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RESUMO

BHERING, Leonardo Lopes. Selecio Assistida por Marcadores para a
qualidade de processamento em batata. LAVRAS: UFLA, 2006. 87p.
(Dissertacdo - Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)”

A selecdo precoce de clones que possuam niveis elevados de matéria
seca e baixos teores de acgucares redutores é uma necessidade nos programas de
melhoramento para a qualidade de processamento da batata (Solanum tuberosum
L.). Com a utilizagdo de marcadores genéticos a selecdo precoce tornou-se
possivel, visto que eles permitem a identificacio precisa de individuos
superiores. Sendo assim, procura-se cada vez mais encontrar marcadores
capazes de caracterizar tais individuos e utilizd-los via selec@o assistida. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da selecdo assistida utilizando os
marcadores identificados por Andreu (2004), que estariam associados a
qualidade de processamento industrial da batata. Clones provenientes de 20
familias foram avaliados nas geracdes seedling (S), primeira geracdo clonal (C1)
e segunda geracdo clonal (C2). Os experimentos foram conduzidos no sul do
Estado de Minas Gerais, Brasil. As estimativas das correlagdes simples para os
caracteres entre geracdes foram significativas, porém baixas, confirmando a
inviabilidade de se efetuar a sele¢do precoce nestas primeiras geracdes com base
apenas em informacdes fenotipicas. Os marcadores utilizados forneceram um
total de 16 marcas, sendo que, pela regressdo multipla stepwise, apenas sete
destas tiveram associagdo com as caracteristicas estudadas. Além disso,
nenhuma marca associada ao peso especifico de tubérculos na geragdo C1 teve
associacdo significativa na geragdo C2. O mesmo foi observado com o teor de
acucares redutores, sendo este um indicativo da interacdo QTLs x ambientes. A
selecdo assistida ndo se mostrou eficiente em relacdo a fenotipica em nenhum
dos casos avaliados, ndo sendo, portanto, ttil em uma possivel sele¢do precoce.
Estes resultados indicam que tais marcadores ndo estdo préximos aos genes
controladores das caracteristicas desejadas, sendo necessdria a identificagdo de
novos marcadores mais associados a tais caracteristicas que possibilitem uma
maior eficiéncia da selecdo assistida.

* Orientador: César Augusto Brasil Pereira Pinto - UFLA.



ABSTRACT

BHERING, Leonardo Lopes. Marker Assisted Selection for tuber processing
traits in potato. LAVRAS: UFLA, 2006. 87p. (Master's Dissertation on Plant
Genetics and Breeding)”

The early generation selection for clones with high levels of tuber
specific gravity and reduced amounts of reducing sugars for tuber processing is a
requirement in potato breeding programs (Solanum tuberosuml.). By the
deployment of genetic markers the selection of superior clones at early
generations became possible and can precisely identify those individuals
genetically superior. For that, it is necessary to identify genetic markers closely
linked to the genes of interest in order to use them in assisted selection
programs. The aim of this research was to evaluated the efficiency of marker
assisted selection using genetic markers previously identified by Andreu (2004),
which are assumed to be associated with potato industrial processing quality.
Clones from 20 families were avaluated during the seedling generation (S), first
clonal generation (FCG) and second clonal generation (SCG). The experiments
were conducted in Southern Minas Gerais State, Brazil. The estimated
coefficients of simple correlation for all traits between generations were
significant, even though of low magnitude, confirming that selection at early
generation based only on phenotypic traits is unviable. A total of sixteen bands
were amplified using these markers, however, by multiple stepwise regression,
only seven of these bands showed association with the characteristics evaluated.
Moreover, no markers associated with tuber specific gravity content “and
reducing sugars level in the FCG were significantly associated with these traits
in the SCG, suggesting the existence of QTLs x environment interactions. The
marker assisted selection resulted less efficient than the phenotypic selection in
all cases studied, and thus not recommended for early generation selection of
clones for industry processing quality. These results suggest that the markers
used were not closely linked to the genes controlling these characteristics of
interest. Thus, it is important to identify new markers more closely associated
with such characteristics of interest, what could improve the efficiency of
marker assisted selection.

" Adviser Professor: César Augusto Brasil Pereira Pinto.
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1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é o quarto cultivo em importancia
mundial depois do trigo, milho e arroz. No Brasil, a principal forma de consumo
¢ in natura, enquanto em paises industrializados a batata processada representa
quase a totalidade do consumo. Conseqiientemente, caracteristicas como
aparéncia geral, formato, tamanho e cor da periderme dos tubérculos
influenciam a escolha feita pelos consumidores brasileiros. Porém, para o
processamento na forma de fritura, caracteristicas como alto teor de matéria
seca, olhos pouco profundos e baixo teor de agicares redutores devem ser
consideradas na selecao de tubérculos.

Para atender a demanda de cultivares de batata nacionais que satisfacam
aos padrdes de consumo para o processamento na forma de fritura, os programas
de melhoramento genético no Brasil t€ém dado, atualmente, alta prioridade a
producdo de novas cultivares mais adaptadas, produtivas e com boas qualidades
culindrias. Estes programas se iniciam com o cruzamento entre genitores € a
producdo de milhares de seedlings (S), que originam milhares de clones, os
quais devem ser avaliados para a selecdo dos mais promissores. No inicio do
programa o melhorista se depara com enorme nimero de clones e pequeno
nimero de tubérculos-sementes de cada um deles. Assim, as avaliagOes iniciais
sdo pouco precisas. A medida que o nimero de clones vai se reduzindo e o
nimero de tubérculos-sementes de cada clone vai aumentando, as avaliacdes
passam a ser mais precisas, permitindo que a selecdo seja mais rigorosa e
eficiente.

A selecdo precoce €, portanto, uma necessidade nos programas de
melhoramento de batata, embora sua eficiéncia seja questiondvel.

Com o advento das modernas técnicas moleculares um novo horizonte

abriu-se aos melhoristas, os quais puderam vislumbrar maiores possibilidades de



incrementar a precisdo experimental e, conseqiientemente, aumentar os ganhos
com a selecdo. Permitiu-se também a selecdo de individuos com base nas
informacdes diretas de seu gendtipo, ou ainda a incorporacdo de informagdes
quanto ao gendtipo de um individuo obtidas via marcadores genéticos aos
métodos cldssicos de melhoramento, chamada selecdo assistida por marcadores
(Marker Assisted Selection — MAS).

A selecdo assistida por marcadores (SAM) tem despontado nos tltimos
anos como uma nova estratégia de selecdo, ja que os ganhos com os indices de
marcador assistido sdo teoricamente maiores que com a selecdo fenotipica. A
SAM pode ainda auxiliar na sele¢do precoce de materiais superiores, evitando
indmeras avaliacdes em campo, diminuindo o tempo necessdrio para a obtencio
de novas cultivares.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os marcadores identificados por
Andreu (2004) e a eficiéncia da SAM como uma ferramenta ttil na selecdo
precoce para caracteres de tubérculos importantes no processamento da batata na

forma de fritura.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Panorama Geral da bataticultura

A batata é uma fonte cada vez mais importante de alimento, de emprego
rural e de recursos financeiros, contribuindo para alimentacdo e a estabilizacio
social do meio rural, principalmente nos paises em desenvolvimento. No setor
de producdo, cada hectare de batata pode gerar anualmente 3 a 4 empregos
diretos na agricultura e o mesmo numero de empregos indiretos (outras
atividades da economia relacionadas a producdo e distribui¢do da batata).

E a quarta cultura na ordem de importancia mundial depois do milho, do
trigo e do arroz; € um dos principais alimentos da humanidade, sendo cultivada
em mais de 125 paises e consumida por mais de um bilhdo de pessoas.

A producdo mundial de batata em 2004 (FAO, 2005) atingiu o total de
328,866 milhdes de toneladas, em uma area de 19,132 milhdes de hectares.
Neste mesmo ano, a producdo brasileira foi de 2,892 milhdes de toneladas em
uma 4rea de 138, 6 mil hectares, colocando o Brasil como 12° maior produtor.
O Brasil possui elevado potencial edafoclimdtico para o cultivo da batata, que
em geral € produzida com alto nivel tecnolégico. Em 2004, a produtividade da
batata brasileira (20,865 kg/ha) superou a produtividade média do mundo em
21,3% (FAO, 2005). O maior Estado produtor brasileiro em 2004 foi Minas
Gerais, com uma produgdo de 949 mil toneladas, seguido por Sdo Paulo e
Parand, sendo estes trés Estados responsdveis por mais de 80% da produgio
nacional (Agrianual, 2005). Dividindo-se a safra brasileira total de 2004 pela
populagao de 2004, registrada pelo IBGE (182.957.000 habitantes), obtém-se a
disponibilidade per capita da produgdo de 15,8 Kg/hab/ano.

No entanto, em funcdo de fatores tecnoldgicos, econdmicos, sociais e

culturais, a batata nao constitui alimento basico comum na mesa do consumidor



brasileiro. A falta de informacao quanto as qualidades intrinsecas do produto e o
pouco interesse em esclarecer as dividas induzem a demanda pela batata a ser
baseada em caracteristicas de aparéncia visual e ndo naquelas relacionadas a sua
qualidade nutricional e a sua grande versatilidade na cozinha.

A batata é um dos alimentos mais completos, sendo fonte de proteina de
alta qualidade, vitaminas e sais minerais, além de proporcionar energia oriunda
dos carboidratos. Em termos nutricionais, 100 g de batata suprem cerca de 10%
das necessidades recomendadas de proteina para uma crianga, ou 10% de
tiamina, niacina, vitamina B6, acido f6lico e 50% de vitamina C para um adulto.

Ao contridrio dos outros grandes paises produtores mundiais de batata
onde as cultivares e sua finalidade culindria sdo identificadas na
comercializa¢do, no Brasil ainda existe muito pouca informagdo a respeito da
aptiddo culindria dos tubérculos e, em conseqiiéncia, sobre a qualidade final do

produto apds processamento.

2.2 A industria da batata

Desde o século II d.C. a maioria dos povos nativos das montanhas do
Peru ja processava os tubérculos de batata, utilizando-os desidratados ou na
forma de fritura. Este tipo de processamento facilitava o seu transporte,
conservacdo e era imprescindivel a sobrevivéncia dos povos indigenas, pois a
batata era, para eles, um alimento bdsico com producio instivel. Apds a sua
introducdo na Europa, o processamento da batata foi “redescoberto”, sobretudo
na forma de fritura, e tal utilizacdo se estendeu para todo o mundo,
especialmente para a América do Norte, onde adquiriu grande importincia
(Talburt, 1975; Hawkes, 1994).

Os principais produtos industrializados derivados da batata podem ser
divididos em dois segmentos, produtos desidratados e produtos congelados. Os

produtos obtidos a partir da desidratagdo das batatas, tais como fécula, granulos,



flocos e farinha, sdo utilizados pela indudstria alimenticia na fabricacdo de paes,
bolos, como agente espessante em sopas € molhos e na formulagdo de produtos
instantdneos ou de conveniéncia, como puré, pudins e sopas. Ainda na linha de
desidratados, podem ser obtidos cubos de batata e a batata frita, que ¢é
geralmente cortada na forma de fatias finas (chips) ou ralada (palha). A maior
parte da batata industrializada no Brasil é processada desta forma, em fabricas
de grande e pequeno porte, gerando um produto de Otima aceitagdo pelo
mercado nacional. O principal segmento de mercado é o consumidor direto, no
caso de chips, e restaurantes, lanchonetes, para batata palha. Uma outra forma
para o aproveitamento industrial da batata é através da refrigeracdo e do
congelamento, obtendo-se batatas pré-fritas congeladas, puré de batatas
congelado, batatas descascadas, fatiadas pré-fritas ou ndo, acondicionadas em
plésticos especiais, sob atmosfera modificada e refrigeradas. Este produto é
também chamado de batata minimamente processada (Berbari & Aguirre, 2002).

As batatas pré-fritas congeladas consumidas no Brasil sdo, em grande
parte, importadas dos Estados Unidos, Holanda, Canadéd, Franca e Argentina, em
embalagens de 500g e 1kg para atender ao consumo doméstico e de Skg para o
mercado institucional (setor de refeicdes coletivas). A instalacdo de unidades
industriais para producdo de batatas pré-fritas congeladas requer investimento
elevado devido, principalmente, ao custo do equipamento de congelamento. Este
¢ um segmento de mercado em grande expansdo, visto que, nos ultimos 30 a 40
anos, a industrializag@o da batata tem aumentado em todas as partes do mundo,
principalmente na forma de chips e batata pré-frita congelada, tornando-se um
produto que possa ser consumido de forma rdpida e facil. Na Tabela 1
observam-se as importacdes de batata por tipo no ano de 2004.
Aproximadamente 77% de toda a batata importada o foi na forma de pré-frita
congelada, o que corresponde a mais de 85% de todo capital gasto com as

importagdes brasileiras de batata.



TABELA 1. Importagdes brasileiras de batata por tipo em 2004.

Tipo Mil US$  Toneladas

Sementes 1.491 2.407
Frescas / Refrigeradas 1.804 20.361
Farinha e s€molas 52 41
Flocos granulos e pellets 2.773 2.573
Féculas 310 626
Preparadas, conservadas ndo congeladas 2.216 730
Preparadas, conservadas congeladas 51.383 88.958
Congeladas ndo cozidas ou cozidas 37 69

TOTAL 60.067 115.766

Fonte: Secex- MDIC - 2005; Vilela et al. (2005).

A tendéncia mundial do mercado da batata na dltima metade do século
passado foi a reducdo do consumo da batata in natura e o aumento do consumo
da batata processada na forma de pré-frita (USDA, 2002). Com 0
processamento tem-se a reducdo de desperdicio por parte do consumidor; além
disto, ndo é necessdria preparacdo no que se refere a selecdo, limpeza, lavagem,
descascamento e corte.

O maior produtor mundial de batata pré-fritas é os EUA, que destinaram
70% da producdo da batata fresca a industria durante os anos de 2000 e 2001.
No final da década de 1990, a producdo anual de batata no Brasil foi de
aproximadamente 2,7 milhdes de toneladas (Agrianual, 2002). Deste total, 10%
destinaram-se ao processamento industrial, como chips, palha, palitos pré-fritos
(french-fries) ou pré-cozida (Takano, 2001). Deve-se considerar ainda que
grande parte da batata comercializada in natura é consumida preferencialmente

na forma de fritura (Okamura, 2001).



