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RESUMO

NEDER, Diogo Gongalves. Clones de batata imunes ao PVY derivados da cv.
Chiquita x clones simplex para o alelo Ry. 2005. 48 p.Dissertagao (Mestrado
em Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Geraram-se familias clonais de cruzamentos biparentais entre clones
denominados JUG, imunes aos virus X (PVX) e Y (PVY) e a cv. Chiquita, a
qual apresenta alta resisténcia a pinta preta (Alternaria solani) ¢ elevada
capacidade geral de combinagdo para esta caracteristica. O objetivo foi o de
reunir a resisténcia a estas viroses e a resisténcia a pinta preta em um mesmo
gen6tipo. As 57 familias originadas foram entdo avaliadas, quanto ao
desempenho agrondmico em campo utilizando um delineamento em blocos
casualizados com quatro repeticdes e trés testemunhas. Destas familias
selecionaram-se 221 clones, os quais foram avaliados em campo utilizando-se
um ldtice simples duplicado, com quatro testemunhas. Procedeu-se a extragdo de
DNA, e a avaliagdo quanto 2 resisténcia a0 PVY, utilizando marcador SCAR.
Foram identificados 149 clones resistentes ao PVY, tendo quarenta destes se
destacado por apresentar boas caracteristicas agronémicas e razodvel
percentagem de matéria seca. O marcador SCAR mostrou ser uma ferramenta
eficaz e de facil uso na identificac@o de clones imunes, dispensando a inoculagio
de plantas com o virus.

* Orientador: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA.



ABSTRACT

NEDER, Diogo Gongalves. Potato clones immune to PVY from crosses
between cv. Chiquita and clones simplex for the Ry allele. Lavras: UFLA,
2004. p. (Master’s Dissertation on Plant Genetics and breedmg)

Clonal families were obtained from biparental crosses between cv
Chiquita and clones (named JUG) immune to PVX and PVY. Cultivar Chiquita
presents high levels of resistance to early blight (Alternaria solani) and has good
general combining ability for this trait. The objective was to generate clones
with resistance to the fungus and the viruses diseases. All fifty-seven families
were evaluated for agronomic performance in the field in a randomized
complete block design with four replications and three control cultivars. From
these families 221 clones were selected and evaluated further in a doubled
single-lattice design along with four control cultivars. DNA was extracted from
all clones and SCAR marker evaluation was carried out for the Ry allele which
confers resistance to PVY. One hundred fourty-nine PVY resistant clones were
identified from which 40 were selected due to their good agronomic
performance and reasonable tuber dry matter content. The SCAR marker was
efficient to identify the PVY resistant clones, eliminating the mechanical
inoculation with PVY.

* Adviser Professor: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA.

ii



1 INTRODUCAO

Muitas doengas podem afetar a cultura da batata tanto de origem bidtica
como abidtica. Sio conhecidas cerca de 70 doengas bidticas e, dentre estas, pelo
menos 25 sio causadas por virus e 1 por viréide (Figueira, 1999). Dentre as
viroses mais importantes, destacam-se¢ 0 PLRV (Potato leafroll virus - PLRV)
causador de até 80% de perdas de produtividade, o PVY (Potato virus Y - PVY)
com 50%, o PVX (Porato virus X - PVX) e o PVS (Potato virus S - PVS),
ambos com 10 ou 20% de perdas (Andrade e Filgueira,1992; Wetter, 1971; De
Bokx, 1981; Oliveira e Miranda, 1981).

As principais doencas flingicas da batateira s3o a requeima, causada por
Phytophthora infestans ¢ a pinta preta, causada por Alternaria solani. A primeira
é favorecida por um clima dmido e fresco e provoca danos na parte aérea e
apodrecimento de tubérculos, podendo destruir uma lavoura em uma ou duas
semanas. A pinta preta ocorre preferencialmente no periodo chuvoso, favorecida
por temperaturas mais elevadas, constituindo um grande risco para a

produtividade e para a qualidade de tubérculos (Juliatti, 2001).

Todos os programas de melhoramento de batata no Brasil buscam obter
cultivares resistentes s principais doengas da cultura no pais (Lopes &
Reifschneider, 1999). Uma das estratégias utilizadas é o cruzamento entre
genétipos com bons niveis de resisténcia a doengas, seguido de um screening,
procurando reunir alelos de resisténcia a mais de um tipo de patégeno, em uma
mesma variedade (Jellis, 1992). Entretanto alguns fatores interferem neste
processo, como a inferioridade em caracteristicas agrondmicas e qualitativas,
muitas vezes observadas em genétipos de alta resisténcia (Jellis, 1992), o que
ressalta a necessidade de se considerar também o desempenho agrondmico e a

qualidade para processamento da progénie na selegao de genétipos resistentes.




O Brasil detém o 19° lugar em produgdo total ¢ em drea plantada, com
3,1 milhdes de toneladas por ano em uma édrea de 150 mil hectares, com uma
produtividade média de 20,94 t/ha. Para o plantio dessas dreas, tem importado,
anualmente, em torno de 2,126 mil toneladas de batata semente, especialmente
dos paises Baixos, Chile e Canad. O estado de Minas Gerais é o maior produtor
nacional, apresentando uma produtividade média de 25,46 tha, com 989,678 mil
toneladas anuais, seguido pelos estados de Sao Paulo e Parand (Agrianual,
2005).

Atualmente, a cadeia produtiva da batata enfrenta grandes problemas,
como: queda do consumo per capita, concentragio da oferta na safra das dguas e *
limitagSes de produtividade (Agrianual, 2003). Tais problemas se devem, em
grande parte, 2 falta de cultivares nacionais adaptadas as condi¢des locais, com
boa aparéncia e qualidade culindria, ¢ que sejam produtivas ¢ resistentes as
principais pragas e doengas, que ocorrem de forma abundante nas condigoes
climdticas do Brasil. Este fato vem salientar a necessidade do desenvolvimento
de cultivares nacionais, de forma a atender um consumidor cada vez mais
exigente, bem como elevar a produtividade, reduzindo custos e aumentando a

rentabilidade do produtor nacional de batata.

2.2 Doengas virdticas da batateira

Muitas doengas podem afetar a cultura, tanto de origem bidtica como
abiética. Mais de 70 doengas bidticas tem sido relatadas dentre as quais pelo

menos 40 sio causadas por virus e uma por viréide (Figueira, 1999).

Como j4 resaltado, dentre as viroses mais importantes da cultura
destacam-se 0 PLRV , o PVY, o PVX e o PVS (Andrade e Filgueira,1992;
Wetter, 1971; De Bokx, 1981; Oliveira e Miranda, 1981).Tais virus quando em



infecgio mista podem apresentar um efeito sinérgico e induzir perdas bem
maiores (Mizubuti,1981; De Boks, 1981).

As viroses, além de reduzir a produtividade da cultura da batata,
promovem a degenerescéncia da batata-semente, com as sucessivas
multiplicagdes desta, realizadas especialmente por produtores que utilizam
semente propria. Isto ocorre devido ao actimulo de virus nos tubérculos, fazendo
com que esses originem plantas cada vez menos produtivas, podendo

inviabilizar a cultura (Cimara, Cupretino e Filgueira, 1986, Silva, 1987).

2.2.1 Virus Y da batata (PVY — Potato Virus Y)

0o PVY. membro tipo do género Potyvirus, familia Potyviridae, foi
descrito pela primeira vez na Inglaterra por Smith em 1931 (citado por De Boks
e Huttinga, 1981; Brunt et al, 1996). Causador do n;osaico.comum' da batata,
tem sido considerado um dos virus mais importantes no Brasil (Figueira, 1999).
Possui um ssRNA+ com cerca de 9,7 Kb de tamanho e é encapsulado em
particula filamentosa, flexivel, medindo em torno de 730nm de comprimento por
11nm de didmetro com um orificio central em torno de 2-3nm de didmetro (De
Boks, 1981, De Boks & Huttinga, 1981, Andrade & Figueira, 1992 e Brunt et
al., 1996).

