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RESUMO

GADUM, Juliana. Desempenho agronémico e reacio de clones de batata
(Solanum tuberosum L.) ao PVY. Lavras: UFLA, 2001. 39p (Dissertagio
— Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)”

Foram avaliados 65 clones de batata (denominados OAS), previamente
selecionados para imunidade aos virus X e Y, obtidos por Silva (1999). Também
foram avaliados outros 169 clones (denominados JUG) para reagdo ao virus Y.
Os clones JUG foram obtidos por meio de cruzamentos biparentais entre
materiais também imunes ao virus X e Y, na condi¢iio simplex, originados no
Centro Interacional de la Papa (CIP), Peru. Foram conduzidos dois ensaios com
os clones OAS para avaliar o desempenho agronémico em campo. Foram feitos
também dois ensaios para avaliar a reagdo ao PVY por meio de enxertia destes
clones em tomateiro infectado. Os clones OAS foram também cruzados com a
cultivar suscetivel Chiquita (ry ry ry ry) para a identificagio das suas
constituicdes genéticas em relagio ao gene Ry. Os clones originados deste
cruzamento teste foram avaliados para a reagdo ao virus Y por meio do teste
DAS-ELISA em plantas inoculadas mecanicamente com o PVY e também pelo
método de marcadores SCAR, segundo Kasai et al. (2000). Os clones JUG
foram avaliados para a reagio ao PVY, por inoculagio mecanica e
diagnosticados pelo método DAS-ELISA. Estes clones também foram avaliados
em condigGes de campo. Os ensaios de campo para avaliar os clones OAS e JUG
foram conduzidos em propriedades particulares localizadas em Silvianépolis e
S3o Jodo da Mata, na regido sul do estado de Minas Gerais. O delineamento
empregado nos trés experimentos foi o latice. A inoculagio com PVY nio foi
eficaz € ndo permitiu a comprovagio da imunidade dos clones supostamente
imunes e nem de sua constituigio genética para o loco Ry. O marcador SCAR
denominado RYSC3 parece ser uma ferramenta mais eficaz para selecionar
clones de batata imunes ao PVY, pois nio requer a inoculagdo das plantas com
os virus. Foram identificados novos clones de batata (JUG) supostamente
imunes ao PVY, com alta produgdio, razoavel porcentagem de tubérculos
graudos e alta densidade de tubérculos. Os clones OAS 2.88, OAS 2.89, OAS
2.111 e OAS 3.55 destacaram-se agronomicamente em trés experimentos ja
realizados, além de apresentarem também reagfo negativa ao PVY. Estes clones
também possuem alta densidade dos tubérculos, que confere melhor qualidade
para a fritura.

* Comité Orientador: Prof. Dr. César Augusto Brasil Pereira Pinto



ABSTRACT

GADUM, Juliana. Horticultural Performance and Reaction of Potato
(Solanum tuberosum L.) clones to PVY. Lavras:UFLA, 2001. 39p. (Master’s
Dissertation in Plant Genetic and Breeding).

Sixty-five potato clones (denominated OAS), previously selected for
immunity to PVX and PVY by Silva (1999) ,were horticulturally evaluated in
this study. Their immunity to PVY was also evaluated by grafting the potato
plants on infected tomato rootstocks. The OAS clones were testcrossed to the
susceptible cultivar Chiquita (ryryryry) to assess the genetic constitution of the
testcross families in the Ry locus, using mechanical inoculation of PVY and
SCAR markers according to Kasai (2000). Another 169 potato clones
(denominated JUG) were evaluated for resistance to PVY by mechanical
inoculation followed by diagnosis with DAS-ELISA. They were also evaluated
under field conditions . The JUG clones were obtained by crossing simplex
clones (Ryryryry) originated at CIP. The field experiments were carried out in
private farms located at Silviandpolis and Sdo Jodo da Mata, State of Minas
Gerais, Brazil. All experiments were conducted using the lattice design.
Mechanical inoculations with PVY were not effective and did not allow either
confirmation of immunity of presumptive immune clones nor their genetic
constitution to the Ry locus. The SCAR marker denominated RYSC3 seems to
be a more effective tool to select for immunity to PVY because it does not
require virus inoculation. New potato clones (JUG) were selected for immunity
to PVY, high tuber yield, reasonable percentage of large tubers and high tuber
specific gravity. Clones OAS 2.88, 2.89, 2.111 e 3.55, showed improved
horticultural traits in three experiments, had negative reaction to PVY, and had
high tuber specific gravity, which confers a better tuber quality for frying.

* Guidance: Prof. Dr. César Augusto Brasil Pereira Pinto
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos raros paises onde se planta batata o ano todo, evitando
a necessidade de armazenamento de material para consumo. Isto, porém,
predispde a cultura a alta pressdo de indculo de enfermidades e a grandes
populagdes de insetos pragas. Nas principais regides produtoras, a falta de
inverno rigoroso leva a uma diferenga marcante na epidemiologia das viroses da
batateira, comparada a de regiSes de clima temperado. A presenga, durante o ano
inteiro, de insetos vetores, principalmente o pulgio verde (Myzus persicae) e de
plantas hospedeiras, explica o fato de lotes de batatas-semente livres de virus
apresentarem alta incidéncia das viroses em duas ou trés multiplicacSes em
campo (Souza Dias e Iamauti, 1997).

A batata-semente é um insumo caro, que representa de 30% a 50% do
custo de produgdo, sendo freqilentemente importada de paises como Canada e
Holanda. As cultivares importadas nio sio completamente adaptadas as
condi¢des ambientais de um pais predominantemente de clima tropical, como o
Brasil, o que faz com que seu potencial produtivo seja inferior ao alcangado nos
paises de origem (Resende, Mascarenhas e Paiva, 1999). A obtencio de
cultivares nacionais adaptadas as condigdes de cultivo nas diversas regides
produtoras brasileiras e resistentes as principais doengas é a altemativa mais
viavel para tomar a cultura mais produtiva e rentavel para o produtor.

Virios virus ocorrem na cultura da batata, e os principais sdo: o
enrolamento da folha da batata (Potato Leafroll Virus- PLRV - que causa perdas
de até 80%), o virus Y da batata (Potato Virus Y- PVY) e o virus X da batata
(Potato Virus X — PVX - que se associado ao virus Y chega a perdas de 50%).
(Oliveira e Miranda, 1981).



As medidas de controle para doengas viréticas sdo basicamente de
cariter preventivo. No caso de viroses da batata, a qual se propaga
vegetativamente e pode perpetuar o virus de uma geragdo para outra, via
tubérculos contaminados, essas prevengdes sdo ainda mais importantes. O modo
mais eficaz para o controle dessas viroses é a resisténcia genética, uma vez que o
controle quimico dos insetos vetores tem sido pouco efetivo. A resisténcia
genética varia em fungio do tipo de virose. Por exemplo, a resisténcia ao PLRV
tem controle poligénico, o que dificulta muito sua incorporagdo nas cultivares.
Além disso, clones resistentes ao virus do enrolamento podem tomar-se
suscetiveis, se forem previamente infectados com PVY ou PVX. Por essa razio,
o melhoramento visando resisténcia as viroses deve concentrar-se inicialmente
no PVY e PVX, que sdo controlados monogenicamente (Brandolini, Caligari e
Mendonza, 1992).

A resisténcia a0 PVY ¢ controlada pelo gene Ry, originario da
subespécie andigena (Mufioz, Plainsted e Thurston, 1975) e que confere
imunidade ji na forma simplex (Ry ry ry ry). Esse gene controla um tipo de
resisténcia extrema (também denominada imunidade) e que proporciona uma
resisténcia completa (Swiezynski, 1994). A resisténcia ao PVY é altamente
herdavel e considerada duravel,

O aumento da freqiiéncia de alelos de resisténcia permite a obtencdo de
genitores duplex (Ry Ry ry ry) e triplex (Ry Ry Ry ry) e esses, por sua vez,
podem gerar mais de 80% de clones imunes ao PVY, aumentando o numero de
clones que pederiam ser avaliados para a resisténcia ao PLRV. Finalmente, vale
salientar que a obtencio de clones adaptados as condi¢des de cultivo e
resistentes as viroses deve diminuir o impacto dessas enfermidades na cultura da
batata (Mihovilovich, 1996).

