suscetivel), livre do virus Y, enxertada em fumo infectado previamente por
inoculagio mecdnica. Foi realizada também a enxertia da cultivar Monalisa
sobre o fumo ndo infectado.

TABELA 1. Genealogia dos clones imunes ao virus X e Y, identificados por

Silva (1999) e Gadum (2001i;.
Familias Clones genitores Pedigree dos clones genitores
0AS 1 XY9 x XY13 (Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x
375049)
OAS 2 XY2 x XY4 (Bzura x LT-7) x (LT-8 x C83.119)
OAS 3 XY9 x XY10 (Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x I-
1039)
(LT-8 x 575049) x (Atlantic x
0AS 4 XY3 x XY9 Y84.007)
OAS S5 XY2 x XY13 (Bzura x LT-7) x (LT-8 x 575049)
OAS 6 XY11 x XY10 (Y84.007 x Atlantic) x (LT-8 x I-
1039)
OAS 7 XY2 x XY3 (Bzura x LT-7) x (LT-8 x 575049)
(Y84.007 x Atlantic) x (LT-8 x
OAS 8 XY11 xXY3 575049)
(LT-8 x C83.119) x (Atlantic x
JUG1 XY7 x XY9 Y84.007)
(Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x
JUG 2 XY9x XY13 575.049)
(LT-8 x AVRDC128719) x (Atlantic
JUG 3 XY17 x XY9 X Y84.007)
(LT-8 x 575.049) x (Atlantic x
JUG 4 XY5 x XY9 Y84.007)
(Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x
JUGS XY9x XY19 C83.551)

C83.119)
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O in6culo foi obtido por maceragdo de folhas de plantas infectadas com
o virus Y (estipe PVY“-Br), proveniente da colegio do Departamento de
Fitopatologia da UFLA e estabelecido na planta indicadora Nicotiana tabacum,
cv. TNN. Esse macerado de folhas infectadas foi misturado com solugdo tampio
fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo sulfito de sodio na mesma molaridade, na
propor¢io de 1g de folha/5ml de solugdo.

A inoculagdo mecanica das plantas de fumo foi feita cerca de cinco a
dez dias apds o transplantio, por friccdo do extrato obtido nas folhas
previamente pulverizado com carborundum (400 mesh). Em seguida, as plantas
foram lavadas em agua corrente e mantidas em casa de vegetagdo durante toda a
condugdo do experimento.

As plantas foram observadas até o aparecimento dos sintomas tipicos da
virose (mosaico) quando se procedeu a enxertia. Os clones e a testemunha foram
cortados na base ¢ enxertados por garfagem no topo das plantas de fumo
infectadas, amarrando-os com um fitilho plastico. As plantas foram etiquetadas
individualmente e mantidas em casa de vegetagdo até a avaliagdo final do
experimento. Apos o pegamento, em torno de 15 a 20 dias, avaliou-se a reagdo
dos clones ao PVY pelo método sorologico DAS-ELISA.

3.4 Determinaciio da constituicio genética dos clones

Foram obtidas sementes botinicas do cruzamento teste envolvendo
aproximadamente 75 clones OAS e 5 clones JUG com a cultivar suscetivel
Chiquita (ry ry ry ry). As descendéncias destes cruzamentos foram semeadas em
bandejas de isopor, contendo substrato organo-mineral ¢ transplantadas para
vasos plasticos, aproximadamente 30 dias apds o plantio. Em torno de 20 a 30
dias apdés o transplantio, foram coletados aproximadamente 2g de folhas
jovens/planta de 30 plantas de cada cruzamento teste para a extragdo de DNA
(item 3.4.1.), a fim de realizar a analise molecular. Foi feita também a anilise
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molecular de duas testemunhas suscetiveis (cvs. Monalisa ¢ Chiquita) ¢ de dois
clones (XY9 e XY7) originados do CIP - Peru e classificados como resistentes,
por possuirem o alelo Ry e apresentar uma banda de 321pb. O par de primers
SCAR utilizado, designado de RYSC3 de acordo com Kasai et al (2000),
apresenta a seqiéncia: ATACACTCATCTAAATTTGATGG?S
e5’ AGGATATACGGCATCATTTTTCCAZJ.