A transmissdo do PVY ocorre por inoculagio mecénica e por afideos
vetores, de forma nio-persistente, sendo o Myzus persicae Sulz considerado o

mais importante dentre as espécies transmissoras (De Boks, 1981).

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



As estirpes do PVY que infectam a cultura da batata sdo divididas em

tré€s grupos.

PVY? — que causam mosaico em plantas de fumo e sintomas varidveis
em batata, podendo causar mosaicos de diferentes intensidades e

Necroses;

pPVYN - causam necrose das nervuras em plar_ltas de fumo e sintomas
varidveis de mosaico em batata, tendo sido relatado na Europa, América
do Sul e do Norte (Ellis et al; 1997). Uma variante dessa estirpe € a
necrética PVY™™. indutora de anéis necréticos no tubérculo (Le

Romancer et al; 1994);

PVY® - causadores de necrose sistémica em cultivares de batata que
possuem o gene Nc (De Boks e Hullingan, 1981). Apesar de ser
considerada ndo transmissivel por afideos, alguns de seus isolados foram
relatados como transmissiveis por Mizus persicae. A distribuicdo deste
grupo ¢é restrita, provavelmente devido ao fato de a maioria desses
isolados ndo ser transmitida por afideos (Blanc-Urgoit et al., 1998) e por
induzir reagdo de hipersensibilidade em diversas cultivares de batata, o

que pode limitar a sua disseminagao (Ellis et al, 1997).

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

O virus X é o membro tipo do grupo Potexvirus. Ele possui particulas

alongadas e flexiveis, com 515nm de comprimento por 13nm de didmetro, € 0

seu 4cido nucléico é um ssRNA" de fita simples (Berks, 1970, Beemster & De
Boks, 1987 e Brunt et al.,1996).

E um virus que se encontra disseminado no mundo inteiro e foi durante

muito tempo, considerado sem importancia para a cuitura da batata no Brasil.



Entretanto, pode causar a diminuigdo do nimero de tubérculos, além de induzir

perdas na produtividade (Figueira, 1999).

Nas condigOes brasileiras, 0 PVX ndo induz sintomas (Avila,1987),
porém, eventualmente, pode induzir mosqueamento difuso dos foliolos, mosaico

e redugdo do tamanho dos foliolos (Mizabuti, 1981).

Sua transmissdo se d4 por meio de inoculagio mecénica e pelo contato
entre plantas. Por outro lado, quando ocorre infecgdo conjunta com outro virus
como o PVY, a combinagio entre eles provoca sintomas severos de mosaico,

podendo algumas cultivares apresentar rugosidade (Hooker, 1981).

Segundo Cockerham (1970), citado por Mendoza (1993), as estirpes de
PVX podem ser classificadas em quatro grupos, de acordo com a sua viruléncia
aos genes de hipersensibilidade e imunidade. As estirpes do grupo |
caracterizam-se por induzirem anéis verde-claros na superficie das folhas de
fumo (Nicotiana tabacum), seguidas por um mosqueamento verde-escuro €
verde-claro, ocorrendo associadas, principalmente, as estirpes do grupo 3. As do
grupo 2 sio encontradas ocasionalmente, induzindo sintomas modificados em
experimentos de enxertia. O grupo 3 compreende as estirpes que ocorrem mais
freqiientemente, causam mosqueamento claro nas folhas de fumo e, em
gen6tipos de batata portadores do gene NX, induzem lesGes necréticas nas folhas
ap6s a infecgdo das células. Finalmente, as do grupo 4 nio ativam os genes N,

podendo infectar plantas com genes Nx e Nb.
2.3 Resisténcia genética da batata a viroses

Virias formas de resisténcia a viroses tém sido descritas para a batata,

tais como:

e resisténcia 2 infecgdio ou resisténcia de campo: as plantas néo se tornam

facilmente infectadas em _cdndigﬁes de cultivo (Salazar, 1982).



Controlada por genes menores, exige que ambos os pais possuam, pelo
menos, um nivel intermedidrio de resisténcia, pois uma resisténcia
pronunciadamente baixa diminui consideravelmente o nivel de
resisténcia da progénie (Ross, 1986);

e resisténcia associada a tolerdncia: apesar da planta ser suscetivel ao
virus, ndo se verifica queda significativa de produtividade (Salazar,
1982);

o tolerdncia aos vetores: presenca de estruturas morfolégicas na planta,
como os tricomas glandulares que evitam a atividade e desenvolvimento
do vetor (CIP, 1990);

e resisténcia associada i hipersensibilidade: ocorre a morte ripida da
célula hospedeira infectada, restringindo a disseminacao da particula

viral na planta, conferindo 2 mesma protegdo absoluta (Hooker, 1981);

e imunidade: o virus nio consegue se replicar na célula da planta, nem
mesmo apés a enxertia de uma planta imune em uma planta infectada,
diferentemente da resisténcia associada a hipersensibilidade que mostra
necrose na parte superior do enxerto. Ndo hd alteragdo da protegao
imune pela agdo de fatores climdticos, como se observa nos outros tipos

de resisténcia (Salazar, 1982).

2.3.1 Resisténcia genética ao PVY

A resisténcia ao PVY baseia-se nos tipos de resisténcia a infecgdo,
hipersensibilidade e imunidade, sendo altamente herdével, com controle
monogénico e considerada durdvel (Mendoza,1994). O controle genético da
resisténcia estd associado 2 hipersensibilidade e imunidade, sendo caracterizada

por genes maiores da série Ne R.



Os genes Ny podem ser encontrados em algumas cultivares, como a
‘Pertland Crown’, ¢ em hibridos das espécies S.chacoense, S.demissum e
S.microdontum. Entretanto, estes sao de expressividade média, podendo ocorrer
plantas doentes no campo (Ross, 1986). Por outro lado, os genes Ry, origindrios
das espécies Solanum tuberosum subespécie andigena (RYadp), S.hougucii
R¥na), S.stoloniferum (Ryso), S.chacoense (Ryme) € S.phureja (Rypm),
controlam um tipo de resisténcia extrema, também denominada de imunidade,
que proporciona uma resisténcia completa e confere imunidade na forma
simplex (Ryryryry)( Bradshaw,1994). ‘

Os genes Ry, € Rya. foram mapeados, estando localizados nos
cromossomos .XI (Brigneti et al, 1997) e IX (Hosaka et al , 2001),
respectivamente. O gene Ry, foi identificado recentemente como pertencente

ao cromossomo XII (Fils et al; 2004).

Considerando que a resisténcia 2 infecgdo é poligénica e de dificil
avaliagdo, prefere-se trabalhar com os alelos dos genes Ny e Ry. Entretanto, as
cultivares da batata apresentam ampla variagdo quanto este tipo de resisténcia. O
que foi demonstrado no trabalho de Moraes (2003). Trabalhando com 17
cultivares inoculadas com quatro diferentes isolados de PVY, este autor €
observou que estes isolados apresentaram ampla variabilidade, tanto com relagdo

a resisténcia vertical quanto horizontal aos isolados.

Um problema grave para identificar plantas infectadas por PVY, tem
sido a ocorréncia de infecgGes latentes, isto &, a dificuldade em se reconhecer 2
infecgdo em algumas cultivares e a confiabilidade do teste utilizado para
verificagdo da reagdo das plantas aos virus. Diversas metodologias podem ser
utilizadas na diagnose de viroses, desde métodos tradicionais que consideram os
tipos de sintomas induzidos em plantas-testes, as formas de transmissdo dos
virus por vetores, as propriedades fisicas in vitro do virus, os resultados de testes

sorolégicas, os tipos de inclusdes observadas ao microscépio 6tico, o formato de



particulas em extratos ou os efeitos citopatélogicos observados ao microscépio
eletronico. Entretanto, esses métodos podem apresentar desvantagens quanto a
demanda de espago, tempo, utilizacdo de equipamentos caros e sensibilidade.
Contudo a introdugio de técnicas imunolégicas de alta sensibilidade e outros
métodos derivados da biologia molecular abriu novas possibilidades de
diagnose, sendo o teste DAS-ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) o
mais utilizado. Entretanto este ¢ altamente limitado pela quantidade e qualidade

do anti-soro, podendo gerar detecgdes inconsistentes (Zambolim, 1999).