Em trabalho recentemente realizado na UFLA, Silva (1999) avaliou 570
clones de batata oriundos do cruzamento entre genitores imunes ao PVX e PVY



e identificou clones imunes a essas viroses, por meio de inoculagio mecanica,
sendo a reagdo das plantas detectada pelo método sorolégico DAS-ELISA.
Contudo, conforme salienta Ross (1986), a resisténcia associada a resisténcia
extrema ou imunidade ¢ diferenciada somente pela enxertia de batata em plantas
de tomate previamente infectada pelo virus. Também, segundo Kasai (2000), a
utilizagio de marcadores SCAR para a identificagio do gene Ry.q; € uma
alternativa eficaz, chegando a 100% de eficiéncia.

Esse trabalho teve por objetivo comprovar a imunidade de clones de
batata supostamente resistentes, identificar suas constituigdes genéticas em

relagdo ao loco Ry e avalia-los agronomicamente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da batata no Brasil

A batata é considerada a principal hortalica no pais, tanto em area
cultivada (180 mil ha/ano), como em preferéncia alimentar. A producdo é
superior a 2,7 milhGes toneladas por ano e a produtividade média acima de 14
toneladas por hectare, o que corresponde aproximadamente ao consumo
nacional. As regies sul e sudeste que compreendem os estados de RS, SC, PR,
SP e MG, sdo as principais produtoras brasileiras de batata e respondem por
percentuais superiores a 96% da produg¢do do pais (Térres, 1999).

O Brasil € um dos raros paises onde se planta batata o ano todo, evitando
a necessidade de armazenamento de material para consumo. Porém, em climas
tropicais e subtropicais, os pulgSes, espécies vetoras de fitoviroses, reproduzem-
se durante todo o ano e ocorrem varias espécies de ervas daninhas servindo de
hospedeiras, o que tende a favorecer a disseminacdo e estabelecimento das
principais viroses nos campos de produgdo. A ripida degenerescéncia das
cultivares que se verifica em nosso pais logo apés as primeiras multiplicacdes de
batata-semente, esta em grande parte associada ao acimulo de moléstias de virus
transmitidas por estes afideos vetores (Gallotti, Hirano e Bertocini, 1992).

O pais é dependente da batata-semente importada. Em 1997, essas
importagSes chegaram a 7 mil toneladas, correspondentes a um valor de
importacio de 3,9 milhdes de délares. O Canada é o principal fornecedor de
batata para semeadura no Brasil (37%), seguido da Holanda (26%) e Israel
(14%) (Resende, Mascarenhas e Paiva, 1999). As cultivares importadas, quando
utilizadas em nossas condigdes, mostram-se extremamente sensiveis a varias

doencas e insetos, além de serem também exigentes em fertilidade, necessitando



de intenso controle fitossanitario, o que aumenta o custo final da produgio. A
cultivar Bintje, de origem holandesa, por exemplo, tem uma inegavel preferéncia
entre os consumidores, mas € altamente suscetivel & requeima (Phytophthora
infestans), a pinta-preta (Alternaria solani) e as viroses, exigindo mais de trinta
pulverizagOes com fungicidas, além de apresentar produtividade inferior a outras
cultivares. As cultivares Achat (de origem alemi) e Monalisa (de origem
holandesa) também amplamente utilizadas sio mais resistentes as doencas
fingicas que a cultivar Bintje, mas também apresentam problemas fitossanitarios
e sdo suscetiveis as principais viroses (Filgueira, 1982).

A falta de cultivares nacionais mais adequadas s nossas condi¢es
climiticas e a baixa disponibilidade de batata-semente de boa qualidade, a
precos acessiveis, tém sido os problemas fundamentais da bataticultura brasileira

(Hirano, 1987).

2.2 Viroses da batata

A batata-semente é o insumo mais importante para a bataticultura, nio
apenas pelo fato de representar mais de 25% do custo de produgio da cultura,
mas por garantir o bom desempenho da lavoura.

A sanidade da lavoura de batata para consumo esta intimamente ligada a
batata-semente, pois, sendo uma cultura de propagagio vegetativa, os patogenos
tém no tubérculo-semente (ou tubérculo-mie) o meio mais eficiente para a sua
manuten¢do, disseminagio e para o inicio do processo contagioso. Assim, é ficil
perceber que o manejo de doencas da batata deve ser iniciado antes do plantio,
estendendo-se até o momento em que o produto é entregue ao consumidor
(Lopes e Reifschneider, 1999).

Lh



A qualidade da batata-semente é um fator de grande relevancia para a
obtencdo de boa produtividade (Hirano, 1987) e esta qualidade é determinada
principalmente pelo indice de infecgdes por virus e bactérias sistémicas. Nio
existe um controle quimico eficiente para esses patégenos que, normalmente,
resultam em degenerescéncia progressiva da semente ou, mesmo, inviabilizacio
do seu uso. A obtencio de sementes isentas ou com baixas concentragSes desses
microorganismos baseia-se na pureza do material utilizado para o plantio e na
adogdo de préticas culturais que possam evitar ou reduzir a recontaminagio
durante o desenvolvimento da cultura (Assis, 1999). Embora as doengas
causadas pelos virus sejam raramente letais, elas reduzem o vigor da planta e o
potencial de produgio de tubérculos, principalmente os destinados para semente.
Nas condicGes de campo, sua identificagdo torna-se complicada devido a
variabilidade dos sintomas (que sio causados por diferentes estirpes de virus), a
resposta da planta com relagio a maturidade e a duragdo da infecgdo, a cultivar
da batata utilizada e 4 influéncia dos fatores do ambiente (Hooker, 1981).

Muitas doengas de origem bidtica e abidtica sdo potencialmente
importantes para a cultura da batata e podem provocar perdas consideraveis. Sio
conhecidas setenta doencas biéticas ¢, dentre essas, pelo menos 25 sio causadas
por virus e uma por virdide (Figueira, 1999).

Apesar do grande niimero de virus que pode infectar a batateira, poucos
sd0 os causadores de doengas importantes, tanto no Brasil como em outras partes
do mundo. Dentre eles se destacam o PLRV (Potato Leafroll Virus - que causa
perdas de até 80%), o PVY (Potato Virus Y), e o PVX (Potato Virus X - que
também pode-se tomar importante, principalmente se associado ao virus Y da
batata, causando perdas acima de 50%) (Oliveira e Miranda, 1981).

As medidas de controle para as doengas viréticas sdo basicamente de
carater preventivo. No caso de viroses de batata, que se propagam
vegetativamente e podem perpetuar os virus de uma geracdo para outra, via



tubérculos contaminados, estas medidas preventivas se tormam obrigatérias. O
mais desejavel seria utilizar variedades de batata que fossem tolerantes ou
resistentes as viroses. Entretanto, nem sempre isso é possivel e, muito
freqiientemente, as resisténcias adquiridas sdo quebradas no campo, pelo
surgimento de novas estirpes mais agressivas (Figueira, 1999).

Em um campo estabelecido com a cultivar Achat, proveniente de
semente importada que estava sendo remultiplicada pela terceira vez no campo
(Cs), um produtor de batataconsumo do municipio de Trés Coragdes, MG,
observou, em 1994, uma incidéncia acima de 90% de um sintoma desconhecido,
caracterizado pelo enrugamento e diminuigdo da area foliar da batateira e um
desenvolvimento das hastes, que tombavam e ficavam acamadas, conforme seu
crescimento. Testes de diagnose por meio da sorologia e inoculagiio em plantas
indicadoras mostraram que se tratava de um isolado necrético do virus Y da
batata que foi denominado PVY" - Br, com caracteristicas bem peculiares,
diferentes daquelas observadas em anos anteriores (Figueira et al., 1985;
Andrade e Figueira, 1992). A ocorréncia dessa nova virose mudou nio sé a
epidemiologia dos virus que infectam as batateiras no Brasil, mas também a
escolha das cultivares de batatas a serem plantadas.