A constituicio genética de cada clone foi determinada por meio da
proporgio de plantas descendentes que apresentaram a banda (resistentes) ou
nio (suscetiveis).

3.4.1 Extracdo de DNA

Para a extracio de DNA, utilizou-se o procedimento de Rogers &
Bendich (1988). As folbas foram maceradas com areia esterilizada, juntamente
com 10ml de tampio de extracio pré-aquecido a 65°C (0,2g de brometo de
cetiltrimetil-amdnio (CTAB), 1ml de Tris 1M, 0,4ml de EDTA 0,5M, 0,82g de
NaCl, 0,1g de polivilpirrolidona 40.000, 8,6ml de dgua pura ¢ 40l de 2-B-
mercaptoetanol. Em seguida, 0 macerado foi mantido em banho-maria a 65°C
por 30-40 minutos, agitando-se 3 a 4 vezes. Em seguida, foram adicionados
10ml da solucdo 24 cloroférmio:1 alcool isoamil ¢ o material foi centrifugado
durante 10 minutos na velocidade de 5.000 rpm. O sobrenadante foi coletado ¢
misturado com 30ml da solugio 6 alcool 95°1 acetato de amdnio 7,5M e
mantido no freezer por cerca de uma noite. Em seguida, foi coletado o DNA e
foram adicionados de 200-300pl da solugdo Tris ImM e EDTA 0,1mM, pH 8,0
(TE). Apés o DNA ter se dissolvido, foi feita uma segunda extragio com
cloroformio/alcool isoamil. O sobrenadante foi coletado, adicionado o triplo do
seu volume com a solugio 20 alcool 95°:1 acetato de Sédio 3M e mantido no
freezer por, pelo menos, uma hora ou até ocorrer a precipitagio do DNA. A
solucido de alcool-acetato foi eliminada e o DNA dissolvido em 200-300ul de
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¢) nota de aparéncia dos tubérculos, levando em consideragdo o formato, a cor
da pelicula, a cor da polpa, a profundidade de olhos ou gemas ¢ a ocorréncia
de defeitos. As notas variaram de 1 a 5 (1 - muito ruim e 5 - muito bom) ¢
foram tomadas por dois avaliadores.

Os clones foram classificados pelo indice da soma de postos de
Mulamba & Mock (1978), considerando a produgdo de tubérculos por planta, a
porcentagem de tubérculos graidos, o peso médio de tubérculos graiidos, o peso
especifico de tubérculos € a nota de aparéncia dos tubérculos.

3.6 Anilises estatisticas
Foram realizadas anilises de variincia e testes de médias de Scott-Knott.
A herdabilidade no sentido amplo para cada caracteristica foi estimada
por meio da seguinte expressao:
oG

ol +c}

W, = x100

em que:
G2 : é a variincia genética
o; : é a variincia ambiental.
Os coeficientes de variacdo genético, ambiental e o indice b (relagdo
CVy/CV,) para as caracteristicas avaliadas foram estimados a partir das

seguintes expressoes:

2
Cv, (%)=3°% X 100
u

CV; (%)= " X 100
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A

b

em que:
CVg: € o coeficiente de variagdo genético em porcentagem;
CVE: € o coeficiente de variagfio ambiental;
u: ¢ a média geral do ensaio.

Para testar a constituigdo genética dos clones, foi empregado o teste de
+* de acordo com as hipoteses:

Ho: segregacdo de 1 planta resistente : 1 planta suscetivel (constituigido
simplex);

H;: segregagio de 5 plantas resistentes : 1 planta suscetivel (constituigdo

duplex).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reagiio dos clones ao PVY

Foram encontrados 62 clones imunes ao PVY nos testes de enxertia.
Estes clones possuem maior adaptagiio as condigdes ambientais da regido Sul de
Minas Gerais que os clones originalmente introduzidos do CIP (Silva, 1999).
Segundo Ross (1986) quando uma cultivar possui a forma de resisténcia extrema
(imunidade) o virus ndo consegue se replicar na célula da planta nem mesmo
apos a enxertia de uma planta imune em uma planta infectada. Portanto, o teste
de imunidade através da enxertia (Figura 1), possibilitou a obtengdo de
resultados importantes, pois esses clones em experimentos anteriores tinham
sido avaliados como resistentes ao PVX e PVY em duas inoculagdes
consccutivas realizadas por Silva et al. (1999). Isto possibilita a sua pronta
utilizagdo como melhores genitores no programa de melhoramento genético uma
vez que, além de serem mais produtivos, possuem ainda melhores caracteristicas

de qualidade de tubérculos, como o teor de matéria seca mais clevado.