2.3.2 Resisténcia genética ao PVX

A resisténcia a0 PVX ¢é baseada nos tipos de resisténcia a infecgdo,
hipersensibilidade localizada e imunidade. Apesar de -algumas cultivares
apresentarem niveis elevados de resisténcia a infecgdo, € necessério que ambos
os pais em cruzamento apresentem niveis elevados de resisténcia (Silva,1999).
Por outro lado, existem genes de hipersensibilidade especificos, como o Nb o
Nx e os genes da série Rx, que conferem imunidade ao virus PVX, sendo
monogénica, dominante e altamente herdavel (Mendoza, 1994). O gene Nb
confere resisténcia contra as estirpes do grupo 1 e 2, enquanto o gene Nx confere
resisténcia contra as estirpes dos grupos 1 ¢ 3, ndo “as estirpes do grupo 4, que
s3o controladas pelo alelo Rx.

Silva (2003) realizou inoculagdes com onze isolados do virus X em 48
clones de batata, provenientes de cruzamentos biparentais entre clones imunes
aos virus X € Y e observou um comportamento diferenciado da reagdo dos
clones de batata aos diferentes isolados. Cinco isolados foram mais agressivos,
de modo que foram considerados os mais indicados para testes de resisténcia ao

virus X e 21 dos clones se comportaram como imunes. Isso demonstra a

10



importancia de se conhecer o isolado empregado para comprovar a resisténcia de

clones de batata ao PVX.

2.4 Doencas fiingicas da batateira

As doencas flingicas da cultura da batata constituem um dos principais
fatores que podem interferir negativamente no processo produtivo, induzindo a
perdas que podem chegar a 100% da produg@o e ou da qualidade do produto.
(HooKer, 1981; Lopes & Reifshneider, 1999). As principais doengas fingicas da
batateira sdo a requeima e a pinta preta. A primeira é favorecida por um clima
timido e fresco (UR>90% e temperaturas na faixa de 18°C) causando danos 2
parte aérea e apodrecimento de tubérculos e podendo destruir uma lavoura em
uma ou duas semanas. A pinta preta ocorre preferencialmente no periodo
chuvoso, favorecida pelas chuvas freqiientes e temperaturas mais elevadas,
constituindo um grande risco para a produtividade e para a qualidade de

tubérculos (Juliatti, 2001).

2.4.1 Pinta preta (Alternaria solani)

Relatada pela primeira vez por Gallowez, em 1913, segundo Steven
(1981), a pinta preta da batata é uma doenga freqiiente no periodo chuvoso,
consistindo em um dos principais fatores limitantes do cultivo de verdo, podendo

causar perdas considerdveis pela desfolha precoce das plantas (Juliatti, 2001).

A Alternaria solani ataca toda a parte aérea da planta, peciolos e caule.
Os sintomas iniciam-se nas folhas mais baixas e velhas, onde surgem pequenas
manchas escuras (de 1 a 2mm). Posteriormente estas crescem, adquirindo um
formato ovéide, delimitado pelas nervuras das folhas, de coloragao escura € com

zonas concéntricas caracteristicas. O tecido entre € ao redor das lesoes
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apresenta-se normalmente clorético. Com relagéo ao aumento da intensidade da
doenga no campo, este ocorre tanto pelo surgimento de novas lesGes como pela

expansio das mais velhas, que podem vir a coalescer (Souza, 1997).

O patgeno pode sobreviver de um ano para o outro, em restos de
cultura, no solo, em tubérculos ¢ em outras solandceas hospedeira nativas
(Juliatti, 2001), existindo relatos de possibilidade de sobfevivéncia de no
minimo 5 a 8 meses em solos com matéria orgénica em decomposi¢ao (Roten,

1968).

2.4.2 Resisténcia genética a Pinta preta

Diversos trabalhos (Douglas e Pavek, 1972; Hooker, 1981, Johanson e
Thurston, 1990), relacionam a resisténcia “a pinta preta com o ciclo tardio dos
materiais, tendo em vista que os sintomas ocorrem principalmente em tecidos

mais desenvolvidos (Juliatti, 2001).

Entretanto, observando trés cultivares com o mesmo ciclo de maturagao,
‘Kennebec’, ‘Chiftain’ e ‘Norchip’, Hall ¢ Hoffstra (1983) verificaram varia¢Ges
significativas nas respostas destas cultivares a infecgdo por Alternaria solani ¢
conclufram que estes materiais apresentaram diferentes niveis de resisténcia

genética, uma vez que o ciclo vegetativo destas cultivares foram semelhantes.

Diferentes conceitos de resisténcia tém sido relatados na literatura, O
tipo de resisténcia 2 pinta preta apresentado pelas cultivares Kennebec e
Chieftain foi conceituado por Herriot et al (1990), como resisténcia redutora da
taxa de infecgao (rate-reducing) (Nelson, 1978). A resisténcia que reduz ou
retarda o estabelecimento de uma epidemia tem sido utilizada como sindnimo de
resisténcia horizontal (Van der Plank, 1963) e resisténcia parcial ou quantitativa,
(Chakraborty et al; 1990).
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Nunes (1983), baseando-se na taxa de progresso da doenga, verificou
que as cultivares Achat e Bintje apresentam baixo nivel de resisténcia horizontal,
enquanto ‘Chiquita’, ‘Mantiqueira’ e ‘Mineira’, comparativamente apresentam

alto nivel de resisténcia.

De forma semelhante, estudos foram realizados por Martins ¢ Pinto
(1996) para estimar a capacidade de combinagdo de oito gendétipos de batata,
quanto 2 resisténcia 2 pinta preta e caracteres de produgdo e peso especifico.
Estes autores identificaram a capacidade geral de combinagao (CGC) como o
mais importante no controle genético da resisténcia, tendo se destacado as
cultivares Aracy, I 853 e Chiquita, enquanto a capacidade especinfica de
combinagdo (CEC) foi o pardmetro mais importante para caracteres de produgdo
¢ peso especifico, indicando ndo ser possivel prever o valor médio das progénies
com base apenas a CGC dos parentais. Entretanto, 0s gen6tipos ‘Baraka’, CFK
69.1'¢ ‘Chiquita® foram os que apresentaram a maior estimativa de CGC para
caracteres de produgdo e peso especifico. De todos os geﬁétipos avaliados, a
cultivar Chiquita foi a tnica a apresentar altos valores de CGC para todos os
caracteres avaliados, fato este que evidencia um bom potencial para uso em

cruzamentos.

2.5 Estratégia de melhoramento visando resisténcia miltipla a doencas

De forma geral, os programas de melhoramento de batata no Brasil
buscam obter cultivares resistentes s principais doengas da cultura (Lopes &
Reifschneider, 1999). O cruzamento entre gen6tipos com bons niveis de
resisténcia a doengas, seguido de um screening, é uma estratégia eficiente para
reunir alelos de resisténcia a mais de um tipo de patégeno em uma mesma
variedade (Jellis, 1992).
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Alguns fatores interferem neste processo, como a pobreza em
caracteristicas agrondmicas e qualitativas, muitas vezes observadas em
gen6tipos de alta resisténcia (Jellis, 1992). Outro problema ¢ o que acontece na
selegdo de clones resistentes a0 PLRV, no qual se observa interagdo entre este
virus e 0 PVY e PVX, pois se, eventualmente, um clone resistente ao PLRV for
infectado por um destes virus, o grau de resisténcia inicial diminui drasticamente

(Brandolini, Caligari e Mendoza, 1992).

Silva (1999), visando obter gen6tipos imunes ao PVX e PVY, realizou
cruzamentos biparentais entre clones portadores dos genes RX,4; € RY,q; na
forma simplex, provenientes do Centro Internacional de la Papa (CIP), no Peru, -
obtendo familias clonais, que foram avaliadas quanto seu desempenho
agrondmico e resisténcia as viroses, por meio de inoculagdo mecénica e do teste
sorolégico DAS-ELISA. Dessa forma, foi possivel identificar e selecionar
clones imunes aos virus X e Y, denominados OAS, com bom desempenho

agrondmico e boa qualidade para processamento.