Os virus invadem os organismos vegetais modificando seu crescimento
e desenvolvimento. Como consegiiéncia dessa infecgdo, as plantas geralmente
apresentam sintomas que sdo definidos como profundas modificacdes
fisiolégicas e bioquimicas sofridas pelas células apés a penetragio dessas
particulas. Entre as principais modificacGes estio as alteragGes na fotossintese,
na respiragdo e no metabolismo, dentre eles, os das proteinas, dos aminoacidos,
das substincias reguladoras de crescimento e dos compostos fendlicos (Vicente,
1979). Além disso, uma tnica planta pode ser simultaneamente infectada por
mais de um virus, resultando em interagdes sinergisticas entre si, o que acelera o
processo de degenerescéncia (Mayee e Sarkar, 1982).



Uma planta sadia pode-se tomar doente pela inoculagio mecanica com
seiva de planta contendo virus, pela enxertia de brotos (parte aérea) e tubérculos
ou por afideos (Ross, 1986). Apés a inoculagdo, as particulas virais sio
transportadas via sistema condutivo e plasmodesmatas nas células de todos os
orgdos. Os virus replicam-se nas células e a infeccdo toma-se sistémica. As
sementes botanicas maduras e os meristemas apicais permanecem livres dos
virus. Por cultivos axénicos das extremidades (cultura de meristemas), cultivares
totalmente infectadas podem ser liberadas dos virus,

Como ji comentado, 0 PVY é uma das principais viroses da batata e
adquire importincia ainda maior por ser transmitido de forma ndo circulativa,
disseminando-se rapidamente na lavoura (De Bokx e Huttinga, 1981).

O PVY pertence ao género Potyvirus, possui uma particula alongada,
flexivel, com 730 nm de comprimento por 11 nm de didmetro e tem como acido
nucléico o RNA de fita simples do tipo infeccioso (De Bokx e Huttinga, 1981).
Existem trés grupos de estirpes do PVY que podem ocorrer na natureza: a
estirpe comum ou PVY®, que ocorre em todo mundo; a estirpe necrética ou
PVY" ¢ a estipe PVYC, que tém uma distribuigiio geografica um pouco mais
restrita, mas que também esta presente nos principais paises produtores de batata
do mundo (De Bokx e Huttinga, 1981; Andrade e Figueira, 1992 ¢ Brunt et al.,
1996).

Os sintomas provocados por essas estirpes nas diferentes cultivares de
batata caracterizam-se, principalmente, pelo aparecimento de mosaico, com
diferentes intensidades, nas folhas das plantas infectadas. Estes podem variar
desde o aparecimento de mosaico severo, com deformacdo e diminui¢do da area
foliar, enrugamento e enrolamento da ponta do foliolo para baixo (em fungio do
crescimento diferenciado dos tecidos da nervura central e do limbo foliar), até
um leve mosqueado nas folhas. De modo geral, existe uma tendéncia de a estirpe
PVY® causar sintomas mais severos em plantas de batata do que a PVY™.



Entretanto, essa ndo é uma regra geral, pois, dependendo da temperatura, o

mesmo isolado pode causar sintomas diferentes.

2.3 Controle genético da resisténcia as viroses

Varias formas de resisténcia as viroses tém sido descritas para a batata
como a resisténcia a infec¢do, resisténcias associadas a hipersensibilidade,
resisténcia extrema e intolerancia.

A resisténcia a infec¢@o ou resisténcia de campo € controlada por genes
menores (poligenes) e exige que ambos os pais possuam pelo menos um nivel
intermediario de resisténcia. Um genitor com resisténcia pronunciadamente
baixa reduz consideravelmente o nivel de resisténcia da progénie (Ross, 1986).
Com este tipo de resisténcia, as plantas nio se tornam facilmente infectadas em
condic¢des de cultivo (Salazar, 1982).

As resisténcias associadas a hipersensibilidade e resisténcia extrema
(imunidade) podem ser diferenciadas pela enxertia em uma planta infectada por
virus. O primeiro tipo mostra necrose na parte aérea do enxerto e é controlado
pelos genes Na, Ns, Ny e Nl (correspondentes aos virus A, S e Y da batata e ao
PLRY, respectivamente). Ocorre a morte rapida da célula hospedeira infectada,
restringindo a disseminag3o da particula viral na planta, conferindo-lhe protegio
absoluta (Hooker,1981). No caso de resisténcia extrema, ou ndo aparecem
sintomas nas plantas, devido ao alelos Rx e Ry (Virus X e Y), ou ocorre necrose
de pontos nas folhas superiores. Em enxertos mais vethos, observa-se necrose
nas margens das folhas inferiores em plantas com o alelo Ry (Ross, 1986).
Quando a planta é imune, o virus ndo consegue se replicar na célula da planta
nem mesmo apds a enxertia de uma planta imune em uma infectada. Nio ha
alterac3o da protegdo imune por agio de fatores climaticos, como se observa nos
outros tipos de resisténcia (Salazar, 1982).



Outra forma de resistincia é a hipersensibilidade sistémica on
intolerdncia, que é caracterizada por apresentar necrose em grande parte das
plantas quando infectadas no campo. Este tipo em associa¢do com resisténcia a
infecgdo é importante no caso de PLRV e do gene NI (Ross, 1986).

A espécie Solanum tuberosum spp. tuberosum é considerada um
autotetraploide, com herang¢a tetrassdémica e padrdes de segregagio bem
discrepantes da heranca dissdmica, apresentado pelas espécies diploides. Na
heranca tetrassomica, cada gene esta representado em cada uma das quatro
copias de um dado cromossoma, o que possibilita um maior namero de
gendtipos: AAAA-quadriplex, AAAa-triplex, AAaa-duplex, Aaaa-simplex e
aaaa-nuliplex. Essas combinagdes genéticas tém implicagbes diretas nos
métodos de melhoramento da batata (Pinto, 1999), pois, genitores com
diferentes constituicdes genéticas podem gerar diversas proporgdes de
descendentes com resisténcia ou suscetibilidade as viroses.

As reagdes de hipersensibilidade e imunidade sdo controladas por genes
maiores que atuam mesmo na condigio simplex. Isto ocorre com os genes que
conferem resisténcia ao PVX e ao PVY. Porém, em cruzamentos de cultivares
simplex com cultivares suscetiveis (nuliplex) produzem-se apenas 50% de
descendentes imunes ao virus Y. A maior parte dos genes maiores atua de forma
ndo especifica para as racas e, até o momento, nio se observou quebra de
resisténcia pelos diferentes virus (Ross, 1986).

A resisténcia ao PLRV tem controle poligénico, o que dificulta muito
sua incorporagdo nas cultivares. Além disso, clones resistentes ao virus do
enrolamento podem tomar-se suscetiveis se forem previamente infectados com
PVY ou PVX. Dai, a importancia de se concentrar inicialmente o melhoramento
visando a resisténcia a viroses em batata na obtenciio de resisténcia ao PVX e
PVY (Brandolini, Caligari e Mendonza, 1992).
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O aumento da freqiéncia de alelos de resisténcia permite,
primeiramente, identificar genitores simplex imunes e, posteriormente, genitores
duplex. O intercruzamento de clones duplex permitira a obtengio de genotipos
imunes triplex e quadriplex. Utilizando-se clones resistentes como genitores em
programas de melhoramento, permite-se a produ¢do de clones com imunidade,
simplificando o processo seletivo para materiais resistentes aoc PLRV.

Finalmente, vale salientar que a obtengdo de clones adaptados as
condigdes de cultivo e resistentes as viroses deve diminuir o impacto dessas
enfermidades na cultura da batata (Mihovilovich, 1996).

2.4 Resisténcia ao PVY

A resisténcia ao PVY ¢ controlada pelos genes da série Ry (controle
monogénico), origindrios das espécies Solanum tuberosum subespécies
andigena (Rywup), S. hougacii (Ryss), S. stoloniferum (Rywo), S. chacoense
(Rya:) e S. phureja (Ryp) (Mufioz, Plainsted e Thurston, 1975). Esse gene
controla um tipo de resisténcia extrema (também denominada imunidade), que
proporciona uma resisténcia completa e que confere imunidade ja na forma
simplex (Ry ry ry ry) (Swiezynski, 1994). A resisténcia ao PVY é altamente
herdavel e considerada duravel.

