SELECAO DE CLONES E IDENTIFICACAO
DE MARCADORES GENETICOS PARA
QUALIDADE DE PROCESSAMENTO DA
BATATA

MARIO ALEJANDRO ANDREU

2004



MARIO ALEJANDRO ANDREU

SELE(;AO DE CLONES E IDENTIFICACAO DE MARCADORES
GENETICOS PARA QUALIDADE DE PROCESSAMENTO DA
BATATA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigé€ncias do
Programa de Pés-graduagdo em Agronomia,
drea de concentracio em Genética e
Melhoramento de Plantas, para obtencdo do
titulo de “Mestre”.

Orientador

Prof. César Augusto Brasil Pereira Pinto

LAVRAS
MINAS GERALIS - BRASIL
2004



Ficha Catalografica Preparada pela Divisao de Processos Técnicos

da Biblioteca Central da UFLA

Andreu, Mario Alejandro
Selecdo de clones e identificagdo de marcadores genéticos para
qualidade de processamento da batata / Mario Alejandro Andreu. -- Lavras :

UFLA, 2004.
94 p. :il.

Orientador: César augusto Brasil Pereira Pinto.
Dissertagao (Mestrado) — UFLA.
Bibliografia.

1. Melhoramento genético vegetal. 2. Marcador molecular. 3. Solanum
tuberosum. 4. Selecdo de clone. 5. Regressdo linear muiltipla. 6. Backward. L

Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD-635.2123




MARIO ALEJANDRO ANDREU

SELEQAO DE CLONES E IDENTIFICACAO DE MARCADORES
GENETICOS PARA QUALIDADE DE PROCESSAMENTO DA
BATATA

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigé€ncias do
Programa de Pds-graduacdo em Agronomia,
drea de concentracio em Genética e
Melhoramento de Plantas, para obtencdo do
titulo de “Mestre”.

APROVADA em 27 de fevereiro de 2004

Prof. Marcio Henrique Pereira Barbosa UFV
Prof. Dulcinéia de Carvalho UFLA
Prof. Jodo Bosco dos Santos UFLA

Prof. César Augusto Brasil Pereira Pinto
UFLA
(Orientador)

LAVRAS
MINAS GERALIS - BRASIL



A mi esposa Mariela,
A mi hijo Mariano,
A mis padres Mario y Maria,
Ejemplos de lucha y persisténcia, que siempre estuvieron

presentes fisica y espiritualmente para darme fuerzas y mostrarme el camino.

DEDICO

‘“Hay hombres que de su ciencia
tienen la cabeza llena

hay sabios de todas menas,

mas digo, sin ser muy ducho,

es mejor que aprender mucho

aprender cosas buenas...”

MARTIN FIERRO



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me ensinar o caminho, deixar viver meus sonhos e me dar
tantos amigos importantes.

A UFLA, pela oportunidade de realizar meus trabalhos de
pesquisa.

Ao meu orientador, Prof. César Brasil, pela orientacdo, paciéncia,
incentivo, amizade e confianca.

Aos professores do Departamento de Biologia, pela ajuda e
conhecimentos brindados na minha formacao.

Ao funciondrio do DBI, Raimundo Ferreira de Resende, pelo
auxilio nos trabalhos e na conduc¢do dos experimentos de batata.

Aos “batateiros” e grandes amigos: Coloradinho, Du, Ricardo,
Alexandre, Cristiane, Luis e Cassiano.

Aos alunos e grandes amigos do DBI e do GEN, pela amizade e
pelos bons momentos de convivéncia.

Aos amigos Lamartine, Peterson, Livia, Gustavo e Eduardo, que
tiveram um papel muito importante no desenvolvimento deste trabalho

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para o €xito

deste trabalho, meu muitissimo obrigado!



SUMARIO

Pagina

RESUMO ...ttt ettt et st s i
ABSTRACT ...ttt iii
LT INTRODUGCAO ..ot 01
2 REFERENCIAL TEORICO. ........o.ovuoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 03
2.1 Importancia industrial da batata ........cccccoeerveriiinieniiniinieeeeeene 03
2.2 Caracteristicas principais dos tubérculos para fritura ..........c.ccccceeneeee 06
2.2.1 MAtBIIa SECA c..eeuveveenririeeeiinirete st eieere sttt sreeeee it e esnesreeeeenne e 06
2.2.2 AQUCAIES TEAULOTES. ...eeouvemrirurieieeteenieente et ereeniee st eee et eneenaeens 07
2.3 Metabolismo dos carboidratos nos tubérculos de batata....................... 11
2.3.1 Sintese de amidO ......ccceeceeriirienienienieneeeeeeee e 11
2.3.3 Degradac@0o do amido..........cocueevueerierieriieniicinieeeeneeete e 14
2.3.4 HEXOZEINESE ..ottt ettt ettt st eneennee 14
2.3.5 GLEOLISE ..ottt ettt ettt s 16
2.4 Melhoramento genético visando a qualidade industrial da batata........ 17
2.5 Aplicacio dos marcadores genéticos ao melhoramento de plantas...... 20
2.5.1 Detec¢do de QTLs por meio de marcadores genéticos ..................... 21
2.5.2 Selecao assistida por marcadores - SAM ........ccooceeviiniiinienneeneeneen. 23
2.6 Tipos de marcadores ZENtiCOS ..........cerueruerrierrieenienienieeieeeeesieeniens 25
2.6.1 Marcadores 1SOENZIMALICOS ......eeeuveerruieerieeeiieenieenieeeniaeeeieeesieeesaeeas 26
2.6.2 Marcadores moleculares ...........ooceeerieerieeiriieenieeniieeie et 27
2.6.2.1 PCR (Polymerase Chain Reaction) e microssatélites (SSR —

Simple Sequence Repeat)........c.cccovuerieniinieniiniienieeecececnec e 27
2.6.2.2 Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ....... 29
3. MATERIAL E METODOS .......oooouevereeeeeeeeeeeeeeesesveeeeeses s 31
3.1 Material ZEnGtiCO......cevuiiriiriiriiiiieieeieeste ettt e 31

3.2 Avaliac0es de CAMPO ...ccc.eerueeriiriieiieiieniieeee ettt 31



3.2.1 Detalhes eXPerimentais ........c.cevueerueerieerienienieeieesieenieesieesaee e eee e 31

3.2.2 Caracteristicas avaliadas ...........cceceevienienieniiniieeeeeeeee e 32
3.2.3 Andlise genético-eStatiStiCaS ......cevveerreereerieriieieeeereenee e 33
3.2.3.1 Anélise de variancia da safra de inverno 2002...........cccccceevvuveennnen. 33
3.2.3.2 Andlise de variancia da safra de inverno 2003.........cc..ccoceerviernnnne. 35
3.2.4 Teste de MEAIAS .....ccvueeriiriiriieiieieeteete ettt 36
3.2.5 Estimativas de parametros ZenétiCoS ..........cocueevveerveenveereeriuerieernueenne 36
3.2.6 Correlac@o de Pearson.........cccuvveeveeeiieeiiieniieeeeeeree e 37
3.2.7 SeleCA0 de CIONES ......ccueeeceiieeiieeiie et eree et e e e e e e enreas 38
3.3 AvaliacOes de 1aboratorion..........coceerueerieereeniensieeieeeereenee e 39
3.3.1 Material eXperimental ............cocceeveerienieniienneeeeeeeenee e 39
332 Extracdo de DNA .....ccoiiiiiieee ettt 39
3.3.3 EXtracao de iSOCNZIMAS .......cccvveerureeririeereieerreeeereesreeeeeeesseeseneennnens 40
3.3.4 Andlise de RAPD .......cccooiiiiiiiieieeeee e 42
3.3.5 Andlise com marcadores PCR e microssatélites ...........ccoevueerruveennnen. 43
3.4 Andlise estatistica para deteccio dos efeitos dos QTLs......c..cccceeueee.e. 45
3.4.1 Andlise de VaridnCia........cceevueeviienieeniieiienieee ettt 45
3.4.2 Anélise de regressao linear multipla .......c..ccoceeveevienecniecnicnniennnennn 46
3.4.3 Seleco de Marcadores ........cccuvverveeriiieeriienieeeeeeeree e e seee e 46
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......ccoourieriiriiceiceiiesieeeeeeceieeens 48
4.1 Avaliagdes de CAMPO .....cocueereireerierieiiieieeieeeeeee ettt enree e 48
4.1.1 Safra 2002. Segunda Geracdo Clonal (C2) ......ccccceecvevivevieeneeneenneen. 48
4.1.2 Safra 2002. Terceira Geragao Clonal (C3).......ccccceeveveeerveercieenineenne 53
4.1.3 Safra 2003. Terceira Geragao Clonal (C3)........cccevveveeevveenreesnreene 55
4.1.4 Safra 2003. Quarta Geragdo Clonal (C4) ......ccccovveiviieerniennieeniieene 58
4.1.5 Coeficiente de correlagdo entre Zeracoes.........cceveevereeeveenveenveenneens 61
4.2 Avaliagdes de 1aboratOrio.........cccveerveresiirerieeeiie et eree e 64
4.2.1 Andlise de variancia, regressdo linear multipla e Backward............. 65

4.3 ConSideragOies GEIAIS......ccoeereereerieruerrieenieenreenieeneenteeeeeeeesseenseesneens 70



5 CONCLUSOES ..o,

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS ....ooiiiiiiieeeeeeeeeeen



RESUMO

ANDREU, Mario Alejandro. Sele¢ao de clones e identificacio de marcadores
genéticos para qualidade de processamento da batata. Lavras: UFLA, 2004.
94p. (Dissertagio - Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)’

O sucesso de um programa de melhoramento de batata depende
fundamentalmente de algumas etapas, como a correta escolha de genitores e a
eficiente selecdo de gendtipos superiores em populacdes segregantes. Uma das
potentes ferramentas para auxiliar nesta selecdo sdo os marcadores genéticos,
que permitem a identificacdo precoce e precisa dos individuos com melhor
combinacdo de alelos favordveis. A deteccdo e posterior selecio assistida por
marcadores de genes relacionados a caracteristicas quantitativas poderia ter um
grande impacto sobre as metodologias e estratégias de melhoramento usadas até
agora, aumentando a eficiéncia da seleg¢@o. O presente trabalho objetivou avaliar
e selecionar clones de batata para caracteristicas agrondmicas e de
processamento e identificar, através de marcadores moleculares e bioquimicos,
marcas associadas a melhor qualidade de processamento de diferentes gendtipos
de batata. Clones de segunda e terceira geracdo clonal (safra 2002) foram
avaliados com base nas principais caracteristicas de interesse agrondmico e de
processamento. Os melhores clones foram selecionados para dar continuidade a
terceira e quarta geracdes clonais (safra 2003). Para a deteccdo de marcadores
genéticos quarenta e dois gendtipos foram divididos em dois grupos
contrastantes para peso especifico e cor de chips e selecionados pela estabilidade
para essas caracteristicas ao longo das geracdes. Foram realizadas andlises de
variancia, de regressdo linear multipla e de selecdo de marcadores. As avaliagdes
de campo indicaram que as estimativas de herdabilidade, tanto para os caracteres
agrondmicos como os de qualidade, tiveram geralmente valores baixos nas
geracdes iniciais, mas incrementaram-se com o avango das geragdes € 0 aumento
do ndmero de repeti¢des. Através da ANAVA dos marcadores genéticos foi
possivel detectar polimérfismos tanto para o peso especifico, como para a cor de
chips, que conjuntamente, explicaram 74,53% e 47,84% da variacdo fenotipica,
respectivamente. Quando considerada a soma de quadrados parcial (tipo II), a
maior parte dos marcadores foi ndo significativa indicando a existéncia de
informagdes redundantes entre eles. Pela andlise backward foram detectados os
melhores marcadores que explicaram a maior parte da varidncia fenotipica tanto
para o peso especifico como para a cor de chips. Este trabalho permitiu
selecionar clones com bom desempenho agrondmico e com caracteristicas que
conferem qualidades para o processamento industrial. Os coeficientes de
correlagdo entre as geragdes foram moderados, sugerindo a pratica de sele¢do
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negativa leve para a maioria das caracteristicas, com excecdo do peso especifico
e da cor de chips que apresentaram altos valores de correlaco a partir da terceira
geracdo clonal. A baixa magnitude do coeficiente de correlacio para a aparéncia
geral dos tubérculos, indica que esse € um cariter pouco confidvel para ser
selecionado até a quarta geracdo clonal. Os marcadores genéticos explicaram
grande parte da variac@o fenotipica, tanto para o peso especifico como para a cor
de chips e poderiam auxiliar os melhoristas em futuras selecdes assistidas por
marcadores.



ABSTRACT

ANDREU, Mario Alejandro. Selection of clones and identification of genetic
markers for tuber processing traits in potato. Lavras: UFLA, 2004. 94p.
(Master’s Dissertation on Plants Genetics and Breeding)

Success in potato breeding programs depends fundamentally on the
correct choice of parents and the efficient selection procedure for identifying the
superior genotypes from a segregating population. Genetic markers are a potent
tool to aid selection and could allow an early identification of individuals with a
better combination of favorable alleles. Marker assisted selection could have a
great impact on the methodologies and improvement strategies to increase the
efficiency of selection. The present study aimed to evaluate and select potato
clones for agronomic and processing traits and to identify molecular and
biochemical markers, associated with the superior processing qualities of
different potato genotypes. Second and third clonal generations of potato were
evaluated for the major agronomic and processing traits in the 2002-growing
season. The best clones were selected and tested again (third and fourth
generations) in the 2003-growing season. For the detection of genetic markers,
forty-two potato genotypes were placed in two contrasting groups for tuber
specific gravity and chip color according to their stability for these traits along
the generations. ANOVA, multiple linear regression and Backward analysis
were performed. Heritabilities and correlation coefficients among generations
for agronomic and quality traits were moderate to high for the appraised
characteristics. It was possible to detect 13 polymorphic loci for tuber specific
gravity and 14 polymorphic loci for chip color that explained 74.5% and 47.8%
of the phenotypic variation, respectively. When considered the type II sum of
squares, most of the markers were not significant indicating the existence of
redundant information among them. Through the Backward analysis there were
detected the best markers that explained most of the phenotypic variation for
tuber specify gravity and for chip color. This study allowed to conclude (a)
heritabilities were low for agronomic and quality traits in the first generations
but increased with the advance of generations and the increase in the number of
replications, (b) the correlation coefficients among generations were moderate,
suggesting a light negative selection for most traits but tuber specific gravity and
chip color, which presented high correlation coefficients from the third clonal
generation and thereafter, (c) the low magnitude of the correlation coefficient for
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tuber general appearance showed that this is a little reliable character to
accomplish selection in any generation, (d) it was possible to select genetic
markers that explained most of the phenotypic variation for tuber specific
gravity and for chip color, which could aid the potato breeders in future
selections assisted by markers, (e) there were select clones with good agronomic
and quality performance.

v



1 INTRODUCAO

A batata é o quarto cultivo em importancia mundial depois do trigo,
milho e arroz (Anon., 1985; Horton, 1988). No Brasil, a principal forma de
consumo ¢ in natura, enquanto que, em paises industrializados, a batata
processada representa quase a totalidade do consumo. Conseqiientemente,
caracteristicas, como a aparéncia geral, formato, tamanho, cor da periderme dos
tubérculos, etc., influenciam a elei¢cdo dos consumidores, que consideram estas
caracteristicas associadas a “qualidade” da batata. Porém, a verdadeira qualidade
da batata é dada pelo seu valor nutricional ou culindrio apds cozida ou
processada (Dale & Mackay, 1994).

Certamente, o consumo de batata processada industrialmente, na forma
de fritura, tem aumentado consideravelmente durante a ultima década, em
muitos paises. Uma explicagdo coerente para este fato, pode ser a rdpida
modernizagdo e a presenga ativa cada vez maior da mulher no mercado de
trabalho, originando novos padrdes alimenticios no sistema familiar, com maior
tendéncia para o consumo de comida processada ou semiprocessada. Por outro
lado, a globalizacdo da economia tem criado uma homogeneizagdao no consumo
de alguns produtos que o consumidor procura, como a comida rdpida, para a
qual a batata € um dos cultivos mais aptos.

Para atender as demandas da inddstria com cultivares de batata
nacionais, que satisfacam aos padrdes de consumo para o processamento na
forma de fritura, os programas de melhoramento genético tradicionais no Brasil
tém dado, atualmente, alta prioridade a producdo de novas cultivares mais
adaptadas, produtivas e com boas qualidade culindrias, porém, ainda sdo poucas
as cultivares lancadas ou a disposi¢do do produtor. Contudo, os programas de

melhoramento de batata estdo passando por um periodo de grandes mudancas,



no que diz respeito as metodologias disponiveis para aumentar a precisdo e
acelerar a selec@o de novos gendtipos, com maior produtividade e qualidade para
processamento industrial. Com o advento das modernas técnicas moleculares,
um novo horizonte abriu-se aos melhoristas, vislumbrando-se maiores
possibilidades de incrementar a precisdo experimental e, conseqiientemente,
aumentar os ganhos com a selecdo, jid que a probabilidade de selecionar
genétipos superiores de batata para processamento € de baixa a moderada.

Dentre as principais contribui¢des que os marcadores genéticos podem
trazer para o melhoramento de caracteres quantitativos da batata estdo, i) a
identificacdo e a localizacdo de QTL s (“Quantitative Trait Loci”’) com grandes
efeitos individuais, podendo-se, desse modo, permitir a selecdo de individuos
com base nas informagdes diretas de seu gendtipo e ii) incorporagcdo das
informacdes quanto ao gendtipo de um individuo, obtida via marcadores
genéticos, aos métodos cldssicos de melhoramento, chamada seleciao assistida
por marcadores (“Marker Assisted Selection” — MAS).