Procurando uma melhor utilizagio de todas as fontes de resisténcia,
desenvolve-se no CIP, uma estratégia de melhoramento populacional baseada na
aplicagio de ciclos de selecio recorrente com testes de progénie
(Mendonza,1990). A batata é uma espécic autotetrapléide, de heranca
tetrassdmica (Mihovilovich, 1996), podendo apresentar, para cada loco génico,
cinco constituigdes genéticas diferentes em fungdo do nimero de alelos
dominantes: AAAA - quadriplex; AAAa - triplex; AAaa - duplex; Aaaa -
simplex ¢ aaaa - nuliplex. As reagGes de hipersensibilidade e imunidade sdo
controladas por genes maiores que atuam na condi¢do simplex, entretanto, o
cruzamento com cultivares suscetiveis (nuliplex) produz apenas 50% de
descendentes imunes. Por meio da estratégia desenvolvida no CIP, pode-se
aumentar a freqiiéncia dos alelos para imunidade ao PVY e PVX, possibilitando,

primeiramente, a identificagdo de genitores simplex imunes, e posteriormente, os
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genitores duplex. Do intercruzamento de clones duplex, pode-se obter gendtipos
imunes triplex ¢ quadriplex (Mihovilovich,1996) que, quando cruzados com

qualquer outro gendtipo, geram 100% de individuos resistentes na descendéncia.

Gadum (2001) obteve clones a partir de cruzamentos biparentais entre

clones imunes, da mesma forma que Silva (1999), realizando cruzamentos entre

clones imunes ao PVY e a cultivar Chiquita. O seu objetivo foi o de identificar
as constituicdes genéticas destes clones para o loco Ry e selecionar clones
duplex, utilizando, para isso, a inoculagdo mecanica do virus e a detecgdo por
meio do teste sorolégico DAS-ELISA, além de testes com enxertia em plantas
de tomate previamente infectadas. Entretanto nesse trabalho ndo foi possivel
identificar os ciones de constituigio duplex, tendo a inoculagio dos clones de

batata e tomateiro se mostrado ineficaz na determinago da imunidade.

Considerando um programa de melhoramento cujo objetivo € reunir, em
uma mesma variedade, resisténcia a diversas doengas, deve-se proceder o
cruzamento entre gendtipos com bons niveis de resisténcia a doengas cujo
mecanismo de controle seja poligénico, como a requeima e a pinta preta, com
genétipos portadores de genes de imunidade, como 0s genes Ry e Rx, obtendo
familias clonais com ampla variabilidade. Dessa forma, por meio de ciclos
sucessivos de avaliagio e selegdo pode-se obter clones com boas caracteristicas

agrondmicas, culinarias e resisténcia a diversas doengas de interesse.

2.6 Uso de marcadores moleculares no melhoramento visando resisténcia a

doencas

Podendo ser utilizados para identificar diferencas na constituigio
genética entre dois ou mais individuos, os marcadores moleculares consistem em
todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso (Ferreira ¢

Grattapaglia,1998). Os diferentes tipos de marcadores moleculares podem ser
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classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada: hibridagdo ou
amplificagio de DNA. Entre os identificados por hibrida¢do estdo os marcadores
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) e minissatélites ou locos
VNTR (variable number of tandem repeats). J4 aqueles revelados por
amplificagio incluem o PCR (polymerase chain reaction), RAPD (random
amplied polymorphic DNA), SCAR (sequence characterized amplified
Regions), Microssatélites ou SSR (single sequence repeat) e AFLP (amplified
fragment lenght polymorphism).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados na construgio de
mapas genéticos, para identificagdo e discriminagao de genétipos e clonagem de
genes para uso em transformagio genética, entre outras aplicagdes. (Ferreira e

Grattapaglia, 1998)

Dentre as técnicas mais utilizadas estd a PCR, desenvolvida por Kary
Mullis (Mullis & Falloona, 1987) que consiste na amplificacdo in vitro de
fragmentos de DNA, usando oligonucleotideos iniciadores ou primers’de
seqiiéncia conhecida e complementar as extremidades do segmento a ser
amplificado, utilizando, para isto, ciclos repetidos de amplificacdo direcionadas
(Mullis, 1996). Dessa forma, ocorre a sintese diferencial de certos segmentos do
DNA gendmico, que poderd entdio ser observado pelo uso da eletroforese. Todos
os fragmentos de DNA de diferentes tamanhos serdo separados, tanto os

amplificados quanto os que nio foram.
Cada ciclo de amplificacdo consiste em trés etapas:

e desnaturacio da molécula de DNA, com temperaturas entre 91°C e
94°C;

e anelamento dos primers as regifes complementares

e extensdo dos primers pela DNA polimerase



Desenvolvida a partir da PCR, o marcador RAPD utiliza um tinico
primer de seqiiéncia arbitréria, usualmente de oito a dez nucleotideos, com
grande poder na detecgdo de polimorfismo, sendo esta uma grande vantagem na
detecgdio de variabilidade genética. Porém, esta técnica apresenta algumas
desvantagens, como: o baixo poder de um primer especifico para discriminar
entre distintos sitios de amplificag3o, a competi¢iio entre diferentes sitios de
amplificacdo por substrato e enzima, podendo ocorrer interferéncia de um
substrato devido  presenca de outro e problemas associados a padronizagdo das
condi¢Ges de amplificagdo (Ferreira e Grattapaglia,'1998). Uma alternativa para
solucionar estes problemas é o uso do procedimento SCAR que consiste no
sequenciamento do alelo de interese a partir do isolamento da regido amplificada
pelo RAPD, construindo-se um par de primers maiores para serem utilizados

como um PCR.

Utilizando este procedimento, Kasai et al. (2000) desenvolveram um par
de primers que amplifica um fragmento de DNA (321 pb), que estd intimamente
ligado ao alelo Ry.q; 0 qual confere resisténcia ao PVY. Estes marcadores foram
testados utilizando-se 103 linhas melhoradas de batata e cultivares com grande
diversidade genética. O conjunto de primers designado de RYSC3, descritos

pelo autor, mostrou eficiéncia de 100% na detecgdo do referido alelo.

Recentemente, Ribeiro (2004) com o objetivo de identificar clones de
batata imunes ao PVY, com constituigio genética duplex para o alelo Ry, fez uso
do marcador SCAR RYSC3, para avaliar clones pertencentes a familias
origindrias do cruzamento entre clones comprovadamente imunes ao virus Y
com a cultivar Chiquita. Dessa forma, foi possivel identificar gen6tipos com
constituicio duplex e comprovar a eficiéncia do marcador SCAR RYSC3 em

identificar clones imunes.
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MATERIAL E METODOS

3. 1 Material experimental

Avaliaram-se duzentos e vinte um clones de batata (denominados DGN),
obtidos no programa de melhoramento genético da UFLA, por meio de
cruzamentos biparentais entre 57 clones designados JUG e a cultivar Chiquita. A

genealogia dos clones DGN encontram-se na tabela 1.

As sementes botanicas obtidas dos cruzamentos foram submetidas a
tratamento com solugdo de 4cido giberelico a 1500ppm por 24 horas, para a -
quebra de dorméncia, sendo em seguida secadas a sombra. Posteriormente, foi
realizada a semeadura em bandejas, com substrato comercial para plantio, onde
permaneceram por 30 dias até o transplantio para vasos. Apés um periodo de
aproximadamente 90 dias, em casa de vegetacdo, foi feita a colheita dos

minitubérculos.
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TABELA 1. Genealogia e nimero dos clones obtidos do cruzamento de clones imunes ao PVY (clones JUG) e a cultivar

Chiquita.