H4 uma crescente utilizacdo de batata processada no Brasil,
especialmente das batatas fritas, em fatias ou palitos, produzidas pela industria e
por estabelecimentos voltados a alimentagdo. Assim, o Brasil possui um
mercado consumidor em potencial para a batata processada industrialmente na
forma de fritura, desde que algumas dificuldades sejam minimizadas.
Percebendo tal oportunidade de mercado, nos dltimos anos muitas empresas t€ém
surgido para disputar o mercado de processamento da batata, que desde 1974 é
liderado e explorado com sucesso pela Elma Chips, apesar das dificuldades
enfrentadas por todas as empresas do setor (Elma Chips, 2002; Norio & Fukua,
2001).

Outras empresas vém atendendo ao mercado por meio de importacdes de
batata processada, principalmente pré-frita congelada. Todavia, tais produtos sao
cotados a precos elevados no mercado varejista. A indudstria nacional poderia
fazer frente a concorréncia de tais produtos, desde que produzisse também com
semelhante padrio de qualidade, o que depende, principalmente, da
disponibilidade de matéria-prima com caracteristicas essenciais ao
processamento industrial.

Além do mercado promissor, o processamento da batata no Brasil ainda
conta com outra grande vantagem, que é a produgdo durante todo o ano em
algumas regides, como o sul de Minas Gerais. Deste modo, poder-se-ia atender a
estabilidade de fornecimento de matéria-prima a industria, sem a necessidade de
formagdo de grandes estoques armazenados em cadmaras frias, que oneram os
custos e depreciam o produto final, pois aumentam os teores de acticares
redutores presentes nos tubérculos.

Apesar dessas vantagens, alguns problemas precisam ser superados, tais
como a adaptacdo da produgdo a necessidade da inddstria (que requer pregos
mais constantes e matéria-prima de qualidade, conforme o tipo de utilizagdo) e a

demanda de cultivares que atendam a tais especificacdes, segundo as quais



devem possuir atributos necessdrios a industrializacdo, como altos teores de
matéria seca e baixas concentragdes de acucares redutores; ndo possuir
podriddes e mancha chocolate ou coracdo oco, além de apresentar boa qualidade
externa, como olhos pouco profundos; ndo apresentar crescimento secundério e
embonecamento e possuir, ainda, tamanho e formato adequados para cada

finalidade (Popp, 1994; Lopes & Buso, 1997; Norio & Fukua, 2001).

2.3 Qualidades para processamento da batata

2.3.1 Matéria Seca

O teor de matéria seca € uma das mais importantes caracteristicas para o
processamento da batata na forma de fritura, sendo que a utilizacdo de
tubérculos com elevados teores € essencial para manter um alto rendimento
industrial (propor¢do entre volume de matéria-prima utilizado e volume de
produtos obtidos apds processamento), uma menor absorcdo de dleo e,
conseqilentemente, maior crocincia, afetando, assim, a qualidade final do
produto (Melo, 1999; Silva, 1991; Gould, 1989; Zorzella, 1999).

A quantidade de matéria seca é uma caracteristica que depende
principalmente do conteido de amido nos tubérculos, visto que este constitui o
componente principal da matéria seca, conferindo a batata condi¢ao de alimento
energético (Lorenzo, 1994).

Segundo Chen et al. (2001), o acimulo de matéria seca nos tubérculos
maduros de batata é o resultado da fixa¢do do carbono pela fotossintese, a
sintese de amido e sua conversio em sacarose nas folhas verdes, e pelo
transporte da sacarose das folhas até o tubérculo.

A sintese, o transporte e o acimulo de matéria seca sdo caracteristicas
quantitativas controladas por varios genes (Haynes & Haynes, 1983) e afetadas

por diferentes fatores ambientais, como local, época de cultivo, pragas, doengas,



adubacdo e manejo de dgua, dentre outros (Smith, 1975; Chen et al., 2001; Dale
& Mackay, 1994; Resstman, 1970; Heemst, 1986; Westermann et al., 1994ab;
Reis Junior & Fontes, 1996; Levy, 1986 e Shock et al., 1993). Na literatura
encontram-se valores de herdabilidade variando de 0,38 a 0,72 para o teor de
matéria seca na batata (Rodrigues & Pereira, 2003; Salamoni et al. 2000;
Capezio et al. 1992/1993).

O primeiro passo a ser tomado para conseguir materiais com elevados
teores de matéria seca € plantar cultivares que possuam esta caracteristica
genética, visto que o acimulo de matéria seca pode ser alterado por diversas
condi¢des ambientais devido a uma expressiva interacdo gendtipos x ambientes
(Feltran et al., 2004; Beukema & Zaag, 1990; Cacace et al., 1994; Melo, 1999).

O teor de matéria seca dos tubérculos aumenta com o desenvolvimento
progressivo do ciclo da planta (Melo, 1999); além disso, ha variagcdo no teor de
matéria seca entre tubérculos de uma mesma planta (Heemst, 1986).

Altas temperaturas, especialmente a noite, quando as plantas estdo
respirando, e portanto gastando uma quantidade maior de energia, diminuem o
teor de matéria seca. Isto explica porque os tubérculos colhidos em condi¢des
tropicais apresentam um menor teor de matéria seca do que os colhidos em
condi¢Oes temperadas, quando se utiliza a mesma cultivar (O Hair, 1985;
Manrique, 1989; Malik et al., 1992; Cacace et al., 1994; Menezes, 2001; Fontes
& Finger, 1999).

O célculo dos teores de matéria seca pode ser obtido colocando os
tubérculos em estufa a 60°C e deixando-os até que o seu peso fique constante,
porém este método € destrutivo, o que provoca a diminuicao da sua utilizacao.

Segundo Schippers (1976), existe uma correlagdo positiva entre o peso
especifico e o teor de matéria seca dos tubérculos, e com a expressdo algébrica a
seguir determina-se o teor de matéria seca; MS = -217,2 + 221,2 D, em que MS:

matéria seca e D: densidade do tubérculo (peso especifico). Sendo assim, a



metodologia mais empregada para determinacdo da matéria seca € a estimativa
do peso especifico (Porter et al., 1964; Woodbury & Weinheimer, 1965;
Kleinkoff et al., 1987), que se trata de uma metodologia simples e nao
destrutiva.

Desta forma, o teor de matéria seca € avaliado indiretamente pelo peso
especifico dos tubérculos, e esta metodologia consiste em obter o peso dos
tubérculos no ar e na 4gua, em balanca hidrostatica; de acordo com a seguinte
equacio obtém-se o peso especifico (Smith, 1975; Kleinkopf et al., 1987):

PE= Peso no ar / (Peso no ar — Peso na agua).

Montaldo (1984) sugere, além da metodologia em balanga hidrostatica, a
utilizacdo de solugdes salinas com concentracdes conhecidas, variando entre
1,055 a 1,110, sendo doze solucdes com intervalo de 0,005, para a determinacdo
do peso especifico dos tubérculos. E considerado como o peso especifico de um
tubérculo aquele correspondente a tltima solugdo em que tal tubérculo afundou,
isso quando as solucdes sido colocadas em ordem crescente de concentragdo.
Segundo Talburt & Smith (1975), cada variacdo de 0,005 unidades do peso
especifico corresponde a uma variagdo de 1% de matéria seca.

Para a produc¢do industrial de chips, batata palha e palitos, o teor de
matéria seca deve ser de 20% a 24%, o que equivale a um peso especifico de
1,080 a 1,095 (Pereira, 2000; Almeida et al., 1983;).

Cacace et al. (1994) sugerem que em relacio a matéria seca os
tubérculos podem ser separados em trés grupos: alto teor de matéria seca
(valores superiores a 20%), teor intermediario (valores entre 18% e 19,9%) e

baixo teor de matéria seca (valores inferiores a 17,9%).

2.3.2 Acicares Redutores

Os agtcares redutores sdo agucares simples, formados nas plantas pelo

processo da fotossintese, combinam-se na forma de sacarose e sdo transportados
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até os tubérculos. Posteriormente, dentro dos tubérculos, a sacarose ¢
transformada em amido e este ¢ armazenado até que a planta pare de produzir
acucares (Gould, 1989).

No processo de respiragdo dos tubérculos, o amido € hidrolisado a
sacarose, e esta, por sua vez, em agucares redutores, liberando diéxido de
carbono e dgua (Gould, 1989).

Em termos de qualidade para processamento, as altas concentragdes de
actucares, principalmente das hexoses, glicose e frutose, sdo criticas, pois estes
acticares redutores influenciam diretamente a coloragdo dos produtos
processados e, portanto, condicionam a sua aceitacdo pelos consumidores
(Pereira & Costa, 1997; Dale & Mackay, 1994). Além desses agticares, os teores
de 4cido ascorbico, 4cidos fendlicos e glutamina atuam como agentes
secunddrios do escurecimento. Estes t€m acdo mais destacada quando os teores
de acticares redutores sdo mais baixos (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 1997).

A principal razdo para estes aguicares redutores afetarem a qualidade da
batata é o fato de que, sob temperatura de fritura maior que 60°C, comeca a
ocorrer a reacdo de Maillard ou reacdo de escurecimento ndo enzimdtico entre 0s
acticares € 0s compostos nitrogenados dos grupos de a-aminodcidos presentes
nos tubérculos (Pini et al., 2004; Schallenberg et al., 1959; Beukema & Zaag,
1990; Cunningham & Stevenson, 1963; Talburt et al., 1975). Este escurecimento
se da inicialmente entre os grupos carbonilas dos agicares e o grupamento
amina, normalmente de aminodcidos, proteinas e peptideos, que apds vdrias
etapas acabam culminando na formagdo de melanoidinas, que sdo compostos
escuros de alto peso molecular contendo nitrogénio e também formam
compostos voldteis, conferindo odor caracteristico (Bobbio & Bobbio, 1989).

Segundo Melo (1999) e Pereira (2000), os teores de acticares redutores
nos tubérculos de batata indicados para a industria de batata frita devem estar

abaixo de 0,2%. Storey & Davies (1992) acrescentam ainda que os teores de
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0,1% sdo ideais e os acima de 0,33%, inaceitdveis. A cor desenvolvida apds
fritura pode ser branco amarelado (aceitdvel), passando por uma colora¢ido ouro
(desejavel) e marrom escuro (rejeitavel).

A capacidade de uma planta acumular maior ou menor concentraciao de
actucares redutores nos tubérculos é uma caracteristica quantitativa, que é sujeita
a uma considerdvel influéncia genética devido ao grande nimero de genes e
também a influéncia ambiental (Stevenson et al., 1954; Melo 1999; Shock et al.,
1993). Por sua natureza quantitativa, pode-se entdo esperar ganhos gradativos
com a selecdo (Love et al., 1998).

Dentre os intimeros fatores ambientais que afetam o acimulo de
acucares redutores pode-se destacar o grau de maturagdo dos tubérculos na
colheita, as condi¢des climdticas e nutricionais de desenvolvimento das plantas,
o manejo da lavoura e a temperatura de armazenamento dos tubérculos (Gould,
1988; Melo, 1999; Van Es & Hartmans, 1981; Beukema & Zaag, 1990; Hertog
et al., 1997; Kincaid et al., 1993; Shock et al., 1992; Shock et al., 1993).

Caso seja necessdrio armazenar os tubérculos antes do seu
processamento, pritica comum em paises do Hemisfério Norte, onde a produgdo
de batata ocorre somente uma vez ao ano, deve-se tomar cuidado com a
temperatura de armazenamento, pois temperaturas inferiores a 4°C podem
induzir ao acimulo de acgtcares redutores nos tubérculos pela conversdo do
amido em glicose e frutose (Coffin et al., 1987; Shock et al., 1993; Marangoni,
1997; Davies & Viola, 1992; Copp et al., 2000; Sowokinos et al., 1997; Vliet &
Schrimenr, 1960; Burton, 1989; Verma et al., 1974; Stevenson et al., 1954;
Pressey, 1969; Bacarin, et al., 2005).

O frio altera a composigao lipidica das membranas plasmaticas celulares,
o que produz um rdpido aumento na atividade de diferentes enzimas envolvidas
nas diferentes etapas de vdrias vias bioquimicas relacionadas ao metabolismo de

aminodcidos e carboidratos (Guy, 1990; Thomashow, 1990). Durante o
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armazenamento a baixas temperaturas, o amido € a tnica fonte de carbono para a
respiragdo (Isherwood, 1973) e o fornecimento de esqueletos carbdnicos para
outras rotas biossintéticas (Ileperuma et al., 1998). A conversao do amido para
actucares redutores simples € mediada principalmente via fosforilase, porque a
sacarose € o primeiro agicar a acumular quando os tubérculos sdo submetidos a
baixas temperaturas (Barker, 1968; Isherwood, 1973). Provavelmente, quando o
tempo de armazenamento sob baixas temperaturas € longo, ou seja, em torno de
60 dias, as membranas do amiloplasto perdem sua seletividade, deixando os
actiicares em contato com enzimas que o degradam. Porém, em algumas
cultivares a membrana do amiloplasto ndo perde sua seletividade nos tempos de
armazenamento e a baixas temperaturas, mostrando, assim, que o acimulo de
acucar redutor sob baixas temperaturas pode ser diferencial para cada cultivar
(Edwards et al., 2002).

Segundo Coelho et al. (1999) e Chapper et al. (2002), o
recondicionamento consiste de um perfodo de 2 a 4 semanas a 20°C — 24°C
depois de armazenamento a frio e resulta numa rdpida diminui¢do dos teores de
actucares redutores em algumas cultivares, melhorando sua condicdo para fritura.
Resultado semelhante foi observado por Edwards et al. (2002), sendo que as
cultivares estudadas, apds recondicionamento, apresentaram teores de agucares
redutores menores do que as nio recondicionadas. Assim, o recondicionamento
dos tubérculos de batata apés o armazenamento sob baixas temperaturas tem
efeito benéfico, pois contribui para a diminuicdo dos niveis dos acticares
redutores (Bacarin et al., 2005).

De acordo com alguns autores (Habib & Brown, 1956; Verna et al.,
1974; Uppal & Verna, 1990), ha diferencas genéticas entre clones na
acumulagdo de acticares relacionados a temperatura de armazenamento da
batata. Segundo Isherwood (1976) e Copp et al. (2000), mudangas metabdlicas

produzidas pelo frio podem induzir a expressdo diferencial de certos genes.
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O controle genético destinado a reversdo e ao recondicionamento €
importante no melhoramento da batata e a herdabilidade para a cor de chips tem
sido estudada, encontrando-se, na literatura, valores entre 0,32 e 0,49 (Rodrigues
& Pereira, 2003; Salamoni et al., 2000; Colon et al., 1989; Ehlenfeldt et al.,
1989; Lauer & Shaw, 1970).