FIGURA 1. Planta de fumo (A) infectada com o PVY ¢ enxertada com clone
imune (B) de batata.
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4.2 Genotipagem dos Clones com o marcador SCAR

O teste de enxertia foi eficiente para identificar os clones imunes (Figura
1), porém, o emprego do marcador SCAR facilitou sobremaneira esta
identificagdo. A avaliagio das plantas do cruzamento teste com o marcador
SCAR permite a identificagiio do alelo Ry, podendo-se fazer inferéncias sobre a
constituigio genética do clone parental. O marcador pode ser empregado em
plantas jovens (com poucos dias de germinagdo ou emergéncia), agilizando o
processo de selegio dos clones imunes. Além disso, ndo requer preparo de
inoculo, plantio de plantas de fumo ¢ mesmo a enxertia. A detecgdo da banda
que identifica o clone imune ¢ facil de ser feita (Figuras 2 a 4) ndo deixando
margem a diividas quanto & presen¢a do alelo Ry, que confere a imunidade.
Entretanto, notou-se que algumas progénies apresentaram numero inferior de
plantas com a respectiva banda. Por exemplo, clones simplex em cruzamentos
teste com a cultivar Chiquita, deveriam apresentar aproximadamente 50% de
plantas imunes (com a banda) e 50% de plantas suscetiveis (sem a banda)
(Figura 4), mas apresentaram testes de %’ significativos para a segregagdo 1:1.
devido ao excesso de plantas sem a banda (Tabela 2). Estes resultados podem ser
interpretados como possiveis falhas na reagdo de PCR, que impediram o
desenvolvimento das bandas, conferindo menor namero de plantas nessa classe.
A maioria dos clones avaliados para a presenga ou auséncia de bandas,
apresentou constitui¢io genética simplex (Ryryryry), semelhante aos clones
originais (Tabela 1). Contudo, foram identificados dois clones (OAS 3.30eJUG
2.20) com constituigiio duplex (RyRyryry) e que poderdo ser empregados para
gerar progénies com aproximadamente 80% de descendentes imunes ao PVY
(Tabela 2 ¢ Figuras 2 ¢ 3). Vale ressaltar, que a identificagio de clones duplex ¢
seu intercruzamento possibilitariam a obtencdo de clones triplex (RyRyRyry) €
quadriplex (RyRyRyRy). Este resultado ¢ animador sob o ponto de vista do
melhoramento porque permitira, a partir de agora, obter grandes populagdes de
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clones imunes ¢ que deverdo passar por avaliagdes apenas para caractercs
agronomicos. Os clones cujos cruzamentos testes apresentaram alta proporgio
de plantas imunes (com bandas) certamente sdo duplex, pois em nenhum caso
foi observada a presenga de bandas em clones suscetiveis. Desse modo, nio
poderia ocorrer proporgdes tdo elevadas de plantas com a banda caso a
constitui¢do genética fosse diferente da duplex.

E conveniente ter em mente que as constituicdes genéticas dos clones
quanto ao loco Ry s6 podem ser eficientemente descobertas pelo cruzamento
teste com material suscetivel (ry ry ry ry). Nesse contexto, o marcador SCAR
mais uma vez se mostra superior ao teste de enxertia, ja4 que sd3o necessarios
cerca de 30 descendentes de cada clone para se ter nivel de confianga superior a

95% de probabilidade sobre a sua constitui¢do genética. No caso de se empregar

o teste de enxertia esta avaliagdo seria mais trabalhosa, morosa ¢ cara.