Familias Geniltores Ni‘:f;gsde Familias Genitores Ni';rt::sde
DGN 1 JUG 1-05 x Chiquita 4 DGN 30 JUG 4-06 x Chiquita I
DGN 2 JUG 1-08 x Chiquita 2 DGN 31 JUG 4-09 x Chiquita 3
DGN 3 JUG 1-09 x Chiquita 1 DGN 32 JUG 4-17 x Chiquita 7
DGN 4 JUG 1-14 x Chiquita 2 DGN 33 JUG 4-20 x Chiquita 3
DGN 6 JUG 1-21 x Chiquita | DGN 34 JUG 4-22 x Chiquita 2
DGN 7 JUG 2-02 x Chiquita 2 DGN 35 JUG 5-01 x Chiquita 4
DGN 8 JUG 2-04 x Chiquita 3 DGN 36 JUG 5-03 x Chiquita 2
DGN 9 JUG 2-05 x Chiquita 5 DGN 37 JUG 5-07 x Chiquita 9
DGN 10 JUG 2-12 x Chiquita 2 DGN 38 JUG 5-08 x Chiquita 9
DGN 11 JUG 2-13 x Chiquita 6 DGN 39 JUG 5-11 x Chiquita 10
DGN 12 JUG 2-15 x Chiquita 6 DGN 40 JUG 5-12 x Chiquita 10
DGN 13 JUG 2-16 x Chiquita 1 DGN 41 JUG 5-16 x Chiquita 6
DGN 17 JUG 2-28 x Chiquita 7 DGN 42 JUG 5-17 x Chiquita 3

« ..continua...”
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"TABELA 1. Cont.”

DGN 18
DGN 19
DGN 20
DGN 21
DGN 22
DGN 23
DGN 24
DGN 25
DGN 26
DGN 28
DGN 29

JUG 3-03 x Chiquita
JUG 3-04 x Chiquita
JUG 3-10 x Chiquita
JUG 3-11 x Chiquita
JUG 3-17 x Chiquita
JUG 3-22 x Chiquita
JUG 3-25 x Chiquita
JUG 3-26 x Chiquita
JUG 3-27 x Chiquita
JUG 4-02 x Chiquita
JUG 4-03 x Chiquita

[ I e T T O ¥ A

DGN 43
DGN 46
DGN 48
DGN 49
DGN 50
DGN 51
DGN 52
DGN 53
DGN 55
DGN 56

DGN 57.

JUG 5-18 x Chiquita
JUG 5-27 x Chiquita
JUG 6-03 x Chiquita
JUG 6-04 x Chiquita
JUG 6-06 x Chiquita
JUG 6-08 x Chiquita
JUG 6-09 x Chiquita
JUG 6-12 x Chiquita
JUG 6-20 x Chiquita
JUG 6-21 x Chiquita
JUG 6-25 x Chiquita

—
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3.2 Ensaios para avaliac@o dos clones DGN em condigdes de campo

Para a avaliagio dos caracteres agrondmicos, foram conduzidos dois
experimentos distintos na drea experimental do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras e no setor de Olericultura do Departamento de
Fitotecnia, em solo classificado como Latossolo Vermelho Escuro distréfico,
textura argilosa e relevo suavemente ondqlado.

O primeiro experimento foi realizado na safra de inverno de 2004
(abrangendo os meses de julho a outubro) para a avaliagdo das familias dos
clones DGN. Foi empregado o delineamento em blocos casualizados com quatro
repeticdes, composto de 57 familias e 3 testemunhas (‘Asterix’, ‘Atlantic’ e
‘Achat’), montado com parcelas de 10 plantas espagadas de 0,50m x 0,80m entre
as linhas. Neste avaliaram-se:

a) a produc@o média de tubérculos das familias;
b) a porcentagem média de matéria seca dos tubérculos.

Os clones foram entio selecionados com base na aparéncia dos
tubérculos, levando-se em consideragio o formato, a cor da pelicula, a
profundidade de olhos ou gemas e a ocorréncia de defeitos.

O segundo experimento, conduzido no setor de Olericultura do
Departamento de Fitotecnia consistiu num létice simples duplicado 15 x 15,
conduzido na safra da seca de 2005 (abrangendo os meses de fevereiro a junho)
para avaliagio dos clones individuais. As parcelas foram constituidas de duas
plantas espagadas de 0,35m x 0,75m. Como testemunhas foram empregadas as
cultivares Monalisa, Asterix e Atlantic.

A édubagio de plantio em ambos os experimentos foi feita com a
formulagio 4-14-8 (N, P,Os e K,0O) na dosagem de 3,0 t/ha. Cerca de 30 a 40
dias apés o plantio, realizou-se a adubagio nitrogenada em cobertura, com 300

kg/ha de sulfato de amdnio, seguida da operagio de amontoa. Os tratos
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fitossanitdrios foram realizados durante a conducdo dos experimentos, visando

manté-los sem a competicdo de plantas invasoras e danos de pragas e doengas.

Avaliaram-se, no experimento de clones, os seguintes caracteres:

a) produgio de tubérculos por planta: produgdo total dividida pelo nimero de
plantas da parcela (g/planta);

b) produgdo média de tubérculos gratidos por planta: produgdo de tubérculos
com didmetro transversal > 45 mni, dividida pelo nimero de plantas da
parcela (g/planta); )

c) porcentagem de tubérculos gratidos: produ¢@o de tubérculos com didmetro
transversal > 45 mm, dividida pela producio total e multiplicada por 100;

d) porcentagem de matéria seca dos tubérculos — estimada pela expressao MS =
-217,2 + 221.2D (Schippers, 1976), em que D € o peso especifico de
tubérculos, obtido pela férmula: D = peso no ar / (peso ar — peso dgua). Os
pesos no ar e na agua foram determinados em balanga hidrostdtica;

e) ndmero de tubérculos por planta: nimero total de tubérculos dividido pelo
nimero de plantas da parcela (g/planta).

Os clones foram classificados pelo indice da soma de postos de

Mulamba e Mock (1978) considerando a produgdo de tubérculos por planta, a

porcentagem de tubérculos gratidos, o peso médio de tubérculos graidos, o peso

especifico de tubérculos e a nota de aparéncia dos tubérculos.

3.2 Analises estatisticas

Foram realizadas andlises de variincia e testes de médias de Scott-Knott

utilizando-se os programas SAS e Genes, respectivamente.

A herdabilidade no sentido amplo para cada caracteristica foi estimada

de acordo com o procedimento apresentado por Vencovsky & Barriga (1992) eo

rJ
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intervalo de confianca segundo a expressao de Knapp et al (1985), por meio das

seguintes expressoes:

2
. o5

h’, = —-2——,)(100
ol +02

em que:
2 A e .
O : é a varidncia genética

C% : é a varidncia ambiental.

LI={ 1 - [ (QM Clones/QMErr0) Fl o261 mos GL crones] '}
LS = { 1 - [ (QM Clones/QME0) FlozcL Exmos GL Cicaes] '}

Os coeficientes de variagdo genético, ambiental e o indice b (relagéo CV/CV,),
para as caracteristicas avaliadas, foram estimados a partir das’seguintes expressges:

Q)

]
CV, (%)=Y—=-X 100
11
Joi
CV, (%)= X 100
1}
b= Vo
CV;
em que:

CVg: é o coeficiente de variagdo genético em porcentagem;
CVg: é o coeficiente de variagdo ambiental;

p: € a média geral do ensaio.
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3.3 Extraciio de DNA