Na heranga ao recondicionamento parecem estar envolvidos trés locos.
Tubérculos bons para a producdo de chips ocorrem quando existe pelo menos
um alelo dominante em cada um dos trés locos. Chips de coloracdo indesejavel
ocorrem quando pelo menos um loco tem todos os alelos recessivos. Segundo
Thil & Peloquim (1994), para batatas dipldides, os genétipos com uma
constituicilo A_B_C_ s@o bons para a produgdo de chips claros, enquanto
gendtipos do tipo A_B_cc sdo inadequados para a producgdo de chips claros.

Para o melhoramento, as determinagdes dos niveis de agicares redutores
e o conhecimento do controle genético podem indicar quais cruzamentos devem
ser direcionados para processamento e determinar quais genitores devem ser
usados para desenvolver variedades para chips (Gould, 1989).

Entre os diversos métodos utilizados para determinar as concentracoes
dos acucares redutores estdo as glicofitas, usadas para determinacdo de glicose
na urina ou no sangue humano, proposto por Neele & Louwes (1989), sendo esta
uma metodologia ripida e barata de estimacdo da glicose. A grande
desvantagem desta metodologia é que as concentra¢des de agicares redutores
observadas nos tubérculos de batata estdo bem acima daquelas encontradas no
sangue ou na urina humana, diminuindo a precisdo experimental dos dados
obtidos.Além disso, estas glicofitas ndo sdo faceis de encontrar no mercado, pois
estdo sendo substituidas por aparelhos que fazem a leitura do teor da glicose nos
humanos, e as concentra¢des dos agiicares nos tubérculos ultrapassam o limite

de leitura dos aparelhos.

14



Cunningham & Stevenson (1963); Pereira & Costa (1997); Douches et
al. (1996); Gould (1988) e Rodrigues & Pereira (2003) tém utilizado a coloracio
desenvolvida pelas fatias de batata apds a fritura (chips) como uma estimativa
indireta da concentracdo dos acucares redutores e da qualidade, comparando-as
com as tabelas comerciais ilustrativas como as da Potato Chips and Snack Food
Association dos EUA, que possui uma escala que varia de 1 a 5, sendo os chips
com escores iguais ou inferiores a 2,5 considerados aceitdveis comercialmente.

Outra forma € a determinagdo laboratorial, fazendo-se um macerado do
tubérculo da batata e utilizando a metodologia DNS (Acido Dinitrosalicilico),
que ja fornece os teores de agticares em porcentagem (Miller, 1959).

Segundo Iratani & Weller (1976) e Salamoni et al. (2000), existe uma
correlacdo negativa e desejdvel entre as concentracdes de acucares redutores e a
matéria seca dos tubérculos. Sendo assim, no melhoramento da batata, a selecdo
para baixos teores de acucares redutores resultaria em clones com maior

contetdo de matéria seca.

2.4 Selecao Precoce

A selecdo realizada nas primeiras geragdes apds a hibridacdo nos
programas de melhoramento de batata é denominada de sele¢do precoce. A
vantagem da selecdo precoce é poder agilizar o programa e encurtar os ciclos de
selecdo. De acordo com Pinto et al. (1994), um dos principais fatores que
limitam a eficiéncia da selecdo nas primeiras geracdes clonais é a grande
variacdo nao-genética entre os clones, em virtude do ndimero limitado de plantas,
da ndo utilizacdo de repeticdes e do grande ndmero de clones que sdo avaliados.

A necessidade de reduzir a quantidade de material para que haja
avaliacdo mais precisa nas geracdes avancadas faz com que os melhoristas
apliquem uma forte pressdo de selecdo sobre os gendtipos nas primeiras

geracdes clonais.
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Indmeros trabalhos indicam que nenhuma seleco para caracteristicas de
producdo deve ser realizada nesta fase e que a selecdo nas fases iniciais deveria
ser conduzida apenas para caracteristicas de alta herdabilidade.

Pinto et al. (1994) comentam que a selecdo nas primeiras geracdes
clonais € uma pratica rotineira nos programas de melhoramento de batata, mas
sua eficiéncia € baixa quando se trata de caracteres como a producido de
tubérculos e seus componentes.

Muitos trabalhos demonstram a baixa efici€ncia da selecio precoce, mas
apdiam a sua realizagdo de maneira branda, eliminando somente aqueles
materiais que se mostraram reprovaveis para os caracteres de alta herdabilidade
(Neele & Lowes,1989; Maris,1988; Haynes & Wilson, 1992; Bradshaw et al.,
1998; Gopal et al., 1992). Segundo estudo feito por Amaro (2002), a sele¢do
precoce deveria ser recomendada somente com o objetivo de eliminar as piores
familias.

Rodrigues (2001) sugere ainda avangar até a terceira geracdo clonal para
poder realizar com eficiéncia a selecdo de clones superiores quanto aos
componentes de producio.

Segundo Amaro (2002), existe correlacdo de baixa magnitude (0,20)
entre a geracdo de seedling, a primeira e a segunda geracdes clonais. Porém, os
mesmo valores ndo foram encontrados por Rodrigues & Pereira (2003), que
obtiveram correlacdo de magnitude moderada entre os valores de peso especifico
nas primeiras geragdes, variando de 0,40 a 0,46, possibilitando a sele¢do de
clones nas primeiras geracdes clonais de forma moderada.

Sendo assim, uma alternativa para aumentar a eficiéncia da sele¢do
precoce seria a incorporacdo de marcadores genéticos como metodologia
complementar ao melhoramento convencional (Knapp, 1998), viabilizando,
assim, o uso da sele¢@o precoce para caracteres importantes no processamento

da batata.
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2.5 Marcadores Genéticos

Qualquer forma alélica originada de um genoma pode ser utilizada como
um marcador genético, que pode este ser de trés tipos principais: marcador
morfolégico, que é um fendtipo de fécil identificacdo, que esteja intimamente
ligado ao alelo de interesse; marcador bioquimico, aquele derivado da andlise de
proteinas; e marcador de DNA ou molecular, que revela variagdes em regides do
DNA, as quais podem ser expressas ou nao (Jones et al., 1997; Winter & Kahl,
1995).

Zehr et al. (1992) sugerem o uso de marcadores genéticos para a selecao
indireta de caracteres com baixa herdabilidade, possibilitando a identificacdo de
individuos superiores de forma mais eficiente.

Um dos principais usos de marcadores em pesquisas agricolas tem sido
na constru¢ido de mapas de ligacdo de diversas culturas, usados para identificar
regides cromossdmicas que contém caracteres controlados por um gene, e
caracteres quantitativos usando andlise de QTL (Quantitative Trait Loci), que
sdo regides dentro do genoma que contém genes associados com uma
caracteristica quantitativa particular.

Existem inimeros relatos na literatura do uso de marcadores genéticos
em batata, especificamente de marcadores bioquimicos e moleculares. Estes t€ém
possibilitado muitos avangos e a ampliacdo das pesquisas no melhoramento da
batata. Exemplo disso foi mostrado por Freyre & Douches (1994), que
encontraram alguns locos isoenzimdticos associados com peso especifico e
dorméncia de tubérculos em batatas dipldides. Rocha et al. (2000) também
identificaram dois complexos isoenzimdticos, altamente significativos,

associados com a matéria seca em tubérculos de batata silvestre.
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2.5.1 Marcadores Isoenzimaticos

O termo isoenzima define um grupo de multiplas formas moleculares da
mesma enzima que ocorre em uma espécie, como resultado da presenca de mais
de um gene codificando cada uma das enzimas (Moss, 1982).

O principio bésico da técnica reside no uso de eletroforese em gel de
amido e na visualizagdo do produto por métodos histoquimicos (Hunter &
Markert, 1957).

Segundo Murphy et al. (1990), as diferencas observadas na mobilidade
de isoenzimas submetidas a um campo elétrico sdo devidas a diferengas ao nivel
de seqiiéncias de DNA que sdo codificadores de tais enzimas; sendo assim,
pressupde-se que estas diferencas possuam base genética e sejam herdaveis.

Inimeras sdo as vantagens do uso de isoenzimas, como rapidez de
andlise dos locos analisados, embora o niimero destes seja limitado; sdo
marcadores codominantes, permitindo, assim, a discriminacio de locos
homozigdticos de heterozigdticos; possuem baixo custo e sdo de maior
facilidade de obtencdo quando comparados com outros marcadores. Os
marcadores isoenzimdticos possuem algumas limita¢des, a saber: sofrem uma
considerdvel influéncia na atividade enzimdtica em resposta a condigdes
ambientais; o estddio de desenvolvimento da planta pode ocasionar diferencas
nas atividades isoenzimdticas; ndo permitem a cobertura completa do genoma e
limitam a constru¢do de mapas genéticos saturados com base em isoenzimas,
sendo limitantes especiais para andlise de caracteres quantitativos (Ferreira &

Grattapaglia, 1998; Desborough & Peloquin, 1968; Ford & Taylor, 1997).

2.5.2 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares, também chamados de marcadores

gendmicos ou genotipicos, tiveram sua utiliza¢do iniciada na década de 1980.
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Sdo capazes de detectar o polimorfismo diretamente ao nivel do DNA, ndo
sofrendo qualquer tipo de influéncia ambiental ou génica (Souza, 2001).

Na teoria, todo fragmento de DNA pode ser utilizado como marcador
molecular desde que revele polimorfismo entre individuos. Além disto, possui
nimero ilimitado e é desprovido de efeitos epistaticos ou pleiotrépicos (Souza,
2001).

Comparados aos marcadores morfoldgicos, os marcadores moleculares
oferecem amplas vantagens, pois fornecem um nimero quase ilimitado de
polimorfismos, distribuidos ao longo de todo o genoma, e ndo sofrem
influéncias dos efeitos ambientais e do estddio fisiolégico de desenvolvimento
das plantas, permitindo a identificacdo mais precisa dos gendtipos em qualquer
estddio de desenvolvimento. Segundo Lanza et al. (2000), os marcadores
moleculares aumentam a probabilidade de desenvolvimento de variedades
melhoradas, visto que fornecem aos melhoristas informagdes genéticas
adicionais e mais detalhadas dos gendtipos.

O uso de marcadores moleculares no melhoramento da batata tem
ocorrido de vérias maneiras, como para identificacdo de cultivares (Gebhardt et
al., 1989a), estudos filogenéticos (Kardolus et al., 1998), anélise entre genomas
recombinantes (Williams et al., 1993), identificacdo de genes controladores de
determinadas caracteristicas (Gebhardt, 1994), resisténcia a viroses (Kasai et al.,
2000) e selecdo assistida (Hamalainen et al, 1997). No programa de
melhoramento de batata da UFLA, a utilizacdo de marcadores para a resisténcia
a viroses € amplamente realizada e tém obtido bons resultados (Neder, 2005;

Ribeiro, 2004; Gadum et al., 2003).
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2.5.2.1 PCR (“Polymerase Chain Reaction”)

A técnica PCR (“Polymerase Chain Reaction”) foi desenvolvida em
1984, por Kary Mullis (Mullis & Falloona, 1987). E uma metodologia poderosa
para a amplificacdo in vitro de sequéncias de DNA usando oligonucleotideos
iniciadores ou primers de seqiiéncia conhecida e complementares as
extremidades do segmento a ser amplificado, direcionando a sintese de DNA
alvo em ciclos repetidos (Mullis, 1990). A reacdo de PCR € realizada em um
termociclador, que fornece as temperaturas e os respectivos tempos adequados a
desnaturacdo da molécula de DNA, separando as fitas complementares, o
anelamento dos primers e a extencdo do DNA em cada ciclo de replicacdo,
durante os 25 a 40 ciclos. Com o uso da tecnologia de PCR, as moléculas
simples de DNA podem ser seletivamente amplificadas em alguns milhdes de

vezes, em poucas horas (Rasmussem & Rasmussem, 1995).

2.5.2.2 RAPD (“Random amplified Polymorphic DNA)

Em 1990, a técnica de PCR foi alterada independentemente por Williams
et al. (1990) e Welsh & Mccelland (1990), utilizando primers de seqii€ncia
aleatéria, dando inicio a uma nova técnica conhecida como RAPD, que significa
polimorfismo de fragmentos aleatérios e amplificados de DNA.

A construcdo aleatéria destes primers tornou a técnica muito mais
acessivel, pois ndo depende do seqiienciamento. Além disso, utiliza-se um Gnico
primer ao invés de pares de primers utilizados na técnica de PCR e este primer é
geralmente mais curto, tratando-se de um oligonucleotideo contendo, na maioria
das vezes, 10 bases (Tingey et al., 1992).

O RAPD € uma técnica simples, rapida e com uma grande sensibilidade
para detectar polimorfismos, sendo recomendado para experimentos tipicos de

melhoramento de plantas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Contudo existem algumas limitacGes, como o baixo conteido de
informacdo por loco, pois apenas um alelo é detectado, pois se trata de um
marcador dominante. Outra limitagdo € o problema inerente a reprodutibilidade
dos padrdes de amplificacdo, que ocorrem principalmente com variagdo de
laboratério para laboratério, como resultado de perfis térmicos diferentes entre
diferentes aparelhos termocicladores (Penner et al., 1993a; Wang et al., 1993).
Segundo Skroch & Nienhuis (1995), com a padronizacdo das condig¢des de
reacdo de diferentes laboratérios e com a escolha de primers que apresentam
maior reprodutibilidade, pode-se contornar o problema da reprodutibilidade dos
padrdes de amplificacdo.

Segundo Lanza et al. (2000), com a utilizacdo do RAPD consegue-se
fazer deteccdo de apenas dois alelos por loco, sendo que a presenca de uma
banda no gel identifica individuos homozigéticos dominantes (AA) e
heterozigéticos (Aa), ndo permitindo a discriminacdo entre eles. O alelo
recessivo (aa) € identificado pela auséncia de banda.

Segundo Skroch et al. (1992), devido ao grande numero de primers
diferentes existe a possibilidade de que alguns primers amplifiquem fragmentos
do genoma préximos ao alelo de interesse.