Um problema grave para identificar plantas infectadas por PVY tem sido
a laténcia, isto é, a dificuldade em reconhecer a infecgdo em algumas cultivares,
quando as estirpes fracas PVY® ¢ PVY® tornam-se predominantes. Por outro
lado, o virus provoca sintomas fortes no fumo (Mendoza, 1994).

Outro problema que ocorre é a.confiabilidade do teste utilizado para
verificagdo da reagiio das plantas aos virus, 0 método sorologico DAS-ELISA. O
grande inconveniente é que, muitas vezes, ocorre escape do virus devido a uma

inoculagio mal feita ou até mesmo devido a fatores climaticos, ndo sendo
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possivel detectar a sna presenca, podendo-se, portanto, chegar a conclusdes
incorretas sobre a verdadeira reag3io das plantas,

2.5 Emprego de marcadores moleculares no melhoramento de

plantas

Os marcadores moleculares podem ser utilizados para marcar alelos cuja
expressdo seja de dificil identificacdo, a fim de que se possa selecionar esse alelo
indiretamente. Os marcadores também podem ser utilizados para amostrar o
genoma de uma espécie qualquer, visando determinar a diversidade genética de
um grupo de individuos, bem como o grau de parentesco relativo entre eles.

O ideal é que o marcador esteja intimamente ligado ao alelo que se
deseja selecionar para que n3o ocorra recombinagio e que seja herdavel
(Ramalho, Santos e Pinto, 2001). Os marcadores moleculares mais utilizados s3o
os marcadores de proteinas, isoenzimas que sdo produtos diretos dos alelos ou os
marcadores de DNA, que sio os proprios genes ou seus vizinhos, isto é, as
seqiiéncias de DNA situadas proximas ao gene que se quer marcar.

Os marcadores moleculares comecaram a ser utilizados na década de
1980 e ja se utiliza mais de uma dezena de procedimentos alternativos
(Ramalho, Santos e Pinto, 2001). Os marcadores de DNA tém sido amplamente
explorados por apresentarem varias caracteristicas desejaveis como heranca
mendeliana simples, auséncia de efeitos epistaticos e poderem ser utilizados em
qualquer fase de desenvolvimento da planta. Isso abre a possibilidade de acelerar
0 processo de recombinacio e selegio dos individuos desejados, o que,
consequentemente, reduziria o tempo necessério para completar uma geragio de
melhoramento, aumentando a eficiéncia do programa. Além disso, podem ser
obtidos em grande niimero e, por utilizarem o préprio DNA (gendtipo) e nio
seus produtos (fenétipo), apresentam resultados experimentais mais consistentes
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(Ferreira e Grattapaglia, 1996). Os marcadores d¢e DNA tém se mostrado
altamente eficientes para identificar variabilidade do DNA em plantas.

Uma técnica utilizada € o PCR que surgiu na década de 1980 e emprega
o DNA como marcador (Mullis e Faloona, 1987; Saiki et al., 1988). O fato da
técnica do PCR fomecer facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade, a
toma particularmente poderosa para estudos envolvendo individuos de qualquer
organismo vivo.

No PCR ocorre a sintese diferencial de certos segmentos do DNA
gendmico in vifro. Isso é possivel porque a DNA polimerase, enzima que
sintetiza o DNA, s6 funciona quando um pequeno segmento da molécula a ser
sintetizada ja existe. Este segmento é chamado de primer (iniciador). Assim,
quando se conhece a seqiiéncia de bases de um certo alelo, pode-se utilizar as
seqiiéncias complementares das duas extremidades 3’ deste alelo, geralmente
com 20 a 25 nucleotideos, como iniciadores e promover a sua sintese,
artificialmente por varios ciclos (n) sucessivos, gerando um grande nimero (2°)
de moléculas idénticas (Ferreira e Grattapaglia, 1996).

No caso de PCR, temos de considerar que nem todo DNA de um
organismo ¢ replicado e, sim, apenas as seqiiéncia cujas extremidades foram
identificadas pelo par de iniciadores. Portanto, nas moléculas de DNA de um
individuo, que sio geralmente muito longas, apenas um ou poucos segmentos da
seqiiéncia total serdo replicados.

Utilizando a eletroforese, todos os fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos serdo separados, tanto aquele que foi amplificado quanto os que nio
foram. Como a concentragdio de DNA utilizada inicialmente em cada reagio de
PCR ¢é muito baixa, somente o alelo que foi amplificado na reacio é que pode
ser visualizado como uma banda no gel, apdés corado com brometo de etidio

(corante de DNA) ¢ iluminado por luz ultravioleta.
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A técnica PCR apresenta, porém, uma desvantagem que é o fato de
requerer o seqilenciamento de um dado gene para se obter os primers,
aumentando, assim, seu custo.

Kasai et al. (2000), por meio do procedimento SCAR (regides
amplificadas de seqiiéncias caracterizadas), desenvolveram um par de primers
que amplifica um fragmento de DNA (321 pb) que est4 intimamente ligado ao
alelo Ry,q; 0 qual confere resisténcia extrema ao PVY. Estes marcadores foram
testados utilizando 103 linhas melhoradas de batata e cultivares com grande
diversidade genética. O conjunto de primers designado de RYSC3, descritos
pelo autor, mostrou 100% de eficiéncia na deteccdo do alelo Ry,q,, ou seja, em
clones previamente testados e classificados como resistentes, quando utilizado
esse marcador, foram identificadas as bandas, ja que clones que possuem o alelo
de resisténcia apresentam a banda, quando faz-se a andlise molecular. Clones
classificados anteriormente como suscetiveis nio apresentaram a banda. Assim,
a selecdo assistida por marcadores para esse gene em programas de
melhoramento de batata € um poderoso instrumento.
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3 MATERIAL E METODOS -

3.1 Material

Foram avaliados 65 clones de batata (denominados OAS), previamente
selecionados para imunidade aos virus X e Y, obtidos por Silva (1999). Também
foram avaliados outros 180 clones (denominados JUG) para reagiio ao virus Y.
Os clones JUG foram obtidos por meio de cruzamentos biparentais entre
materiais também imunes ao virus X e Y, na condi¢do simplex, originados no
Centro Internacional de la Papa (CIP), Peru. A genealogia dos clones XY,
empregados como genitores para a obtencdo das oito familias OAS, encontra-se
na Tabela 1 ¢, para as familias JUG, na Tabela 2. Esses genitores, além de genes
para imunidade aos virus X e Y, apresentam também uma série de outras
caracteristicas de interesse, tais como precocidade, tolerdncia ao calor,
nematoides e resisténcia a pinta preta (Alternaria solani) (CIP, 1989)

3.2 Experimentos

Foram conduzidos dois ensaios com os clones QOAS para avaliar o
desempenho agronémico em campo. Foram feitos também dois ensaios para
avaliar a reagdo ao PVY pela enxertia destes clones em tomateiro infectado. Os
clones OAS foram também cruzados com a cultivar suscetivel Chiquita (ry ry ry
ry) para a identificacdo das suas constituigdes genéticas em relagdo ao gene Ry.
Os clones originados deste cruzamento teste foram avaliados para a reagdo ao
virus Y por meio do teste DAS-ELISA em plantas inoculadas mecanicamente
com 0 PVY e também pelo método de marcadores SCAR, segundo Kasai et al.
(2000).
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TABELA 1. Genealogia dos clones OAS imunes ao virus X e Y, identificados por Silva (1999).

Nimero de clones avaliados

Familia Exp. Silvianépolis  Exp. S#o Joiio da Clones Genealogia dos clones genitores
1999 Mata, 2000 genitores

OAS 1 12 13 XY9-XYI3  (Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x 575049)

OAS 2 14 13 XY2 -XY4 (Bzurax LT-7) x (LT-8 x C83.1 19)

OAS 3 11 8 XY9-XY10 (Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x 1-1039)

OAS 4 8 7 XY3~-XY9 (LT-8 x 575049) x (Atlantic x Y84.007)

0AS 5 1 1 XY2-XY13 (Bzura x LT-7) x (LT-8 x 575049)

OAS 6 12 4 XY11-XY10 (Y84.007 x Atlantic) x (LT-8 x 1-1039)

OAS 7 2 1 XY2-XY3  (Bzurax LT-7) x (LT-8 x 575049)

OAS 8 1 0 XY11 - XY3  (Y84.007 x Atlantic) x (LT-8 x 575049)

TABELA 2. Genealogia dos clones JUG testados para imunidade ao virus Y em S#o Jodo da Mata, 2001.