A selecdo assistida por marcadores (SAM) tem despontado nos dltimos
anos como uma dessas novas estratégias de selecdo, j4 que os ganhos com 0s
indices de marcador assistido sdo teoricamente maiores que com a selecdo
fenotipica. O presente trabalho objetivou:

a) avaliar e selecionar, para as caracteristicas agrondmicas e de

processamento, clones de batata previamente estudados por Amaro
(2002);

b) identificar marcadores moleculares e bioquimicos que explicam a

variabilidade fenotipica, relacionada a qualidade para processamento

de tubérculos de diferentes genétipos de batata.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia industrial da batata

O processamento da batata € tdo antigo como 0 seu consumo in natura.
Estudos arqueolégicos demonstraram que a maior parte dos povos nativos das
montanhas do Peru ja processava o tubérculo desde o século II d.C. Este tipo de
preparacdo facilitava o transporte e a conservacdo dos tubérculos, alimento
basico e principal fonte de sobrevivéncia dos povos indigenas. (Talburt, 1975).
Apés a sua introducdo na Europa, o processamento da batata foi ‘redescoberto”,
em especial na forma de fritura, modalidade que se expandiu para o mundo todo,
principalmente para a América do Norte, onde adquiriu grande importancia
(Hawkes, 1994). J4 na segunda metade do século XX, os EUA destinavam cerca
de 46% de sua producio total de batata para o processamento, sendo que grande
parte da batata comercializada in natura também era consumida na forma de
fritura (Talburt,1975).

A tendéncia mundial do mercado da batata na dltima metade do século
passado foi a reducdo do consumo do tubérculo in natura e o aumento do

consumo da batata na forma de fritura (www.ers.usda.gov acesso: 15/12/02),

uma vez que a batata minimamente processada detém os atributos de
conveniéncia e de qualidade das batatas frescas. O propdsito do seu
fornecimento € o de disponibilizar um produto que nfdo requeira nenhuma
preparagdo posterior por parte do consumidor no que se refere a selecdo,
limpeza, lavagem, descascamento e corte. Outra grande vantagem desses
produtos é a redugdo praticamente total dos desperdicios.

A globalizacdo da economia tem levado a homogeneizacdo de consumo

de alguns produtos, como a comida rdpida, para a qual a batata é um dos

produtos mais aptos. Nos tltimos 30 a 40 anos, a industrializa¢do da batata vem



aumentando em todas as partes do mundo, principalmente com os produtos
“chips” e batata pré-frita congelada, seja pela disponibilidade do produto ao
consumo imediato ou pela facilidade e rapidez no preparo final,
respectivamente. Ressalta-se, também, o fator custo, visto que a industria pode
oferecer o produto a precos baixos por adquirir grandes volumes, estar perto do
centro dos produtores, ter o produto disponivel quando o mercado do produto in
natura estiver com precos altos e possibilitar o aproveitamento de subprodutos
de processamento (www.ers.usda.gov acesso: 15/12/02; Pereira et al., 1987;

Silva, 1991).

O maior produtor mundial de batatas fritas ¢ os EUA, que destinaram
70% da produgdo da batata fresca a industria durante os anos de 2000 e 2001, o
que representou 4,6 milhdes de toneladas em produtos processados. No Brasil,
no mesmo periodo, o volume de batata consumido pela industria foi de 270.000
toneladas de batata fresca, o que corresponde ao 10% da produgdo nacional
(Takano, 2001). Existe uma previsdo estimada de aumento no consumo de
produtos fritos em 25% para os proximos 10 anos, o que corresponde a
aproximadamente 940.000 toneladas de batata fresca para a indistria. Caso neste
periodo o Brasil ainda ndo tenha implementado uma forte politica de
industrializacdo da batata frita em larga escala, as perdas com as importagcdes
deste produto representardo aproximadamente 50 milhdes de délares (Takano,
2001). Mesmo com as cifras anteriormente apresentadas, as perspectivas para a
exportacdo da batata frita sdo ainda mais promissoras com o recente surgimento
de novos mercados importadores, como a Unido Européia e o Japdo, que nos
ultimos anos vem apresentando uma alta demanda interna por este tipo de

produto (www.inversiones.gov.ar acesso: 26/08/03). Percebendo tais

oportunidades de mercado, novas empresas t€m surgido no Brasil nos tltimos
anos, com uma capacidade produtiva de aproximadamente 4 toneladas/hora.

Contudo, a empresa lider do mercado, a Elma Chips, ja explora tal mercado com



sucesso desde 1974 (www.elmachips.com.br acesso: 15/12/02; Norio & Fukua,

2001).

Segundo Costa (1992) e Rodrigues (1990), no Brasil, o consumo da
batata é quase exclusivamente na forma in natura, exceto uma pequena
quantidade que é de alguma forma processada. Atualmente, existe uma
diminui¢do no consumo da batata fresca, devido, principalmente, as dificuldades
no armazenamento doméstico, descascamento, fritura ou cozimento (Davies &
Mackay, 1994). Assim, o Brasil possui um mercado consumidor potencial para a
batata processada industrialmente na forma de fritura, mas, para atender a essa
demanda, sdo necessdrias cultivares que satisfacam a alguns padrdes de
qualidade. Essas cultivares devem possuir componentes de qualidade interna
muito importantes que fazem a boa culindria, como altos teores de matéria seca e
baixas concentragdes de aguicares redutores, além de apresentar componentes de
qualidade externa, como olhos pouco profundos, tamanho e formato adequados
para cada finalidade (Lopes & Buso, 1997). Sao poucas as cultivares nacionais e
estrangeiras que possuem as caracteristicas anteriormente mencionadas,
requeridas para atender ao crescente uso industrial. Por este motivo, o programa
de melhoramento de batata da UFLA visa a criagdo de cultivares com maior
produtividade, rusticidade e, principalmente, melhor qualidade.

Além do mercado promissor, o processamento da batata no Brasil ainda
conta com outra grande vantagem, que ¢ a produgdo de batata durante todo o
ano, o que poderia atender a estabilidade de fornecimento de matéria-prima a
industria, sem necessidade de formacgdo de grandes estoques armazenados em
camaras frias, que oneram os custos e depreciam o produto final. Mas, apesar
dessas vantagens, alguns problemas necessitam ser superados, tais como adaptar
a producdo a necessidade da industria, que requer precos mais constantes e
matéria-prima de qualidade, conforme o tipo de utilizacdo, o que demanda

cultivares que atendam a tais especificacdes (Popp, 1993; Norio & Fukua, 2001).



2.2 Caracteristicas principais dos tubérculos para fritura

2.2.1 Matéria seca

A quantidade de matéria seca é uma caracteristica que depende,
principalmente, do conteido de amido nos tubérculos de batata. A sintese,
transporte e acimulo da matéria seca sdo caracteristicas quantitativas controlada
por vdrios genes (Haynes & Haynes, 1983) e afetadas por diferentes fatores
ambientais (Smith, 1975; Chen et al. 2001; Dale & Mackay, 1994), em especial
o local, a época de cultivo, pragas e doencas.

Altas temperaturas, especialmente a noite, quando as plantas estdo
respirando e, portanto, gastando maior quantidade de energia, diminuem o teor
de matéria seca. Isso explica porque tubérculos colhidos em condicdes tropicais
apresentam menores teores de matéria seca que os colhidos em condigdes
temperadas, quando se utiliza a mesma cultivar (Menezes, 2001; Manrique,
1989; Fontes & Finger, 1999; Malik et al., 1992 e Cacace et al., 1994)..

A propor¢do de matéria seca nos tubérculos de batata determina em
grande parte o valor alimenticio e da qualidade culindria. Altos teores de matéria
seca favorecem a qualidade final do produto, conferindo-lhe menor absorcao de
6leo, maior rendimento e crocancia, ficando menos engordurados e moles
(Gould, 1989; Zorzella, 1999). Tubérculos com baixos contetidos de matéria
seca absorvem mais 6leo durante a fritura, diminuem a qualidade e a vida util do
produto, alterando o sabor, bem como aumentando os custos da producio (Silva,
1991).

Para a producgdo industrial de “chips”, batata palha e palitos, o teor de
matéria seca deve ser de 20% a 24%, que equivale a um peso especifico de
1,080 a 1,095 (Pereira, 2000).

A estimativa do peso especifico é geralmente a metodologia mais

empregada para a determinag¢do da matéria seca (Porter et al., 1964; Woodbury



& Weinheimer, 1965; Kleinkoff et al., 1987). Para a obtenc¢ao do peso especifico
deve-se estabelecer o peso dos tubérculos tanto no ar como na agua, de acordo
com a seguinte equacao (Smith, 1975; Kleinkopf et al., 1987):

PE = Peso no ar / (Peso no ar — Peso na dgua)

A vantagem desta metodologia € que, além de ser simples, é ndo
destrutiva. Segundo Schippers (1976), existe correlacdo positiva entre o peso
especifico e o teor de matéria seca.

A acumulo da matéria seca nos tubérculos maduros de batata € o
resultado da fixacdo do carbono pela fotossintese, a sintese de amido e sua
conversdo em sacarose nas folhas verdes ativas, o transporte vascular da
sacarose das folhas até o tubérculo e a sintese e degradacdo do amido no
tubérculo durante o crescimento e armazenamento (Chen et al., 2001). O amido
constitui o componente majoritdrio da matéria seca, dando-lhe a propriedade de

alimento energético que caracteriza a batata (Lorenzo, 1994).

2.2.2 Actcares redutores

Os agucares redutores sao acucares simples, formados nas plantas pelo
processo da fotossintese. O didéxido de carbono do ar e a dgua do solo
combinam-se para formar estes actcares nas folhas das plantas verdes, quando
elas sdo expostas a luz. Na batata, estes acticares simples, combinados na forma
de sacarose, sdo transportados através da haste até os tubérculos. Posteriormente,
dentro dos tubérculos, a sacarose € transformada em amido. O amido €
armazenado nos tubérculos e continua a acumular-se até que a planta para de
manufaturar actcares (Gould, 1989).

Dentre varios fatores ambientais importantes, o estresse € um dos que
mais afetam a quantidade de agtcares sintetizados, como também a quantidade

de amido e de sélidos totais acumulados durante o crescimento da planta. Apds a

colheita, durante o armazenamento, a temperatura dos tubérculos reduz e,



portanto, continuam a assimilar oxigé€nio e soltar didéxido de carbono. Este
processo € conhecido como respiragdo, que é o inverso da fotossintese e, nele, o
amido € hidrolisado a sacarose e a sacarose € hidrolisada a agucares redutores,
liberando di6xido de carbono e dgua, que acumulam-se na atmosfera (Gould,
1989).

Em termos de qualidade para processamento, as altas concentracdes de
actucares, principalmente das hexoses, glicose e frutose, sdo criticas, pois estes
acucares redutores influenciam diretamente a coloragdo dos produtos
processados e, portanto, condicionam a sua aceitagdo pelos consumidores (Yada
& Coffin, 1987; Pereira & Costa, 1997; Dale & Mackay, 1994). A principal
razdo destes agucares redutores afetarem a qualidade da batata é o fato de que,
sob altas temperaturas de fritura, ocorre a reagdo tipica de Maillard entre os
acticares e os compostos nitrogenados dos grupos de o-aminodcidos presentes
nos tubérculos (Schallenberg et al., 1959). Segundo Melo (1999) e Pereira
(2000), os teores de acucares redutores nos tubérculos de batata indicados para a
inddstria da batata frita devem ser abaixo de 0,2%. A cor desenvolvida apds a
fritura pode ser branco-amarelado (aceitdvel), passando por uma coloracao ouro
(desejavel) e marrom-escuro (rejeitavel).

A tendéncia para acumular maior ou menor concentracdes de aguicares
redutores nos tubérculos € uma caracteristica sujeita a uma considerdvel
influéncia genética, devido ao grande nimero de genes e também pelo ambiente
(Stevenson et al., 1954; Melo, 1999), ou seja, € uma caracteristica quantitativa,
na qual ganhos com a selecdo podem ser obtidos gradativamente (Love et al.,
1998). Entre os fatores ambientais podem-se mencionar o grau de maturacio dos
tubérculos na época da colheita e as condi¢des climaticas e nutricionais de
cultivo (Gould, 1988; Melo, 1999).

As baixas concentragdes de sacarose na colheita ndo garantem o sucesso

com a selecdo para melhor qualidade e resisténcia ao frio, o que poderia gerar



menor eficidcia no processamento da batata. Altos contetidos de sacarose na
colheita podem ser rapidamente detectados num programa de melhoramento e
determinados como inaceitaveis para o processamento. As determinagdes dos
niveis de acucares redutores e o conhecimento do controle genético podem
indicar quais cruzamentos devem ser selecionados para o processamento e
determinar quais parentais devem ser usados para o desenvolvimento de
variedades para chips (Gould, 1989).

O tempo e as condicdes em que os tubérculos da maioria das cultivares
ficam armazenados em cdmara fria influenciam diretamente na coloragdo da
batata ap0s a fritura, ja que estas condi¢des promovem a conversdo de amido em
glicose e frutose (Davies & Viola, 1992; Copp et al., 2000; Sowokinos et al.,
1997). O frio altera a composic¢ao lipidica das membranas plasmaéticas celulares,
o que produz um rapido aumento na atividade de diferentes enzimas envolvidas
nas diferentes etapas de vérias vias bioquimicas, relacionadas ao metabolismo de
aminoécidos e carboidratos (Guy, 1990; Tomashow, 1990). Este fato indica que
tanto as baixas como as altas temperaturas poderiam induzir & expressao
diferencial de genes, sendo que a as mudancas metabdlicas produzidas pelo frio
induzem a conversdo da sacarose nos acucares redutores glicose e frutose
(Isherwood, 1976; Copp et al., 2000). Em algumas cultivares, o
acondicionamento por um periodo de 2 a 4 semanas a 20-24°C, depois de
armazenamento a frio, resulta numa rapida diminui¢do dos actcares redutores,
melhorando a sua condi¢@o para a fritura (Coelho et al, 1999; Chapper, et al.,
2002). Infelizmente, apds as batatas serem armazenadas a 4°C, nem todos os
gendtipos tém a mesma aceitabilidade para chips (Ap Rees & Morrell, 1990;
Stevenson & Cunningham, 1961). O controle genético de resisténcia a reversao
e ao acondicionamento sdo importantes no melhoramento da batata e a
herdabilidade para a cor de chips no tetrapldide tem sido estudada (Colon et al.,

1989; Ehlenfeldt et al., 1989; Lauer & Shaw, 1970). Existem cultivares que tém



uma relativa resisténcia ao adogamento a frio (Gould, et al., 1979; Hermundstad
& Peloquin, 1985) e um grande ndmero delas tem demonstrado ter baixa
atividade das enzimas que degradam o amido (Denny & Thornton, 1940; Denny
& Thornton, 1941). Porém, a sensibilidade ao adogamento a frio também pode
ser funcdo da propriedade dos préprios granulos de amido, os quais podem
influenciar a sua susceptibilidade a degradac@o por enzimas enddgenas (Cottrell
et al., 1995).

Trés locos parecem estar envolvidos na heranca ao acondicionamento.
Tubérculos bons para a produgdo de chips ocorrem quando existe pelo menos
um alelo dominante em cada um dos trés locos. Chips pobres ocorrem quando
pelo menos um loco tem todos os alelos recessivos. Segundo Thill & Peloquin
(1994), para batata dipléides, os genétipos com uma constituicio A_B_C_ sao
bons para a producdo de chips claros, enquanto que genétipos do tipo A_B_cc
demostraram-se pobres para a producao chips claros.

Entre os diversos métodos utilizados para determinar as concentragdes
de acticares redutores, estdo as glico-fitas usadas para a determinacao de glicose
na urina ou no sangue humano, proposto por Neele & Louwes (1989), sendo
geralmente as mais utilizadas, principalmente por ser uma metodologia rapida e
barata de estimacdo de glicose. A grande desvantagem desta metodologia € que
as concentracdes de agucares redutores observadas nos tubérculos de batata
estdio bem acima daquelas encontradas no sangue ou na urina humana,
diminuindo a precisdo experimental dos dados obtidos a partir delas. Portanto,
para aumentar a precisdo experimental, Cunningham & Stevenson (1963),
Pereira & Costa (1997), Douches et al. (1996) e Gould (1988) tém utilizado a
coloracdo desenvolvida pelas fatias de batata apds a fritura (chips) como uma
estimativa indireta da concentracdo de acucares redutores e da qualidade,
comparando-as com tabelas comerciais ilustrativas, como as da “Potato Chip

and Snack Food Association” dos EUA, que possui uma escala que varia de 1 a
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5, sendo os chips com escores iguais ou inferiores a 2,5 considerados aceitdveis

comercialmente.

2.3 Metabolismo dos carboidratos no tubérculo de batata

A distribui¢do dos carboidratos nas diversas partes das plantas através
das vdrias vias biossintéticas, € um ponto importante e central para o
crescimento, desenvolvimento e produtividade. A tuberizacdo é acompanhada de
duas mudancas bioquimicas: a acumulacdo de amido e a producdo de novas
proteinas especificas do tubérculo (Obata-Sasamoto & Suzuki, 1979). Na
tuberizacdo, ocorrem numerosos processos, como melhora na assimilagdo de
CO; nas folhas, aumento no transporte de carbono para os tubérculos em
desenvolvimento, diminui¢do dos niveis de aguicares redutores e incrementos nos
niveis de sacarose, processo que leva a formacgao de altos teores de amido (Van
Es & Hartmans, 1987). Todos esses processos sdo mais ou menos independentes
entre eles.

Diversos passos bioquimicos estdo envolvidos na producdo de amido,
constituinte principal da matéria seca dos tubérculos de batata e outras espécies,
e na producao dos actcares redutores, glicose e frutose (Sowokinos, 2001).

Durante a década passada, ferramentas moleculares usando
Agrobacterium mediando a transferéncia de genes em batatas t€m se tornado
disponiveis para manipular e analisar a expressdo génica (Stitt & Sonnewald,
1995) e fornecido muitas informacdes referentes as contribuicdes, que cada
enzima tem individualmente, na regulacdo do fluxo de carbono através da rota

metabdlica.