O uso deste marcador tem sido amplamente utilizado em vérias espécies,
inclusive batata, sendo uteis para identificacdo de variedades, estudos
taxondmicos, constru¢do de mapas de ligacdo e determinacdo de diversidade
genética (Demeke et al., 1992; Demeke et al., 1993; Demeke et al., 1996; Martin
et al., 1991).

2.6 Selecdo Assistida por Marcadores ( SAM)

Selecionar plantas na populacdo segregante que contenha combinagdes

génicas apropriadas ¢ um componente critico do melhoramento de plantas

(Ribaut & Betran,1999;). Além do mais, melhoristas de plantas geralmente

21



trabalham com centenas ou até mesmo milhares de populagdes muito numerosas
(Ribaut & Betran, 1999; Wilcombe & Virk, 2001).

A selec¢do assistida por marcadores poderia aumentar a eficiéncia do
melhoramento de plantas se comparada com os métodos de melhoramento
convencionais, visto que os marcadores moleculares ndo sdo influenciados pelo
ambiente e sdo transmitidos mendelianamente. Uma vez que os marcadores
estejam fortemente ligados, e que genes ou QTLS de interesse ja tenham sido
identificados, os melhoristas de plantas poderiam utilizar marcadores de DNA
especificos como uma ferramenta para identificar plantas que transportam genes
ou QTL’s (Michelmore, 1995; Ribaut et al., 1997; Young, 1999).

O principio da selecd@o assistida € a correlacdo genética entre a marca e
os diferentes genes envolvidos no controle do cardter (Ramalho & Lambert,
2004); sendo assim, ela é uma forma de selecdo indireta na qual a marca possui
herdabilidade de 100%, uma vez que os marcadores moleculares ndo sio
influenciados pelo ambiente. A partir da equagdo de ganho genético pode-se

entender melhor esta metodologia:

ko

G= ,
y\/(aé +0}, +070)

em que:

G: ganho genético, k: diferencial de selecdo, y: nimero de anos por ciclo
~ 2 A . . 2 [N . . 2 IS .
de sele¢do, 0 : varidncia aditiva, 0 : varidncia ambiental, O, : varincia da
. ~ s, . 2 A . P
interacdo gendtipos por ambientes e O, : variancia genética.

Sendo assim, vdrios componentes desta equacdo podem ser afetados

pelo uso dos marcadores moleculares, possibilitando um incremento na

eficiéncia do melhoramento de plantas. Devido a auséncia de influéncia

ambiental sobre os marcadores, a varidncia ambiental e a varidncia da interacio
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genGtipos por ambientes podem ser eliminadas. Além disto, realizando a selecdo
diretamente no gendtipo, o diferencial de sele¢do e a varidncia aditiva poderdo
ser levados ao extremo.

Algumas vantagens da SAM seriam a sele¢ao de gendtipos no estagio de
seedlings, evitar a transferéncia de genes indesejaveis ou deletérios; selecionar
caracteres com menor herdabilidade; testar caracteristicas especificas para as
quais a avaliagdo fenotipica ndo seja possivel (por exemplo, resisténcia a
patdgenos exoticos), piramidacdo de genes e aceleragdo do retrocruzamento.

Em alguns casos o screening usando os caracteres fenotipicos € mais
barato se comparado com SAM (Bohn et al., 2001; Dreher et al., 2003).
Entretanto, em outros casos este screening fenotipicamente pode necessitar de
muito tempo, ensaios caros, € o uso de marcadores poderiam ser preferiveis.
Segundo Yu et al. (2000), alguns estudos envolvendo marcadores para
resisténcia a doencas t€m se mostrado mais barato do que métodos
convencionais. Em outras situagdes, avaliacdes fenotipicas podem consumir
maior tempo e ser mais dificeis; sendo assim, os marcadores poderiam ser mais
baratos e preferiveis (Dreher et al., 2003; Young, 1999; Yu et al., 2000).

Porém, uma importante consideracdo, freqiientemente nio mencionada,
deve ser feita em relacdo a SAM. Apesar de os marcadores poderem ter um
custo mais barato, ha um custo inicial de desenvolvimento muito alto. Além
disso, € necessario o mapeamento de caracteres de interesse agrondmico de
forma a maximizar a correlagdo genética. Este procedimento requer a constru¢ao
de mapas de ligacdo genética com regides de interesse saturadas de marcadores,
o que € demorado e de elevado custo (Melchinger et al., 2004).

Segundo Barone (2004), o mapa molecular da batata é, atualmente, um
dos mais saturados com diferentes marcadores moleculares e conta com mais de
350 marcas que cobrem aproximadamente 90% do genoma, tornando-se uma

ferramenta valiosa para localizar genes que controlam a expressio de
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caracteristicas de interesse e oferecendo uma 6tima oportunidade para o uso da
SAM através da andlise de DNA, sendo que caracteristicas como peso especifico
de tubérculos, coloragdo de chips e contetido de amido ja tiveram QTLs
identificados por alguns pesquisadores (Bonierbale et al., 1993; Freyre &
Douches, 1994; Douches & Freyre, 1994; Schafer-Pregl et al., 1998).

Freyre & Douches (1994), utilizando 10 locos isoenzimaticos, 44 RFLPs
e 63 RAPD, conseguiram explicar 39 a 45% da variacdo fenotipica para peso
especifico, em dois ambientes, utilizando batata dipldide. Sugeriram ainda que
se deve utilizar virios ambientes para desenvolver um modelo que poderia ser
melhor utilizado na SAM, em programas de melhoramento de batata, do que
modelos baseados apenas em tnico ambiente.

Andreu (2004) conseguiu identificar, em batata, trés locos
1soenzimadticos, um primer de PCR e dois de RAPD, que conseguiram explicar
74,53% e 47,84% da variacdo fenotipica para peso especifico e cor de chips,
respectivamente. Estes marcadores poderiam auxiliar a SAM para caracteres

relacionados com a qualidade de processamento da batata.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram plantadas, em 2004, sementes de 20 familias, tomadas ao acaso,
oriundas de cruzamentos do material pertencente ao Banco de Germoplasma da

Batata da UFLA (Tabela 2).

TABELA 2 Genealogia das 20 familias avaliadas.Lavras, 2006.

Familia Cruzamento Familia Cruzamento
1 ESL 5-10 x Chiquita 12 SR, 7-36 x SR;4-19
2 Bulk CBM x ESL 5-10 13 ESL 7-06 x CBM 2-06
3 SR; 10-02 x Atlantic 14 ESL 98 x Bulk CBM
4 ESL 31-03 x Bulk CBM 15 ESL 7-06 PL*
5 ESL 24-21 x CBM 8-03 17 ESL 9-27 PL
6 CBM 3-26 x Panda 19 ESL 5-23 PL
8 ESL 2-27 x CBM 16-16 20 Bulk CBM x ESL 7-06
9 CBM 7-12 x Delta Gold 21 ESL 15-21 PL
10 CBM 16-16 x Panda 22 ESL 25-17 PL
11 CBM 7-12 x Panda 23 SR, 4-03 PL

* Polinizagdo livre
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3.2 Avaliacao de Campo

3.2.1 Geracao seedling (S)

Apds tratamento com dcido giberélico 1500 ppm para quebra da
dorméncia, as sementes botanicas foram semeadas no més de maio de 2004, em
bandejas de isopor contendo substrato organo-mineral para hortalicas, em casa
de vegetagdo do Departamento de Biologia da UFLA. As mudas foram
transplantadas, apds 35 dias, para vasos de 0,5 L com o mesmo substrato e
mantidas em casa de vegetacdo até completarem o ciclo, entre 100 a 120 dias
apos o plantio. Durante o ciclo foram realizadas duas adubagdes foliares, aos 25
e 40 dias apds o transplantio, com a formulacdo 15-15-20 (N-P,05-K,0), a 0,2%
de concentracio, na dosagem de 2 litros/m®. As irrigacdes foram didrias e
suspensas no final do ciclo.

Na colheita, um tubérculo de cada seedling foi avaliado para peso
especifico por meio de solugdes salinas, segundo adaptacdo feita na metodologia
descrita por Montaldo (1984) (Tabela 3). Foi considerada peso especifico do
seedling a concentragdo da ultima solucdo em que o tubérculo afundou. Os

tubérculos foram lavados e secados para serem armazenados.
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TABELA 3. Relagdo entre peso especifico, concentragdo de sal em gramas por
litros de solugd@o e porcentagem de matéria seca em tubérculos de
batata (Solanum tuberosumlL.).

Peso especifico  NaCl (g) x litro de solugio’ % de matéria seca
1,055 104,13 14,94
1,060 113,74 15,99
1,065 121,38 17,05
1,070 133,03 18,10
1,075 136,75 19,16
1,080 144,49 20,21
1,085 154,29 21,27
1,090 160,06 22,33
1,095 167,7 23,50
1,100 175,3 24,60
1,105 182,9 25,60
1,110 192,5 26,60

*: Solucdes preparadas usando 4gua como solvente.

3.2.2 Primeira Geracao Clonal (C1)

O experimento foi instalado em drea de produgdo comercial de batata
localizada em Carrancas, sul de Minas Gerais, situada a 21°31° de latitude S,
44°53’ de longitude W, a 1052 m de altitude, no periodo de fevereiro a maio de
2005.

No experimento foi empregado o delineamento em blocos casualizados,
com 20 tratamentos € mais trés testemunhas. Cada uma das 20 familias foi
representada por 30 plantas (cada uma um clone diferente), distribuidas em trés

repeticdes de 10 plantas (clones) cada, totalizando 69 parcelas, cada uma com
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Sm, contendo 10 tubérculos no espacamento de 0,50 x 0,80 metros. Foram
utilizadas como testemunhas as cultivares Atlantic, Agata e Asterix .
Foi utilizada como adubagdo de plantio a formulacido 4-14-8 (N-P,Os-
K,0), na base de 4000 kg/ha. Aos 40 dias apds o plantio foi feita uma adubagao
nitrogenada de cobertura com sulfato de amdnio (300kg/ha), juntamente com
amontoa. Irrigagdes e controle fitossanitario foram realizados conforme a rotina
convencional de produgdo de batata no sul de Minas Gerais.
Foram avaliadas as caracteristicas:
¢ Producio total de tubérculos por planta;
¢ Peso especifico de tubérculos determinados em balanca hidrostitica pela
expressdo: PE = peso ao ar/(peso ao ar — peso em dgua);
¢ Porcentagem de agucares redutores pela metodologia da DNS (item 3.3.6).
Apds a colheita foram tomados, aleatoriamente, 200 clones, 10 por
familia, para serem avaliados em experimento com repeticdo e formarem a

segunda geracdo clonal (C-2), que foi avaliada em Sao Jodo da Mata, MG.

3.2.3 Segunda Geracao Clonal (C2)

Duzentos clones mais trés testemunhas foram avaliados no delineamento
em blocos casualizados, com trés repeticdbes e duas plantas por parcela,
espacadas 0,30 x 0,80 metros. As testemunhas utilizadas foram as cultivares
Asterix, Agata e Atlantic. O experimento foi instalado em 4rea de producdo
comercial, no municipio de Sdo Jodo da Mata, sul de Minas Gerais, de setembro
de 2005 a janeiro de 2006, situado a 21°55° de latitude S e 45°57° de longitude
W, com 1200 m de altitude.

Foi utilizada, como adubagdo de plantio, a formulagdao de 4-14-8 (N-
P,05-K,0) na base de 3.000 kg/ha. Aos 40 dias apds o plantio, foi feita uma

adubag@o nitrogenada de cobertura, com sulfato de amodnio (300 kg/ha),
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juntamente com amontoa. Os tratos culturais foram realizados conforme a rotina
convencional de producgdo de batata no sul do estado de Minas Gerais.
Foram avaliadas as caracteristicas:

¢ Peso especifico de tubérculos determinados em balanca hidrostatica pela
expressdo: PE = peso ao ar/(peso ao ar — peso em 4gua);

¢ Producio total de tubérculos por planta;

¢ Porcentagem de tubérculos graidos = (peso de tubérculos com didmetro
maior que 45 mm/peso total de tubérculos) x 100;

¢ Coloracdo desenvolvida pelos tubérculos apds fritura, realizada em fritador

elétrico, com temperatura de 180°c, por cinco minutos.

3.2.4 Analise de varidncia dos experimentos

Os dados obtidos de todos os caracteres avaliados foram submetidos a
andlise de variancia, empregando-se o seguinte modelo estatistico para blocos
casualizados (Steel & Torrie, 1980):

Yij=m+ti+rj+eij
sendo que:
Yi;: é a observacdo do i-€simo tratamento na j-€sima repeti¢ao;
m : € o efeito fixo da média geral do ensaio;
t; : € o efeito fixo do i-€simo tratamento, sendo i =1,2,..., n);
1j : € o efeito aleatdrio da j-€sima repeti¢do, sendo (j = 1,2 e 3);
ejj : € o efeito aleatdrio do erro experimental do i-ésimo tratamento, na j-ésima
repeti¢do, assumindo-se que os erros sdo independentes e normalmente
distribuidos com média zero e variancia 6° .
As andlises de varidncia foram realizadas utilizando-se o programa

GENES, desenvolvido por Cruz (2001).
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3.2.5 Teste de médias

No experimento de Sdo Jodo da Mata foi utilizado o teste de Scott &

Knott (1974) para a comparacdo entre as médias dos tratamentos.

3.2.6 Estimativa da herdabilidade

As herdabilidades no sentido amplo foram estimadas com base nas
esperancas dos quadrados médios das andlises de varidncias, conforme o

procedimento de Vencovsky & Barriga (1992):

O_Z

——<—x100
o’ +o,

~
h, =

em que:

A2 . 4 A . Lo L

O : ¢ a varidncia genética;

A2, A . .
O~ : € variancia residual.

Os intervalos de confianca para as estimativas das herdabilidades foram

obtidos de acordo com as expressoes apresentadas por Knap et al. (1985):

LI =1- [(Q1 /Qz )'1-7(1—01/2)]_l

LS =1-[(0,10,)Fy ],

em que:

LS: limite superior;

LI: limite inferior;

F: valor tabelado da distribui¢do F de Snedecor a partir dos graus de liberdade de
tratamentos (gl;) e residuo (gl,) e do nivel de significancia (o= 0,05);

Q;: quadrado médio de tratamentos;
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Q,: quadrado médio do residuo.