FIGURA 2. Presenca ou auséncia de bandas identificadas pelo par de primers
RYSC3 em 30 plantas (1 a 30) da descendéncia do cruzamento
teste do clone OAS 3-30 e das testemunhas resistentes R1 (XY9) e
R2 (XY7) e suscetiveis S1 (Chiquita) e S2 (Monalisa), M ¢
marcador de tamanho de banda 100 pb. Note a propor¢do de 24
plantas com presenca da banda (imunes) e de 6 plantas sem a banda
(suscetiveis). UFLA, 2003.
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Presenca ou auséncia de bandas identificadas pelo par de primers
RYSC3 em 30 plantas (1 a 30) da descendéncia do cruzamento
teste do clone JUG 2-20 e das testemunhas resistentes R1 (XY9) ¢
R2 (XY7) e suscetiveis S1 (Chiquita) e S2 (Monalisa), M ¢
marcador de tamanho de banda 100 pb. Note a proporgdo de 26
plantas com presenc¢a da banda (imunes) ¢ de 4 plantas sem a
banda (suscetiveis).UFLA, 2003.

FIGURA 4.

Presenca ou auséncia de bandas identificadas pelo par de primers
RYSC3 em 30 plantas (1 a 30) da descendéncia do cruzamento
teste do clone OAS 2-65 e das testemunhas resistentes R1 (XY9) ¢
R2 (XY7) e suscetiveis S1 (Chiquita) e S2 (Monalisa), M ¢
marcador de tamanho de banda 100 pb. Note a propor¢do de 16
plantas com presenga da banda (imunes) ¢ de 14 plantas sem a
banda (suscetiveis).UFLA, 2003.
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TABELA 2. Numero de plantas avaliadas e presenga ou auséncia da banda de
521 pb do marcador SCAR ¢ valores de x° para a constituigio
genética simplex (segregacdo 1:1) ou duplex (segregagdo 5:1)
admitindo segregacdo cromossomica, em clones obtidos do
cruzamento teste (Clones x cv. Chiquita). UFLA. Lavras - MG,

2003.
Clones Numero  Presenca de banda Constitui¢io Genética
de Plantas com banda sem banda Simplex 1:1 Duplex 5:1
0AS 2.111 30 2 28 22,53 126,96
OAS 2.65 30 16 14 0,13ns! 19,44
OAS 2,88 30 0 30 30,00 150,00
OAS 1,21 30 13 17 0,53 ns 34,56
OAS 1,66 30 15 15 0,00 ns 24,00
OAS 3,30 30 24 6 10,80 0,24 ns
OAS 348 30 5 25 13,33 96,00
JUG 2,20 30 26 4 16,13 0,24 ns
OAS 3,34 20 6 14 3,20 ns 40,96
OAS 1,91 20 3 17 9,80 67,24
OAS 3,27 20 5 15 5,00 49,00
OAS 2,22 20 5 15 5,00 49,00
OAS 3,45 20 3 17 9,80 67,24
OAS 2,74 20 4 16 7,20 57,76
OAS 1,28 20 2 18 12,80 77.44
0AS 4.40 20 2 18 12,80 77,44
OAS 1,56 20 4 16 7,20 57,76
OAS 6,75 20 6 14 3,20 ns 40,96
OAS 1,120 20 4 16 7,20 57,76
OAS 1,41 20 3 17 9,80 67,24
OAS 6,34 20 3 17 9,80 67,24
OAS 1,102 20 3 17 9,80 67,24

Y Nso significativo pelo teste de x>
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4.3 Avaliacio dos clones OAS e JUG em condi¢des de campo

Em todas as caracteristicas estudadas nos experimentos, os clones
apresentaram diferengas significativas no nivel de 1 ¢ 5% de probabilidade
(Tabela 4), evidenciando a existéncia de variabilidade entre os materiais
genéticos estudados.

Quanto as médias encontradas para cada caracteristica, estas foram de
541,2 g/planta para produgio de tubérculos, 67,3% para a porcentagem de
tubérculos gratdos, 120,7g para o peso médio de tubérculos graudos e de 1,0822
para o peso especifico de tubérculos. Com exce¢io do peso especifico de
tubérculos essas médias sdo consideradas relativamente baixas, ¢ podem ser
atribuidas pela alta taxa de infestagfio dos tubérculos-semente pelo virus do
enrolamento das folhas da batata (PLRY).