2.3.1 Sintese de amido
A rota metabdlica dos agucares e do amido em tubérculos de batata é

mostrada na Figura 1.
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FIGURA 1. Metabolismo dos carboidratos em tubérculos de batata. A. Sintese de amido, B. Degradacdo de amido, C.
Hexogénese e D. Glicélise. As enzimas representadas sao (1) SS, (2) SP, (3) AGPase, (4) Pgm, (5) Glicose-6-
fosfato (translocadora de fosfatos) (6) Fosfohexoseisomerase, (7) UGPase, (8) SPS, (9) Sacarose-6-fosfato
fosfatase, (10) Invertase 4cida, (11) PPi-PFK, (12) ATP-PFK, (13) FBPase. Adaptado de Sowokinos (2001).



A sintese de amido ocorre nos amiloplastos das células dos tubérculos
de batata envolvendo adenosina difosfato glicose pirofosforilase (AGPase). A
AGPase é uma enzima chave na biossintese de amido nas plantas, sendo central
no controle da capacidade de dreno nas plantas armazenadoras de amido (Preiss,
1988). Ela tem propriedades reguladoras em tecidos fotossintéticos e ndo
fotossintéticos, sendo estimulada pelo 3-fosfoglicerato (3-PGA) e inibida por
fésforo inorgénico (Pi) (Preiss, 82-88; Fernie, et al., 2002). Esta enzima tem
regulacdo alostérica e estd limitada ao tubérculo na batata. Pesquisas realizadas
em plantas desprovidas de AGPase demostraram que o contetido de amido foi
reduzido (Miiller-Robert et al., 1992). Os genes que codificam para a AGPase
continuam a funcionar desde que se codifiquem seqiiencialmente outras enzimas
responsaveis pela iniciacdo da sintese de amido codificadas pelos genes de
amido sintetase (SS) e amido sintetase da destinada ao amiloplasto (GBSS) e a
enzima ramificadora do amido (SBE), as quais formam a amilose e a
amilopectina, respectivamente (Geigenberger et al., 1994).

O amido é um componente formado por dois polimeros especificos, a
amilose, com enlaces ¢-1,4 glicosidicos lineares e a amilopectina, em que os
enlaces 0-1,4 da amilose sdo degradados a enlaces a-1,6 durante o processo de
formacdo do amido, pela enzima SBE. As isoformas da amido sintetase (SS) que
participam da formacdo do amido podem ser classificadas, de acordo com a sua
localizacéo dentro dos plastidios. A forma SS; € destinada exclusivamente ao
amiloplasto e as outras estdo localizadas predominantemente na fase solivel do
estroma dos plastidios (Edwards et al., 1999; Fulton et al., 2002).

A inibicdo da sintese de amido resulta em mudangas no
desenvolvimento: primeiro, o nimero de tubérculos incrementa-se e segundo, a
estrutura estoldo/tubérculo € alterada (Miiller-Robert et al., 1992; Willmitzer, et

al., 1994).
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As perdas de amido s@o compensadas principalmente por aumentos nos
niveis de sacarose e glicose. Devido a este aumento nos agucares, os tubérculos
acumulam altos contetidos de &4gua, diminuindo o conteido de sélidos

(Willmitzer et al., 1994).

2.3.3 Degradacao do amido

As enzimas que degradam o amido atuam diminuindo o grau de
polimerizac¢do das unides ¢ -1,4 de unidades de glicose (Steup, 1990). Por meio
da acdo de enzimas hidroliticas, o amido é degradado a uma mistura de
dextrinas, maltose e glicose. A amido fosforilase (SP) transfere um residuo
glicosil de um extremo ndo reduzido de uma cadeia ligada & amilose ao fésforo
inorganico, formando glicose-1-fosfato (Glc-1-P) (Sowokinos, 2001). O
processo de degradacdo do amido ocorre principalmente durante periodos de
estresse e tem sido considerado um processo mais fosforolitico do que
hidrolitico na natureza (Mares et al., 1985; Morell & Ap Rees, 1986). Esta visdo
¢ apoiada pelo fato de que a sacarose € o primeiro agucar livre a se acumular
durante os processos de estresse, mais que a maltose ou glicose (Sowokinos,
1990). Em tubérculos de batata, duas isoenzimas amido fosforilases, tipo L. e H,
tém sido descritas e acredita-se que sejam as responsaveis pela completa ruptura
do amido (Sonnewald et al., 1995). O tipo L encontra-se nos amiloplastos,

enquanto que o tipo H tem localizacao citossdlica.

2.3.4 Hexogénese

A mais direta aproximacgdo para tentar inibir o adocamento em batatas
poderia ser pelo entendimento dos passos envolvidos diretamente dentro das
rotas metabdlicas que produzem o adocamento. A sacarose fosfato sintetase
(SPS) é a enzima das plantas, que se acredita-se a maior responsavel pela

biossintese da sacarose, tanto em tecidos fotossintéticos como nio
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fotossintéticos (Huber & Huber, 1996). A sacarose-6-fosfato (Sac-6-P) €
sintetizada por UDP-Glc e frutose-6-fosfato (Fru-6-P), pela acdo de SPS (Huber
& Huber, 1992). Uma fosfatase especifica imediatamente desfosforila a
sacarose-6-fosfato a sacarose livre (Mares et al., 1985).

A sacarose € considerada como um produto de transporte da
fotossintese. O carbono € transportado das folhas pelos tecidos vasculares na
forma de sacarose, que € posteriormente processado na forma de hexoses
fosfatos (Nakata & Okita, 1994). Quando as duas hexoses componentes da
sacarose (glicose e frutose) sdo dirigidas para formar amido, elas devem entrar
primeiro no pool das hexoses fosfatos (Hajirazaei, et al., 2000; Sowokinos,
1994; Gould, 1988; Nakata & Okita, 1994).

Sung et al. (1989) explicam que esta conversdo estd associada
seqiliencialmente a duas enzimas: a primeira € a sacarose fosfato sintetase (SPS)
a qual catalisa a formacao de alta energia que contém os nucleotideos de glicose,
uridina difosfoglicose (UDP-GIc). A atividade de SPS € regulada
aldstericamente por glicose-6-fosfato (Glc-6-P) (ativacio) e P; (inibi¢ao), sendo
a atividade desta enzima inversamente correlacionada com o conteido de amido
(Huber, 1981). O substrato para SPS, a UDP-GIc, é formada pela uridina
difosfatoglicose pirofosforilase (UGPase). A enzima UGPase catalisa o primeiro
passo comprometido na via de adocamento em tubérculos de batata, por meio da
formacdo de nucleotideos glicosilados, como a UDP-Glc e por catalisar a
conversdo reversivel dos metabdlitos Glc-1-P e UDP-Glc. A UDP-Glc é um
metabdlito chave devido a sua acdo reversivel, ja que, quando a tendéncia na
célula € a formacdo de sacarose, contribui com um residuo de glicose para a
frutose-6-fosfato (Fru-6-P) para formar Sac-6-P, a qual é imediatamente
desfosforilada a sacarose (Burrell, 1994). Quando a sacarose entra no tonoplasto,

pode alternativamente ser clivada pela enzima invertase 4cida, em glicose e

frutose, originando agticares redutores. No acondicionamento, os agucares livres
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produzidos nesta reacdo poderiam posteriormente ser fosforilados por uma
enzima kinase apropriada, para tornar o processo reversivel. As invertases e
hexokinases estdo envolvidas na degradacdo da sacarose. Isto € baseado em
observagdes de que a atividade da invertase 4cida estd inversamente
correlacionada com os conteidos de sacarose (Hatzfeld et al., 1990; Ap Rees,
1974; Davies et al., 1989).

O metabdlito UDP-Glc também catalisa a formagédo de Glc-1-P, a qual é,
posteriormente, processada na forma de glicose-6-fosfato (Glc-6-P) pela enzima
fosfoglucomutase plastidial (Pgm) (Shott et al., 1995) durante o processo de
acumulacdo de amido nas células. A Glc-6-P € o tnico metabélito C6 ou C3
eficientemente transportado através da membrana do amiloplasto, para levar a
cabo a sintese de amido (Tauberger et al., 2000). Para que UDP-Glc seja
convertida a hexose fosfato, uma das bases de unides o- fosfodiéster deve ser
clivada. Posteriormente, quando a hexose fosfato é transportada para dentro dos
amiloplastos, ocorre uma nova interconversio de Glc-6-P para Glc-1-P, que é o

metabdlito usado como substrato pela AGPase (Nakata & Obita, 1994).

2.3.5 Glicolise

Na teoria, estresses, como o frio, afetam a Gtima funcionalidade de
algumas enzimas glicoliticas, incrementando a concentracio de hexoses fosfatos,
resultando no estimulo da sintese de sacarose (Dixon & Ap Rees 1980; Dixon et
al., 1981; Hammond et al., 1990; Viola e Davies, 1994).

A enzima citosdlica frutose 1,6 difosfatase (FBPase) catalisa a
interconversao de frutose 1,6 difosfato (Fru-1,6-P,) em Fru-6-P, para a sintese de
Sac-6-P a partir da UDP-Glc pela UGPase e Fru-6-P, para, posteriormente, a
Sac-6-P ser defosforilada produzindo o produto final, a sacarose (Figura 1).

A adenosina trifosfato fosfofrutokinase (ATP-PFK) catalisa a conversiao

irreversivel da Fru-6-P em Fru-1,6-P, e é considerada como a enzima reguladora
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da entrada na glicdlise (Bryce & Hill, 1993). Segundo Kruger et al. (1988),
durante o armazenamento frio dos tubérculos de batata, diminui a atividade desta
enzima, causando uma redugdo na proporcdo de substratos que entram na
glicdlise e, portanto, um aumento na quantidade de aguicares acumulados.

A pirofosfato fosfofrutokinase (PPi-PFK) é uma enzima capaz de
realizar a fosforilagdo reversivel de Fru-6-P usando pirofosfato (PPi) como
doador de fésforo (Kruger et al., 1988). A estimulacdo da PPi-PFK para a
formacdo de Fru-1,6-P, favorece a glicdlise, enquanto que a reagdo reversa
(formacido de Fru-6-P) favorece a formacgio de sacarose. Trevanion et al. (1991)
concluiram que qualquer restri¢@o (e.g. frio) na interconversdo de Fru-6-P e Fru-
1,6-P, poderia contribuir para a acumulacio de hexoses fosfatos e,

subseqiientemente, levar a um incremento na sintese de sacarose.

2.4 Melhoramento genético visando a qualidade industrial da batata

Devido ao constante crescimento e a demanda cada vez maior por parte
da inddustria, de cultivares de batata que atendam aos requerimentos de qualidade
culindria para o processamento, a maioria dos programas de melhoramento de
batata do mundo tem voltado seus trabalhos de pesquisa para aumentar os
progressos genéticos obtidos com a selecdo de novos materiais aptos para a
industria (Costa & Pereira, 1995; Melo, 1999).

Avaliar a contribui¢do do melhoramento genético da batata para a
produtividade e a qualidade € um processo complexo, devido ao fato de que
diferentes cultivares sdo destinadas para diferentes usos. Além do mais, a
qualidade da batata difere com os tipos de utilizagdo e a relativa importancia do
mercado, o qual determina a utilizacdo, que muda o tempo todo.
Conseqiientemente, tem-se documentado um incremento nos caracteres de
qualidade com a introdu¢do de novos cultivares dentro dessas classes de

mercado (Douches et al., 1996).
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Conforme relata a literatura, diversos resultados tém sido obtidos a partir
do estudo dos caracteres que afetam a qualidade industrial. Conforme Singh
(1969), € possivel encontrar herdabilidades que variam de 5% a 60% entre
diferentes pares de cruzamentos e, portanto, ganhos genéticos poderiam ser
alcangados entre cruzamentos para alto peso especifico e baixas concentragdes
de acucares redutores, apesar de serem caracteristicas consideravelmente
afetadas pelo ambiente. Akeley & Stevenson (1944) obtiveram progé€nies com
alto peso especifico a partir dos cruzamentos de parentais com baixo e médio
peso especifico, indicando a existé€ncia de variacdo genética afetada por um
grande efeito ambiental.

Conforme Cunningham & Stevenson (1963) e Singh (1969), nas
primeiras geracdes clonais, o peso especifico é uma caracteristica com heranga
quantitativa, de baixa herdabilidade e genes recessivos poderiam também estar
envolvidos (Borger et al., 1954). Numerosos estudos tém confirmado a
complexidade de expressao do peso especifico sobre diferentes locais e estagdes
(Killick & Simmonds, 1974; MacArthur & Killick, 1976).

Rodrigues (2001) encontrou que a selecdo para a matéria seca propiciou
maior ganho com a selecdo do que para a cor de chips por apresentar maior
herdabilidade e variancia genética. Capezio et al. (1992-93), Amaro (2002) e
Lambert (2001) também obtiveram valores de herdabilidade altos para o peso
especifico, quando avaliaram vdérios ciclos de selecdo. Para a cor de chips,
Cunningham & Stevenson (1963) verificaram alta herdabilidade, a partir da
analise combinada da variancia de 24 progénies, em dois anos de teste. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Rodrigues (2001), que
encontraram herdabilidades moderadas para a cor de chips e altas para a matéria
seca, nas condicdes climaticas do sul do Brasil. Conforme Dale e Mackay
(1994), a cor do chips estd intimamente relacionada com o conteido dos

actucares dos tubérculos que variam consideravelmente entre cultivares, locais e
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estacoes do ano, afetando consideravelmente a correta estimativa da
herdabilidade. Contudo, apesar de estimativas moderadas a altas de
herdabilidade, tanto para peso especifico como para cor de chips em batata,
deve-se ressaltar que este € um parametro fortemente influenciado pelo
ambiente, podendo os indices variarem de um ambiente para outro.

Depreende-se das pesquisas que, entre os principais problemas que
afetam os rapidos progressos genéticos dos programas de melhoramento
genético convencionais da batata ,estdo:

1) que este € um processo em que um grande nimero de gendtipo €
avaliado para identificar somente um pequeno nimero de individuos superiores,
portanto, apresenta a dificuldade para encurtar os ciclos de selecdo, devido a
baixa eficiéncia da sele¢@o precoce de bons genétipos (Maris, 1988; Anderson &
Howard, 1981; Brown et al., 1984; Tai & Jeong, 1984; Pinto et al., 1994), ja que
as progénies selecionadas nas primeiras geracdes sdo misturas de gendtipos
superiores e inferiores para vdrias caracteristicas. O tempo que se gasta para
desenvolver uma cultivar € de 12 a 15 anos (Tai & Jeong, 1984) devido a
avaliacdo de clones avancados em multiplos anos e locais para identificar
gendtipos superiores, tanto para caracteristicas agrondmicas, como de
processamento. A necessidade de reduzir a quantidade de material para que
possa ser avaliado mais precisamente nas geracdes avangadas faz com que os
melhoristas apliquem uma forte pressio de selecdo sobre os gendtipos nas
primeiras geracdes clonais, baseados, principalmente, nas avalia¢des visuais dos
clones, as quais ndo sdo uma metodologia muito efetiva (Tai, 1975; Brown et al.,
1984). Somente recomenda-se a sele¢cdo precoce para caracteres pouco
influenciados pelo ambiente, como cor e textura da periderme, profundidade dos
olhos e formato dos tubérculos (Jong & Burns, 1993).

ii) A selecdo de genitores para melhoramento de caracteristicas

quantitativas baseadas somente em sua aparéncia fenotipica ndo permite uma
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caracterizacdo adequada e, por esta razdo, € que seria muito importante, detectar
gendtipos superiores por meio da incorporacao dos marcadores genéticos, como
metodologia alternativa e complementar ao melhoramento genético

convencional (Knapp, 1998).

2.5 Aplicacio dos marcadores genéticos ao melhoramento de plantas

A auséncia de segregacdo fenotipica discreta impossibilita o uso das
técnicas mendelianas cldssicas para se estudar os poligenes (Tanksley, 1993). A
resolugdo dos caracteres quantitativos pela utilizacdo de marcadores moleculares
tem permitido identificar, mapear e medir os efeitos dos genes controladores dos
caracteres quantitativos e € a contribuicdo de maior expressividade para o
melhoramento (Zehr et al., 1992).

A selecao indireta, por meio de marcadores genéticos, tem sido sugerida
para caracteristicas com baixa herdabilidade, que requerem grandes populagdes
para serem melhoradas, além de sua mensuracdo ser cara e dificil de realizar.
Essas sugestdes se baseiam no fato dos marcadores serem distribuidos
amplamente pelo genoma e de possuirem gendtipos conhecidos, possibilitando a
identificacdo de individuos superiores de forma mais eficiente, reduzindo os
custos (Zehr et al., 1992).

H4 razdes para se acreditar que a genética molecular ndo poderd
substituir completamente os métodos de melhoramento tradicionais, devendo-se
integrar a eles para se obter o maximo de ganho de forma econdmica e racional
(Lande & Thompson, 1990). Um método para integrar a genética molecular com
a selecdo artificial, com o objetivo de aumentar a eficiéncia do melhoramento, é
conhecido como selecdo assistida por marcadores (SAM). Este indice maximiza
a taxa de melhoramento em caracteres quantitativos sob diferentes esquemas de

selecdo assistida por marcadores, combinando informag¢des de polimorfismos
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genético moleculares (locos marcadores) com dados de variac@o fenotipica entre

os individuos (Lande & Thompson, 1990).