Familia Num. de clones avaliados Clones genitores Genealogia dos clones genitores
JUG 1 30 XY7-XY9  (LT-8 x C83.119) x (Atlantic x Y84.007)
JUG 2 26 XY9-XY13  (Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x 575.049)
JUG 3 27 XY17 - XY9 (LT8xAVRDC128719) x (Atlantic x Y84.007)
JUG 4 29 XY5-XY9  (LT-8 x 575.049) x (Atlantic x Y84.007)
JUG 5 29 XY9-XY19  (Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x C83.55 1)

JUG 6 28 XY9-XY4 _ (Atlantic x Y84.007) x (LT-8 x C83.1 19)




Os clones JUG foram avaliados para a reagio ao PVY, também por
inoculagio mecdnica e diagnosticados pelo método DAS-ELISA. Estes clones
também foram avaliados em condigdes de campo.

Os ensaios para avaliar a reagiio ao virus Y e a constituigio genética
foram realizados na casa de vegetagio no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Os testes sorologicos para reagio das plantas ao virus Y foram
realizados no Centro de Indexagdo de Virus de Minas Gerais, Departamento de
Fitopatologia e os testes moleculares, no Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Biologia, ambos localizados na Universidade Federal de
Lavras.

3.3 Avaliacdo dos clones em condicdes de campo

3.3.1 Clones OAS

Os ensaios de campo para avaliar os clones OAS foram conduzidos em
propriedades particulares localizadas em Silvianépolis e Sdo Jodo da Mata, na
regido sul do estado de Minas Gerais. O delineamento empregado em
Silvianépolis (saffra de inverno - margo a junho de 1999), foi o latice quadrado
8 x 8. No experimento de Sdo Jodo da Mata (safra das aguas — novembro de
1999 a fevereiro de 2000), foi empregado o latice triplo 7 x 7.

Em ambos os ensaios, a parcela experimental foi constituida de trés
plantas espagadas de 0,35 m e entre linhas de 0,75 m. Como testemunhas foram
empregadas as cultivares Achat e Baraka (em Silvianopolis) e Monalisa e
Baraka (em S3o Jodo da Mata). No plantio, foi feita uma adubagio com a
formulagdo 4-14-8 (N, P,O;s e K;0 ) na dosagem de 3,0 t/ha e inseticida de solo
(aldicarb) na dosagem de 10 kg/ha. Por volta dos 40 dias apés o plantio,
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realizou-se a adubagdo nitrogenada em cobertura com 300 kg/ha de sulfato de

amdnio e 160 kg/ha de cloreto de potassio, seguida da operagiio de amontoa. Os

tratos fitossanitirios foram realizados durante a condugdo dos experimentos,

visando manté-los sem a competi¢do de plantas invasoras e danos de pragas e

doengas.

Foram avaliados os seguintes caracteres:

a) producdo por planta (em g);

b) porcentagem de tubérculos graudos — didmetro transversal acima de 45 mm,;

¢€) peso médio de tubérculos graudos;

d) peso especifico dos tubérculos, obtido pela formula: D = peso ar / (peso ar —
peso agua). Os pesos no ar € na agua foram determinados em balan¢a
hidrostatica.

Para a classificagiio dos clones foi utilizado o indice com base na soma
de postos ou ranks (Mulamba e Mock, 1978), considerando-se os caracteres
produgio por planta, porcentagem de tubérculos graudos e peso especifico dos
tubérculos. Este indice consiste em classificar os clones em relagio a cada um
dos caracteres, em ordem favoravel ao melhoramento. Uma vez classificados,
sdo somadas as ordens de cada material genético referente a cada cardter,
resultando em uma medida adicional tomada como indice de selegdo (Cruz e
Regazzi, 1994).

3.3.2 Clones JUG

O ensaio de campo para avaliar os clones JUG foi conduzido também no
municipio de Sdo Jodo da Mata (safra das aguas — outubro de 2000 a Jjaneiro de
2001), empregando-se o delineamento latice simples 13 x 13. O tamanho das
parcelas, bem como todos os tratos culturais utilizados e os caracteres avaliados

foram os mesmos empregados nos ensaios dos clones OAS.
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3.4 Avaliacdo da reacfio dos clones a0 PVY por meio da enxertia em

tomateiro infectado

As sementes de tomate foram plantadas em bandejas e na mesma época
foram plantados os clones de batatas em vasos plasticos. Apés 18 dias as mudas
de tomateiro foram transplantadas para vasos plasticos e feito o tutoramento.

O moculo foi preparado apés a maceragdo de folhas novas infectadas
com o virus Y (estirpe PVY™-Br) proveniente da colegio do Departamento de
Fitopatologia da UFLA e estabelecida na planta indicadora Nicotina tabacum,
cultivar TNN. Esse macerado de folhas infectadas foi misturado com soluggo
tampao de fosfato de sddio monobasico 0,01 M e sédio fosfato dibasico 0,01 M,
a pH 7,0, previamente preparada.

A inoculagdo foi realizada cinco dias apds o transplantio. Antes da
inoculago, foi pulverizado carborundum 400 mesh sobre as folhas de tomateiro
a fim de promover pequenos danos mecanicos e permitir a entrada das particulas
virais. As inoculagdes foram feitas manualmente planta a planta, utilizando
algoddo umedecido com o indculo. A enxertia das plantas de batata sobre o
tomateiro foi realizada 21 dias apés a inoculagio.

O enxerto foi efetuado na forma de garfagem, utilizando ramas de
tomates com o mesmo didmetro de ramas de batata, amarrando-se com fitilho
plastico. De cada clone foram feitas duas enxertias. Apds o pegamento (em torno
de 15 a 20 dias), avaliou-se a reagfio dos clones e dos tomateiros a0 PVY por
meio do teste sorologico DAS-ELISA.
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3.5 Cruzamento teste

Foram obtidas sementes botanicas do cruzamento de 15 clones QAS
com a cultivar Chiquita (nuliplex). A descendéncia de cada clone foi semeada
em bandejas de isopor, contendo substrato organomineral. Aproximadamente 21
dias ap6s o plantio, no estigio de quatro folhas verdadeiras, as plantulas foram
transplantadas para sacos de polietileno preto (10 cm x 15 cm) contendo o
mesmo substrato. Apés 21 dias, 20 sedlings de cada cruzamento foram
inoculados com o PVY.

As reagGes das plantas ao virus Y foram avaliadas pelo método DAS-
ELISA. A descendéncia do cruzamento teste foi avaliada também pelo marcador
RYSC3, de acordo com Kasai et al. (2000).

O conjunto de primers utilizado, que € designado de RYSC3, apresenta a
seguinte seqiiéncia: 5'ATACACTCATCTAAATTTGATGG
3°(3.3.3 s)eS'AGGATATACGGCATCATTTTTCCGA3'
(ADG23R).

3.6 Reacdo dos clones JUG ao PVY

Os 180 clones foram plantados em vasos plasticos contendo substrato
organomineral. A inoculagio com o virus Y foi efetuada 21 dias apés o plantio.
O inéculo foi preparado da mesma forma descrita anteriormente.

A reagdo das plantas a0 virus Y foi avaliada também pelo método
sorologico DAS-ELISA.