O desempenho agrondmico dos clones imunes pode ser avaliado pelos
resultados apresentados na Tabela 3. De modo geral, os clones foram
semelhantes a cultivar testemunha, Monalisa, para a produtividade de
tubérculos, porcentagem de tubérculos graidos e peso médio de tubérculos
grandos. No entanto, muitos clones apresentaram peso especifico de tubérculos
superior a testemunha, ressaltando a sua melhor qualidade para a fritura. E
importante mencionar que a cv. Monalisa nfo possui qualidades adequadas para
a fritura, ao passo que varios clones apresentaram qualidades que poderiam lhes
assegurar a utilizagdo na industria, que requer peso especifico superior a 1,080
(Gould, 1980).

Os coeficientes de variagio ambiental foram de magnitudes diferentes
para cada carater (Tabela 4) e ficaram entre 0,53%, obtidos para o peso
especifico de tubérculos, € 26,62% para a producio de tubérculos por planta. De
acordo com Vermeer (1990), estimativas de coeficientes de variagfio ambiental
acima de 30% sio comuns na cultura da batata, principalmente para as
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caracteristicas ligadas a produgdo, como € o caso da produgdo de tubérculos por
planta.

TABELA 3. Médias dos clones experimentais € da testemunha Monalisa para a
produgdo de tubérculos por planta (g), % de tubérculos graudos,
peso médio de tubérculos graudos (g), peso especifico de
tubérculos, aparéncia de tubérculos ¢ indice de Mulamba e Mock,
avaliados em cinco ensaios nas safras de inverno de 2001, 2002 ¢
2003 em Lavras - MG.

Peso
Produgdo .
oo o AT WD P, Mimteo
anta N
grando
OAS 2-74 697 AY 83a 152a 1,0899a 3a 99 a
QAS 6-19 703 a 71 a 113b 1,0940a 2b 100 a
OAS 4-67 644 a 80a 128a 1,0880a 20 107 a
OAS 2-34 609 a 84 a 1352 1,0838a 2b 108 a
0OAS 242 607 a 71a 139a 1,0865a 2b 113 a
OAS 2-103 554 a 80a 135a 1,0857a 3a 117 a
OAS 6-34 676 a 81a 129a 1,0797b 2b 125a
OAS 2-35 570 a 80a 121a 11,0833 a 2b 130 a
OAS 2-88 594 a 66 a 114b 1,0870a 2b 133a
JUG 1-03 561 a 68 a 130a 10841a 20 137 a
JUG 1-09 579a 73 a 131a 1,0801b 3a 138 a
OAS 345 463 b 8la 131a 108100 2b 1440b
OAS 7-11 470 79a 131a 1,0804Db 2b 144 b
OAS 3-54 665 a 77 a 1242 1,0782b 2b 147 b
OAS 1-02 552 a 61b 117b 1,0875a 3a 148b
OAS 1-28 588 a 68 a 122a 1,0792b 3a 1510
OAS 1-64 554 a 77 a 112b 1,0803 b 2b 151b
OAS 3-37 608 a 72a 1222 1,0827a 3a 151b
OAS 2-83 450 b 61b 137a 1,0833a 2b 152b
JUG 105 651 a 77 a 117b 1,0761 b 2b 153 b
OAS 1-21 626 a 66 a 112b 1,0803b 2b 154b
OAS 2-22 531b 56b 127a 1,0820b 2b 154
OAS 2-108 572 a 640 125a 11,0791 b 2b 1570
OAS 2-116 4580 66 a 117b 1,0831a 2b 1570
OAS 3-30 593 a 76 a 134a 1,0710b 2b 159b
JUG 1-14 516 b 69 a 125a 1,0799b 2b 160 b

»

“...continua...
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“TABELA 3, Cont.”