Para a extragio de DNA, foi utilizado o método descrito por Ferreira e
Grattapaglia (1998) com modificagdes. Utilizaram-se 150mg de folhas coletadas
dos clones, as quais foram maceradas com nitrogénio liquido, juntando-se ao
macerado 700p! de um tamp3o de extragio (0,2g de brometo de centiltrimetil-
amdnio; 1mL de Tris 1M, 04mL de EDTA 0,5M, 0,82g de NaCl, 0,1g de
polivinilpirrolidona 40.000, 8,6mL de dgua pura) previamente adicionado de 2-
B-mercaptoetanol na proporgio de 2%. Em seguida, o macerado foi mantido em
banho-maria a 65°C por 60 minutos, agitando-se 5 vezes. Passado este periodo
adicionaram-se 600p! de da solugdo 24 cloroférmio: 14lcool isoamilico, seguindo
para a centrifugacio do material por 5 minutos a 15.000rpm e a separagao do
sobrenadante, ao qual adicionaram-se 400p! de isopropanol frio. Este preparado
foi, entdio, mantido a -20°C por cerca de uma hora para a precipitagio do DNA.
Em seguida, foi centrifugado por 5 minutos a 15.000rpm, para a formagao de um
pellet. O sobrenadante foi, entdo, descartado e o pellet submetido a duas
lavagens, uma com ImL de etanol a 70% e uma em etanol absoluto,
intercalando-se com centrifugagdes por 5 minutos a 15000 rpm. Eliminado o
etanol, na dltima lavagem, deixou-se o pellet secar e realizou-se a sua dilui¢do
com 50yl de TE (Tris ImM e EDTA 0,imM, pH 8,0). O DNA extraido foi
quantificado comparando-se com padrdes de DNA lambda, nas concentragbes de
10, 25 e 100 ng/ul, por meio de eletroforece em TBE (tris, acido bérico e
EDTA) sob uma corrente de 100V.

3.3 Analises de PCR

A reagio de PCR para identificar gen6tipos portadores do alelo Ry.qe foi
realizada misturando-se o0s seguintes reagentes com as respectivas
concentra¢des: 250uM dNTPs, 0,6 unidades de Taq DNA polimerase, 0,26uM
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de cada primer, tampio de reagdo (S0mM TRIS, 2,0mM MgCI2; 20mM KCl;
250pug/mL de albumina soro bovino; 1% de ficoll 400; ImM de tartrazine, S0Ong
de DNA gendmico e dgua pura até completar o volume de 10ul. O par de
primers SCAR utilizado, designado de RYSC3 de acordo com Kasai et al;
(2000), apresenta a seqiiéncia: 5’ ATACACTCATCTAAATTTGA
TGG3e5AGGATATACGGCATCATTTTTCCAZ, que
amplifica uma regido dentro do gene Ry, produzindo fragmentos de 321 pb.

As reages de amplificagdo foram realizadas em microtubos de 0,2mL,
utilizando termociclador PCT-100 (MJ Research, Inc.USA), utilizando-se o
seguinte programa: 92°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 45°,
60°C por 45’ e 72°C por 1 minuto, seguido de uma extens3o final a 72°C por 5

minutos.

Ap6s a amplificagdo, os produtos da reagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em tampao TBE (TRIS, 4cido bérico e
EDTA) e em corrente de 100V, durante uma hora. Os fragmentos de DNA
foram corados com brometo de etidio a uma concentragio de 0,5ng/pl por 20
minutos sob agitacio. O gel foi fotografado em camara digital Kodak DC290
Zoom, em luz ultravioleta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagdo das familias DGN em campo

Nesta avaliagdo as familias diferiram significativamente para a produgio
média de tubérculos, indicando a existéncia de variabilidade genética para esta
caracteristica. Ndo houve diferenca significativa para a porcentagem de matéria
seca nos tubérculos, indicando um comportamento similar entre as mesmas, fato
este que ndo elimina a possibilidade de existirem diferencas entre os clones
dentro destas familias. O resumo das analises de varidncia para as caracteristicas
avaliadas, encontram-se na tabela 2.

Os coeficientes de variagdio experimental (CV) situaram-se entre |
12,48%, para a porcentagem de matéria seca, a 39,07%, para a producdo de
tubérculos. Coeficientes de variagio experimental dessas magnitudes sdo
comuns em experimentos com a cultura da batata (Vermeer, 1990). O CV
observado para a produgdo de tubérculos das familias foi semelhante’ ao
encontrado por Silva (1999) e Gadum (2001), que trabalharam com clones
imunes ao PVY em condi¢Ges semelhantes as do presente trabalho. Um fator
que pode éxplicar os valores de CV observado ¢ a existéncia de diferengas
significativas entre os numeros de plantas/parcela entre as familias avaliadas,
demonstrando a existéncia de variabilidade genética para esta caracteristica,
afetando diretamente o CV, devido aos efeitos de compensagdo observados na
cultura da batata (Tabela 2). Outro fator ¢ a grande diferenga em tamanho dos
tubérculos-sementes utilizados. E amplamente conhecido que o tamanho do
tubérculo-semente afeta o desenvolvimento € a produtividade da planta de
batata.

As médias gerais para todas as caracteristicas avaliadas sido apresentadas
também na Tabela 2. A produgdo média de tubérculos foi de 512,7g/planta ¢ a
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porcentagem de matéria seca foi de 16,3%. Dentre as 57 familias avaliadas 7
superaram as cultivares Asterix, Atlantic ¢ Achat em producdo e 50 ndo
diferiram das mesmas, mostrando o potencial produtivo destas familias. Com
relagio a porcentagem de matéria seca dos tubérculos as familias apresentaram

um comportamento semelhante as cultivares (Tabela 3).

A herdabilidade no -sentido amplo, estimada para produgdo média de
tubérculos, foi de 55.10%, um valor adequado para a realizagdo da sele¢do de
familias superiores, com bom potencial produtivo.

Devido a grande variabilidade existente dentro das familias e as perdas
de plantas ocorridas nas parcelas do experimento, realizou-se uma selecdo
fenotipica com base na produgdo e aparéncia dos tubérculos dentro das familias,
para a avaliagdo de clones quanto ao comportamento agronémico ¢ a resisténcia

ao PVY.

TABELA 2. Resumo da analise de varidncia do experimento de familias DGN e
estimativa dos parametros genéticos de herdabilidade de familias,
coeficientes de variagdo genéticos (CV, %) e ambiental (CV. %),
para os caracteres de produgao por planta .

QM
FV GL Numero de Producdo/planta  Matéria seca
plantas/parcela (2) (%)
Familias 59 6,1482%* 89402,3630%* 4,1853 ns
Erro 177 2.8472 40133,9200 4.1593
CV(%) 22.48 39,07 12.48
Média geral 7.5 512.7 16,3
b2 ) 55,10
: (30,15 - 69,8)
CV, - 21,64 -
CV. - 39,07 -
CV/CV, . 0,35 -

* *_ns significativo a 1% de probabilidade ¢ ndo significativo, respectivamente

pelo teste F.



TABELA 3. Médias para a produgdo de tubérculos por planta (g) e porcentagem de matéria seca das familias e
das testemunhas.

8¢

Familias Matéria seca Familias Produgiio/ Matéria seca (%)
Produgdo/planta (%) planta
(8) . (8)
21 996,2 a 17.604 a 3 490,1 ¢ 13954 a
52 982,8 a 17.051 a 8 4899 ¢ 15558 a
45 956,7 a 16940 a 42 488,1 ¢ 17770 a
26 769,1 b 17.161 a 23 486,1 ¢ 14,784 a
41 7133 b 17.217 a 35 4788 ¢ 15613 a
53 703 b 18.765 a 27 4776 ¢ 15779 a
19 675,1 b 16443 a 50 474,7 ¢ 17.604 a
40 619,7 ¢ 17.880 a 14 4733 ¢ 18489 a
28 5949 ¢ 16332 a 38 463,9 ¢ 15945 a
10 592,7 ¢ 17.714 a 5 4528 ¢ 16.664 a
43 5884 ¢ 17.604 a Asterix 450,6 ¢ 17217 a
39 5856 ¢ 16.221 a 7 4368 ¢ 16.166 a
47 5789 c 16830 a 29 433,1 ¢ 16.830 a
37 570,5 ¢ 15779 a 55 4325 ¢ 15945 a
12 564,8 ¢ 16.774 a 2 430 ¢ 15060 a
49 564,3 ¢ 16940 a 44 4299 ¢ 15.226 a
4 563,8 ¢ 15834 a 57 4209 c 16.166 a
24 560,2 ¢ 16.166 a 9 3924 ¢ 16996 a
33 549,7 ¢ 15558 a 31 381,3 ¢ 15.779 a

“continua”
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18
22
32
36
20
34
15
17
46
48
51

548,6
546,1
540,8
536,6
535,9
529,3
506,3
503,8
498.,8
492,7
492,7

O 00000006000

16.387
16.443
16.000
15.779
16.885
16.387
15.779
18.102
16.940
14.673
16.111

[N I N

Atlantic
16
56
54

1
6
Achat
25
11
30
13

379,5
3715
363.2
355,8
3519
348,1
340,3
336,2
3128
304,7
255,9

O0600000060602:0

17.161
16.000
15.171
17.217
15.779
15.005
15.005
15.115
14.065
16.166
15.834
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4.2 Identificagiio de clones imunes ao PVY com o marcador SCAR.