20



3.7 Analises estatisticas

3.7.1 Ensaios de campo
Para os ensaios dos clones em condigdo de campo foi adotado o seguinte

modelo estatistico:

Yijt = 1L+ 15+ t; + byg) + e em que:
Yij: valor observado na parcela que recebeu o tratamento i no bloco k dentro da
repeti¢ao j;
p: média geral;
rj: efeito da repeticdo j, j = 1, 2 (em Silviandpolis e Sdo Jodo da Mata, 2001); e j
=1, 2, 3 (em Sdo Jodo da Mata, 2000);
ti: efeito do tratamento i, 1= 1, 2, ..., 64 (em Silvianopolis); i =1, 2, ..., 49 (Sio
Jodo da Mata, 2000); e i =1, 2, ..., 169 (Sdo Jodo da Mata, 2001):
big): efeito do bloco k dentro da repetigio j, k=1, 2, ... 8 (em Silvianépolis); k
=1, 2, ..,7 (em Sao Jodo da Mata, 2000); e k = 1, 2, ..., 13 (Sdo Jodo da
Mata, 2001);

e;jk: erro experimental, e;; (INID (0,57).

Foi realizado o teste de comparagdo das médias dos tratamentos com as
testemunhas, denominado de Dunnett, pelo programa SAS (1990), para todas as
caracteristicas avaliadas. Os clones que superaram as duas testemunhas foram
selecionados. A ordem de classificagdo foi feita pelo indice de soma de postos
de Mulamba e Mock (1978).



»F

3.7.2 Cruzamento teste

Para testar a constituigdo genética dos genitores, aplicou-se o teste 1
empregando-se as seguintes hipéteses:

Hy: segregacio de S resistentes: 1 suscetivel (constitui¢io duplex);

Ho: segregacdo de 1 resistente: 1 suscetivel (constituigio simplex).

3.7.3 Reagdo dos clones JUG ao PVY

A segregacio esperada em cruzamentos entre clones simplex é de trés
plantas imunes para uma planta suscetivel. Entio foi aplicado o teste %%
empregando-se as seguintes hipéteses:

Ho: segregacdo de 3 imunes : 1 suscetivel,

H,: segregacéio diferente de 3 imunes - 1 suscetivel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Avaliacdo da reaciio dos clones ao PVY por meio da enxertia em

tomateiro infectado

Foram inoculadas 78 plantas de tomateiro com o PVY em duas ocasides.
No entanto, apenas oito plantas (10,3%) apresentaram reagio positiva ao virus
pelo teste DAS-ELISA. A baixa taxa de infecgio demonstrada pelo tomateiro
pode ser explicada pela temperatura ou pelo estagio de crescimento em que a
planta foi infectada (Bradshaw e Mackay, 1994). A multiplicacio da estirpe
necrética de PVY ¢é favorecida por temperaturas entre 22°C e 26°C, nos
primeiros estigios de crescimento e entre 14°C e 26°C, nos estagios posteriores
(De Bokx e Piron, 1977). Os tomateiros foram plantados em fevereiro, quando a
temperatura, geralmente para a regido de Lavras, é superior a 25°C e foram
plantados em estufas (nas quais a tendéncia é haver temperaturas ainda maiores).
Isto poderia explicar porque ndo se teve uma alta infecgdo das plantas
inoculadas.

As enxertias realizadas nos tomateiros infectados demonstraram que os
clones de batata OAS 3.55, OAS 1.15 e OAS 1.21 devem possuir o alelo Ry,
pois as plantas de batata nio apresentaram sintomas da virose e tiveram reagio
negativa no teste DAS-ELISA. Por outro lado, os demais clones selecionados
como resistentes ao PVY por Silva (1999) nio puderam ter sua imunidade
comprovada, em fungdo da auséncia do PVY no tomateiro. Estes clones deverdo,
necessariamente, passar por novas avalia¢des.

Embora o teste de imunidade ao PVY realizado pela enxertia da batata
em tomateiro n3o tenha possibilitado a obten¢do de resultados conclusivos, os
clones OAS 2.89, OAS 2.88, OAS 3.55 e OAS 4.40, por exemplo, vém
apresentando reagdes negativas pelo DAS-ELISA em trés inocula¢des
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consecutivas, sendo duas realizadas por Silva (1999) e outra realizada no
presente trabalho. Estes resultados aumentam a probabilidade de que estes
clones sejam realmente imunes ao PVY. Outros clones identificados
anteriormente (Silva, 1999) como resistentes demonstraram a presenca de virus
e devem ser descartados. Entre eles citam-se OAS 1.28, 0AS 191, 0OAS 141, e
OAS 3.34.

4.2 Cruzamento teste

Na Tabela 3 estdo as reacdes das plantas oriundas dos cruzamentos teste
a0 PVY realizados com 15 clones OAS.

Os resultados indicam que os clones OAS 1.12, OAS 6.75 e OAS 3.48
devem apresentar constituigio duplex para o alelo Ry,4,, enquanto que os clones
OAS 1.91 e OAS 3.45 devem ser simplex para o referido alelo. Entretanto, estes
resultados devem ser vistos com ressalvas, pois a inoculagéio com o PVY pode
ter sido ineficaz, resultando em maior proporgio de plantas com reagio negativa
e levando a interpretagio equivocada da constitui¢io duplex. Por outro lado,
descarta-se a constituigdo duplex para os clones OAS 1.91 e OAS 345, em
fun¢do do grande nimero de plantas com reagdo positiva ao PVY.
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TABELA 3. Reagdo de plantas do cruzamento teste (Clones x cv. Chiquita)
ao PVY, diagnosticadas pela técnica DAS-ELISA, UFLA, 2000.

OAS  Plantas  Reagdo Reagio o* Py’ 5:1) ¥ PEi1:)
inoculadas nmegativa positiva 5:1° DUPLEX 1:1® SIMPLEX
a0 PVY a0 PVY
1.56 20 20 0 4,00 0,05-0,01 20,0 <0,001
6.34 20 20 0 4,00 0,05-001 20,0 <0,001
1.102 20 20 0 4,00 0,05-001 20,0 <0,001
1.66 20 20 0 400 0,05-0,01 200 <0,001
3.27 20 19 1 1,96 0,20-0,10 16,2 <0,001
2,74 20 18 2 0,64 0,50-0,30 12,8 <0,001
1.12 20 17 3 0,04 0,90-0,80 9,80 0,01-0,001
6.75 20 17 3 0,04 0,90-0,80 9,80 0,01-0,001
348 20 17 3 0,04 0,90-0,80 9,80 0,01-0,001
1.28 20 16 4 0,16 0,70-0,50 7,20 0,01-0,001
1.41 20 16 4 0,16 0,70-0,50 7,20 0,01-0,001
334 20 16 4 0,16 0,70-0,50 7,20 0,01-0,001
222 20 14 6 2,57 0,20-0,10 3,20 0,10-0,05
1.91 20 12 8 7,86 0,01-0,001 0,80 0,50-0,30
3.45 20 11 9 11,58 < 0,001 0,20 0,70-0,50

a) Constituigio duplex (RyRyryry)
b) Constituicdo simplex (Ryryryry)

A avaliagdo das plantas do cruzamento teste com o marcador RYSC3
(Kasai et al, 2000) permite a identificacio do alelo Ry.s, podendo-se fazer
inferéncias sobre a constituigio genética do clone parental. Na Figura 1, sio
apresentadas trés cultivares com reagio ao PVY conhecida e 0 DNA marcador
do tamanho da banda (310 pb), denomidado de @x-174-RF DNA Hae III
Digest (*). As cultivares Pentland Dell (1) e Desirée (2) sdo suscetiveis a0 PVY
e n3o apresentaram a banda em nenhuma das trés repetigdes e o clone 7 XY-1
(3) ¢é resistente ao PVY e apresenta a referida banda nas trés repeti¢cdes, como
verificado por Kasai et al. (2000).

Dos 15 clones OAS avaliados, apenas os descendentes do cruzamento
teste com o clone OAS 3.48 desenvolveram a banda especifica para o par de

primer utilizado. Neste caso, observou-se que, das vinte plantas testadas, oito



apresentaram a referida banda (presenga do alelo Ry) e 12 nio a apresentaram
(auséncia do alelo Ry) (Figura 2). Dessa forma, pode-se concluir que o clone
OAS 3.48 ¢é simplex, produzindo na descendéncia do cruzamento teste a
proporgdo de 1 imune: 1 suscetivel (x* = 0,80 — 0,30<P<0,50). Este resultado
mostra, mais uma vez, que a inoculagio com o PVY nio deve ter sido eficaz,
pois o clone OAS 3.48 havia sido identificado como sendo duplex, quando
avaliado pelo método DAS-ELISA. Para os demais clones nio houve formagao
da banda especifica, o que pode ter ocorrido devido a presenca de sais estranhos

Juntamente com o primer, segundo informagGes do proprio fabricante.