2.5.1 Deteccao de QTLs por meio de marcadores genéticos

No comeco do melhoramento, os estudos genéticos eram realizados
utilizando-se marcadores morfolégicos determinados por mutagdes simples em
um gene particular, gerando alteracdes fenotipicas de facil identificacdo no
organismo. No entanto, devido ao reduzido nimero de marcadores fenotipicos
disponiveis, a auséncia de ligacdo destes com caracteres de importancia
econdmica e aos efeitos deletérios das muta¢des limitou-se sua utilizagdo
(Guimardes & Moreira, 1999). O principal problema na identificacdo dos
caracteres de importancia econdmica € que eles estdo sob controle genético
complexo governado por muitos genes, o que torna mais dificil sua compreensao
e manipulacdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Existem, na atualidade, tentativas de identificar marcadores moleculares
e bioquimicos, ligados a genes que afetam caracteres com heranga quantitativa,
0s quais sdao o maior fator limitane nos programas de melhoramento de batata.
Exemplo disso sdo os estudos realizados por Freyre & Douches (1994), que
determinaram a existéncia de alguns locos isoenzimdticos com associagio
altamente significativa no controle do peso especifico e a dorméncia dos
tubérculos em batatas dipléides. Mais recentemente, Rocha et al. (2000)
estabeleceram que a matéria seca dos tubérculos de batata silvestre tem uma
associacdo altamente significativa com os sistemas isoenzimdticos isocitrato
desidrogenase (IDH) e glutamato oxalacetato transaminase (GOT).

Porém, a complexidade das interacdes gendtipo x ambiente deve ser
elucidada em detalhes, antes que esse e outros locos isoenzimaticos sejam
amplamente usados na determinacio de caracteres quantitativos em batata. Por

outro lado, os marcadores moleculares podem ajudar a resolver a complexidade
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do controle dos caracteres quantitativos, pela identificacdo dos genes envolvidos
e suas interacdes com o ambiente (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Entre as estratégias usadas para detectar poligenes, sob delineamentos
com cruzamentos controlados, a técnica mais simples € a da andlise de um sé
ponto. Nesta aproximacdo para detectar os QTLs sdo analisados os dados de um
unico marcador a cada vez. Esta técnica apresenta algumas desvantagens, como:
a) quanto maior € a distancia entre o QTL e o marcador, menor € a chance de ser
detectado estatisticamente, devido as recombinagdes entre o poligene e o
marcador serem mais freqiientes, o que pode resultar em falhas de classificacdo;
b) a magnitude do efeito de um QTL detectado serd geralmente subestimada,
devido também a recombinacdo entre o marcador e o poligene. Ambos 0s
problemas podem ser minimizados com o aumento de marcadores pelo genoma
(Tanksley, 1993). Nesta andlise, o teste F € usado para determinar se existe uma
variagdo significativa na expressdo da caracteristica associada com diferencas
nas classes genotipicas do loco marcador. Com um valor significativo de F,
poderia-se inferir que o marcador genético estaria ligado ao QTL (Ferreira,
1995).

A ligacdo com marcadores genéticos pode também ser avaliada por meio
de uma regressdo multipla dos valores fenotipicos individuais com relacdo ao
nimero de coépias de um alelo particular (0, 1) dos locos marcadores
polimdrficos (Lande & Thompson, 1990).

Moreno-Gonzalez (1992; 1993) apresenta métodos de regressdo linear
multipla para estimar a associagdo de marcadores com os QTLs. Foi
demonstrado que este € o metodo mais eficiente para detectar QTLs ndo ligados.
Um problema do método é a sua dependéncia do tamanho amostral,

possibilitando a estimativa de QTLs fantasma em alguns casos (Haley & Knott,

1992).
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As andlises de regressao linear multipla com eliminacdo de marcadores
pelo processo de Backward (Drapper & Smith, 1981), também tém sido
considerada como um método eficiente para deteccdo dos melhores marcadores
associados aos QTLs (Ferreira, 1995).

Segundo Lander & Botstein (1989) e Weller & Wyler (1992), um outro
método para determinar a ligacdo entre um loco marcador e o QTL € baseado na
analise da distribui¢do de um grupo de gendtipos selecionados nos extremos dos
valores fenotipicos de toda a populacdo amostrada.

A epistasia pode ser estimada usando-se andlise de variancia com dois ou
mais fatores (marcadores) e considerando-se a interacdo entre eles. Uma
interacdo significativa entre dois marcadores sugere que os efeitos dos dois
QTLs juntos, associados aos dois marcadores, ndo sao simplesmente a soma de

seus efeitos individuais (Ferreira, 1995).

2.5.2 Selecao assistida por marcadores — SAM

Tradicionalmente os progressos obtidos nas diferentes culturas por meio
de melhoramento genético tém se baseado quase exclusivamente na andlise de
fendtipos e o maior ou menor sucesso destas andlises dependem da
herdabilidade do caréter considerado (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Lanza et
al., 2000).

No inicio dos anos 1980, com a combinacdo do desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico, surgiu uma nova metodologia para identificar aqueles
gendtipos com maior produtividade e adaptagdo, diretamente no de DNA. Este
fato abriu novos caminhos para o desenvolvimento e implementacdo de
programas de melhoramento genético que se baseiam na selecdo de individuos
pelos polimorfismos de seu DNA. Nesses programas, variantes da estrutura do
DNA em um determinado loco servem como um marcador da presenca de

alelos, tendo efeitos positivos ou negativos no QTL que afeta a caracteristica. A
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selecdo de individuos que possuem alelos favordveis no QTL com base na
avaliagdo direta de seu DNA ¢é denominada SAM (Sele¢do Assistida por
Marcadores) (Soller & Beckmann, 1983,1989; Soller, 1994). O uso, no
melhoramento, da selecdio assistida marcadores (SAM) surgiu como uma
estratégia nova para incrementar os ganhos com a selecdo (Dudley, 1993,
Landen & Thompson, 1990, Knapp, 1998). Os ganhos com os indices de
marcador assistido sdo teoricamente maiores que com a selecdo fenotipica
(Landen & Thompson, 1990) ja que, quando a SAM ¢é comparada com a selegdo
baseada nos fendtipos, a primeira resulta ser mais precisa, pois ndo € afetada
pelos efeitos do ambiente e, portanto, pela herdabilidade da caracteristica: ndo é
limitada a um sexo: ndo destr6i o individuo: tem ampla cobertura do genoma
pelos marcadores e pode ser realizada bem cedo na vida de um individuo, sem
importar o tamanho e o nimero de cruzamentos, reduzindo o tempo necessario
para a obtengdo de novos e melhores gendtipos (Lanza et al., 2000).

A selecao assistida por marcadores ndo tem sido utilizada rotineiramente
na prética, pelo fato de ter algumas desvantagens como o niao conhecimento da
sua eficiéncia e o seu alto custo. A precisdo dos parametros obtidos por meio da
selecdo fenotipica gera grandes incertezas quando a herdabilidade € baixa e o
nimero de amostras é pequeno (Baevis, 1994). Contudo, a selecdo fenotipica é
fortemente defendida em plantas cultivadas, desprezando a desvantagem tedrica
da demora com a selecdo (Geiger, 1984; Stuber, 1994). A demora com a selecdo
se produz como conseqii€ncia do elevado niimero de geracgdes, repeticdes, locais
€ anos necessarios para incrementar a exatiddo estatistica e da herdabilidade da
progénie avaliada (Lanza, et al., 2000).

Contudo, quando detectadas associagdes entre marcadores moleculares -
QTLs, as mesmas podem ser usadas para melhorar a predicdo de valores
genéticos. A selecdo de caracteristicas simples com o auxilio de marcadores

moleculares passa a ter grande importancia quando os caracteres avaliados sdo
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de dificil mensuracdo ou quando se deseja selecionar para vérias caracteristicas
simultaneamente. No entanto, a SAM tem sua maior contribuicio na selecdo de
caracteristics quantitativas (Lanza et al., 2000). As associacdes entre marcadores
genéticos e QTLs podem ser usadas para selecionar indiretamente caracteres

quantitativos favoraveis para o melhoramento.

2.6 Tipos de marcadores genéticos

Entre os diferentes tipos de marcadores utilizados em estudos genéticos
e no melhoramento de plantas tém-se os marcadores morfolégicos,
bioquimicos/enzimaticos e os moleculares. Por marcador molecular entende-se
todo fenétipo molecular oriundo de um gene expresso ou segmento especifico de
DNA, correspondentes as regides expressas ou ndo do genoma. Por marcadores
bioquimicos, entendem-se aqueles derivados da anédlise isoenzimatica (Ferreira
& Grattapaglia, 1998). Até meados da década de 1960, os marcadores utilizados
em estudos de genética e melhoramento eram controlados por genes associados
a caracteres morfoldgicos. Entretanto, eles ocorrem em nimero muito reduzido
para funcionar como marcadores (Hagiwara, 2001).

Nos ultimos anos, o sistema de marcadores moleculares e bioquimicos
tem ampliado os horizontes das pesquisas em batata pela aplicacdo de
1soenzimas (Rassmunsen & Rasmunssen, 1995) de RAPD (Demeke et al, 1993;
Sosinski & Douches, 1996) e microssatélites (Veilleux et al., 1995; Kawchuk et
al., 1996, Milbourne et al., 1997). Portanto, os marcadores moleculares
poderiam ter diversas aplica¢des tanto no estudo da genética como na pratica do
melhoramento de plantas. Os marcadores moleculares apresentam amplas
vantagens sobre os marcadores morfolégicos por fornecer um nimero quase
ilimitado de polimorfismos, distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o
genoma e por serem independentes dos efeitos ambientais e do estado

fisiol6gico das plantas, permitindo a identificacdo mais precisa dos genétipos em
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qualquer estddio de desenvolvimento. Além disso, fornecem aos melhoristas
informacdes genéticas adicionais e mais detalhadas dos genétipos, aumentando a
probabilidade de se desenvolver variedades melhoradas (Lanza et al., 2000).

Em caso de se contar adicionalmente com informacdo genética e
bioquimica sobre as vias metabdlicas que controlam uma dada caracteristica, a
deteccdo dos marcadores e sua associagdo com determinadas caracteristicas
chegam a ser mais precisas e ajudam a desenvolver sistemas de selecdo mais

eficientes.

2.6.1 Marcadores isoenzimaticos

Definem um grupo de multiplas formas moleculares de uma mesma
enzima que ocorre em uma espécie, como resultado da presenca de mais de um
gene codificando cada uma das enzimas (Moss, 1982). Estas miltiplas formas
podem desempenhar as mesmas atividades cataliticas, mas podem ter diferentes
propriedades cinéticas e, portanto, ser separadas por processos bioquimicos, ou
seja, diferem no mesmo grupo na suas seqiiéncias de aminodcidos, podendo
variar a natureza protéica secunddria, tercidria ou quaterndria da enzima,
alterando a afinidade da enzima pelo substrato.

Segundo Allicchio et al. (1987), a identificagdo isoenziméatica mostra
vantagens comparadas com o uso de caracteristicas morfoldgicas,
principalmente porque esta é uma técnica de rapida aplicacdo e porque os alelos
e locos enzimaticos sdo comumente codominantes. As enzimas t€m sido usadas
como marcadores bioquimicos para a identificacdo de hibridos somaticos
intra-especificos de batata (Austin et al., 1985; Heinz & Schieder, 1986).
Augustin & Costa (1992) caracterizaram 12 cultivares de batata por peroxidases,
fosfatases e esterases, discriminando nove delas.

A andlise isoenzimatica estd fundamentada nas variacdes observadas na

migracdo das enzimas em gel submetido a um campo elétrico, como resultado de
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variacdes das seqiiéncias de DNA que codificam estas enzimas. Portanto, estas
diferencas poderiam ter base genética e ser herddveis (Murphy et al., 1990).
Entre as vantagens desta técnica estdo os baixos custos e a facilidade,
quando comparadas com os marcadores moleculares; embora o nimero de locos
analisados seja limitado, muitos deles podem ser analisados rapida e
simultaneamente. Caracterizam-se por serem marcadores codominantes,
portanto, podendo-se detectar locos homozigéticos e heterozigéticos. Uma
desvantagem ¢é que o ambiente exerce considerdvel influéncia sobre o
polimorfismo enzimatico e na sua atividade (Ferreira & Grattapaglia, 1998;

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

2.6.2 Marcadores moleculares

2.6.2.1 PCR (Polymerase Chain Reaction) e microssatélites (SSR — Simple
Sequence Repeat)

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 seqiiéncias 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 respectivos tempos adequados a
desnaturacdo da molécula de DNA, separando as fitas complementares, o
anelamento dos primers e a extensdo do DNA em cada ciclo de replicacéo,
durante os 25 a 40 ciclos. Com o uso da tecnologia de PCR, moléculas simples
de DNA podem ser seletivamente amplificadas em alguns milhdes de vezes, em

poucas horas (Rasmussen & Rasmussen, 1995).
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Os sitios de microssatélites sdo muito freqiientes e amplamente
distribuidos nos genomas eucariontes com uma freqiiéncia de 1 a cada 50000 pb
com repeti¢des de seqiiéncias simples curtas de 1-5 bases, repetidas em tandem,
freqiientemente polimérficas e em ndmero varidvel, sendo denominadas
microssatélites (Hamada, et al., 1982; Tautz & Renz, 1984; Litt & Luty, 1989)
ou seqiiéncias simples repetidas (SSR). As seqiiéncias de DNA que flanqueiam
os microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos da mesma
espécie, permitindo a confeccio de primers especificos que as amplificam, via
PCR (Powell et al., 1996; Fisher et al., 1996; Primmer et al., 1997; Ferreira &
Grattapaglia, 1998; Hayden & Sharp, 2001). O uso de primers para detectar
microssatélites em batata foram originalmente desenvolvidos no SCRI (Scotish
Crop Research Institute) (Provan et al., 1996).

Os polimorfismos dos microssatélites sdo dados pela diferenca em
tamanho das seqiiéncias repetidas. Cada segmento amplificado é de tamanho
diferente e representa um alelo diferente do mesmo loco. Cada loco de
microssatélites € analisado individualmente ao se construir especificamente um
par de primers para sua amplificagdo. Os microssatélites apresentam-se como
uma das classes de marcadores mais promissoras para utilizacdo em programas
de melhoramento, pelo fato de apresentarem vantagens sobre os demais
marcadores baseados em PCR, como o RAPD, porque sido altamente
reproduziveis e somaticamente estaveis, por possuirem expressdo codominante
(Bryan, et al., 2000), serem amplamente multialélicos e, sobretudo, serem muito
freqiientes e distribuidos ao acaso, permitindo a mais completa cobertura do
genoma eucaridtico (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Lanza, et al., 2000) Porém,
os marcadores SSR ainda t€m limitacdes em relacdo ao seu alto custo, quando
comparados com os primers de RAPD ou as isoenzimas e também devido a sua
relativa alta especificidade com relagdo a espécie estudada, em oposi¢do aos

marcadores RAPD (Westman & Kresovich, 1998).
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2.6.2.2 Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A técnica de RAPD, descrita independentemente por Welsh &
McClelland (1990) e Williams et al. (1990), € uma variante do PCR, na qual se
utiliza um tunico primer em vez de pares de primers e estes sdo mais curtos,
geralmente oligonucleotideos contendo 10 bases e de seqiiéncia arbitraria,
dispensando assim o conhecimento prévio da seqiiéncia do fragmento de DNA
complementar ao primer e diminuindo o seu custo (Tingey et al., 1992). E uma
técnica simples, rdpida e com uma grande sensibilidade para detectar
polimorfismos pelas mudangas no DNA. além disso, os resultados sio
independentes da influéncia do ambiente e do tipo de tecido, provendo maior
resolucdo que as isoenzimas. Contudo, existem problemas inerentes a
reproducibilidade dos padrées de amplificacdo, além do baixo conteido de
informacdo genética por loco, uma vez que sdo marcadores dominantes. O
problema da reproducibilidade pode ser contornado com a padronizacdo das
condi¢des de reacdo entre os diversos laboratérios ou pela selecdo de primers
com maior reproducibilidade para uma determinada cultivar (Skroch &
Nienhuis, 1995).

Com este tipo de marcador podem-se detectar apenas dois alelos por
loco, sendo que a presenca de uma banda no gel identifica individuos
homozigdticos dominantes (AA) e heterozigdticos (Aa), ndo permitindo a
discriminacéo entre eles. O alelo recessivo (aa) € identificado pela auséncia de
banda (Lanza et al., 2000).

Cada primer normalmente amplifica vérios fragmentos em regides
arbitrarias do genoma, os quais sdo separados por eletroforese. Devido ao
nimero quase ilimitado de primers diferentes, capazes de amplificar um grande
ndmero de seqiiéncias aleatorias, visualizadas por meio de bandas distintas, hé a
possibilidade de alguns primers amplificarem fragmentos do genoma préximos

ao alelo de interesse (Skroch et al., 1992).
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Os resultados obtidos pela andlise de RAPD t€m sido amplamente
usados em batata e outras espécies para determinar a diversidade genética
(Demeke et al., 1996), identificacdo de variedades (Demeke et al., 1993), para
fazer mapas de ligacdo (Martin et al., 1991) e estudos taxondmicos (Demeke et

al, 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Na safra de inverno do ano 2002, avaliaram-se, em dois ensaios, 154
clones de segunda geragcdo clonal e 140 clones de terceira geracdo clonal,
previamente selecionados por Amaro (2002). Foram utilizadas como
testemunhas as cultivares ‘Achat’, ‘Atlantic’, ‘Asterix’ ¢ ‘Monalisa’. No ensaio
conduzido durante a safra de inverno de 2003, avaliaram-se 32 clones de terceira
geracdo e 30 clones de quarta geracdo, provenientes da selecdo dos melhores

clones da safra de 2002, juntamente com as testemunhas ‘Atlantic’ e ‘Monalisa’.

3.2 Avaliacoes de campo

3.2.1 Detalhes experimentais

Foram realizados quatro experimentos, todos eles conduzidos nas safras
de inverno (maio a agosto) de 2002 e 2003, na drea experimental do
Departamento de Biologia da UFLA, em Lavras, Sul de Minas Gerais,
localizada a 918,80 m de altitude, 21° 14’S de latitude e 40° 17°W de longitude.

Para as avaliacdes dos clones de segunda e terceira geracdes na safra de
2002, os delineamentos experimentais empregados foram, respectivamente, o de
blocos aumentados e de létice simples 12 x 12, com parcelas de uma linha com
cinco plantas, no espagamento de 0,30m x 0,80 m entre as linhas.