O marcador RYSC3 (Kasai et al; 2000) mostrou-se eficiente na
identificacdo de plantas imunes ao PVY, ficil de ser realizada, eliminando
trabalhos de manutencio de isolados, inoculagdo e avaliagdo, assim como
possiveis erros no processo. A metodologia mostrou ser simples e rdpida,
podendo ser utilizada plantas em qualquer fase de desenvolvimento, ndo
deixando dividas quanto a presenga do alelo RYadg.

Utilizando esta técnica foi possivel identificar 149 clones entre os 221
avaliados (Tabela 4), resultado este superior ao esperado, caso os clones
genitores JUG fossem simplex, sugerindo a existéncia de gen_étipos duplex para
o alelo RY. Um reforgo para esta hipétese € a freqiiéncia de clones com bandas
observadas em algumas familias, como DGN-19, na qual dos 10 clones
avaliados provenientes desta familia, todos apresentaram bandas-e a familia
DGN-52, em que, dos 12 clones, apenas um mostrou-se suscetivel. Este fato
permitiu a obten¢io de um maior numero de clones imunes, favorecendo a
possibilidade de se realizar a selegdo de um maior mimero de clones com base
em caracteristicas agrondmicas. E possivel que os clones genitores JUG 3-04 ¢
JUG 6-09 sejam duplex e deverdo ser testados em futuros cruzamentos.

Por meio da Figura 1 pode-se observar o produto da anilise de PCR. Em
cada andlise foi incluido um marcador de tamanho de bandas, dois controles
conhecidamente imunes, os clones XY4 e XY9 fornecidos pelo CIP e genitores

dos clones JUG e dois controles suscetiveis, as cultivares Chiquita e Monalisa.
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M RIR2 S1 S2

FIGURA 1. Presenca ou auséncia do alelo Ry, identificadas pelo par de primers
RYSC3 em 20 clones (1 a 20) e das testemunhas resistentes R1
(XY4) e R2 (XY9) e suscetiveis S1 (Chiquita) e S2 (Monalisa), M €
marcador de tamanho de banda 100 pb. Note a presenca de 12 clones

com presenga da banda (imunes) e de 8 plantas sem a banda
(suscetiveis), UFLA, 2005.
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TABELA 4. Clones DGN avaliados e resultado quanto 2 presenca (+) ou auséncia do alelo Ry (-).

Clones Ry Clones Ry Clones Ry Clones Ry Clones Ry Clones Ry

[A3

13-1 - 40-8 + 34-1 + 219 - 4.2 - 41-3 +
12-1 - 40-9 + 34-2 + 21-10 + 37-1 - 41-4 +
12-2 - 40-10 + 40-1 + 21-11 + 37-2 + 41-5 +
12-3 + 10-1 + 40-2 + 21-12 + 37-3 - 41-6 +
12-4 + 10-2 - 40-3 + 25-1 + 37-4 + 33-1 +
12-5 + 9.1 + 40-4 - 25-2 - 37-5 + 33-2 +
24-1 + 9-2 - 40-5 + 25-3 - 37-6 - 33.3 +
24-2 + 9-3 + 40-6 + 11-1 - 11-6 + 20-1 -
24-3 - 9-4 + 40-7 - 11-2 - 37-7 - 20-2 +
24-4 + 9-5 + 30-1 + 11-3 - 37-8 + 57-1 +
26-1 + 50-1 - 6-1 + 114 - 379 + 57-2 -
26-2 - 50-2 + 29-1 - 11-5 - 22-1 + 57-3 -
26-3 - 50-3 + 1-3 - 49-1 - 22-2 + 57-4 +
26-4 - 50-4 - 1-4 + 49-2 - 22-3 - 57-5 +
26-5 - 50-5 - 56-1 + 49.3 + 224 + 7-1 -
21-1 - 51-1 - 23-1 + 49-4 - 22-5 + 7-2 -
21-2 - 51-2 + 23-2 - 49-5 - 22-6 + 28-1 +
21-3 + 51-3 - 23.3 - 48-1 - 22-7 - 28-2 +
21-4 + 51-4 + 31-1 + 48-2 + 32-1 + 28-3 +
21-5 - 51-5 + 31-2 + 1-1 - 32-2 + 8-1 +
21-6 - 2-1 - 31-3 + 1-2 - 32-3 + 8-2 +
21-7 + 2-2 + 41-1 + 341 + 32-4 + 8-3 -
21-8 + 4.1 + 41-2 + 46-1 + 32-5 + 32-1 +

“continua”
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Clones Ry Clones Ry Clones Ry Clones Ry Clones Ry Clones Ry
46-2 + 32-6 + 55-1 - 18-6 - 39-3 + 52-1 +
17-1 + 43-1 + 55-2 + 18-7 + 394 - 52-2 +
17-2 - 43-2 + 53-1 - 18-8 - 39-5 - 52-3 +
17-3 - 43-3 + 53-2 - 18-9 + 39-6 + 52-4 +
17-4 + 43-4 + 53-3 - 19-1 + 39-7 + 52-5 +
17-5 + 43-5 + 53-4 - 19-2 + 39-8 + 52-6 -
17-6 + 43-6 + 53-5 - 19-3 + 399 + 52-7 +
17-7 + 35-1 + 38-1 - 19-4 + 39-10 + 52-8 +
18-1 + 35-2 + 38-2 + 19-5 + 38-4 + 529 +
18-2 + 353 - 38-3 + 19-6 + 38-5 + 52-10 +
18-3 + 354 + 42-1 + 19-7 + 38-6 + 52-11 +
18-4 + 30-1 + 42-2 + 19-8 + 38-7 + 52-12 +
18-5 - 39-2 + 42-3 - 19-9 + 38-8 + 52-13 +

Atlantic - Asterix - Monalisa - 19-10 + 38-9 - 36-1 +
36-2 +
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4.3 Avaliacao dos clones DGN em campo.

Neste experimento, para todas as caracteristicas avaliadas, observaram -
se diferencas significativas entre os clones, mostrando a existéncia de ampla
variabilidade genética. O resumo das andlises de varidncia para as
caracteristicas avaliadas encontram-se na tabela 4..

Os coeficientes de variagdo ambiental situaram-se entre 18,11% para
porcentagem de matéria seca & 67,10% para o produgdo de tubérculos gratudos
(Tabela 4). E comum encontrar altos valores de coeficientes de variacgio
ambiental para varias caracteristicas na batata, entretanto, os valores obtidos
foram superiores aos comumente encontrados. Este fato se deveu, em parte, a |
ocorréncia da doenga fingica requeima, pois apesar das medidas de controle
terem sido empregadas, nio foi possivel evitar danos sobre as plantas do
experimento. Outro fator € a desuniformidade no nimero de plantas observado
por parcela, o qual se mostrou significativamente influenciado pelos clones.

As médias gerais para todas as caracteristicas sao apresentadas também
na Tabela 4. Para a produgdo de tubérculos, a média foi de 574,2, com 50,9%
dos clones apresentando tubérculos graidos. Aproximadamente 30,6% dos
clones apresentaram médias de produg¢do acima das cultivares testemunhas.