FIGURA 1. Presenca ou auséncia de bandas identificadas pelo par de primer
designado RYSC3 por meio de PCR das cultivares Pentland Dell (1) suscetivel
(sem banda), Desirée (2) suscetivel (sem banda) e 7 XY-1 (3) resistente (com
banda) e do marcador de tamanho de banda (*) 310 pb, UFLA, 2000.
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FIGURA 2. Presen¢a ou auséncia de bandas pelo par de primer designado
RYSC3 por meio de PCR, da descendéncia do cruzamento teste
da familia OAS 3.48, UFLA, 2000.

4.3 Reacao dos clones JUG ao PVY

Na Tabela 4 encontra-se o nimero de clones das familias JUG com
reagdo negativa e positiva ao PVY pela técnica DAS-ELISA. Em média, 80,5 %
dos clones apresentaram reagio negativa.

TABELA 4. Reagdo de clones de batata diagnosticados pela técnica DAS-
ELISA, UFLA, 2000.

Familias N°de clones com N°de clones com Proporgio 1 P
reacdo negativa  reacdo positiva  esperada

JUG 1 27 3 3:1 3,60 0,10-0,05
JUG 2 24 6 3:1 0,40 0,70-0,50
JUG 3 21 9 3:1 0,40 0,70-0,50
JUG 4 24 6 3:1 0,40 0,70-0,50
JUG 5 24 6 3:1 0,40 0,70-0,50
JUG 6 25 5 3:1 1,10 0,30-0,20
Total 145 35 3:1 2,96

O teste x* para a propor¢io 3 imunes : I suscetivel, esperada em
cruzamentos entre clones simplex, foi ndo significativa para nenhumas das
familias.

A maior discrepancia entre as freqiiéncias observadas e esperadas
ocorreu para a familia JUG 1. Considerando-se todos os 180 clones avaliados,

observou-se um y* = 2,96, também nio significativo a 5% de probabilidade.



4.4 Caracteres agronémicos em condicses de campo

4.4.1 Clones OAS
A Tabela 5 mostra o resumo das analises de variancia para os caracteres

avaliados dos clones OAS em Silviandpolis, MG.

TABELA 5. Resumo das analises de variincia para produgdo de tubérculos,
porcentagem de tubérculos graidos e densidade de tubérculos
para 64 clones avaliados em Silvianépolis, MG, 1999.

QM
Fv GL Produgdo %Tub. Graudo D(e;sllgi;! e
Repeticdes 1 50681,320 173,306 -
Trat. ajustados 63  309800,620** 794,013%# 2,2222%+
Bl/repeticdes 14  280166,419 125,566 0,7143
Erro efetivo 49 149444210 154,594 0,8163
CV (%) 49,16 24,42 0,85

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Observam-se diferengas significativas entre os 64 clones para todos os
caracteres, evidenciando grande variabilidade genética. Os coeficientes de
variagdo variaram de 0,85% para a densidade a 49,16% para a produgio de
tubérculos por planta. O valor de 49,16% ¢ considerado alto, inclusive quando
comparado com os padrdes normalmente constatados para a cultura da batata
(Vermmer, 1990).

A Tabela 6 mostra as médias para os quinze melhores clones com
resisténcia ao virus Y (PVY) avaliados nos trés testes ja citados e classificados
de acordo com o indice de soma de postos de Mulamba e Mock (1978) e
também pelo teste de Dunnett, considerando a produgdo de tubérculos por
planta, a porcentagem de tubérculos gratidos e a densidade de tubérculos.
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TABELA 6. Médias de produgdo de tubérculos, porcentagem de tubérculos
graudos e densidade de tubérculos para os 10 melhores clones e
das testemunhas com resisténcia ao PVY, avaliados em
Sivianépolis, MG, 1999.

Clones OAS Producio/planta % graudo Densidade
6.45 1392,06 78,3 1,075
242 1947.45 64,8 1,075
6.67 953,26 73,4 1,080
3.55 1500,50 76,3 1,070
1.15 1352,62 18,3 1,084
1.66 1176,75 76,7 1,070
2.89 1537,09 46,9 1,070
3.46 962,95 70,7 1,065

2.111 1254,14 67,9 1,065
2.88 776,69 56,5 1,085
4.40 1001,48 69,1 1,060

1.121 603,07 58,3 1,070
3.48 913,89 53,5 1,065
1.69 597,31 12,9 1,075
3.27 733,71 61,4 1,060
Achat 609,66 11,4 1,050

Baraka 917,42 46,1 1,060

Meédia geral 786,41 49,8 1,069

Os clones OAS 6.45, OAS 6.67, OAS 3.55, OAS 2.42 e OAS 1.66
destacaram-se como materiais mais produtivos e com razoavel densidade de
tubérculo, indicando a viabilidade de se selecionar clones promissores. Esses
clones superaram as testemunhas (Achat e Baraka) praticamente em todos os
caracteres, principalmente para a densidade de tubérculos. Ja o clone OAS 1.15,
embora tenha sido produtivo e com alta densidade de tubérculos, apresentou
uma baixa porcentagem de tubérculos graudos, embora ndo pior que a da
cultivar Achat. O clone OAS 2.111 mostrou-se produtivo e com razoavel
porcentagem de tubérculos graudos, porém, com densidade de tubérculos abaixo
da média, embora ndo inferior as testemunhas. O clone OAS 1.69, embora
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apresente média de producdo inferior a testemunha Baraka, se sobressaiu devido
a alta densidade apresentada. A densidade de tubérculos é altamente
correlacionada com o seu teor de amido e matéria seca, e influencia a absorgio
de dleo, ou seja, quanto maior a densidade, maior a porcentagem de matéria seca
e menor ¢ a absorgdo de 6leo. Influencia também a eficiéncia do processamento
e a producdo de batata consumo na forma de “chips”. Para a industria de
processamento de batata, recomenda-se uma densidade de tubérculos acima de
1,080 (Gould, 1988). No Brasil, para processamento na forma de “chips”, Melo
(1999) recomenda a utilizagiio de tubérculos com teor de matéria seca minimo
de 20,5%, o que equivale a uma densidade relativa de tubérculos de 1,075.
Quanto a porcentagem de tubérculos graudos, alguns clones apresentaram
valores acima de 70%. Este caréter é de grande importincia, uma vez que, para a
comercializagdo, sdo valorizados os tubérculos com didmetro transversal acima
de 45 mm.

A Tabela 7 mostra o resumo das analises de variancia para os caracteres
avaliados dos clones OAS em Sio Jodo da Mata, MG.

TABELA 7. Resumo das anilises de varidncia para produgdo de tubérculos,
porcentagem de tubérculos graudos e densidade de tubérculos
para 49 clones avaliados em S3o Jodo da Mata, MG, 2000.

QM
Fv Ol Produgio  %Tub. graido D&'“si‘g'i;’e
Repetigdes 2 4102,286 580,933 -
Trat, Ajustados 48 5257989,024™° . 21052,318™ 4,131
Bl/Repeticdes 18 2093143,690 5296,993 4,319
Erro Efetivo 78 _ 9165492,566 26975,332 4,500
CV (%) 37,37 31,87 1,96
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Néo foi detectada diferenca significativa entre os clones para todos os

caracteres, embora o coeficiente de variagio para produgdo tenha sido menor

que o do experimento de Silvianépolis.

Na Tabela 8 estio as médias para os quinze melhores clones com

resisténcia ao virus Y (PVY), avaliados nos trés testes realizados e classificados
também de acordo com o indice de soma de postos de Mulamba e Mock (1978).

TABELA 8. Médias de produgio de tubérculos, porcentagem de tubérculos

graudos e densidade de tubérculos para os 15 melhores clones
com resisténcia a0 PVY e das testemunhas, avaliados em Sio
Jodo da Mata, 2000.