3.2.7 Correlacao de Pearson

Foram estimadas as correlagdes simples entre as caracteristicas peso
especifico de tubérculos e cor de chips. O estimador do coeficiente de correlacio

entre as varidveis X e Y foi dado pela seguinte expressio:
CoOV(X,Y)

JVXWV @)’

r=

em que:
D -Y)X, -X)
CoOVX,Y)=-H ;
n—1
> (X, -X)
ViX)=4———;
n—1
>, -1)
1400 EF - S—
n—1

Os coeficientes de correlagcdo foram testados pela estatistica t, para

verificagdo da hipétese de nulidade (H,: p=0), com base na expressdo (Cruz &

Regazzi, 1997):
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-
t=| —— Wn-2,
N

em que ¢ estd associado a n-2 graus de liberdade e nivel de significancia o

3.2.8 Estimativas dos coeficientes de variacio genético e ambiental

Os coeficientes de variacdo genético e ambiental foram estimados pelas

expressoes:

2 _ 2
v.om=d% CV. (%) =~

m

em que:
CV,, : coeficiente de variagdo genético em %;
CV, : coeficiente de variagdo ambiental em %;
~2 A .
O : variancia genética;
~2 N . .
O~ :variancia ambiental;

m  : média geral do ensaio para a caracteristica considerada.

3.2.9 Selecao de Clones

O experimento instalado em Sao Jodo da Mata possibilitou a selecio de
clones superiores por meio do indice de sele¢do, com base na soma de postos,
proposto por Mulamba & Mock (1978) e recomendado por Barbosa & Pinto
(1998). As caracteristicas consideradas foram o peso especifico de tubérculos
determinado em balanga hidrostética, a produgdo (g/planta) e a porcentagem de
tubérculos gratdos. Para utilizacdo deste indice, os materiais sdo classificados

em relacdo a cada caracteristica, em ordem favordvel ao melhoramento. As
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ordens referentes a cada carater sdo somadas, resultando em uma medida tomada

como indice para a seleg¢@o dos clones (Cruz & Regazzi,1997).

3.3 Avaliacoes de laboratoério

3.3.1 Material experimental

Foram utilizados, para avaliagdes laboratoriais 200, genétipos de batata,

os mesmos plantados no experimento de Sao Jodo da Mata, MG.

3.3.2 Extracao de DNA

Na extracdo de DNA foi utilizado o procedimento modificado de Rogers
e Bendich (1988). Aproximadamente 2g de folhas jovens de cada planta foram
macerados com areia esterilizada, juntamente com 10 mL de tampao de extragao
pré-aquecido a 65°C [2% de brometo de cetiltrimetil-amoénia (CTAB), 100mM
de TRIS (pH 8,0); 20mM de EDTA (pH 8,0); 1,4M de NaCl; 1% de
polivinilpirrolidona (PVP); 8,6mL de dgua pura] e 40 pl de b-mercaptoetanol.
Posteriormente, o material triturado foi colocado em banho-maria (65°C) por 30
minutos, agitando-se a cada 10 minutos. Apds o banho-maria, adicionaram-se
10mL da soluc¢do cloroférmio:élcool isoamil (24:1), seguido da homogeneizagao
e centrifugacdo durante 10 minutos a 5000 rpm para separar a fase organica da
aquosa. O sobrenadante, que contém os 4cidos nucléicos, foi misturado com
30mL da solucdo (6:1) de édlcool 95% e acetato de amonio 7,5M e mantido no
freezer (-20°C) por uma noite para precipitar o DNA. Apds a precipitacdo, os
DNAs foram transferidos para tubos de microcentrifuga “Eppendorf”,
centrifugados e secos. Em seguida, os 4cidos nucléicos foram reidratados em
tampao TE (ImM de TRIS e 0,1 mM de EDTA). Posteriormente, foi realizada a
segunda extragdo com cloroférmio:alcool isoamil (24:1) e os dcidos nucléicos

foram precipitados pela adi¢@o de, pelo menos, trés volumes de uma mistura de
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acetato de s6dio 3M:etanol 95% (1:20). A solucido de dlcool acetato de sédio foi
eliminada, o DNA dissolvido em 200 pL de TE e quantificado, utilizando-se um
fluorimetro Hoeffer Scientific TKO 100, e posteriormente diluido para a

concentracao de 10ng/mL, utilizada nas reagdes de amplificagao.

3.3.3 Extracao de isoenzimas

Para as andlises eletroforéticas dos grupos de clones de batata foram
utilizados homogenados das folhas jovens coletadas antes da floracdo, aos 35
dias apds o plantio. No procedimento de extracdo foram usados 300 mg de
tecido foliar de cada amostra, 0,5 mg de polivinilpirrolidona - PVP e 1 mL de
solugdo tampdo n.° 1 de Alfenas et al. (1998), acrescida de 0,ImL de p-
mercaptoetanol. O material foliar foi macerado manualmente com uso de
almofariz e pistilo previamente resfriados, sendo a extracdo feita a baixa
temperatura, com a utilizacdo de cubos de gelo em torno do almofariz. Os
extratos obtidos na maceragdo foram colocados em eppendorfs previamente
identificados e levados para serem centrifugados a 12.000 rpm a 4°C por 10
minutos, para a separagcdo da fase sélida do sobrenadante. Foram aplicados 40
uL de sobrenadante dos extratos obtidos na maceracao com pipeta automadtica na
canaleta do gel para proceder a corrida eletroforética. A eletroforese de
isoenzimas foi conduzida em cuba vertical, utilizando-se gel de poliacrilamida
como suporte, sendo de 4,5% o gel de concentracdo e 7,5% o gel de separacao.
Na corrida eletroforética usou-se corrente de 10 mA para cada gel e o tempo
total da corrida foi de 3 horas a 4°C. Foram usados trés sistemas enzimaticos, o-
esterase , peroxidase e malato desidrogenase, pois foram aqueles identificados
por Andreu (2004) como provavelmente ligados ao peso especifico de

tubérculos.
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Apés as migracdes das amostras no gel foram feitas as revelagdes a
partir da metodologia de Alfenas et al. (1998) e procedeu-se a interpretagdo dos

géis através da andlise visual dos zimogramas.

3.3.4 Anilise RAPD

Os genétipos foram avaliados com 2 primers decameros (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), identificados por Andreu (2004)(
Tabela 4). Cada reacdo foi realizada misturando-se reagentes com as seguintes
concentragdes: 200uM dNTP (mistura eqiiitativa de ATP, GTP, CTP e TTP);
0,6 unidades de Taq DNA polimerase, 0,4uM de primer, tampao de reacdo
(50vM de TRIS; 2,0uM MgCl,; 20uM KCl; 250pug/mL de albumina soro
bovino; 1% de ficoll 400; 1uM de tartrazine) 20ng de DNA gendmico e dgua
pura até o volume de 12mL.

As reagdes de amplificagio foram realizadas em microtubos
“Eppendorf” (0,2mL), em termociclador Eppendorf Master Cycler Gradient
5331, com programacdo para 42 ciclos, subdivididos em 2 programas: 1) nos
dois primeiros ciclos, a desnaturacdo do DNA foi feita a 94°C, por 2 minutos, o
anelamento a 37°C, por 15 segundos, e a elongacdo a 72°C, por um minuto; 2)
adicionalmente, mais 40 ciclos de 94°C, por 15 segundos, para desnaturacdo,
37°C, por 15 segundos, para anelamento, e 72°C, por 1 minuto, para elongagdo.
Finalmente, foi programada uma etapa de 3 minutos a 72°C para elongacio
final. Apds a amplificacdo, os produtos da reacdo foram separados por
eletroforese em gel de dgar a 2% em tampao TBE (0,045M de TRIS-Borato e
0,00IM de EDTA), a 90 volts por 2,5 horas. Os fragmentos de DNA foram
corados com brometo de etideo a uma concentragdo de 0,5ug/mL, visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta e as imagens, capturadas com camera

digital KODAK DC 290 Zoom.
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As bandas foram classificadas visualmente como intensas, médias e
fracas, com base na resolucdo e no grau de amplificacdo. Foram usadas as
bandas intensas e médias para a andlise. No gel, cada banda foi considerada um
cardter unico. A partir das bandas obtidas por esses primers, foi construida uma
matriz de zero e um, na qual um indicava a presenca de banda e zero, a auséncia.
Essa matriz foi usada para realizar a andlise de varidncia e estimar os

coeficientes de regressao.

3.3.5 Analise de PCR

Foi utilizado um par de primers PCR, especialmente construidos por
Andreu (2004) para detectar o gene da amido sintetase (SS) relacionado ao
metabolismo dos carboidratos na batata (Tabela 4).

As reacdes foram efetuadas em termociclador Eppendorf MasterCycler
Gradient 5331. As reagdes foram constituidas por 30ng de DNA; 200uM dNTP;
0,6 unidades de Taqg DNA polimerase; 0,2uM de cada primer; tampao de reagio
(50uM TRIS, 2uM MgCl,, 20uM KCI, 250mg/mL de Albumina soro bovino,
1% de ficoll 400, 1 mM de tartrazine) e dgua pura até o volume de 14uL. A
reacdo de PCR incluiu uma desnaturagdo inicial a 94°C, por dois minutos,
seguida por 28 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
com temperatura varidvel de acordo com as especificagdes dadas para o par de
primers por 30 segundos e elongacdo a 72°C, por um minuto, com uma etapa de
extensdo final por 5 minutos a 72°C. Os fragmentos obtidos foram separados em
gel de agarose preparados com TBE 1X (0,045M de tris-borato e 2,0mM
EDTA), com a concentragdo de 2,5%. A eletroforese foi conduzida em tampao
TBE 1X a voltagem constante de 100V, durante um periodo varidvel de 3,5 a 4
horas. A visualizacdo do gel foi efetuada sobre luz UV e registrada no

computador por camara fotogréfica digital KODAK DC 290 Zoom.
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TABELA 4. Primers identificados por Andreu (2004) polimoérficos para
caracteres de qualidade de processamento.

Primer Seqiiéncia (5°— 3’) Tipo

OPA-10 GTGATCGCAG RAPD

OPG-05 CTGAGACGGA RAPD
ss TCTCTTGACACGTGTCACTGAAAC PCR

TCACCGATTACAGTAGGCAAGAGA

3.3.6 Extracio de Acicares Redutores

Para a extragdo de agucares redutores foi utilizada uma amostra de
aproximadamente 3g da parte mediana do tubérculo que foi macerada em
almofariz juntamente com 4 mL do tampdo de extracdo [ 8ml de Tampao
Fosfato de Potdssio (100mM, pH=7,0) e 0,02827g de Acido Ascérbico
(20mM)]. O macerado foi colocado em banho Maria por 30 minutos a 40°C,
agitado a cada 10 minutos e centrifugado por 10 minutos a 5.000rpm. O
sobrenadante foi coletado e deixado na geladeira. Adicionaram-se mais 4 mL do
tampao de extracdo ao precipitado e a mistura foi levada ao banho Maria por
mais 20 minutos, agitada a cada 10 minutos e centrifugada por 10 minutos a
5.000rpm. O sobrenadante foi coletado e juntado ao que ja estava na geladeira.

Para quantificacdo preparou-se o Reagente de DNS, constituido de 30g
de Tartarato de Sédio e Potdssio (dissolvido em 50mL de 4gua); 1,6g de
Hidréxido de Sédio (dissolvido em volume total de 20mL) e 1,0 g de DNS
(Acido Dinitrosalicilico). Adicionaram-se todos os reagentes e completou-se o
volume para 100mL. Determinou-se a curva padrdo de acordo com os valores da

Tabela 5.
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TABELA 5. Quantidade de reagentes, em mililitros, utilizados para determinar a

curva padrdo necessdria para determinacdo dos teores de aglcares

redutores.
Tubos Glicose (10mM) Agua DNS
1 0,0 0,75 0,5
2 0,1 0,65 0,5
3 0,2 0,55 0.5
4 0,3 0,45 0.5
5 0,4 0,35 0.5

Para analise adicionaram-se 0,5mL de DNS, 0,4mL da amostra e 0,35mL
de dgua. Misturaram-se bem os reagentes, os quais foram levados ao banho
Maria a 100°C por 5 minutos; apds o esfriamento, o volume do material foi
completado com 4gua para atingir SmL, misturando-o, e entdo procedeu-se a

leitura em espectofotdmetro a 540nm.

3.4 Analise de Regressao Miiltipla Stepwise

Para elimina¢do de marcas ndo informativas utilizou-se o procedimento
de eliminacgao de varidveis stepwise.

O modelo estatistico adotado foi:

Yi:bo +b1M1 +b2M2 + €,
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em que Y; representa o fenétipo da i-ésima planta; M; e M, representam
as marcas polimérficas dos marcadores, sendo 0 ou 1.

O procedimento stepwise inicia-se considerando o modelo s6 com o
intercepto; em seguida, procura-se o “melhor” submodelo pela inser¢do de
regressores (marcas) ao modelo, uma de cada vez.

As marcas foram incluidas ao modelo quando o valor da estatistica Fpacia
excedeu um valor F a determinado nivel de significancia. O procedimento foi

repetido até que nenhuma outra marca tenha sido significativa.

Fparcial = SQR(mZ,ml) / QMR(mlamZ)’

em que,

SQR(m,,m;): Soma de Quadrados do Residuo da marca 2 ajustado para
o efeito da primeira marca;

QMR(m;,m,): Quadrado Médio do Residuo das marcas regressoras.

A cada passo todas as marcas previamente incluidas no modelo foram
testadas via a estatistica Fi para sua permanéncia. Desse modo, um marcador
previamente adicionado ao modelo pode ser eliminado em um passo
subseqiiente por ter-se tornado redundante devido a inclusdo de outro(s)
marcador (es). Para isto foi considerado o nivel de significancia de 10%, tanto
para a entrada das marcas no modelo (fu,naqs) quanto para a sua permanéncia
(Frasi)-

Para realizar esta andlise foi utilizado o programa GQMOL versiao

2005.6.1 (Cruz & Schuster, 2004)

3.5 Eficiéncia da Selecao Assistida

Para a realizacdo da selecdo assistida foi utilizado o procedimento

“Selecao Assistida” existente no programa GQMOL (Cruz & Schuster, 2004).
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Foi obtido um score com o somatério das marcas, presenca (1) e
auséncia (0), que fossem relativos aos marcadores selecionados pela regressio
multipla stepwise, associados a cada caracteristica avaliada. Foram selecionados
os individuos com maiores scores e, destes, calculado o diferencial de sele¢do
(ds) em relagdo a média da populagdo original. O ds destes individuos
selecionados foi comparado com o ds dos individuos fenotipicamente
superiores, e a partir dai observou-se qual o método de sele¢do obteve maior

superioridade em relacdo a média original.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Geracao seedling (S)

Na Figura 1 estd representada a distribuicdo de freqiiéncia para o peso
especifico dos tubérculos, obtidos na geracdo de seedlings, determinados em
solugdes salinas.