Os clones de terceira e quarta geragdes na safra de 2003 foram avaliados
utilizando-se o delineamento de blocos casualizados, com duas e trés repeti¢des,
respectivamente. As parcelas foram de uma tunica linha com cinco plantas, no

espacamento de 0,30m x 0,80m entre as linhas.
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A adubagdo de plantio, para todos os ensaios, foi efetuada com a

formulacdo comercial 4-14-8 (N,P,0s, K,0), na dosagem de 3,0 t/ha, aplicando-

se, na ocasido do plantio, o inseticida de solo Carbofuran. Por volta de trinta a

quarenta dias apds o plantio, foi feita uma adubacio de cobertura com sulfato de

amonio (300 kg/ha) e realizada a amontoa. Os tratos culturais posteriores foram

os normalmente recomendados para a cultura comercial.

3.2.2 Caracteristicas avaliadas

Foram consideradas para andlise aquelas caracteristicas de maior

importancia para a producio e industrializa¢do dos tubérculos:

producdo de tubérculos: producgdo total dividida pelo niimero de plantas
da parcela (g/planta);

nimero de tubérculos por planta: nimero total de tubérculos dividido
pelo nimero de plantas da parcela;

porcentagem de tubérculos graddos: produgdo de tubérculos com
didmetro transversal maior que 45 mm, dividido pela producdo total,
expresso em porcentagem;

peso médio de tubérculos gratidos: peso de tubérculos gratdos dividido
pelo nimero de tubérculos gratdos;

peso especifico de tubérculos: determinado pela expressao PE = Peso no
ar/(Peso no ar — Peso na dgua), obtidos em balanca hidrostética;
aparéncia externa de tubérculos (formato, profundidade dos olhos,
presenca de defeitos fisioldgicos): variando de 1 (md aparéncia) a 4
(6tima aparéncia);

cor de chips: determinada utilizando-se tubérculos graidos (& >45 mm)
e sadios. Os tubérculos foram lavados e cortados em fatias finas (2-3
mm), que logo foram fritas em gordura vegetal hidrogenada numa

temperatura inicial de 180°C, até parar de borbulhar. A avaliacdo da cor
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foi efetuada de acordo com uma tabela da Potato Chip and Snack Food
Association (E.U.A), variando de 1-claro a 5-escuro (Douches et al.,

1996).

3.2.3 Analises genético-estatistica

3.2.3.1 Analise de variancia da safra de inverno 2002
Foram realizadas andlises de varidncia para todos os caracteres
avaliados, conforme o modelo estatistico para blocos aumentados (Federer,

1956):

Yij = W+t +t g +bj+ejq

em que:

Yij : € a observagdo do i-ésimo tratamento regular ou i' - ésimo tratamento

comum no j - ésimo bloco;

L :é o efeito fixo da média geral do ensaio;

t; : € o efeito fixo do i-ésimo tratamento comum (i' =1,2);

ti g : € o efeito aleatério do i-€simo tratamento regular ( i= 1,2,..., n) dentro do j-

ésimo bloco;

b; : € o efeito aleatério do j-ésimo bloco incompleto (j=1,2,..., 1);

ej i : € o efeito aleatdrio do erro experimental do i-ésimo tratamento regular ou i-

€simo tratamento comum dentro do j-ésimo bloco, assumindo-se que os erros

sdo independentes e normalmente distribuidos com média zero e varidncia o .
As andlises de varidncia foram realizadas usando o programa

"MAPGEN", desenvolvido por Ferreira (1993). A recuperagao da informacgao

interblocos foi feita considerando-se a seguinte expressao, derivada por Ferreira

(1996), citado por Barbosa (1996), para estimar o erro efetivo apds a anélise
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intrablocos:

(r— 2n)in,f bin,f
k=1 k=l

+ +
(r+c=1) cr+c=1) c’(r+c=) n’(@r+c-))

OME = |1+ -QOMHnt

em que:

OME: quadrado médio do erro efetivo;

r: ndmero total de tratamentos regulares;

¢: numero total de tratamentos comuns;

n: nimero total de parcelas;

b: nimero de blocos do experimento;

ng: ndmero de parcelas em cada bloco (k=1,......b)

OME int: quadrado médio do erro da anélise intrablocos;

De posse das médias ajustadas, obteve-se a soma de quadrados e novo
quadrado médio para clones, sendo a esperanca matemdtica equivalente a 6> +
ng , em que o° é a variancia do erro efetivo e GZG € a variancia genética.

A anélise de varidncia das caracteristicas avaliadas no experimento em
latice simples 12 x 12 foi realizadas, com base no seguinte modelo estatistico
(Steel & Torrie, 1980):

Yijk= W+t +r1 +b(k)j + €k

em que:

Yiji: € aobservacdo referente ao clone i no bloco k dentro da repeticéo j;
W: ¢ o efeito fixo da média geral do ensaio;

ti: é o efeito fixo do clone i, sendo (i =1,2,..., n);
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I : é o efeito aleatdrio da repeticdo j, sendo (j = 1,2);

bwj: € o efeito aleatério do bloco k, na repetigdo j, sendo (k = 1,2,..., v);

ej: € o efeito aleatdrio do erro experimental da parcela que recebeu o clone i
no bloco k dentro da repeticio j, assumindo-se que 0s erros sio

. . . . Z1: [N : 2
independentes e normalmente distribuidos com média zero e variancia ¢ .

As andlises do experimento em latice foram feitas com o auxilio do
software estatistico MSTAT-C. Utilizou-se o quadrado médio do tratamento
ajustado e o quadrado médio do residuo para compor o teste F. As médias
obtidas foram ajustadas levando-se em consideracdo a recuperacdo da

informacdo interblocos.

3.2.3.2 Analise de variancia da safra de inverno 2003

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):

Y1j=u+ti+rj+eij

sendo que:

Yij: € a observacdo do i-ésimo tratamento na j-ésima repeticdo;

w: € oefeito fixo da média geral do ensaio;

t;: € o efeito fixo do i-ésimo tratamento, sendo i =1,2,..., n);

r;: € o efeito aleatdrio da j-ésima repeticdo, sendo (j = 1,2 e 3);

eij : € o efeito aleatério do erro experimental do i-ésimo tratamento, na j-ésima
repeticdo, assumindo-se que os erros sdo independentes e normalmente

e L1 A 2
distribuidos com média zero e variancia G ~.
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3.2.4 Teste de médias

Para a comparagdo entre as médias dos valores obtidos dos tratamentos
pelo indice de Mulamba & Mock (1978), foi utilizado o teste de Scott & Knott
(1974) do programa SISVAR.

3.2.5 Estimativas de parametros genéticos

A partir das esperangas dos quadrados médios das andlises de variancia,
foram estimadas as varidncias genéticas (GZG) e fenotipicas ((521:) para os
caracteres avaliados nos experimentos de clones, de acordo com o procedimento
mostrado por Venkovsky & Barriga (1992). Foram estimadas as herdabilidades

no sentido amplo, por meio da expressao:

em que:
(o (2; : € a variancia genética;
0% : é a variancia residual.

Para as estimativas das herdabilidades, foram obtidos os intervalos de
confianga, conforme as expressdes apresentadas por Knapp, Stoup & Ross
(1985):

LI= 1-[( Q/Q).F (an)]™

LS = 1-[( Q/Qo).F (o]

em que:

LS: limite superior de confianga;
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LI: limite inferior de confiancga;

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

Q; : quadrado médio de tratamentos;

Q; : quadrado médio do residuo.

Foram também obtidos os coeficientes de variagdo genética e ambiental
para as caracteristicas, a partir das expressoes:

2
\o! Nee
o N7

CVg (%) = CV. (%) =
m

em que:

CVg: € o coeficiente de variagdo genética em porcentagem;

CV.: ¢ o coeficiente de variagdo ambiental em porcentagem;

m: ¢éamédia geral do ensaio para a caracteristica considerada;
G2G: ¢ a variancia genética;

) , A . .
6 : € avariancia residual.

3.2.6 Correlacao de Pearson
Foram realizadas as estimativas de correlacdes simples para algumas
caracteristicas entre as diferentes gera¢des. O estimador do coeficiente de

correlacdo entre duas caracteristicas X e Y foi dado pela seguinte expressao:

_ Cov(X,Y)

- VXV (Y)
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em que:

Y, - V)X, - X)?

Cov(X,Y) ==
n-1
Y& Xy
V(X)= -
n-1
Y1)
L0 = —

n-1

Os coeficientes de correlacdo foram testados pela estatistica t, para a
verificacdo da hipétese de nulidade (Hy: p=0), a partir da expressdo (Cruz e

Regazzi, 1997):

em que t estd associado a n-2 graus de liberdade e nivel de significancia .

3.2.7 Selecao dos clones

Para auxilio da selec@o de clones superiores, foi utilizado o indice com
base na soma de postos (Mulamba & Mock, 1978). Esse indice consiste em
classificar os materiais em relacio a cada um dos caracteres, em ordem
favordvel ao melhoramento. As ordens referentes a cada cardter sio somadas,
resultando em uma medida tomada como indice para selecao dos materiais (Cruz
& Regazzi, 1997). Os caracteres usados para constru¢do das médias do indice

foram producdo, porcentagem de tubérculos graidos, peso especifico de
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tubérculos e cor de chips que sdo considerados relevantes, tanto pela sua

importancia agrondmica como industrial.

3.3 Avaliacoes de laboratério

3.3.1 Material experimental

Foram utilizados neste experimento 42 gendtipos de batata, provenientes
de diferentes cruzamentos, previamente estudados por Amaro (2002), pela
estabilidade de seus valores para peso especifico e cor de fritura ao longo das
geracdes, desde a etapa de seedlings.

Estes genotipos foram dispostos para andlise em dois grupos
contrastantes, pelos seus altos e baixos conteidos de peso especifico e pelos
padrdes aceitaveis (< 2,5) e rejeitaveis (= 3,0) de cor apds a fritura, a saber: i) 25
gendtipos com alto peso especifico e 17 gendtipos com baixo peso especifico, ii)
24 genotipos com padrdes rejeitdveis para cor de chips (= 3,0) e 18 gendtipos
com padrdes aceitaveis para cor de chips (< 2,5).

O peso especifico e a cor dos chips foram determinados de acordo com o
procedimento descrito no item 3.2.2.

Devido as 6timas condi¢des climaticas durante os experimentos na safra
de 2002, quase a totalidade dos clones, apresentou comportamentos aceitdveis na
fritura (cor clara) imediatamente apds a colheita. Dessa forma, estes clones
foram dispostos em camara fria por um periodo de dois meses para acelerar a

inducgdo da conversao de amido em agucares redutores nos diferentes genotipos.

3.3.2 Extracao de DNA
A extracio de DNA foi feita dos 42 gendtipos previamente
mencionados. Foi utilizado para a extracdo o procedimento modificado de

Rogers e Bendich (1988). Aproximadamente 2g de folhas jovens de cada planta
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foram macerados com areia esterilizada, juntamente com 10 mL de tampao de
extracdo pré-aquecido a 65°C [2% de brometo de cetiltrimetil-amdnia (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 ul de B-mercaptoetanol.
Posteriormente, o material triturado foi colocado em banho-maria (65°C) por 30
minutos, agitando-se a cada 10 minutos. Ap6s o banho-maria, adicionaram-se
10mL da solugéo cloroférmio:élcool isoamil (24:1), seguido da homogeneizacdo
e centrifugacdo durante 10 minutos a 5000 rpm para separar a fase orginica da
aquosa. O sobrenadante, que contém os 4cidos nucléicos, foi misturado com
30mL da solugdo (6:1) de dlcool 95% e acetato de amdnio 7,5M e mantido no
freezer (-20°C) por uma noite para precipitar o DNA. Apds a precipitacio, 0s
DNAs foram transferidos para tubos de microcentrifuga ‘Eppendorf”,
centrifugados e secos. Em seguida, os dcidos nucléicos foram reidratados em
tampao TE (1ImM de TRIS e 0,1 mM de EDTA). Posteriormente, foi realizada a
segunda extracdo com cloroférmio:alcool isoamil (24:1) e os acidos nucléicos
foram precipitados pela adi¢do de, pelo menos, trés volumes de uma mistura de
acetato de sédio 3M:etanol 95% (1:20). A solucdo de dlcool acetato de sédio foi
eliminada, o DNA dissolvido em 300 UL de TE e quantificado, utilizando-se um
fluorimetro Hoeffer Scientific TKO 100, e, posteriormente, diluido para a

concentracdo de 10ng/pL, utilizada nas reacdes de amplificacao.

3.3.3 Extracao de isoenzimas

Para as anélises eletroforéticas dos grupos de clones de batata foram
utilizados homogenados de folhas, contadas a partir do dpice, em duas fases de
desenvolvimento das plantas, i) tecido foliar da parte mediana de plantas antes
da floragdo, tomando-se qualquer um dos foliolos da 3" ou 4" folha, ii) tecido

foliar da parte mediana de plantas em plena floracdo, em que foram tomados os
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foliolos da 4 ou 5" folha. Foram utilizadas, no minimo, cinco plantas de cada
clone para cada um dos trés sistemas enzimdticos analisados.

No procedimento de extracdo foram usados 500 mg de tecido foliar de
cada amostra, 0,5 mg de polivinilpirrolidona - PVP e 0,1 mL de solu¢do tampao
n.° 1 de Alfenas et al. (1998), acrescida de 0,15% de 2-mercaptoetanol. O
material foliar foi macerado manualmente com uso de almofariz e pistilo
previamente resfriados, sendo a extragdo 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 separacdo da fase sdlida do sobrenadante. O
sobrenadante foi posteriormente extraido e colocado em tubos ‘Eppendorf” de 5
mL e resfriado a 4°C até o momento da aplicagao.

Foram aplicados 10 pL de sobrenadante dos extratos obtidos na
maceragdo com pipeta automatica na canaleta do gel para proceder a corrida
eletroforética.

Testes preliminares foram feitos, alterando-se as concentragdes dos géis
e as concentragdes das amostras, o que indicou as condi¢des adequadas para a
obtenc¢ao de melhor nitidez e repetibilidade das bandas.

A eletroforese de isoenzimas foi conduzida em cuba vertical, utilizando-
se gel de poliacrilamida como suporte, sendo de 4,5% o gel de concentracio e
12% o gel de separacdo. 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, d-esterase (EST, E.C.* 3.1.1.1),
peroxidase (PO, E.C. 1.11.1.7) e malato desidrogenase (MDH, E.C.
1.1.1.37), escolhidos por apresentarem bandas polimorficas com possibilidade

de interpretacao.

* E.C. Enzyme Comission
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Apds as migracdes das amostras no gel, foram feitas as revelagdes a
partir da metodologia de Alfenas et al. (1998). Depois da revelagcdo, os géis
foram lavados em 4gua corrente para remog¢do do excesso de solucdo e fixados
com solugdo de glicerol 10%. Para a documentacdo dos géis, estes foram
colocados entre folhas de papel celofane mediante o uso do conjunto Gel Dryer

(modelo 583 — BioRad).

3.3.4 Analise de RAPD

Os grupos constituidos por gendtipos com altos e baixos contetdos de
matéria seca e cores claras e escuras dos chips, foram avaliados com 82 primers
decimeros (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA). Os primers
decameros foram selecionados na base da sua homologia de 70%-80% de suas
bases constituintes, com primers utilizados por Chen et al. (2001), para a
deteccdo e mapeamento de genes relacionados ao metabolismo de carboidratos
em tubérculos de batata (Tabelas 1A e 1B).

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 Tag DNA polimerase, 0,4uM de primer, tampao de reacdo
(50mM de TRIS; 2,0mM MgCl,; 20mM KCI; 250pug/mL de albumina soro
bovino; 1% de ficoll 400; 1mM de tartrazine) 20ng de DNA gendmico e dgua
pura até o volume de 12uL.

As reacdes de amplificacio foram realizadas em microtubos
‘Eppendorf” (0,2mL), em termociclador Eppendorf Mast erCycler 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 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
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72°C por 1 minuto para elongacdo. Finalmente, foi programada uma etapa de 3
minutos a 72°C para elongacao final.

Apés a amplificacdo, os produtos da reacdo foram separados por
eletroforese, em gel de agarose a 1% 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 etidio a uma concentragdo de 0,5ug/mL, visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta e as imagens capturadas com camera
digital KODAK DC 290 Zoom.

Com os primers que produziram polimorfismos entre 0s grupos,
procedeu-se a abertura dos mesmos, isto é, as reagdes individuais com os
componentes dos grupos.

As bandas foram classificadas visualmente como intensas, médias e
fracas, baseando-se na resolu¢do e 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 regressdo totais e parciais.

3.3.5 Andlise com marcadores PCR e microssatélites

Foram testados trés pares de primers de PCR e um par de primers de
microssatélites (SSR) (Tabela 1), especialmente construidos para detectar alguns
dos genes relacionados ao metabolismo dos carboidratos na batata, segundo
Chen et al. (2001).

As reagdes de polimerase em cadeia (PCR) foram efetuadas em
termociclador Eppendorf MasterCycler Gradient 5331. As reagdes foram
constituidas por 30ng de DNA; 200uM dNTP; 0,6 unidades de 7Tag DNA
polimerase; 0,2uM de cada primer; tampdo de reacdo (5S0mM TRIS, 2mM
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MgCl,, 20mM KCl, 250ug/mL de Albumina soro bovino, 1% de ficoll 400, 1
mM de tartrazine) e dgua pura até o volume de 14uL.

A reag@o de PCR incluiu uma desnaturag@o 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 especificacdes dadas
para cada primer por 30 segundos e elongacdo a 72°C, por um minuto, com uma
etapa de extensao final por 5 minutos a 72°C.

Os fragmentos obtidos por meio de PCR foram separados em gel de
agarose preparados com TBE 1X (0,045M de tris-borato e 2,0mM EDTA), com
a concentragcdo de 2,5% para andlise dos grupos. 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.