Nome Producio/Planta % graido Densidade
OAS 2.88 1200,00 76,1 1,089
OAS 2.89 1416,67 75,6 1,080
0AS 1.2] 1022,22 66,9 1,082
OAS 6.19 833,33 62,2 1,090
OAS 1.15 941,67 65,3 1,084
OAS 2.111 1126,39 63,7 1,078
OAS 2.116 833,33 61,8 1,085
OAS 4.24 1013,89 72,7 1,076
OAS 4.25 886,11 58,2 1,082
OAS 3.55 886,11 66,7 1,077
0AS 1.121 983,33 66,7 1,074
OAS 1.66 1075,00 69,7 1,069
0AS 5.12 1205,56 67,5 1,061
OAS 2.74 877,78 57,1 1,079
OAS 3.27 972,22 65,4 1,071
Amplitude de 1454,17 77,60 1,090
variagio 569,44 23,82 1,045
Monalisa 777,78 50,8 1,078
Baraka 816,67 55,1 1,072
Meédia geral 916,35 57,5 1,077

Embora a anilise de variancia ndo tenha detectado diferenca

significativa para nenhum carater, observou-se, por exemplo, uma diferenca de
até 600 g/planta entre alguns clones.
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A Tabela 9 mostra a média dos vinte melhores ciones que vém
apresentando, ao longo de trés avaliages, reagdes negativas ao virus Y e étimo
desempenho agronémico. Os resultados mostram que os clones OAS 2.88, OAS
2.89, OAS 2.111 e OAS 3.55 destacaram-se nos trés experimentos realizados
(dois no presente trabalho € um por Silva, 1999) e apresentam também reagio
negativa ao PVY. Estes clones apresentam alta porcentagem de tubérculos
graudos, produgio de tubérculos acima de 950 g por planta e alta densidade (o
equivalente a teor de matéria seca superior a 19%), indicando que s3o realmente
promissores para a selecio.

TABELA 9. Média dos melhores clones avaliados em trés experimentos e com

reagdo negativa ao PVY.

Clones OAS Producdio média % média de graiidos  Densidade
4.40 806,97 82,3 1,067
2.89 1156,34 68,8 1,075
2.88 973,01 66,8 1,087
3.55 1031,88 73,1 1,070
2.111 995,82 74,4 1,072
3.48 1008,46 73,2 1,068
6.67 914,51 69,2 1,078
5.12 797,12 73,1 1,076
6.19 711,40 70,5 1,080
1.66 929,28 77,1 1,065
1.15 1007,35 61,6 1,072
3.27 811,23 72,8 1,066
1.21 730,22 64,1 1,074
346 780,24 69,4 1,066
2.74 654,58 35,8 1,085
2.34 681,35 58,0 1,073
1.64 567,75 52,5 1,075
1.69 604,42 35,2 1,078
4.30 530,85 51,3 1,074
4.45 755,10 50,4 1,053

Baraka 867,04 50,6 1,066
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4.4.2 Clones JUG

A Tabela 10 mostra o resumo das andlises de variincia para os
caracteres avaliados dos clones JUG em S3o Jodo da Mata, MG, 2001.

TABELA10. Resumo das anilises de variancia para a produgdo de
tubérculos, porcentagem de tubérculos graidos, peso médio de
tubérculos graiidos e densidade de tubérculos para 169 clones
JUG avaliados em Sdo Jodo da Mata, MG, 2001.

QM

Fv GL %Tubérculos  Pesomédio  Densidade

Producdo graido de graidos (x 10
Repeticdes 1 649887695 1390,794 0,027 14,086
Tratamentos 168 120241,579** T774.914%*%  2037,054%* 2.312%*
Bl/repetic3es 24  82818,89%4 151.001 712,95 0,643
Erro efetivo 144 47786317 200,168 921,123 0.708
CV (%) 33,90 38.14 30,95 0.78

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Observam-se diferencas significativas entre os 169 clones para todos os
caracteres, evidenciando grande variabilidade genética. Os coeficientes de
variagdo variaram de 0,78 para a densidade a 38,14 para a porcentagem de
tubérculos por planta.

A Tabela 11 mostra as médias para os 35 melhores clones com
resisténcia ao virus Y (PVY) e classificados de acordo com o indice de soma de
postos de Mulamba e Mock (1978), considerando a produgio de tubérculos por
planta, a porcentagem de tubérculos graudos, o peso médio de tubérculos
graudos e a densidade de tubérculos.

Alguns clones destacaram-se como materiais muito produtivos, com
peso médio dos tubérculos acima da média geral do experimento e da
testemunha (Tabela 11), como, por exemplo, os clones JUG 6.01 e JUG 6.02 e
com excelente densidade, o que corresponde 2 elevada porcentagem de matéria
seca. Estes resultados indicam a possibilidade de se selecionar bons clones.
Esses clones superaram a testemunha (Monalisa) em todos os caracteres,

principalmente para a produgio e densidade de tubérculos. Quanto a
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porcentagem de tubérculos graudos, alguns clones apresentaram valores acima
de 70%, porém, a maioria apresentou uma porcentagem baixa em relacio a
testemunha.

TABELA 11. Meédias de producio de tubérculos, porcentagem de
tubéreulos graiidos e densidade de tubérculos para os melhores
35 clones com resisténcia ao PVY, avaliados em S3o Joio da

Mata, MG, 2001

JUG Produgiio/planta % graidos PM graudo Densidade
6.01 1331,30 76,90 151,00 1,075
6.02 1290,56 64,10 134,00 1,085
2.20 1014,05 62,20 122,50 1,080
4.09 1008,96 75,50 116,50 1,075
3.03 828,73 51,80 115,50 1,085
422 1154,76 67,50 119,00 1,070
1.19 685,48 78,30 160,50 1,075
3.27 1008,13 57,10 116,00 1,075
6.06 676,52 55,30 128,50 1,080
1.18 634,26 65,70 123,50 1,080
6.04 92327 42,90 108,00 1,085
1.14 786,71 67,30 109,00 1,075
5.16 961,85 60,40 129,00 1,065
1.21 832,30 56,30 109,10 1,075
5.08 776,70 61,10 109,00 1,075
5.17 1148,57 81,90 110,50 1,065
6.21 805,53 70,80 123,00 1,065
429 787,39 41,60 108,00 1,080
215 740,22 47,60 102,50 1,085
3.17 1195,18 45,10 120,50 1,063
1.10 640,84 23,30 175,85 1,090
4.20 986,01 77,50 113,50 1,060
3.11 1123,35 33,00 109,80 1,075
3.25 778,38 60,30 87,55 1,090
4.02 992,00 45,00 120,00 1,065
1.09 872,28 51,80 100,80 1,070
1.15 724,18 53,00 101,00 1.075
1.20 521,17 49,00 109,00 1.080
6.25 712,29 48,00 103,50 1.075
6.12 623,01 48,70 101,10 1,080
2.13 596,40 34,10 129,60 1.075
1.22 872,44 40,10 93,80 1,080
4.17 1010,70 58,50 105,00 1.060
6.28 51528 27,90 152,50 1.080
4.12 774,96 44,80 114,00 1.065
Amplitude de 1331,30 81,85 175,85 1.095
variagdo 147,17 0 37,50 1.035
Monalisa 676,39 72,47 133,18 1.063
Média geral 644,82 36,44 69.45 1.071
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CONCLUSOES

* A inoculagio de clones de batata e em tomateiros com PVY nio foi eficaz e
nio permitiu a comprovagio da imunidade dos clones supostamente imunes e
nem de sua constitui¢do genética no loco Ry.

® O marcador SCAR denominado RYSC3 parece ser uma ferramenta mais
eficaz do que a inoculagio mecinica para selecionar clones de batata imunes ao
PVY, pois ndo requer a inoculagdo das plantas com os virus.

» Foram identificados novos clones de batata (JUG) supostamente imunes ao
PVY, com akta produgdo, razoavel porcentagem de tubérculos graiidos e alta
densidade de tubérculos.

* Os clones OAS 2.88, OAS 2.89, OAS 2.111 e OAS 3.55 destacaram-se
agronomicamente em trés experimentos ja realizados, além de apresentarem
também reacio negativa ao PVY. Estes clones também apresentam alta
densidade dos tubérculos, que confere melhor qualidade para a fritura.
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