Peso
Clones Pro:;r@o % T ub médio Peso ancia Mulamba e
Planta Graido tubcr especifico Aparen Mock
__graido
OAS2-123 383Db 52b 104b 1,0888a 2b 161b
QAS 7-10 591 a 6%a 112b 1,0786b 2b 162b
OAS 1-66 520b 66a 106b 1,0804b 2b 163 b
0AS 1-61 453 b 60 b 113b 1,0840a 2b 164 b
OAS 2-30 522b 55b 116b 1,0808b 2b 165b
OAS 2-89 519b 440b o8b 1,0876a 2b 169b
OAS 4-24 3950 63b 120b 1,0836a 2b 169b
OAS 8-15 443 b 68a o8b 1,0798b 2b 170b
OAS 1-44 402b 55b 95b 1,0856a 2b 171 b
OAS 6-67 511b 560 125a 1,0784b 20 1722b
OAS 740 406 b S2b 118b 1,0834a 2b 173 b
OAS2-111  504b 61b 118b 1,0764b 2b 1790
OAS 1-15 441)b 45b 9%b 1,0850a 2b 182b
JUG 1-15 360b 59b 107b 1,0775b 3a 198 b
Monalisa 648 a 67a 143a 1,0765b 3a 143 b

IrMédiasseguidaspelamesmaletranacohmanéodifa'empelot&stede
Scott e Knott (P<0,05).

TABELA 4. Resumo da anilise de varidncia conjunta, para os caracteres de
produgéio por planta, % de tubérculos grandos, peso médio de
tubérculos gratdos, peso especifico de tubérculos, aparéncia de
tubérculos e indice de Mulamba e Mock para os clones JUG e
OAS avaliados nas safras de inverno de 2001, 2002 e 2003 em

Lavras - MG.
QoM
FV GL  Produgio/ % PMT Peso
Planta Tubérculos Graiidos  especifi “;;.a- Mulamba ¢ Mock

_® Graidos _ (g)  co(x10%)

Amo 2 T432464ns  379.977ms 322'259‘; 34,731 1,779* 5152,380ns
Clone 40 738445050 973,7a6v I8  y743ee 12600 4694,955%*
31";; 80 62259,864%% 500,352%* “’97'9‘2 098lns 0,681* 2781,24 *
Fmo_ 240 36385751 204458 910,152 0986 0478 2062,389
o %62 606 — 1584 053 2130 2036
Média 541,2 €3 1207 1082 22 149,5

_peral
* # ¢ *; significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Quanto aos pardmetros genéticos estimados, os coeficientes de
herdabilidade no sentido amplo para a selegdo com base na média dos ensaios
foram moderados (Tabela 5) e permitem ganhos com a selegiio para a maioria
dos caracteres, inclusive para o indice de Mulamba & Mock (1978) que

considera a selegdo de varios caracteres simultaneamente.

TABELA 5. Estimativas das herdabilidades ao nivel de clones (h%, %), dos
coeficientes de variagdo genéticos (CV; %) e ambiental (CV. %) ¢
varidncia genética o,” para os caracteres de produgiio por planta,
% de tubérculos gratdos, peso médio de tubérculos graidos, peso
especifico de tubérculos, aparéncia de tubérculos e indice de
Mulamba ¢ Mock para os clones experimentai avaliados nas
safras de inverno de 2001, 2002 ¢ 2003 em Lavras - MG.

" %
Produgido/ Tubércu PMT Peso

Parametros Planta los Gratdos especifi Aparén  Mulamba e

cia  Mock
®  Gmides ® co
1, 50,73 69,76 39,92 4343 62,15 56,07
CV, 11,92 129 679 026 1363 11,44
CV. 3525 2549 2499 091 3143 30,38
oy 416208 7547 67,20 0,0810° 0,09 292,51
CV/CV, 03¢ 051 027 029 043 0,38
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5 CONCLUSOES

Foram identificados clones de batata imunes ao virus Y (PVY) por meio

de enxertia em plantas de fumo infectado.

O marcador SCAR, denominado RYSC3, foi eficaz na identificagdo de

clones imunes ao virus Y (PVY).
Os clones imunes se destacaram como materiais produtivos € com
excelente peso especifico, indicando a viabilidade de serem utilizados como

genitores em programas de melhoramento de batata.

O cruzamento teste foi apropriado para a identificagio de clones com
constituigio genética duplex (RyRyryry) por meio do marcador SCAR.
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