TABELA 1. Primers de microssatélites e de PCR utilizados para a detecgdo de
polimorfismos relacionados ao metabolismo de carboidratos em

batata.
Gene Primer (5° ->3°) SSR/PCR
TCTCTTGACACGTGTCACTGAAAC ss SSR
Amido Sintetase TCACCGATTACAGTAGGCAAGAGA
GTCTTCGATAAGACTTTTCGAG
Pain-1 PCR
Invertase 4cida solivel CAGTGGTCGGGTCTCTAAAGT

GGCTCACACAATTGGTCATGTG
Translocador Glicose- Gpt PCR
CCAAGATTGCAATAGCAGCACC
6-Fosfato

CTGTCAGTATCCGATCAGCAAC
Amido Sintetase Sss 1 PCR
CTTCTTACTGCAGACCTGGAAC
soliavel T
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3.4 Analise estatistica para deteccio dos efeitos dos QTLs

3.4.1 Andlise de variancia

Os modelos de andlise de variancia foram estipulados de acordo com as
analises de um sé ponto entre os dados de peso especifico e de cor dos chips dos
42 gendtipos para cada loco marcador e avaliado pelo programa estatistico
SISVAR versdo 4.5 (Ferreira, 1999). Os testes F foram usados para detectar
diferencas significativas estatisticamente entre as médias das classes genotipicas
para uma probabilidade de (P < 0,05) e (P < 0,01). A diferenga significativa
entre as médias para peso especifico e cor de chips foi interpretada como ligagao

do QTL ao loco marcador.

O modelo estatistico adotado foi:

Yij:].l+ti+eij

em que, Y; € o valor fenotipico do j-ésima planta, pertencente a i-ésima classe
genotipica do marcador sob estudo; W é uma constante inerente a todas as
observacdes; t; € o efeito da i-ésima classe genotipica e e; € o erro aleatdrio
atribuido a observagdes Yj, tal que e; M NID (0, 62); i=0 (para a classe
genotipica do marcador mm), 1 (para a classe genotipica do marcador M_);
j=1,2,...k;, sendo k; o nimero total de plantas pertencentes a i-€sima classe
genotipica do marcador. A ligacdo foi detectada pela significancia do teste F
obtido (P<0,05 e P<0,01).

Para detectar e mensurar os efeitos epistaticos ou de ligacdo génica entre
os locos significativos, foi realizada avaliacdo pelo modelo de andlise de

varidncia, utilizando duas marcas simultaneamente.
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3.4.2 Analise de regressao linear multipla

A andlise de regressdo linear multipla dos marcadores foi realizada
conforme procedimentos descritos por Edwards et al. (1987). A varidncia
fenotipica total explicada pelos marcadores foi estimada pelo coeficiente de
determinacio (R*). Os locos com F significativos detectados na analise de
variancia de um s6 ponto, portanto, associados a QTL, foram combinados num
novo modelo de andlise de varidncia multilocos, para predizer a variagdo
fenotipica total para peso especifico e cor de chips, explicados somente pelos
QTLs detectados.

A porcentagem de variacdo fenotipica explicada pelos marcadores de
maior importincia obtidos por meio de valores significativos do teste de F da
andlise de varidncia (P<0,05 e P<0,01) foi determinada pelo coeficiente de
determinacao parcial (Draper & Smith, 1981).

Foi realizada também uma anélise de regressao linear multipla do tipo de
soma quadrados parcial ou do tipo II, metodologia que consiste na reducio de
um pardmetro (marcador) por vez, a partir do modelo completo (totalidade de
marcadores significativos) de parametros avaliados, para determinar a
significancia estatistica de cada marcador, quando é considerado conjuntamente
com os efeitos produzidos pelos outros marcadores sobre a variacao fenotipica.
Para realizar esta anélise foi utilizado o programa SISVAR versao 4.5 (Ferreira,

1999).

3.4.3 Selecao de marcadores

Para a eliminacdo de marcas ndo informativas utilizou-se o processo de
selecdio de varidveis regressoras, Backward (Draper & Smith, 1981), pela sua
simplicidade de aplicagdo e pela alta eficiéncia na determinagdo dos marcadores
associados a QTLs com informacdo nao redundante (Ferreira, 1995).

O modelo estatistico adotado foi:
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Yi = bO + b1M1 + b2M2 + €

em que Y; representa o fendtipo da i-€sima planta; M; e M, representam as
marcas polimérficas dos marcadores

No processo de Backward, inicialmente, todos os marcadores
significativos foram colocados no modelo. O marcador de menor F parcial e que
ndo apresentou significancia (P<0,05) foi eliminado. Os marcadores
remanescentes constituiram um novo modelo, no qual o processo de eliminacio
de varidveis foi novamente realizado. O processo continuou até que todos os
marcadores do modelo apresentassem F parcial significativo. Para obter o F
parcial, foi necessdrio calcular a soma de quadrados de um marcador (i),
eliminando-se os efeitos dos marcadores remanescentes do modelo atual. Esta

soma de quadrados foi obtida por:

A
SQ (M,/Marcadores remanescentes) = biZ/ K

A

em que bi € a estimativa do coeficiente de regressdo para o i-ésimo marcador;
ki é o elemento da i-ésima coluna da matriz (X’X) ™, do sistema de equagdes
normais; SQ (My/marcadores remanescentes) é¢ a soma de quadrados do i-€simo
marcador ajustado para os demais marcadores presentes no modelo, a qual
possui 1 grau de liberdade. Dessa forma, o F parcial (Draper e smith, 1981) foi

calculado por:

Fparciar = SQ (M;/Marcadores remanescentes) / 1

QM residuo
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacoes de campo

4.1.1 Safra 2002. Segunda geracao clonal (C2)

Neste experimento, de todas as caracteristicas avaliadas, somente o
nimero de tubérculos por planta e o peso médio de tubérculos graidos ndo
apresentaram diferencas significativas entre os clones, indicando a existéncia de
variabilidade genética para as demais caracteristicas. Na Tabela 2 é mostrado o
resumo das andlises de varidncia para as caracteristicas. A andlise nio foi
realizada para os 207 clones incluidos inicialmente no experimento, uma vez que
alguns tratamentos regulares foram eliminados pela producdo de tubérculos
muito pequenos, com dificuldades de determinacdo dos pesos na balanca
hidrostatica ou, mesmo, pela perda total da parcela no campo, devido,
principalmente, a alta incidéncia de fatores ambientais adversos, como altas
temperaturas, sementes com qualidade diferenciada para os diversos clones, etc.
Isso nao representa um problema para o delineamento de blocos aumentados,
para o qual ndo ha restricdes quanto ao tamanho dos blocos, podendo estes
variar ao longo do experimento (Bearzoti, 1994).

Os coeficientes de variagdo ambiental situaram-se entre 1,01%, obtido
para o peso especifico de tubérculos, e de 36,96%, para o niimero de tubérculos
por planta e 32,85%, para a cor de chips (Tabela 2). E comum encontrar altos
valores de coeficientes de variacdo ambiental para varias caracteristicas na
cultura da batata, principalmente nas fases iniciais dos programas de
melhoramento, em que a disponibilidade de tubérculos-semente é bastante

limitada e, geralmente, os experimentos sdo sem repeti¢des (Vermeer, 1990).
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TABELA 2. Resumo das andlises de varidncia para as caracteristicas producao por planta, nimero de tubérculos graidos por
planta, porcentagem de tubérculos gratidos, peso médio de tubérculos graidos, peso especifico de tubérculos,

aparéncia geral e cor dos chips. Safra 2002. Segunda Geracdo Clonal.

Quadrado Médio
. Peso médio Peso
~ Numero % de g A
Producao p de especifico Aparéncia .
de tubérculos . Cor de Chips
FV GL  (g/planta) tubére. /olanta ratdos Tubérculos de geral
/P g Gratdos (g)  tubérculos
Clones 154  82826,79* 5,89ns 438,62%* 900,45ns 3,6 x 107 0,56%* 0,41%*
Erro Efetivo 54 33636,13 5,25 266,26 771,97 2,6x10* 0,08 0,36
Média 724,10 6,20 60,64 114,90 1,0733 2,32 1,82
CV. (%) 25,33 36,96 23,11 24,29 1,01 12,48 32,85
o’ 49160,66 0,64 172,36 122,03 1,0x 10 0,48 0,05
h?, 0,59 0,11 0,28 0,12 0,22 0,29 0,12
Ic* 0,38a20,74 -0,3520,44 0,08a20,62 -0,30a046 -0,1020,54 -0,082a0,55 -0,3320,45
CVg 30,65 12,90 21,65 9,61 0,93 18,87 12,28
CVs/CV, 1,21 0,35 0,94 0,39 0,92 1,51 0,37

** significativo a 1% de probabilidade, * significativo a 5% de probabilidade e ns ndo significativo pelo teste de F,
respectivamente; “Intervalo de confianga para as estimativas das herdabilidades.
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Portanto, ocorre uma forte influéncia de fatores ndo genéticos sobre o
desempenho dos clones, podendo isso contribuir para elevar o coeficiente de
variagdo dos experimentos (Brown, 1987; Pinto, Valverde & Rossi, 1994).

O coeficiente de variagdo para produgdo por planta foi de 25,33%, sendo
este valor semelhante ao encontrado por Lambert (2001) e Menezes (1999), para
esta caracteristica na cultura da batata.

A média geral para todas as caracteristicas avaliadas é apresentada
também na Tabela 2. A média geral para producio foi de 724,10g/planta, com a
maioria dos clones apresentando tubérculos graddos  (60,64%).
Aproximadamente 36% da populagdo de clones apresentaram médias acima de
900g/planta, superando as médias observadas para as cultivares testemunhas,
que foram de 917 g/planta para ‘Monalisa’, 889g/planta para ‘Asterix’,
856g/planta para ‘Achat’ e 390g/planta para ‘Atlantic’. A cultivar ‘Monalisa’
apresentou a maior porcentagem de tubérculos graidos, 81%, enquanto a
cultivar ‘Achat’ apresentou o menor valor, 53%.

O peso especifico de tubérculos dos clones apresentou média geral de
1,0733 que é considerada razodvel, em relacdo aos valores desejados para
qualidade de tubérculos que, segundo Gould (1988), devem possuir teores
maiores que 1,080 para os tubérculos dedicados para indistria e para consumo
de mesa. Contudo, aproximadamente 33% da populacdo apresentaram peso
especifico acima de 1,0868, superior as médias das testemunhas ‘Atlantic’
(1,0866), ‘Asterix’ (1,0721), ‘Monalisa’ (1,0676) e ‘Achat’ ( 1,0555). A média
obtida para a aparéncia geral dos tubérculos foi baixa, sendo um parimetro de
pouca confiabilidade para realizar selecio nas geragdes precoces (Anderson &
Howard, 1981; Brown et al., 1984; Tai & Jeong, 1984; Pinto et al., 1994). A cor
dos chips apresentou valor médio aceitavel, ja que valores iguais ou menores a

2,5 sdo aceitos pela industria de processamento (Douches et al., 1996).
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As estimativas da herdabilidade no sentido amplo foram geralmente
baixas, com excecdo do cardter producdo, que apresentou um valor moderado.
Estes resultados devem-se a grande influéncia do ambiente nas expressdes destes
caracteres e, sobretudo, a falta de repeticio na avaliacdo dos tratamentos, devido
ao pequeno nimero de tubérculos avaliados (Knapp, 1998), portanto, ndo é
recomendada a selecdo baseada nestes caracteres (Pinto, Valverde & Rossi,
1994). Contudo, as razdes entre o coeficiente de variagdo genético (CVg) e o
coeficiente de variacdo ambiental (CV.) foram para producdo por planta e
aparé€ncia geral, maiores ou iguais a 1, sendo esta uma situacdo favoravel para se
aplicar a selecdo de clones para essas caracteristicas nesta geracdo (Vencovsky
& Barriga, 1992).

Aproximadamente 20% dos clones que se destacaram dos demais e das
testemunhas, por combinar em seus tubérculos valores razodveis e aceitaveis,
tanto para caracteristicas de interesse agrondmico como de interesse industrial,
foram selecionados com base no indice de Mulamba & Mock (1978) para dar
continuidade a terceira geracdo clonal na safra de 2003. As médias sdo
mostradas na Tabela 3. As caracteristicas que mais chamam atengao nos clones
selecionados em C2 sdo o peso especifico de tubérculos e a cor de chips, com
valores considerados aceitdveis para processamento em todos os materiais
selecionados, porém, a maioria dos clones ndo conseguiu combinar caracteres de
alta produtividade com os de alta qualidade.

O indice de Mulamba & Mock foi utilizado devido a simplicidade de sua
aplicacdo, tendo em vista que foi tdo eficiente quanto outros tipos de indices
empregados para a cultura da batata (Barbosa & Pinto, 1998). Segundo os
autores, a utilizacdo desse indice possibilitou a obtencdo de uma melhor
distribuicdo percentual de ganhos para os caracteres sob selecdo, em relacdo a

selecdo direta para os mesmos.
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TABELA 3. Médias dos 30 melhores clones selecionados com base no indice de
Mulamba & Mock (1978) e das testemunhas, para produgcdo por
planta, porcentagem de tubérculos gratudos, peso especifico e cor dos
chips. Segunda geracdo clonal. Safra 2002.

Producao % de tubérculos  Peso especifico . Indice de
Clone GBA (g/plagta) gratidos de tubgrculos Cor de Chips Mulamba e Mock
8.143 1809 82 1,0947 1,8 17a
14.097 983 63 1,0936 2,0 46b
8.168 970 75 1,0800 1,1 68b
29.029 995 84 1,0815 2,1 71b
2.068 1182 56 1,0758 1,5 73b
2.071 962 30 1,0877 1,5 76b
29.052 927 75 1,0746 1,3 78b
2.132 434 75 1,0767 2,3 90b
5.085 592 69 1,0921 1,8 90b
8.074 945 79 1,0745 2,1 90b
14.059 800 60 1,0943 2,5 93¢
8.203 890 82 1,0787 1,1 94c
14.106 897 55 1,0823 2,3 96¢
1.080 1195 77 1,0752 1,1 98¢
8.069 1104 85 1,0696 1,7 100c
8.080 945 68 1,0739 1,1 102¢
5.116 720 76 1,0862 2,1 103c
14.075 1552 80 1,0682 1,1 104c
14.091 875 76 1,0801 1,0 104c
29.091 702 63 1,0861 2,1 105¢
8.061 760 68 1,0760 1,5 110c
14.160 977 45 1,0858 1,6 111c
5.067 820 61 1,0827 3,0 112¢
8.092 747 80 1,0904 1,0 112¢
14.051 1280 65 1,0746 1,5 114c
5.069 991 72 1,0766 2,1 116¢c
12.091 934 72 1,1025 1,7 116¢
1.236 720 65 1,0861 2,0 117¢
29.060 810 81 1,0797 2,0 118c
1.212 781 86 1,0790 1,5 119¢
Asterix 889 70 1,0721 1,7 141d
Atlantic 390 63 1,0866 1,1 159
Monalisa 917 81 1,0676 2,4 169¢
Achat 856 53 1,0555 2,2 248f

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott
(1974) P<0,05.
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4.1.2 Safra 2002. Terceira geracao clonal (C3)

Para todas as caracteristicas avaliadas, os clones apresentam diferengas
significativas, evidenciando a existéncia de ampla variabilidade genética entre os
clones. O resumo das andlises de varidncia é mostrado na Tabela 4. Quando
consideradas todas as médias das caracteristicas avaliadas, somente as
caracteristicas de interesse industrial, como peso especifico de tubérculos com
um valor abaixo do ideal para o processamento e a cor de chips, que teve um
valor aceitdvel (< 2,5), todos os demais valores médios para as outras
caracteristicas foram baixos.

As estimativas das herdabilidades, de modo geral, foram moderadas para
todas as caracteristicas, a exce¢do da aparéncia geral, que apresentou 0 menor
valor (0,41) e a cor de chips, que teve o maior valor (0,98). O alto valor de
herdabilidade para cor de chips é explicado pelo uso, nesta geracdo, de
repeticoes nos testes de fritura, aumentando a precisdo experimental, ja que estes
testes apresentaram pouca variagdo de cor de uma amostra a outra e entre os
tubérculos de um mesmo clone, devido, principalmente, a presenca de
uniformidade climética, com temperaturas amenas, durante o periodo de
permanéncia do experimento a campo. Cunningham & Stevenson (1963)
também verificaram alta herdabilidade para este cardter, a partir da andlise
combinada de variancia de 24 progénies, em dois anos de teste.

As relagdes CVg/CV, foram, em geral, menores que a unidade, sendo
somente a caracteristica cor de chips maior ou igual que 1 (Tabela 4). Dessa
maneira, para esta geracdo, a selecdo de clones baseados nesta caracteristica,
pode ser eficiente.

Neste experimento, também foram selecionados aproximadamente 20%
dos clones que destacaram-se sobre os demais e sobre as testemunhas, por suas
caracteristicas de qualidade e produtividade, baseando a selecdo no indice de

Mulamba & Mock (1978) para dar continuidade a quarta geracéo clonal na safra
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TABELA 4. Resumo das andlises de varidncia para as caracteristicas producdo por planta, nimero de tubérculos

graudos por planta, porcentagem de tubérculos gratidos, peso médio de tubérculos gratidos, peso especifico

de tubérculos, aparéncia geral e cor dos chips. Safra 2002. Terceira Geracdo Clonal.