A porcentagem de matéria seca dos tubérculos apresentou média de
17%, considerada baixa em relagdo aos valores desejados para qualidade de
tubérculos para utilizagdo industrial (Gould, 1988), devendo levar em
consideracdo a redugdo natural na matéria seca em experimentos plantados nas
épocas mais quentes do ano. Entretanto, quase a totalidade dos clones, cerca de
90%, apresentou porcentagem de matéria seca igual "a da cultivar Atlantic,
considerada padrdo para processamento industrial.

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo foram moderadas para

todos os caracteres, devido ao a grande influéncia do ambiente sobre estes
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caracteres. Entretanto, os valores encontrados sdo favordveis a selegdo de clones

com bom potencial agronémico.

TABELA 5. Resumo das anélises de variincia para niimero de plantas/parcela,
produgdo/planta, nimero de tubérculos/ planta, porcentagem de

tubérculos graﬁdds, porcentagem de matéria seca do experimento de

clones DGN.
QM .
FV GL Nimerode Produgio/  Nimerode % Produgio de g peocr
plantas/par  planta  tubérculos/plan Tubérculos  tubérculos ceca
cela () ta graidos  gratdos (g)
Clones 224 0,2387** [32575** 10,0099** 430,34**  99992.43** 134356%*
Emo 585 0.1809 75748 6.9194 339,1864 61223.63 9.4843
CV(%) 24,36 47,26 44,63 50,94 67,10 18,12
Média 17 574,1 58 361 3687 17,0
geral

* *_ns significativo a 1% de probabilidade e ndo significativo, respectivamente pelo

teste F.

TABELA 6. Estimativas das herdabilidades ao nivel de clones (h%, %), dos
coeficientes de variagdo genéticos (CV,; %) e ambiental (CV. %),
varidncia genética (ng) e indice b para os caracteres de producao
por planta, nimero de tubérculos por planta, porcentagem de
tubérculos graidos, produgdo de tubérculos graidos e
porcentagem de matéria seca para os clones avaliados na safra da

dguas 2004 em Lavras, MG.
Produgido/plant . Porcentagem  Produgdo de
Parimetros a n.ll\lbl:énr:;“l)a:fa de tubércu tubérculos % Matéria seca
B ] P los graidos _ gratdos (g)
B 45,15 39.56 26.29 45.10 3223
u%) (28,5-53.82) (16.62-47,34) (1.47-36,38) (24,56-51.28)  (12,65-43.60)
Cv, 22 18,05 15,21 30,41 6.25
CV, 29.15 44,36 50,94 22,63 18.12
683 15584.1 1,132521 30,255 12574,1 112791
b 1,15 0.40 0.30 1,34 0.35
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4.4 Selec@o dos clones DGN

Os clones imunes ao PVY, identificados pelo marcador SCAR, foram
selecionados quanto as caracteristicas agron6micas e de qualidade de tubérculos
avaliados. Para isso utilizou-se o indice de Mulamba & Mock, devido a
simplicidade de sua aplicagio, selecionando-se os 40 clones com os menores
indices, apresentados na Tabela 7.

Observou-se que todos os clones selecionados superaram as cultivares
testemunhas, em produgdo, sendo a média dos clones de 796,8g, enquanto que a
producdo da Asterix foi de 300g, a de Monalisa foi de 365,6g e da cultivar
Atlantic foi de 500g. Para % de matéria seca, a média selecionada foi de 17,3%,
acima da cultivar Monalisa com 13,9%, porém, abaixo das cultivares Asterix e
Atlantic com 17,6% e 18,88%, respectivamente.

Vale ressaltar que, embora a média da produgio seja inferior em relagdo
a essas cultivares os clones selecionados ndo diferiram estaticamente. De forma
geral, foi possivel selecionar clones imunes com boas qualidades agrondmicas e,
provavelmente, variabilidade para outras caracteristicas, especialmente

resisténcia 2 pinta preta, o que poder4 ser explorado em experimentos futuros.
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TABELA 7. Clones DGN imunes selecionados com base no indice de Mulamba

& Mock.
Clones Produgio Numerode  Produgio Porcentagem Porcentagem Indice
(g/plantas)  tubércuios de de matéria  de tubérculos
tubérculos seca graiidos
___graidos
52-5 825 a 13,000 a 616,7 a 18579 a 71.15 a 90
34-1 1021,9 a 10,625 a 7219 a 17.810 a 4856 a 115
38-3 1053,1 a 9,000 a 825 a 16902 a 48.84 a 171
9-5 790,6 a 10,333 a 4406 a 20024 a 4053 a 173
19-9 668,83 a 7750 b 4438 a 19642 a 51.06 a 179
56-1 856,3 a 8833 a 8458 a 17.632 a 4032 a 181
38-5 862.5 a 5000 ¢ 6688 a 21085 a 58.15 a 191
21-12 1037,5 a 10,125 a 700 a 18906 a 3245 b 192
40-2 929,2 a 8,000 b 725 a 16.824 a 50.07 a 192
12-3 9875 a 9,625 a 7094 a 16935 a 4364 a 194
24-2 1400 a 10,167 a 12333 15400 a 5621 a 203
31-1 7875 a 7875 b 6438 a 17.393 a 45.69 a 204
51-5 7094 a 8000 b 7344 a 16730 a 58.89 a 212
33-1 8844 a 9833 a 7094 a 15614 a 59.6] a 214
19-3 8438 a 6333 b 6563 a 16.860 a 77.73 a 227
6-1 812,5 a 8000 b 6406 a 17.112 a 3957 a 247
374 8594 a 8,875 a 550 a 16.839 a 4244 a 250
50-3 600 b 7000 b 5417 a 19,048 a 4001 a 260
43-5 7719 a 9,167 a 503, a 17,294 a 3841 a 265
31-2 7969 a 10,667 a 5958 a 16,154 a 43,19 a 269
37-8 8813 a 9333.a 6281 a 15,526 a 45,61 a 27
46-1 6594 a 5,833 ¢ 5375 a 19,167 a 4046 a 283
32-1 575 b 6,125 b 4469 a 22,073 a 41,82 a 299
9-1 6406 a 6500 b 4781 a 17,171 a 47,77 a 302
22-6 725 a 6,250 b 5563 a 16926 a 46,29 a 303
49-3 4344 b 9,000 a 575 a 17,181 a 61,59 a 313
55-2 5792 b 5667 ¢ 4083 b 20,161 a 49,08 a 315
2-2 7719 a 7875 b 5875 a 16,387 a 3884 a 317
33-2 1050 a 6500 b 8625 a 14,818 a 41,07 a 334
34-2 865,6 a 5875 b 700 a 15934 a 4558 a 335
214 8219 a 7375 b 6031 a 16,537 a 3587 b 337
18-1 825 a 8500 a 5063 a 14,658 a 43,7 a 34]
40-8 . 7531 a 8333 a 500 a 15,892 a 39,52 a 343
28-1 653,1 a 6,500 b 6375 a 15,177 a 53,09 a 343
24-1 5583 b 6,750 b 5125 a 16,775 a 51,29 a 346
“continuagao” : -
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“ TABELA 7, Cont.”

40-3 5844 b 9,500 a 4313 a 19925 a 2827 b 348
26-1 8094 a 7,667 b 625 a 16,872 a 31,14 b 354
40-5 7583 a 7833 b 4583 a 17406 a 30,83 b 354

8-1 825 a 10,000 a 4375 a 14413 a 42,28 a 358

8-2 603,1 a 6333 b 541,7 a 16,040 a 53,26 a 359
Asterix 300 b 2,000 ¢ 150 b 17,608 a 375 a 800
Monalisa 365,6 b 3625 ¢ 200b 13918 b 28,13 a 962
Atlantic 500 b 6000 .b 2375 b 18878 a 46,88 a 463
Média 7968 8,148 61347 173 20.78
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nos experimentos realizados, pode-se

concluir que:
e O marcador RYSC3 se mostrou eficiente e de facil aplicagdo na selegdo
de clones imunes ao PVY;
o Foram identificados e selecionados 40 clones com imunidade ao PVY,
com boas caracteristicas agrondmicas teores razodveis de matéria seca

nos tubérculos.
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