A média do peso especifico de tubérculos da populagdo seedling foi de
1,0851, que € superior aos valores encontrados por Lambert (2001), Souza
(1999) e Gadum (2001) em condi¢des de campo em Lavras. Esse valor também
foi superior ao encontrado por Amaro (2002) em condi¢des de casa de
vegetacdo. Aproximadamente 65,2% dos seedlings apresentaram peso especifico
de tubérculos igual ou superior a 1,080, que é considerado um valor alto. Isto
pode ser devido as condicdes de cultivo dentro da casa de vegetacdo e com
substrato organo-mineral préprio para hortaligas.

As médias dos pesos especificos dos tubérculos das 20 familias sdo
apresentadas na Tabela 6. Observa-se que 14 familias (70%) apresentaram
médias iguais ou superiores a 1,080 (20,2% de matéria seca). Assim, estas
familias possuem valores de peso especifico que, segundo Gould (1988), sdo
valores desejaveis para o processamento industrial. Esta informacdo ¢é
importante na selecdo precoce, pois indica quais familias possuem maior
potencial de producdo de clones superiores para tal caracteristica, de maneira a
investir mais nestas familias. Este procedimento € relatado por Neele & Louwes
(1989), Simmonds (1996), Gopal (1997) e Amaro (2002) como proposta para
reducdo de custos e aumento da eficiéncia dos trabalhos nos programas de

melhoramento da batata.
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FIGURA 1. Distribuicao de freqii€ncia dos pesos especificos dos tubérculos de

600 seedlings de batata, de 20 familias.
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TABELA 6. Peso especifico médio dos tubérculos, determinado em solucdes

salinas (PES) das 20 familias na geracao de seedling. Lavras, 2005.

Familia Cruzamento PES
1 ESL 5-10 x Chiquita 1,079
2 Bulk CBM’s x ESL 5-10 1,086
3 SR; 10-02 x Atlantic 1,077
4 ESL 31-03 x Bulk CBM’s 1,090
5 ESL 24-21 x CBM 8-03 1,090
6 CBM 3-26 x Panda 1,096
8 ESL 2-27 x CBM 16-16 1,079
9 CBM 7-12 x Delta Gold 1,075
10 CBM 16-16 x Panda 1,080
11 CBM 7-12 x Panda 1,089
12 SR, 7-36 x SR4-19 1,091
13 ESL 7-06 x CBM 2-06 1,089
14 ESL 98 x Bulk CBM’s 1,071
15 ESL 7-06 PL* 1,090
17 ESL 9-27 PL 1,079
19 ESL 5-23 PL 1,088
20 Bulk CBM’s x ESL 7-06 1,092
21 ESL 15-21 aPL 1,089
22 ESL 25-17 PL 1,093
23 SR, 4-03 PL 1,081

Média 1,0851

* PL: Polinizacao livre
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4.2 Primeira Geracao Clonal (C1)

Devido a perdas durante a condug@o do experimento, dos 600 clones
incluidos inicialmente, apenas 492 clones foram avaliados. A distribui¢do de
freqiiéncia do peso especifico destes clones, obtido em balancga hidrostética, foi
diferente da apresentada na geracdo de seedling. A média foi de 1,064, valor
bem inferior ao da geracdo anterior devido a enorme influéncia das condi¢des
ambientais sobre esta caracteristica (Figura 2).

As testemunhas apresentaram peso especifico de tubérculos de 1,058
(Asterix), 1,065 (Atlantic) e 1,041 (Agata). Apenas a testemunha Atlantic
apresentou valor superior a média geral dos clones. Aproximadamente 50% dos
clones tiveram desempenho superior a todas as testemunhas. Porém, estes
valores estdo abaixo dos normalmente encontrados para estas testemunhas em
condi¢des normais de cultivo. Devido ao tipo de solo encontrado em Carrancas-
MG, normalmente os experimentos conduzidos nesta regido apresentam valores

de peso especifico abaixo do esperado.
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FIGURA 2. Distribuicdo de freqii€éncia para peso especifico de tubérculos de
492 clones de batata da geracdo C1. Lavras, 2005.
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O resumo da andlise de variancia para a produgdo de tubérculos e peso
especifico das 20 familias avaliadas encontra-se na Tabela 7. Houve diferencas
significativas entre as familias para ambas as caracteristicas (P=99%). O
coeficiente de variagdo para produgdo de tubérculos por planta foi de 20,16%, o
que nado € considerado alto. Valores semelhantes foram relatados por Vermmer
(1990), que fez um amplo levantamento de experimentos realizados em vdrias

localidades.

TABELA 7. Resumo das andlises de variancia na geracdo C1 para a producio de

tubérculos (g/planta) e peso especifico de tubérculos. Lavras, 2005.

FV GL Quadrado Médio
Producdo (g/planta)  Peso especifico
Familias 19 43874,54%* 1,8 x 107
Residuo 38 13865,57 0,66 x 10
Média 584,14 1,0636
CV. 20,16 0,763
h’, (%) 69,39 63,43
IC da h?, 26,0 a 85,0 14,1 a 82,6
oG 10002,99 0,000038
CVg (%) 17,12 0,5807
CVg/CVe 0,8494 0,7604

*%: significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; CV.: coeficiente de
variagcdo ambiental; CVg: coeficiente de variagdo genética; h%,;: herdabilidade no

sentido amplo; 6°: varidncia genética, IC: intervalo de confianca da h’,.
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O caréter peso especifico de tubérculos apresentou um coeficiente de
variagdo de 0,76%, que € relativamente baixo, comum para este cardter. A
relacio CVg/CVe também foi menor que 1,0, indicando uma situacdo menos
favordvel para se aplicar a selecdo de clones nessa geracdo (Vencovsky &
Barriga, 1992). As estimativas de herdabilidade no sentido amplo foram de
69,39% para producio por planta e 63,43% para peso especifico de tubérculos,
valores moderadamente altos.

Os 200 clones selecionados para participar da segunda geracdo clonal
foram avaliados quanto aos seus teores de actcares redutores. Destes, apenas
198 foram considerados devido a perda de dois clones. Na tabela 8§ estd a andlise

de varidncia para o teor de agticar redutor.

TABELA 8. Resumo das andlises de variincia na geragdo C1 para o teor de

actucares redutores (%) presentes nos tubérculos. Lavras, 2005.

FV GL QM.
Clones 197 0,010309%*
Residuo 197 0,002415
Média 0,284
CV. 17,281
h%, (%) 76,57
IC dah’, 69,0 a 82,3
oG 0,003947
CVg (%) 22,094
CVg/CVe 1,2785

*%: significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; CV.: coeficiente de
variacdo ambiental; CV: coeficiente de variagdo genética; h%,;: herdabilidade no
sentido amplo; 6°: variéncia genética, IC: intervalo de confianga.
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Houve diferencas significativas entre os clones para a caracteristica
avaliada (P=99%). O coeficiente de variacdo ambiental obtido foi de 17,28%,
que € inferior ao obtido por Andreu (2004) para a cor de chips.

O valor de herdabilidade se mostrou alto (76,57%), indicando que a
selecdo poderia ser realizada com eficiéncia, visto que o fendtipo expressa
satisfatoriamente o genétipo dos clones.

A relagdo CVg/CVe foi superior, 1,27, indicando uma condi¢do
favordvel para realizar a selecdo de clones (Vencovsky & Barriga, 1992).

A média do teor de actcar foi de 0,284%, valor inferior ao recomendado
por Storey & Davies (1992) para a fritura. Porém, segundo Melo (1999) e
Pereira (2000), os valores ideais para a indudstria seriam inferiores a 0,2%.
Entretanto, durante a extracdo dos acgucares aconteceram alguns empecilhos que
atrasaram o tempo da extracdo e alguns tubérculos iniciaram o processo de
brotacdo, o qual aumenta os teores de acguicares redutores presentes nos
tubérculos. Soma-se a isto o fato de que realmente existem clones ndo
adequados para a fritura e que, de fato, possuem alto teor de acticares redutores,

podendo estas serem as causas de os valores se encontrarem acima do esperado.

4.3 Segunda Geracao Clonal (C2)

Dos 200 clones plantados foram avaliados apenas 196, devido a perdas
ocorridas durante a conducdo do experimento. A distribui¢do de freqiiéncia do
peso especifico obtido em balanga hidrostatica encontra-se na Figura 3. A média
para o peso especifico de tubérculos foi de 1,0736. Este valor € intermediario em

relacdo aos observados na geracdo seedlings e geracao C1.
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FIGURA 3. Distribuicdo de freqiiéncia para peso especifico de tubérculos dos

196 clones da geragdo C2 (Sdo Jodo da Mata).

Os pesos especificos observados para as testemunhas Asterix (1,0618),
Agata (1,043) e Atlantic (1,0684) mostraram-se ligeiramente superiores aos
observados por estas mesmas testemunhas na geracdo C1, mas mesmo assim
encontram-se abaixo do normalmente observado. Porém, nenhuma das
testemunhas apresentou valor superior ao da média geral dos clones. Isto
demonstra que existem clones potencialmente uteis para utilizacdo no
processamento industrial. De todos os clones avaliados, aproximadamente
68,4% tiveram desempenho superior a todas as testemunhas.

O resumo das andlises de varidncia para a producdo de tubérculos,
porcentagem de tubérculos graidos e peso especifico de tubérculos encontra-se
na Tabela 9.

Houve diferencas significativas entre os clones para todas as
caracteristicas avaliadas (P=99%). A média geral para a producio de tubérculos
foi de 905,0 g/planta, enquanto as médias das testemunhas foram de

1.141g/planta para a cultivar Asterix; de 433.3 g/planta para a cultivar Agata e

48



de 1.029g/planta para a cultivar Atlantic. Em 46 clones (23% da populacdo) a
producdo de tubérculos foi acima da média da testemunha mais produtiva
(Asterix), portanto espera-se a obteng@o de clones com alto potencial produtivo,
0 que poderd ser confirmado em posteriores avaliacdes. A porcentagem média
de tubérculos gratddos foi de 64,8%. As testemunhas tiveram desempenho de
68,0% para Asterix, 62,7% para Agata e 72,9% para Atlantic.

A média geral do peso especifico de tubérculos foi de 1,0736
(aproximadamente 20,3% de matéria seca). As testemunhas apresentaram média
para peso especifico correspondente a 1,062 para Asterix, 1,043 para Agata e
1,068 para Atlantic. Houve 136 clones (68,3% da populacio) que se destacaram
por apresentar peso especifico de tubérculos superior ao da cultivar Atlantic.
Deve-se destacar ainda que essa € a principal cultivar utilizada industrialmente
no Brasil para a producdo de chips. Sendo assim, espera-se que nesta populacao
consigam-se obter clones que sejam aptos a serem utilizados para
processamento.

O coeficiente de variacdo foi de 51,8% para a producdo de tubérculos
por planta. Este valor se encontra alto para esta caracteristica, que na cultura da
batata € em torno de 30%. Porém, devido ao baixo nimero de tubérculos por
parcela, as condi¢des desfavordveis ocorridas durante a conducdo do
experimento e a contagem do nimero de plantas realizada sem a utilizacdo de
linha para separar as parcelas, era esperado que o valor fosse elevado. O
coeficiente de variacdo para porcentagem de tubérculos graidos foi de 27,2%,
semelhante ao encontrado por Andreu (2004), Amaro (2002) e Lambert (2001).
Para o peso especifico de tubérculos o coeficiente de variacdo foi de 0,93%, que
¢ um valor baixo, comum para esta caracteristica. Valores semelhantes foram

encontrados por Amaro (2002) e Andreu (2004).
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TABELA 9. Resumo das andlises de varidncia na geragdo C2 para as

caracteristicas producdo de tubérculos, porcentagem de tubérculos

graudos e peso especifico de tubérculos.

Quadrado Médio
FV GL Produglo Peso % Tubérculos
(g/planta) especifico
<10 4) Gratdos
Clones 198  332507,102%%* 3,32%%* 713,539%%*
Gendtipos (G) 195 333100,119%* 3,2%% 723,290%*%*
Testemunha (T) 2 434704,861 5,22%% 76,467
GvsT 1 12473,179 23,09%* 86,161
Residuo 396  220564,765 0,000101 312,278
Média geral 905,0 1,0736 64,83
Média genétipo 905,56 1,0738 64,78
Media testemunha 868,05 1,0577 67,90
CV, 51,89 0,9356 27,25
h?, (%) 33,78 68,46 56,82
IC da h?, 15,1 a47,6 61,0 a76,0 44,0 a 65,5
oG 37511,78 0,000073 137,004
CVg (%) 21,38 0,7957 18,067
CVg/CVe 0,4124 0,8506 0,6624

*%: significativo a 1% de probabilidade pelo teste F; CV.: coeficiente de

variacdo ambiental; CV: coeficiente de variagdo genética; h%,;: herdabilidade no

sentido amplo; 0°G: variancia genética, IC: intervalo de confianca.
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Os 20 melhores clones selecionados com base no indice de Mulamba &
Mock (1978) se encontram na Tabela 10. Nota-se que para a caracteristica peso
especifico de tubérculos, todos os individuos selecionados foram superiores as

testemunhas avaliadas.

TABELA 10. Média dos 20 melhores clones selecionados com base no indice de
Mulamba & Mock (1978) e das testemunhas, para peso especifico de
tubérculos, produgdo por planta, porcentagem de tubérculos graidos.
Sdo Jodo da Mata, 2006.