Quadrado Médio
~ Numero % de Peso médio de Pes,o‘ a
Produgao P < especifico Aparéncia .
de tubérculos tubérculos Cor de Chips
kv GL  (g/planta) tubérc./planta  graddos graddos (g) de geral
' tubérculos
Clones 139 77892,91** 7,67%%* 722,37%%* 2189,11%% 1,9 x 10™* 0,76%* (136) 0,97**
Erro 105 36270,09 3,77 347,98 1096,02 0,8x10™ 0,45 (103) 0,01
Média 498,90 5,29 47,11 106,88 1,0786 1,90 2,06
CV. (%) 38,17 36,67 39,59 30,97 0,82 35,34 5,42
oG 20811,41 1,95 187,57 546,54 55x10° 0,15 0,48
O’F 38846,45 3,83 361,18 1094,55 9,5x 10 0,38 0,49
h?, 0,54 0,51 0,52 0,50 0,58 0,41 0,98
Ic* 0,3420,68 030a0,66 0,31a0,67 029a0,66 040a20,71 0,16a0,5  0,982a0,99
CVg 28,91 26,40 29,04 21,87 0,69 20,39 33,68
CVg/CV, 0,75 0,72 0,73 0,71 0,85 0,58 6,21

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste de F; “Intervalo de confianga para as estimativas das herdabilidades.
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de 2003. As médias dos clones e das testemunhas s@o apresentados na Tabela 5.
A maioria dos clones selecionados desta geracdo combinou boas caracteristicas,
tanto produtivas como de qualidade. Novamente, o indice de Mulamba e Mock
foi utilizado para discriminar entre os melhores clones, devido a simplicidade

de sua aplicagdo (Barbosa & Pinto, 1998).

4.1.3 Safra 2003. Terceira geracao clonal (C3)

Na Tabela 6 € mostrado o resumo das anélises de varidncia e as médias
gerais para todas as caracteristicas. Nesta geracdo, a maioria das caracteristicas
apresentou diferencas significativas, observando-se que existe variabilidade
genética entre os clones avaliados, a excecdo de producdo por planta e
porcentagem de tubérculos graidos.

Diferentemente do experimento realizado durante a safra de 2002, as
médias para a maioria das caracteristicas sofreram um leve incremento, devido,
principalmente, a multiplicacdo somente de material selecionado pelo seu bom
comportamento produtivo e de qualidade. A excecdo foi o peso especifico de
tubérculos que manteve-se quase constante e a aparéncia geral, que mostrou um
decréscimo na média geral de uma safra para outra, devido, principalmente, a
fatores ambientais, como solo e temperatura, que afetaram os genotipos.

Os coeficientes de variacdo em geral foram menores que na safra do ano
anterior, possivelmente gracas a utilizacdo de duas repeticdes, o que contribui
para um melhor controle da variacdo ndo-genética. A excegdes foram producio
de tubérculos e aparéncia geral, que apresentaram coeficientes de variagdo
maiores quando avaliados no mesmo periodo do ano anterior, indicando a
existéncia de variabilidade e maior influéncia do ambiente sobre estas
caracteristicas. Os valores variaram entre 31,16%, para aparéncia geral até

0,49%, para peso especifico de tubérculos (Tabela 6).
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TABELA 5. Médias dos 30 melhores clones selecionados com base no indice de
Mulamba & Mock (1978) e das testemunhas, para produgcdo por
planta, porcentagem de tubérculos gratudos, peso especifico e cor dos
chips. Terceira Geragdo Clonal. Safra 2002.

Producao % de tubérculos  Peso especifico . Indice de

Clone GBA (g/plarfta) graidos de tubgrculos Cor de Chips Mulamba e Mock
5.32 924 71 1,0939 2,0 26a
1.29 771 96 1,0909 1,5 29a
15.22 941 63 1,1140 3,0 32a
29.21 787 87 1,0890 1,5 34a
3.05 1072 96 1,0818 2,0 48a
5.05 750 82 1,0871 1,5 53a
8.30 891 92 1,0813 1,0 54a
5.22 700 83 1,0921 2,5 54a
7.48 779 84 1,0839 2,0 55a
29.15 860 86 1,0798 1,0 6la
421 740 62 1,0905 1,5 62a
26.30 765 70 1,0866 2,2 62a
26.05 782 74 1,0810 2,0 T2a
16.48 839 19 1,1032 2,0 73a
20.06 695 78 1,0834 4,0 8la
26.43 671 55 1,0872 2,0 83a
5.33 636 56 1,0876 1,5 84a
1.13 620 83 1,0820 2,5 88a
16.20 580 73 1,0864 35 89a
2.28 690 87 1,0784 2,5 91a
17.24 538 68 1,0870 2,0 93a
1.39 695 69 1,0769 1,0 106b
9.13 502 92 1,0785 1,5 115b
22.15 751 83 1,0683 2,0 119b
5.13 690 82 1,0695 4,5 136b
20.21 565 57 1,0762 3,0 144b
16.30 420 50 1,0936 2,7 146b
35.01 741 59 1,0674 3,0 150b
7.28 498 60 1,0762 2,0 151b
16.50 200 51 1,0926 3,0 152b
Asterix 831 56 1,0764 3,0 161b
Atlantic 242 10 1,0856 2,0 264c
Monalisa 710 83 1,0670 4,0 224¢
Achat 564 44 1,0666 2,5 289c

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott (1974) P<0,05.
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TABELA 6. Resumo das andlises de varidncia para as caracteristicas producdo por planta, nimero de tubérculos gratidos

por planta, porcentagem de tubérculos graidos, peso médio de tubérculos graidos, peso especifico de

tubérculos, aparéncia geral e cor dos chips. Safra 2003. Terceira Geracdo Clonal.

Quadrado Médio
p ~ Nimero % de Peso médio de Peso especifico N
rodugdo P < Aparéncia .
RV GL (g/planta) ) de tuber/culos tub?rculos ,de geral Cor de Chips
tubérc./planta  graidos graudos (g) tubérculos
Clones 31 124919,34ns 0,42%% 315,32ns 2103,87** 9,2 x 107 0,96%* 0,87#*
Erro 33 75887,33 3,44 190,45 923,40 2,8x10* 0,45 0,27
Média 914,80 8,61 60,91 131,40 1,0728 2,15 2,29
CV, (%) 30,11 21,55 22,66 23,13 0,49 31,16 22,80
oG 24516,70 2,99 62,43 590,23 32x 10" 0,25 0,30
o’F 62439,67 4,71 157,66 1051,93 4,6x 10™ 0,48 0,43
h?, 0,28 0,63 0,40 0,56 0,41 0,52 0,70
Ic* -0,23a20,70 0,2520,82 -0,23a20,70 0,11a0,75 0,38a20,85 0,04a0,77 0,3720,85
CVg 17,11 20,08 12,97 18,49 0,53 23,25 23,92
CVg/CV, 0,57 0,93 0,57 0,80 1,08 0,75 1,05

** significativo a 1% de probabilidade, * significativo a 5% de probabilidade e ns. ndo significativo pelo teste de F,
respectivamente; “Intervalo de confianga para as estimativas das herdabilidades.
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As estimativas da herdabilidade no sentido amplo e dos coeficientes de
variagdo genético sdo mostradas na Tabela 6. As herdabilidades foram de
moderadas a moderadamente altas, a excecdo da producdo que apresentou um
baixo indice (0,28). As caracteristicas cor de chips e nimero de tubérculos por
planta apresentaram as herdabilidades mais altas (0,70) e (0,63),
respectivamente. As tUnicas caracteristicas com a razdo entre o coeficiente de
variac@o genética (CVg) e o coeficiente de variagdo ambiental (CV.) maior que a
unidade foram peso especifico de tubérculos e cor de chips, sendo esta uma
situacdo favoravel para a selecdo de clones com estas caracteristicas, segundo
Vencovsky & Barriga (1992).

As médias dos melhores clones e das testemunhas desta geracdo sdo
apresentados na Tabela 7. Foi empregado o indice de Mulamba & Mock para
discriminar entre os melhores clones devido a simplicidade de sua aplicacdo

(Barbosa & Pinto, 1998).

4.1.4 Safra 2003. Quarta geracao clonal (C4)

Neste experimento, exceto para a aparéncia geral dos tubérculos, houve
diferengas significativas entre os clones para todas as outras caracteristicas
avaliadas, indicando a existéncia de variabilidade genética. Na Tabela 8 sdo
mostrados o resumo das andlises de varidncia e também as médias gerais para
todas as caracteristicas. diferente do experimento de clones de terceira geragdo
clonal da safra de 2002, as médias para a maioria das caracteristicas foram
superiores, a excecdo da aparéncia geral, que melhorou sensivelmente e das
caracteristicas de interesse para o processamento, como 0 peso especifico de
tubérculos, que mostrou uma leve diminuicdo e a cor de chips, que produziu
produtos fritos mais claros que a geragdo anterior.

Os coeficientes de variacdo variaram de 55,87% para aparéncia geral até

0,72 para peso especifico de tubérculos. Em geral, os coeficientes de variacdo
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TABELA 7. Médias dos 20 melhores clones selecionados com base no indice de
Mulamba & Mock (1978) e das testemunhas, para produgcdo por
planta, porcentagem de tubérculos gratudos, peso especifico e cor dos
chips. Terceira Geragdo Clonal. Safra 2003.

Producao % de tubérculos  Peso especifico . Indice de
Clone GBA (g/plarfta) graidos de tubgrculos Cor de Chips Mulamba e Mock

14.091 1150 80 1,0852 2,0 13*
8.061 906 78 1,0798 2,0 30b
14.075 1180 71 1,0723 33 34b
5.067 1022 61 1,0775 2,3 37b
1.080 1150 80 1.0677 3,0 38b
8.080 1010 74 1,0709 2,5 39b
8.203 765 80 1,0722 1,5 40b
14.051 1070 67 1,0670 1,2 40b
8.069 1067 68 1,0691 2,0 41b
2.132 950 58 1,0761 1,7 36b
5.089 990 58 1,0761 1,7 42b
1.212 845 78 1,0712 2,8 44b
2.068 1630 55 1,0695 2,3 44b
5.116 752 55 1,0798 1,5 49b
5.069 828 52 1,0810 2,0 49b
5,089 990 63 1,0686 2,0 51b
8.144 716 45 1,0822 1,5 51b
29.029 1000 53 1,0702 2,3 54b
14.153 941 53 1,0725 3,0 54b
14.097 800 41 1,0797 2,0 56b
Monalisa 1150 77 1,0652 4,0 45b
Atlantic 550 55 1,0752 2,3 70¢

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott
(1974) P<0,05.

diminuiram para a maioria das caracteristicas, exceto para aparéncia geral e para
cor de chips. O uso de maior nimero de repeticoes em C4 do que em C3
contribuiu para o aumento da precisdao experimental das caracteristicas avaliadas
diminuindo o erro experimental.

As estimativas das herdabilidades, de modo geral, foram amplamente
superiores as observadas em C3 (Tabela 4). Apesar disso, para o cardter
aparéncia geral, a estimativa da herdabilidade foi mais baixa do que a
encontrada no experimento de inverno de 2002, sendo este o menor indice de

todos os avaliados (0,25). Apesar das altas herdabilidades, as relacdes CV/CV,
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TABELA 8. Resumo das andlises de varidncia para as caracteristicas producao por planta, nimero de tubérculos graidos por

planta, porcentagem de tubérculos gratidos, peso médio de tubérculos graiddos, peso especifico de tubérculos,

aparéncia geral e cor dos chips. Safra 2003. Quarta Geracdo Clonal.

Quadrado Médio
~ Nudmero % de Peso médio de Peso especifico A
Produg¢do P < Aparéncia .
RV GL (g/planta) ) de tuber/culos tub?rculos ,de geral Cor de Chips
tubérc./planta  graidos graudos (g) tubérculos
Clones 29 90296,85%* 9,00%** 493,37%** 1976,88%* 2,2 x 107 #* 1,92ns 1,73%%*
Erro 58 35969,43 341 104,61 580,45 0,6 x 10°* 1,44 0,05
Média 781,77 7,21 65,89 134,36 1,0743 2,14 1,77
CV, (%) 24,26 25,63 15,52 17,03 0,72 55,87 12,94
oG 18189,14 1,86 129,59 465,48 550x 10* 0,16 0,56
oF 30098,95 3,00 164,46 658,96 7,53 x 10 0,64 0,58
h?, 0,60 0,62 0,79 0,71 0,73 0,25 0,96
Ic* 0,22a0,78 0,26a0,79 041a0,89 0,42a0,84 047a0,85 -0,47a0,59 0,942a0,98
CVg 17,21 18,91 17,28 16,06 0,69 18,69 42,28
CVg/CV, 0,71 0,74 1,11 0,94 0,96 0,33 3,27

** significativo a 1% de probabilidade, * significativo a 5% de probabilidade e ns. ndo significativo pelo teste de F,
respectivamente; “Intervalo de confianga para as estimativas das herdabilidades.
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somente foram maiores que a unidade para porcentagem de tubérculos gratidos e
cor de chips. Nao deve-se descartar, no entanto, que os indices tanto de peso
médio de tubérculos graidos e peso especifico de tubérculos estiveram muito
préximos da unidade, sendo também caracteres com condi¢des favoraveis para
praticar-se selecdo (Vencovsky & Barriga, 1992).

Os 20 melhores clones e as testemunhas desta geracdo foram
classificados com base em suas médias para caracteres de interesse agronomico

e de processamento por meio do indice de Mulamba & Mock (Tabela 9).

4.1.5 Coeficiente de correlaciao entre geracoes

Uma das maneiras de estimar a eficiéncia da selecdo nas diferentes
geracdes clonais pode ser por meio dos coeficientes de correlagdo entre as
geracdes. Assim, deveriam ser esperadas correlagdes altas entre as gera¢des se o
comportamento dos clones fosse semelhante através das mesmas.

Para determinar a eficiéncia da selecdo, foram estimadas as correlagdes
de Pearson (correlagdes simples) entre geracdes, para algumas caracteristicas
apresentadas na Tabela 10.

Entre as geracdes C2 x C3, no geral, os coeficientes de correlacio entre
as cinco caracteristicas foram significativos, exceto para aparéncia geral, que
também apresentou um valor baixo, provavelmente devido as condigdes
ambientais e a interagdo gendtipo x ambiente. Estes resultados sugerem a nao
utilizacdo da aparéncia geral como pardmetro valido para realizar sele¢do
fenotipica nestas geracoes.

O valor positivo mais alto, observado entre C2 x C3, foi para a cor de
chips, indicando a possibilidade de se realizar selecio moderada para esta
caracteristica a partir de C2. 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. De fato, no
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TABELA 9. Médias dos 20 melhores clones selecionados com base no indice de
Mulamba & Mock (1978) e das testemunhas, para produgcdo por
planta, porcentagem de tubérculos gratudos, peso especifico e cor dos
chips. Quarta geracdo clonal. Safra 2003.

Producao % de tubérculos  Peso especifico . Indice de
Clone GBA (g/plarfta) graidos de tubgrculos Cor de Chips Mulamba e Mock

29.21 926 64 1,0823 1,2 22a
1.39 940 80 1,0772 1,1 25a
3.05 773 75 1,0854 1,0 26a
2,28 946 85 1,0792 33 30a
16.48 1073 56 1,0682 2,0 34a
4.21 748 72 1,0804 2,0 35a
5.33 681 71 1,0802 2,0 36a
9.13 980 76 1,0739 1,3 37a
26.30 913 69 1,0755 1,5 37a
5.32 606 64 1,0861 1,2 40a
5.13 952 82 1,0646 3,1 43a
5.05 1026 72 1,0653 1,2 45a
15.22 955 67 1,0773 2,3 45a
7.28 816 48 1,0763 32 46a
29.15 647 60 1,0682 1,2 49a
1.13 680 61 1,0727 1,8 50a
35.01 847 58 1,0660 2,3 51a
1.29 440 74 1,0802 1,0 52a
26.05 580 66 1,0747 3,1 53a
8.30 440 80 1,0786 1,0 55a
Monalisa 1000 70 1,0618 2,5 53a
Atlantic 646 67 1,0836 1,0 39a

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott
(1974) P<0,05.

TABELA 10. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre geracdes de selecdo
para as caracteristicas agrondmicas e de processamento.

Caracteristica C2x(C3 C3xC4
Produgdo (g/planta) 0,40%** 0,31%
Porcentagem de tubérculos graidos 0,39%* 0,72%*
Aparéncia Geral 0,09 ns 0,26*
Peso especifico 0,46%* 0,73%*
Cor de chips 0,55%* 0,79%*

*#% e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente; ns: ndo

significativo.
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presente trabalho, 93,38% e 74,30% dos clones apresentaram escore de cor
aceitavel na C2 e C3, respectivamente.

As correlacdes para produgdo, porcentagem de tubérculos gratdos e peso
especifico de tubérculos foram de magnitude moderada, indicando a
possibilidade de selecionar estes clones com uma intensidade moderada a partir
de C2.

Assim, estes resultados apdiam a idéia que um dos principais fatores que
limitaram os altos indices de correlacdo nestas geragdes foi a variagdo ndo
genética entre os clones. Esta variagdo ndo genética deve-se, entre outros fatores,
ao nimero limitado de plantas, geralmente em torno de cinco e a ndo utiliza¢do
de repeti¢cdes na C2, condicdo imposta pelo grande nimero de clones a serem
avaliados e a pouca disponibilidade de tubérculos.

Entre as geragdes C3 x C4, os valores de coeficiente de correlagdao foram
de moderada a alta magnitude. Ao contrdrio do observado em C2 x C3, os
valores mais altos foram para porcentagem de tubérculos gratidos, peso
especifico e cor de chips, sugerindo a possibilidade de selecdo dos gendtipos
superiores para estas caracteristicas a partir da C3, conduzindo para o avanco de
geracdes somente os clones selecionados.

Conforme Dale & Mackay (1994), as condi¢bes de baixas temperaturas
sdo as responsdveis pela acumulacido de acticares redutores nos tubérculos de
batata, o que produz o escurecimento dos produtos fritos e a diminuicdo dos
teores de amido. No entanto, ndo se observaram condi¢des de temperaturas
adversas nesta safra, que afetassem a producdo de chips de boa qualidade na

maioria dos clones.
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4.2 Avaliacoes de laboratério

Dos primers construidos com a finalidade de detectar polimorfismos
para os genes envolvidos nas rotas metabdlicas, que determinam a distribuicao
de carboidratos nas células dos tubérculos de batata, somente o primer de
microssatélite relacionado ao gene da amido sintetase apresentou polimorfismos
que permitiram detectar variacdo entre os genétipos para a acumulagdo de amido
nos tubérculos. O resultado era esperado, devido ao fato da amido sintetase ser
uma enzima importante no metabolismo do amido, funcionando como
precursora direta da formagdo do amido nos tubérculos de batata (Martin &
Smith, 1995; Sowokinos, 2001) (Figura 1). Kawchuk et al. (1996) também
obtiveram polimorfismos com microssatélites associados a amido sintetase na
avaliacdo de 95 cultivares tetraploides de batata. Porém, o gene da amido
sintetase soluvel tipo I ndo apresentou polimorfismos aparentes, apesar de sua
fungdo mais importante encontrar-se principalmente nos cloroplastos das folhas
e em menor quantidade nos amiloplastos (Abel et al., 1996).

Os primers de PCR para deteccdo de polimorfismos nos genes para
invertase 4cida solivel e para translocadora de glicose-6-fosfato, também nao
apresentaram variacdes aparentes.

A invertase 4cida participa diretamente no metabolismo de carboidratos,
limitando a capacidade de adocamento dos tubérculos de batata, ou seja, da
eficiéncia para hidrolisar sacarose a agtcares redutores livres (Sowokinos, 2001)
(Figura 1). Em condi¢des de baixas temperaturas, a atividade desta enzima
geralmente é aumentada nos tubérculos (Pressey, 1969; Sasaki, et al., 1971).
Alguns promotores podem ser ativados nos tubérculos, por altera¢des produzidas
pelas baixas temperaturas e desativados quando se retorna a temparaturas
normais (Van Berkel, et al., 1994). A falta de polimorfismo génico observado na
andlise de PCR indica que esta enzima forma parte de uma rota metabdlica

integrada, em que as invertases responderiam as altas concentragdes de sacarose,

64



produzindo agucares redutores livres. Portanto, ndo seriam as variagdes nos
genes das invertases as causas diretas da acumulagio destes acticares.

A auséncia de polimorfismo para o gene produtor da enzima
translocadora de glicose-6-fosfato para dentro e fora do amiloplasto foi devido,
possivelmente ao fato desta enzima, apesar de ocupar um lugar central no
metabolismo dos carboidratos, ndo ter se mostrado como responsavel direta pela
acumulacgdo ou degradagdo do amido, indicando que outras enzimas teriam uma
maior responsabilidade nestas atividades metabdlicas (Figura 1).

Dos 82 primers de RAPD utilizados, 20  produziram 52 locos
marcadores polimoérficos para serem submetidos a andlise de varidncia (Tabelas
1A, 1B).

Os trés sistemas isoenzimaticos utilizados (O-esterase, peroxidase e
malato dehidrogenase) apresentaram 33 bandas polimérficas, tanto nos materiais

avaliados antes da floragdo como durante a floragao.

4.2.1 Analise de variincia, regressao linear multipla e Backward

Os resultados da andlise de varidncia das 86 bandas polimérficas
avaliadas indicaram que um loco de microssatélite, trés locos de RAPD e nove
bandas isoenzimaticas polimérficas mostraram associagdo significativa com o
peso especifico. Para cor dos chips, a andlise de varidncia indicou associacio
significativa de um loco de microssatélite, doze locos de RAPD e uma banda
isoenzimatica (Tabela 11).

Quando considerados novamente todos os marcadores para andlise por
meio da andlise de regressdo linear multipla do tipo da soma de quadrados
parcial (SQ tipo II), em que foram avaliados os efeitos de cada marcador em
relacdo aos demais marcadores, observou-se que os resultados nido foram
coincidentes com aqueles obtidos pela andlise de varincia de cada marcador

individualmente, resultando na quase totalidade dos marcadores ndo

65



significativos, a excecao de SSR-2, A10.4, Est-4 (amostragem em floracdo) e
Prx-1 (amostragem antes da floragdo) para peso especifico e de A10.2, C01.3,

G05.2 para cor de chips (Tabela 11).

TABELA 11. Marcadores genéticos com associacdo significativa ao peso
especifico e a cor de chips.

Marcador® Peso R? parcial SQ  Marcador Cor de R? parcial SQ
Especifico (%) tipo II° Chips (%) tipo II°

SSR-2 12,50 ** * SSR-2 0,52 ** ns
A07.1 0,70 * ns A07.3 1,48 * ns
A10.4 9,99 # A10.2 4,27 *
G03.2 2,87 * ns AE05.2 3,71 * ns
Est-4' 8,03 i ns AT02.2 12,60 * ns
Est-4* 16,65 * # AT10.2 3,65 * ns
Est-5° 0,09 * ns C01.3 3,30 * ok
Prx-1' 33,90 * o E06.1 5,36 * ns
Prx-6" 11,64 ns F13.1 1,52 * ns
Prx-10" 4,58 * ns F13.5 427 * ns
Prx-2* 4,61 * ns G03.1 0,70 * ns
Prx-5° 17,21 ** ns G05.1 0,62 * ns
Mdh-2* 0,08 * ns G05.2 4,11 w** *
Mdh-3? 7,89 * ns

R? (%)° 74,53 R* (%)° 47,84

R? (%) total 15,53 R? (%) total 6,28

"Locos isoenzimaticos encontram-se em itilico, os outros sdo marcadores
RAPD obtidos com primers decameros Operon. A nomenclatura para
RAPD ¢ a estabelecida por Quiros et al. (1993).

°Soma de quadrados do tipo II

‘Coeficiente de determinacdo explicado pelos marcadores com F
significativos (P,0,05 e P,0,01) da andlise de varidncia de um s6 ponto.

** gignificativo a 1% de probabilidade,* significativo a 5% de
probabilidade e ns (ndo significativo) pelo teste de F, respectivamente.

' Amostragem antes da floracdo.

2Amostragem durante a floracao.
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A proporcdo de varidncia fenotipica total explicada por todos os
marcadores foi de 15,53% para o peso especifico e de 6,28% para a cor de chips.
Estes valores sdo bem diferentes dos observados na andlise de regressdo linear
multipla realizada somente com locos de F significativo obtidos por meio da
analise de varidncia de um sé ponto. Esta andlise indicou que os marcadores
significativos explicaram, no conjunto, 74,53% de variacdo fenotipica do peso
especifico e 47,84% para a cor de chips, sendo este resultado préximo ao
observado por Douches & Freyre (1994), que estimaram uma variacdo
fenotipica total de 43,5% para cor de chips quando estimada com 12 marcadores
de RAPD e um marcador isoenzimatico explicando esses QTLs. A provavel
causa da diferenca entre os coeficientes de determinacdo € que marcadores com
pequeno efeito sobre a variacdo fenotipica dos caracteres considerados para a
andlise contribuem igualmente para aumentar o erro experimental e,
conseqiientemente, diminuir a precissdo experimental na estimagdo da variagdo
fenotipica.

A propor¢cdo de varidncia fenotipica individual dos marcadores foi
determinada pelos valores de R” parcial obtidos das andlises de regressdo linear
multipla de marcadores cujos F foram significativos. Estes valores variaram de
0,08% até 33,90% e 0,52% até 12,60%, para peso especifico e cor de chips,
respectivamente. Estes resultados sdo maiores que os encontrados por Freyre &
Douches (1994), que obtiveram valores de R’ de 4% até 15,8% na avaliacdo de
locos individuais.

A significancia do teste F nas andlises de varidncia multilocos dos
marcadores tomados dois a dois, para estimar interacdes epistiticas ou de
ligacdo génica, que proporcionam informagdes redundantes, demostraram que
somente as interacdes entre o marcador de RAPD F13.1 e o marcador
isoenzimatico Est-4, produto de amostras obtidas durante a época de floragdo

das plantas e G03.2 junto com Mdh-2, também produto do mesmo periodo de
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obtencdo das amostras, mostraram significancia (P<0,05). Contudo, a
significancia obtida por andlise de variancia para cada varidvel demostrou que
F13.1 (marcador para cor de chips) e Est-4 (marcador para peso especifico)
tiveram associagdo somente com o cardter peso especifico de tubérculos.
Portanto, o loco isoenzimatico estaria préximo de um QTL, que explica a
variagdo de peso especifico e do loco que teria influéncia na determinacio da cor
dos chips, mas que ndo conseguiria influenciar o peso especifico. Em relagdo a
interacdo G03.2 (marcador para peso especifico) e Mdh-3 (marcador para cor de
chips), a significancia (P<0,01) foi detectada tanto para a varidvel peso
especifico como para a varidvel cor de chips. Isso demostra que estes
marcadores estdo préximos a um QTL, que seria importante na rota metabdlica
para determinar tanto o actimulo de amido como a concentracdo dos agtcares
redutores. E necessdrio salientar, entretanto, que o fato de que a maioria dos
marcadores ndo ter apresentado significAncia por meio da andlise de variancia de
dois marcadores tomados simultaneamente, ndo representa que estes marcadores
ndo sejam importantes para explicar a variagdo do cardter, mas indica que a
presenca deles ndo apresentou nenhuma informacgdo adicional importante, ou
vice-versa.

Para sanar o problema de informag¢des redundantes e avaliar o efeito de
dois ou mais marcadores simultaneamente, foi realizada a andlise de regressao
multipla com eliminac¢@o de marcadores pelo processo de Backward (Drapper &
Smith, 1981). A significAncia da andlise de varidncia e o F parcial estdo

apresentados na Tabela 12.
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TABELA 12. Marcadores remanescentes selecionados pela metodologia de

Backward.
Marcador Peso R? parcial Marcador Cor de R? parcial
Especifico (%) Chips (%)
SSR-2 16,47 * G05.2 20,78 **
Al10.4 15,27 * A10.2 20,67 **
Est-4! 13,18 *
Est-4* 22,74
Prx-1' 35,99
Prx-2° 20,60 **
Mdh-2* 15,64 *
R? (%) total 73,51 R? (%) total 41,93

**significativo a 1% de probabilidade e *significativo a 5% de probabilidade
pelo teste de F, respectivamente.

' Amostragem antes da floracio.

2Amostragem durante a floracao.

Verificou-se que vdrios marcadores ndo significativos incluidos no
modelo inicial foram descartados. Os marcadores remanescentes estariam mais
préoximos do QTL, sendo estes mais importantes. Observa-se que, com a retirada
dos marcadores com informac¢do redundante, a importincia dos marcadores
remanescentes aumentou, como pode ser visto pelo aumento da estimativa do F
parcial e o incremento na proporc¢do de variancia fenotipica explicada por cada
um deles.

Os marcadores remanescentes para peso especifico demostraram explicar
73,51% da variagdo fenotipica. Para a cor de chips, foram detectados dois
marcadores remanescentes, G05.2 e A10.2, que conseguiram explicar 47,84%
da variacdo fenotipica total. Este resultado esta de acordo com as estimativas
feitas por Douches & Freyre (1994), que encontraram no cromossomo 2 da
batata um loco polimérfico para a cor de chips altamente significativo, associado
ao primer GO5.

A identificacdo de varios primers associados a diferentes QTLs apdia a
idéia do controle poligénico envolvido nos caracteres que determinam a

qualidade de processamento da batata. Os resultados de Pereira et al. (1993),
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examinando a cor dos chips em cruzamentos 4X, também demostraram a

existéncia de um modelo poligénico.

4.3 Consideracoes gerais

A identificacdo de QTLs para peso especifico de tubérculos e cor de
chips podem ser de grande valor para os melhoristas de batata. Estes QTLs
poderiam ser introduzidos via selecdo assistida por marcadores em diferentes
clones e cultivares.

Os resultados obtidos neste trabalho demostram que foi possivel detectar
marcadores do tipo isoenzimdtico, de RAPD e microssatélites ligados aos locos
relacionados com a determinacdo da qualidade de processamento da batata.
Estes marcadores podem auxiliar futuramente num programa de melhoramento
com selecdo assistida de diferentes formas: i) existem diferencas de custo entre
empregar marcadores bioquimicos (técnica simples e de custo relativamente
baixo, que permite a andlise de um grande niimero de plantas em pouco tempo,
ndo é um processo destrutivo e possibilita o estudo de vegetais em qualquer
estddio, embora o nimero de locos que podem ser analisados seja limitado) e
marcadores moleculares (técnica de custo mais elevado, que fornece um nimero
ilimitado de polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de todo o
genoma e que ¢ independente dos efeitos ambientais e do estado fisioldgico das
plantas, permitindo a identificacdo precisa dos genétipos em estadios iniciais do
desenvolvimento). Portanto, o fator custo ndo seria limitante, podendo-se usar
uma ou outra técnica, de acordo com a disponibilidade econdmica de cada
programa de melhoramento; ii) a identificagdo precoce de tubérculos com alta
produtividade, altos teores de matéria seca e capacidade para producio de chips
€ hoje um dos principais objetivos dos programas de melhoramento de batata.
Os marcadores genéticos permitiriam aumentar a eficiéncia da selecdo nas

primeiras geracdes clonais para estas caracteristicas em que, pelo fato do grande
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nimero de individuos obtidos nestas gera¢des aumentou os tempos e custos dos
testes individuais, o que, somado a heranca tetrassomica e o multialelismo da
batata, complica a deteccdo de genétipos superiores; iii) a identificagdo precoce
de gendtipos superiores poderia diminuir o nimero de anos, repeti¢des e locais
empregados para se desenvolver novas cultivares.

Como muitos dos 42 gendtipos escolhidos para a andlise com
marcadores genéticos perderam-se no campo de um ano para outro, ndo foi
possivel realizar uma nova avaliacdo da produtividade e da qualidade dos clones
e, conseqiientemente, uma nova repeticdo com os marcadores, que permitisse
confrontar os dados para duas as geragdes. Portanto, no futuro, seria interessante
avaliar desde a geracdo seedlings até pelo menos duas geragdes a frente, a
associacdo dos caracteres peso especifico e cor de chips com os marcadores
genéticos detectados neste trabalho, para estabelecer a viabilidade de
implementacao da selec@o assistida por marcadores como ferramenta capaz de

auxiliar aos melhoristas nos programas de melhoramento.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nas populacdes estudadas e sob as

condi¢des em que foram conduzidos os experimentos, pode-se concluir que:

1.

foi possivel obter e selecionar clones com bom desempenho
agrondmico e com caracteristicas que conferem qualidades para o
processamento industrial aceitaveis;

as estimativas de herdabilidade, tanto para caracteres agronomicos
como os de qualidade, tiveram geralmente valores baixos nas
primeiras geragdes, mas incrementaram-se com o avango das
geracdes e o aumento do nimero de repeticdes;

os coeficientes de correlagdo entre as geracdes foram moderados,
sugerindo a pratica de selecdo negativa leve para a maioria das
caracteristicas, a excecdo de peso especifico e cor de chips, que
apresentaram altos valores de correlacdo a partir da terceira geracdo
clonal e, portanto, poderia aplicar-se maiores intensidades de sele¢@o.
A baixa magnitude do coeficiente de correlagdo para a aparéncia
geral dos tubérculos demonstra que esse € um carater pouco confidvel
para realizar selecio em qualquer geracio;

foi possivel encontrar e selecionar varios marcadores genéticos que
explicaram grande parte da variacdo fenotipica observada, tanto para

0 peso especifico como para a cor de chips.
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TABELA 1A. Rela¢do dos primers de RAPD monomérficos ou de escassa
resolucdo utilizados nos experimentos, para detec¢do de QTL’s
associados a peso especifico e cor de chips.

OPA-05 OPAM-19 OPB-15 OPC-19 OPF-20 OPL-07 OPX-09
OPA-06 OPAP-16 OPB-16 OPC-20 OPG-13 OPL-10 OPX-13
OPA-07 OPAT-11 OPB-17 OPE-04 OPH-08 OPM-09 OPY-04
OPA-11 OPAT-15 OPB-20 OPE-07 OPH-14 OPM-20 OPY-08
OPA-12 OPAU-03 OPC-02 OPE-09 OPK-01 OPO-20 OPY-17
OPAB-02 OPAU-06 OPC-03 OPF-03 OPK-02 OPP-07 OPY-18
OPAF-04 OPAU-07 OPC-04 OPF-06 OPL-01 OPP-19 OPY-19
OPAL-07 OPAU-08 OPC-05 OPF-07 OPL-02 OPW-04
OPAL-16 OPB-10 OPC-08 OPF-08 OPL-04 OPW-12

TABELA 2A. Relag@o de primers polimérficos utilizados nos experimentos,
para deteccdo de QTL’s associados a peso especifico e cor de

chips.
Primer A Bandas Primer A Bandas
Seqiiéncia e Seqiiéncia e
polimdrficas polimdrficas

OPA-07  5-GAAACGGGTG-3' 3 OPE-11 5-GAGTCTCAGG-3' 3

OPA-10  5-GTGATCGCAG-3' 5 OPF-05 5-CCGAATTCCC-3' 2
OPAE-05  5-CCTGTCAGTG-3' 5 OPF-13 5-GGCTGCAGAA-3' 5
OPAF-15 5'-CACGAACCTC-3' 4 OPF-14 5-TGCTGCAGGT-3' 1
OPAT-02 5'-CAGGTCTAGG-3' 5 OPG-03 5-GAGCCCTCCA-3' 5
OPAT-10 5'-ACCTCCGGTC-3' 4 OPG-05 5-CTGAGACGGA-3' 3
OPBB-08 5-TCGTCGAAGG-3' 3 OPG-12 5'-CAGCTCACGA-3' 1
OPC-01 5“TTCGAGCCAG-3' 3 OPG-13 5-CTCTCCGCCA-3' 2

OPE-05 5-TCAGGGAGGT-3' 2 OPP-14  5-CCAGCCGAAC-3' 2

OPE-06 5"AAGACCCCTC-3' 1 OPQ-05 5-CCGCGTCTTG-3' 3
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