Identificacio  Peso especifico Producdo % de tubérculos Indice de
(Familia-clone) de tubérculos (g/planta) graudos Mulamba & Mock
LLB 19-13 1,090 a 2.304 a 87,2 a 18
LLB 4-03 1,090 a 1.538 a 81,1 a 45
LLB 6-06 1,103 a 1.667 a 779 a 46
LLB 20-10 1,097 a 1.683 a 76,3 a 52
LLB 4-05 1,085 a 1.438 a 79,8 a 68
LLB 13-15 1,084 a 1.250 a 80,9 a 82
LLB 5-15 1,085 a 1.250 a 794 a 83
LLB 11-16 1,088 a 1.142 a 82,0 a 83
LLB 22-08 1,078 a 1.525a 85,0 a 85
LLB 11-23 1,079 a 1.492 a 83,9a 90
LLB 23-09 1,081 a 1433 a 80,8 a 92
LLB 13-11 1,077 a 1.375a 91,0 a 103
LLB 17-15 1,089 a 1.142 a 779 a 104
LLB 6-10 1,085 a 1.458 a 73,5 a 109
LLB 14-13 1,075 a 1.571 a 84,1 a 111
LLB 10-05 1,088 a 1.817 a 69,2 a 114
LLB 11-20 1,084 a 1.046 a 81,5a 116
LLB 20-28 1,077 a 1.200 a 85,4 a 117
LLB 6-18 1,091 a 1.204 a 71,6 a 118
LLB 2-28 1,095 a 992 a 77,6 a 124

Asterix 1,062 ¢ 1.142 a 68,1 a 318

Agata 1,043 ¢ 433 b 62,8 a 510

Atlantic 1,068 b 1.029 a 72,9 a 275
Média Geral 1,074 905 64,8

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott
(1974) ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.4 Coeficientes de correlaciao entre geracoes

Uma das formas de estimar a eficiéncia da sele¢do nas diferentes geracdes
clonais é por meio dos coeficientes de correlacdo entre as geracdes. Assim.
deveriam ser esperadas correlagdes elevadas entre as geragdes se 0 comportamento
dos clones fosse semelhante através das mesmas. Para se ter idéia da eficiéncia da
selecdo, foram estimadas as correlagdes de Pearson (correlacdes simples) entre as
geragOes para algumas caracteristicas.

Os coeficientes de correlacdo simples entre as geracdes S (Lavras), Cl
(Carrancas) e C2 (S@o Jodo da Mata) para as caracteristicas produgdo (g/planta),
peso especifico de tubérculos e cor de chips encontram-se na Tabela 11.

Em geral, os coeficientes de correlacdo foram baixos entre as geracoes,
embora a maioria tenha sido significativa, com exce¢do da cor de chips entre C1 x
C2. Diversos fatores podem ter contribuido para as baixas correlagdes. A geragao S
foi cultivada em casa de vegetacdo contendo substrato organo-mineral, ja as
geracdes C1 e C2 foram cultivadas em campo comercial de produgdo de batata.
Aliado a isto, a medida que as geragdes vao avancando hi uma tendéncia de
aumento das correlagdes pelo fato de o comportamento destas geracdes avangadas
ser semelhantes e, principalmente, deixarem de existir grandes diferencas em
tamanho e fisiologia da batata-semente. Por fim, na geracdo Cl1 e C2, o peso
especifico foi calculado por balanga hidrostatica, enquanto, na geracdo S, foi obtido
através de solugdes salinas.

Para a cor de chips a correlacdo entre as geracdoes Cl e C2 ndo foi
significativa, o que pode ser devido ao diferente modo de estimar os teores de
acucares redutores nestas geragdes. Na geracdo C1 foi obtida a porcentagem de
actucares redutores pela metodologia DNS, e na C2 foi feita uma avaliacdo indireta
pela coloracdo exibida pelo clone apds fritura. Segundo Thill & Peloquin (1995),
gendtipos que sdo indicados para o processamento na forma de chips devem

apresentar-se dentro de um escore aceitdvel ja nas primeiras geracdes clonais.
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TABELA 11. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre geracdes de selecdo

para as caracteristicas agrondmicas e de processamento.

Caracteristicas SxCl1 SxC2 ClxC2
Producao (g/planta) 0,16%*
Peso Especifico 0,22%* 0,26%* 0,42%*
Cor de chips/ teor de

0,12 ns

acucares redutores

* e **: significativo a 5% e 1% de probabilidade, pelo teste t, respectivamente;

ns: ndo significativo pelo teste t.

Um dos principais fatores que deve ter contribuido para limitar os valores
de correlagcOes nestas geragdes foi a variacdo ndo genética entre os clones. Esta se
deve, entre outros fatores, ao nimero limitado de plantas e a ndo utilizagdao de
repeticdes na C1 devido a pouca disponibilidade de tubérculos existentes.
Resultado semelhante foi observado por Amaro (2002), estudando as correlagdes
existentes entre as geragdes S, Cl1 e C2 para a caracteristica peso especifico de
tubérculos.

Segundo Amaro (2002), dados ndo publicados de trabalhos do Programa de
Melhoramento de Batata da UFLA sobre peso especifico dos tubérculos
determinado em balanca hidrostdtica em vdrias geragdes clonais apresentaram a
média de correlacdo entre duas geracdes de 0,55. Estes resultados sdo mais
satisfatorios para a pratica de selecdo. Todavia, os dados foram coletados em
geracdes mais avancadas e determinados com base em amostras de 2 a 3 Kg de
tubérculos e sdo médias obtidas de duas ou trés parcelas.

Os resultados aqui obtidos confirmam a dificuldade de se praticar a

selecdo nas primeiras geracdes de um programa de melhoramento de batata,
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visto que a disponibilidade de batata-semente é limitada e o ndimero de
gendtipos € elevado. Como conseqiiéncia, ocorre a reducdo na precisdo das
avaliagdes, o que compromete a eficiéncia das sele¢des nestas situagdes.

As correlagdes obtidas para estes caracteres importantes no
processamento industrial na forma de fritura mostraram-se na sua maioria
significativas, porém foram baixas, evidenciando a dificuldade de se obter
eficiéncia nas sele¢des precoces para estas caracteristicas. Estes resultados
confirmam as informacdes de Dale & Mackay (1994) de que tais caracteristicas
sdo controladas por vdarios genes e, assim, fortemente influenciadas pelo

ambiente.

4.5 Resposta Correlacionada

N

Devido a indisponibilidade dos valores de herdabilidade em todas as
geracdes avaliadas, para calcular a resposta correlacionada da caracteristica peso
especifico de tubérculos nas trés safras foi utilizado o valor do diferencial de
selecdo (ds), que mostra a relacdo de superioridade dos individuos selecionados em
relacdo a todos os individuos da populacao.

Na Figura 4 verifica-se a variacdo do diferencial de selecdo na selegdo
dos 20 individuos superiores na geracdo S e o desempenho deles na geragdo C1
e C2. Verifica-se também a selecdo dos 20 individuos que se mostraram
superiores em C1 e seu desempenho em C2 e, ainda, o desempenho dos 20
individuos que foram superiores em C2.

A selecdo feita na fase de S propiciou os menores valores para o ds(%)
nas geracodes subseqiientes, confirmando que a selecdo precoce realizada nesta
fase ndo seria a ideal. A média original da populacio na fase S foi de 1,085, e a
média dos individuos selecionados nesta fase foi de 1,107, o que representa um
ds (%) de 2,02. Estes individuos selecionados em S proporcionariam um ds em

C1 de 0,467%. Este valor é inferior ao obtido selecionando-se os individuos
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apenas em C1, que seria de 2,058%, uma vez que a média da populacdo na fase
Cl1 foi de 1,091.

Resultado semelhante foi observado na fase C2, para a qual haveria uma
superioridade em relacdo a média (1,074) de 0,558% se a sele¢do tivesse
ocorrido na fase S, e um valor de 1,676% se esta sele¢do ocorresse apenas em
C2. O mesmo ocorreu realizando a sele¢do na fase C1, em que o ds da fase C2
seria de apenas 0,83%.

Sendo assim, se a selecdo fosse feita na fase C1, esta teria um ds (%) de
2,058, o que representa um valor quatro vezes superior se tivesse sido realizada
a selecdo ja na fase S. Em relacdo ao comportamento de C2, verifica-se que a
selecdo nesta fase nos daria um ds de 1,67, que é aproximadamente trés vezes
superior ao obtido caso a selecdo fosse realizado na fase S. Esta diferenca de
1,12% considerando a herdabilidade da geracdo C2, que foi de 0,68, corresponde
a um ganho de selecdo de 0,76% que deixaria de ser obtido. Esse valor
corresponde a 66,6% do ganho que seria obtido com a selecdo realizada
diretamente na fase C2.

Devido aos baixos valores obtidos nas correlacdes entre as geracoes, ja
se esperava que os ganhos obtidos com a selecdo precoce dos clones ndo fossem
satisfatorios; este resultado sé reitera mais uma vez a necessidade de avancar
algumas geragdes para, ai sim, poder realizar a selecdo dos materiais superiores

para a caracteristica peso especifico dos tubérculos.
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Figura 4. Desempenho dos 20 clones superiores para peso especifico de
tubérculos selecionados nas geragdes S, C1 e C2, e suas respostas

observadas nas geragdes subseqiientes.

4.6 Avaliacoes de laboratoério

Dos primers identificados por Andreu (2004) como sendo relacionados
as caracteristicas de processamento industrial, apenas o primer OPG-05 de
RAPD nio foi utilizado nas andlises, visto que ndo se conseguiu repetir o padrao
de bandas identificados por aquele autor.

O primer de RAPD OPA-10 e o primer de PCR utilizado produziram,
respectivamente, quatro e um loco polimérficos e foram submetidos a andlises.
O polimorfismo encontrado foi semelhante ao detectado por Andreu (2004);
cinco locos polimérficos foram encontrados utilizando o primer OPA-10 e um

loco polimérfico, com o primer de PCR.
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Os trés sistemas isoenzimédticos (EST, MDH e PO) utilizados
apresentaram um total de 11 bandas polimérficas, sendo trés identificadas no
sistema oO-esterase, quatro na peroxidase e quatro na malato desidrogenase,

sendo que a coleta do material foi feita apenas antes da floragdo.

4.6.1 Regressao linear miltipla Stepwise

Os resultados da andlise de regressdo multipla das 16 bandas polimoérficas
avaliadas indicaram que trés bandas isoenzimaticas mostraram associa¢do
significativa com o peso especifico. Nenhuma marca foi significativa para a
caracteristica peso especifico, determinada em solug@o salina durante a fase S. Para
cor de chips a andlise de regressao indicou uma associagao significativa de um loco
de RAPD e seis bandas isoenzimadticas.

O loco polimérfico do primer de PCR e as bandas polimérficas oriundas do
sistema isoenzimdtico O-esterase ndo tiveram associacdo significativa com
nenhuma das caracteristicas avaliadas neste trabalho.

Na tabela 12 encontra-se o resumo da andlise de varidncia para a
caracteristica peso especifico de tubérculos na geracdo C1 (Carrancas-MG). Das 16
marcas inicialmente utilizadas no modelo, apenas duas fazem parte do modelo final
por apresentarem associagdo significativa, determinada pela regressao multipla.

De modo similar, foram realizadas as andlises para a caracteristica peso
especifico de tubérculos na geragdo C2 (Sdo Jodo da Mata -MG). O resumo da
andlise de variancia se encontra na tabela 13. Verifica-se a existéncia de apenas
uma marca (PO-3), pertencente ao sistema enzimdtico peroxidase, significativa

na identificagcdo desta caracteristica.
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TABELA 12. Resumo da andlise de varidncia do modelo final para a
caracteristica peso especifico de tubérculo de batata na geracdo
C1 (Carrancas-MGQG).

FV GL )|
Regressao 2 0,00071*
PO-4 1 0,0007*
MDH-2 1 0,00061%
Desvio 185 0,00018

*e *: significativo a 5% e 10% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

TABELA 13. Resumo da andlise de varidncia do modelo final para a
caracteristica peso especifico de tubérculo de batata na geracdo
C2 (Sdo Joao da Mata -MG).

FV GL oM
Regressao 1 0,00059*
Desvio 186 0,00011

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Para a porcentagem de acicares redutores, determinada pela
metodologia DNS, foram encontrados cinco marcas significativas pela andlise de
regressdo multipla. Destas, uma € proveniente do primer de RAPD e as outras
quatro sdo referentes a locos isoenzimaticos. O resumo da anélise de variancia

para esta caracteristica encontra-se na tabela 14.
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TABELA 14. Resumo da andlise de varidncia do modelo final para a

caracteristica porcentagem de acucares redutores em batata.
Lavras, 2006.

FV GL QM

Regressao 5 0,01848%**
MDH-4 1 0,0297*
PO-4 1 0,02381°%
A10-2 1 0,1749%
PO-2 1 0,01743%
MDH-2 1 0,1458*
Desvio 182 0,00484

#%  ¥e *: significativo a 1%, 5% e 10% de probabilidade pelo teste F,

respectivamente.

Para a caracteristica coloragdo dos tubérculos ap6s a fritura, duas marcas
foram significativas, todas elas pertencentes ao grupo enzimatico da peroxidase
(PO). Na tabela 15 se encontra o resumo da andlise de varidncia para esta
caracteristica.

Das 16 marcas polimérficas identificadas, apenas sete tiveram
significancia com caracteristicas importantes para o processamento industrial.
Verifica-se ainda que, para a mesma caracteristica, ndo foi observada uma
mesma marca associada significativamente. Isto € um forte indicativo da
existéncia da interagdo QTLs x ambientes, uma vez que as caracteristicas peso

especifico dos tubérculos e teor de agucares redutores sdo controladas por um

grande numero de genes de pequeno efeito sobre o cardter (poligenes).

59



TABELA 15. Resumo da andlise de varidncia do modelo final para a
caracteristica coloracdo de tubérculos apos fritura.

FV GL )|
Regressao 2 2,09327*
PO-1 1 2,21453*
PO-3 1 1,60007*
Desvio 185 0,53863

* e *: significativo a 5% e 10% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Para a caracteristica peso especifico de tubérculos, Andreu (2004)
encontrou significancia em um loco de PCR, em um loco relativo ao primer
OPA-10, em duas bandas do sistema enzimatico O- esterase, em duas da
peroxidase e em um da malato desidrogenase. Este resultado foi diferente do
observado neste estudo, visto que tanto os primers de RAPD e o de PCR como o
sistema O~ esterase ndo demonstraram correlagdo significativa para esta
caracteristica. O mesmo foi observado em relacdo a caracterfistica cor de chips,
uma vez que Andreu (2004) encontrou apenas um loco significativo relativo ao
primer de RAPD, enquanto nos resultados apresentados anteriormente pode-se
notar que foi identificada significancia tanto para o primer de RAPD quanto para
os sistemas enzimdticos peroxidase e malato desidrogenase. Isto pode ser um
indicativo de que estes marcadores nio estejam tdo proximos aos QTLs

controladores de cada caracteristica.

4.6.2 Selecao Assistida

De posse dos marcadores identificados como sendo associados

significativamente através da regressdo multipla stepwise foi feita a simulacdo da
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selecdo assistida com as marcas que ajudaram a explicar cada cardter avaliado.
Para isto foi utilizado o procedimento “Selecdo Assistida”, existente no Programa
GQMOL (Cruz & Schuster, 2004).

Foram selecionados os individuos que apresentaram a presenca da marca
em todos os marcadores significativos com cada caracteristica quantitativa
avaliada. Em seguida comparou-se a média dos individuos selecionados com a
presenca das bandas e a média dos individuos fenotipicamente superiores.

A caracteristica peso especifico de tubérculos determinado em solugdo
salina na geracdo de seedling nao foi avaliada, pois ndo se detectou, pela andlise de
regressao stepwise, nenhuma marca associada a esta caracteristica.

Dos 200 individuos avaliados, 122 apresentaram score igual a 2 por
apresentarem presenga de banda na marca MDH-2 e na PO-4. Na tabela 16
encontra-se a diferenca entre todos os individuos selecionados com a marca e 0s
122 superiores selecionados apenas com base em informacdes fenotipicas.
Verifica-se que, se fosse feita uma sele¢do considerando apenas a presenca das
marcas, a média da populacido selecionada seria inferior a média original da
populacdo. Tal situacdo ndo é desejdvel, pois estaria indo contra a pressdo feita
na selecdo necessdria ao melhoramento, em que se objetiva aumentar os valores
do peso especifico dos tubérculos. Neste caso, a média dos individuos
selecionados fenotipicamente foi 0,74% superior a média dos selecionados com
base nas informacgdes dos marcadores, representando uma diferenca de 1,6% de
matéria seca presente nos tubérculos.

A Figura 5 ilustra o comportamento das médias dos clones selecionados
em cada uma das situagdes, comparado com a média geral da caracteristica peso
especifico de tubérculos oriundos da geragdo C1. Observa-se que a média dos
individuos selecionados através da selecdo assistida € inferior a média original

da populagdo.
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TABELA 16. Médias dos 122 clones selecionados com a presenca das duas
marcas em comparacdo com a média dos 122 individuos
superiores da populacdo para a caracteristica peso especifico de
tubérculos na primeira geracao clonal.

Parametro Sel. Assistida Sel. Fenotipica

Média dos selecionados 1,0684 1,0764
DS -0,0007 0,0073
DS (%) -0,0627 0,6848

1.078 q

1.0Ma

1.074 -
1.072 M Mo
£l Ma
& MF

PET

1.070 A
1.088
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Figura 5: Variacao das médias para peso especifico de tubérculos dos individuos
selecionados na primeira geragdo clonal pelas sele¢des fenotipica (Mf)
e assistida (Ma), e seu comportamento em relagdo a média geral do
experimento (Mo).

Para a caracteristica peso especifico de tubérculos obtidos na segunda
geracdo clonal (Sdo Jodo da Mata -MG), apenas uma marca foi significativa.
Dos 200 individuos avaliados, 184 apresentam a presencga desta marca (PO-3), a
qual se mostra pouco polimérfica. A média dos 200 individuos da populagdo foi

de 1,0739.
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Considerando todos os 184 individuos selecionados pela marca e
comparando-os com os clones que obtiveram valores superiores de peso
especifico dos tubérculos, verifica-se novamente que a sele¢do fenotipica geraria
os melhores ganhos. Na segunda geracdo clonal a herdabilidade foi de 0,68, e a
selecdo fenotipica proporcionaria um ganho com a selecio de 0,087 %. Por outro
lado, o ganho de selecio obtido com a selecdo assistida, considerando a
herdabilidade da marca de 100%, seria de apenas 0,0364%. Este valor é 2,4
vezes inferior ao obtido pela selecdo fenotipica (Tabela 17). A diferenca entre as
médias dos selecionados em cada situacio corresponde a 0,2% de matéria seca.

Na figura 6 encontra-se o comportamento dos clones selecionados nas
duas comparagdes feitas. Observa-se que, mais uma vez, a selecdo fenotipica

proporciona maiores ganhos, sendo, portanto, mais eficiente.

TABELA 17. Médias dos 184 clones selecionados com a presenca da marca em
comparacdo com a média dos 184 individuos superiores da
populacdo, para o peso especifico de tubérculos de batata na
segunda geracdo clonal.

Parametro Sel. Assistida Sel. Fenotipica
Meédia dos selecionados 1,0743 1,0753
DS 0,0004 0,0014
DS (%) 0,0364 0,1287
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1.076

Figura 6. Variacdo das médias para peso especifico de tubérculos dos individuos
selecionados na segunda gerag@o clonal pelas selegdes fenotipica (Mf)
e assistida (Ma), e seu comportamento em relagao a média geral (Mo)

do experimento.

A porcentagem de agucares redutores foi a caracteristica que teve um
maior nimero de marcas associadas significativamente, cinco ao todo. Portanto,
foram selecionados apenas os individuos que atingiram o score igual a 5. Dos
200 individuos inicialmente avaliados, apenas 41 atingiram esta pontuag¢do. A
média original de todos individuos foi de 0,2841. Vale salientar que, para esta
caracteristica, o interesse do melhorista estd em selecionar materiais que
possuam os menores valores de acucares redutores, pois elevados teores
provocam o escurecimento dos tubérculos apds fritura. A herdabilidade obtida
na andlise de varidncia para esta caracteristica foi de 0,76.

A média de todos os 41 individuos selecionados com base nos

marcadores foi de 0,3024, que € superior a média de todos individuos da
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populacdo (0,1923). Isto mostra que os marcadores neste caso ndo estdo
ajudando a selecionar os melhores individuos para o melhoramento, ndo sendo,
entdo, tteis para a sele¢do precoce desta caracteristica. Os ganhos de selecdo em
porcentagem, obtidos com a sele¢do dos 41 individuos superiores, foram de -
24,51% pela selecao fenotipica e de 6,42% com a selecdo assistida. Ficou
evidenciado que a selecdo com base nos marcadores propiciou um aumento no
teor de acucares redutores, enquanto a selecdo fenotipica selecionou os
individuos com menores teores de aguicares redutores (Tabela 18).

Na figura 7 estd representada a variacdo obtida pela média dos
individuos em relacdo a selecdo fenotipica e a selecdo assistida para a
caracteristica teor de acticares redutores (% A.R.). Torna-se evidente que a
média dos individuos selecionados apenas com a presenca dos marcadores vai
contra o sentido desejdvel ao melhoramento, ndo sendo, portanto, Util para esta

finalidade.
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Figura 7. Variagdo das médias para teor de aguicares redutores dos individuos
selecionados na primeira geracdo clonal pelas selecdes fenotipica (Mf)
e assistida (Ma), e seu comportamento em relacdo a média geral (Mo)
do experimento.
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TABELA 18. Médias dos 41 clones selecionados com a presenga das marcas,
em comparagdo com a média dos 41 individuos superiores da
populacdo, para caracteristica porcentagem de acticares redutores.

Parametro Sel. Assistida Sel. Fenotipica
Média dos selecionados (%) 0,3024 0,1923
DS 0,183 -0,0919
DS (%) 6,43 -32,336
GS (%) 6,43 -24,57

Na tabela 19 encontra-se a porcentagem de agucares redutores dos 20
individuos fenotipicamente superiores para esta caracteristica na populacdo. Para
realizar a selecdo assistida, cada marca € avaliada em relagdo a sua presenca (1)
e sua auséncia (0). Desta forma, o score de cada individuo € obtido somando-se
a quantidade de 0 e 1 que cada individuo apresentou. Para a selecdo assistida
seriam selecionados apenas os individuos que apresentaram a presencga da banda
em todos os marcadores avaliados, totalizando, assim, um score igual a 5. Na
Tabela 19 estd também representado se estes individuos foram selecionados ou
ndo pela selecdo assistida com base apenas nos scores de cada individuo.

Para a caracteristica nota de coloragdo observada apds a fritura, foi
observado um resultado similar ao obtido para a porcentagem de aguicares
redutores nos tubérculos. Ao se considerarem todos os individuos que
apresentaram a presenca das bandas para os dois marcadores, foram
selecionados 121 individuos e a média destes, ao ser realizada a selecdo
assistida, foi superior a média original (2,98). Mais uma vez, cabe salientar que

este ndo seria o sentido desejavel para o melhoramento, concluindo-se, entdo,
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que as marcas relacionadas com esta caracteristica ndo estdo auxiliando uma

possivel selecdo feita apenas com base em marcadores moleculares (Tabela 20 ).

TABELA 19. Porcentagem de agucares redutores (% A.R.) dos 20 individuos

superiores da populagdo, presenca (1) e auséncia (0) de bandas
para os 5 marcadores significativos, e situacdo destes individuos
em relacdo a sele¢do assistida, sendo selecionados (S) ou ndo-
selecionados (N).

Clone

%A.R. A10.2 MDH-2 MDH-4 PO-2 PO-4 SCORE Situacio
LLes-0s 0,147 1 1 1 1 1 5 S
L322 0,148 0 1 0 1 1 3 N
LLB9-11 0,149 0 1 1 1 1 4 N
LLB 14-05 0,154 1 0 1 1 1 4 N
LLB3-2s 0,164 0 1 1 1 1 4 N
LLB23-15 0,169 0 1 1 1 0 3 N
LLB22-01 0,175 0 1 1 1 1 4 N
LLBs-03 0,178 1 1 0 1 1 4 N
LLB21-14 0,178 0 1 1 1 1 4 N
LLB17-18 0,178 0 1 1 1 1 4 N
LLe2-07 0,181 0 1 1 0 1 3 N
LLB 316 0,187 1 1 1 1 0 4 N
912 0,188 1 1 1 0 1 4 N
LLB9-20 0,188 0 1 0 1 0 2 N
LLe3-04 0,189 1 0 1 1 1 4 N
LLB23-11 0,189 1 1 0 1 1 4 N
LLB4-15 0,192 0 1 1 1 1 4 N
LLB4-06 0,192 0 0 1 1 0 2 N
229 0,197 0 0 1 1 0 2 N
320 0,197 1 0 1 1 1 4 N
Média 0,177
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Na figura 8 encontram-se as médias dos individuos selecionados pelas
selecdes fenotipica e assistida para a caracteristica cor de chips. Percebe-se que a
média de todos os individuos que apresentam a presenca das duas marcas é
superior a média geral da populagdo, condicdo nio ideal; ndo havendo, assim,
uma vantagem em usar os marcadores, visto que estes selecionariam individuos

nao interessantes para o melhoramento.

TABELA 20. Médias dos 121 clones selecionados com score igual a 2 em
comparacdo com a média dos 121 individuos superiores da
populacdo para a caracteristica nota da coloragdo desenvolvida
pelos tubérculos apds fritura

Parametro Sel. Assistida Sel. Fenotipica

Média dos selecionados (%) 3,029 2,52
DS 0,04 -0,471
DS (%) 1,34 -15,76

3.0 A
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o MF
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Figura 8: Variacdo das médias dos individuos selecionados pelas sele¢Oes
fenotipica (Mf) e assistida (Ma), e seu comportamento em relagdo a
média geral (Mo) do experimento.
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Com a selecdo apenas com base nas informacdes moleculares, a nota
média dos individuos foi aproximadamente 3,0, sendo que comercialmente s

devem ser aceitos os individuos com escores iguais ou inferiores a 2,5.

4.7 Consideracoes gerais

A identificacdo de QTLs para peso especifico de tubérculos e cor de
chips pode ser de grande valor para os melhoristas de batata. Porém, por se
tratarem de caracteristicas controladas por muitos genes, torna-se um pouco
mais dificil a identificacdo de marcadores realmente eficientes para praticar a
selecdo, visto que ocorre um grande efeito da interagdo QTLs x ambientes,
fazendo com que marcas que sejam significativamente associadas a determinada
caracteristica em uma geracdo possam nao ser verificadas em geragdes
seguintes.

Para caracteres governados por um grande nimero de genes de pequeno
efeito sobre o cardter (poligenes), a selecdo assistida ndo tem produzido
resultados praticos, sobretudo devido ao efeito do ambiente na andlise dos
QTLs, o que tem dificultado o avanco desta técnica em programas de
melhoramento. Para caracteristicas monogénicas a selecdo assistida em batata
tem sido utilizada com efici€ncia, como € o caso da avaliagdo precoce feita para
a suscetibilidade e resisténcia ao PVY (Neder, 2005; Ribeiro, 2004; Gadum et
al., 2003). Para caracteres relacionados ao processamento industrial, ela ndo se
mostrou eficiente, sendo entdo importante detectar novos marcadores que
estejam mais intimamente ligados as caracteristicas peso especifico dos
tubérculos e cor de chips para que se possa, entdo, viabilizar uma selecio
precoce apenas em informagdes moleculares. Estes resultados estdo de acordo
com o que se observa na literatura, em que a selecdo assistida para caracteres

quantitativos tem se mostrado, na maioria das vezes, ineficiente.
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5 CONCLUSOES

5.1 Sele¢ao Fenotipica

As correlagdes simples para os caracteres peso especifico dos tubérculos
e cor de chips entre a geracdo seedling, a primeira e a segunda geragdes clonais,
na maioria dos casos foram significativas, porém baixas. Apesar de se obter um
ganho com a selecio de 0,38% para a caracteristica peso especifico de
tubérculos observado na segunda geracdo clonal, quando se realiza a selecdo ja
na fase de seedling, ndo é recomenddvel que se faca a selecdo precoce, pois se
deixaria de obter maiores valores de ganho caso esta selecdo fosse feita em

geracdes mais avancadas.

5.2 Selecao Assistida

Dos marcadores avaliados, o primer de PCR e o sistema isoenzimatico
o-esterase nao se mostraram significativamente relacionados com nenhuma das
caracteristicas importantes para o processamento.

Observou-se uma forte interacdo QTLs x ambientes tanto para o peso
especifico quanto para a coloracio dos chips.

A selecdo assistida ndo foi eficiente em nenhuma das geracdes
analisadas. Portanto, é necesséria a detec¢do de novos marcadores que estejam
préximos ou flanqueando estes QTL’s para que a eficiéncia da selegao assistida

seja relevante, tornando-a uma ferramenta 1til para os melhoristas de batata.
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