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Resumo

KNEIB, Raquel Bartz. Identificagdo e dosagem alélica de marcadores
moleculares associados a resisténcia ao virus Y em batata. 2014. 45f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de P6s-Graduagcdo em Agronomia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

A batata é o terceiro principal alimento produzido no mundo, e € um dos cultivos
mais promissores para suprimir a fome em paises em desenvolvimento. Cerca de 40
viroses infectam a cultura da batata, entre estas, o Potato virus Y (PVY) &,
atualmente, o que causa maior impacto negativo na cultura. O PVY é transmitido de
diversas formas, todas com controle e manejo deficitarios, tornando a resisténcia
genética a medida de controle mais eficaz. Esta resisténcia € controlada pelos genes
Ry encontrados em espécies silvestres de batata. Marcadores do tipo SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region), os quais amplificam a regido que
contém o gene Ry, foram desenvolvidos e estdo disponiveis para uso pelos
programas de melhoramento de batata. Este trabalho foi realizado com o objetivo de
aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento de batata em relacdo a
resisténcia ao PVY fazendo uso da selecéo assistida por marcadores moleculares. A
dissertacao foi dividida em dois capitulos. No primeiro, visando estimar a dosagem
alélica do gene Ry e selecionar clones com multiplas copias do gene Ry para serem
usados como genitores no programa de melhoramento de batata, foram genotipadas
sete familias clonais, envolvendo cinco genitores com resisténcia ao PVY, utilizando
os marcadores SCAR RYSC3 e M45. Para o0 gene Ryaqg, COM base no marcador
RYSC 3, dos cinco genitores resistentes ao PVY avaliados, quatro, C1883-22-97,
C2372-02-02, C2388-01-02, e MB9846-1, sao simplex, e o genitor C2389-01-02 &
duplex. Para o gene Rysi,, cOom base no marcador M45, dois genitores, C2388-01-02
e MB9846-1, sao simplex, e o genitor C2389-01-02 € duplex. Para os genitores
C1883-22-97 e C2372-02-02, as frequéncias observadas de presenca do gene Rysio,
nas progénies avaliadas, ndo se adequaram estatisticamente a nenhuma das
constituicdes genotipicas propostas. No segundo capitulo, com objetivo de identificar
germoplasma de batata com resisténcia extrema ao virus Y associada aos
componentes da aparéncia e do rendimento de tubérculos, além verificar as
associacles entre esses caracteres, foram avaliados clones portadores do gene Ry,
oriundos de oito combinacdes genéticas distintas. As combinacbes genéticas
C2389-01-02 x Asterix, e, BRS Ana x C1883-22-97, mostraram maior potencial para
serem exploradas visando agregar a resisténcia ao virus Y aos caracteres
desejaveis de rendimento e de aparéncia de tubérculo. O grau de correlacédo entre
caracteres indica fortissima e direta associacéo entre aparéncia geral e aspereza de
tubérculo; forte e direta associacdo da intensidade da cor de pelicula com aspereza
e aparéncia geral de tubérculo, entre nimero e massa media de tubérculo, entre
massa média e cor da pelicula, e entre massa total e nimero total de tubérculos; e
forte e inversa associacdo de formato com cor da polpa, cor da pelicula e massa
média de tubérculos. Os resultados encontrados no nosso estudo mostraram que 0s
marcadores moleculares RYSC3 e M45 sdo uma importante ferramenta para ser
usada pelos programas de melhoramento de batata visando acelerar o processo de
desenvolvimento de cultivares com resisténcia ao PVY.

Palavras chave: dosagem alélica; SCAR; virus Y; Solanum tuberosum.



Abstratct

KNEIB, Raquel Bartz. Identification and allelic dosage of molecular markers
linked to resistance to potato virus Y. 2014. 45f. Master’s thesis — Graduate
Program of Agronomy. Federal University of Pelotas, Pelotas — Brazil

Potato is the third main food crop in the world, and is one of the most promising crop
to suppress hunger in developing countries. From the 40 viruses which infect potato
growing fields, Potato virus Y (PVY) is currently considered the most important one.
PVY is transmitted by several ways, all of them with limited control, begin genetic
resistance the main way to control this important disease controlled by Ry genes.
Molecular markers, which amplify the region containing Ry gene have been
developed and are available to be used by potato breeding. This work was
developed with the aim of increasing the efficiency of potato breeding programs for
resistance to PVY making use of molecular assisted selection. The dissertation is
divided into two chapters. In the first chapter, in order to estimate allelic dosage of Ry
genes in clones used as genitors in the breeding program, progenies from seven
families were genotyped with the markers RYSC3 and M45. For Ryadg gene, based
on the marker RYSC, from the five PVY resistant parents analysed, four are simplex,
C1883-22-97, C2372-02-02, C2388-01-02 and MB9846-1, and one is duplex, C2389-
01-02. For Rysix gene, based on the marker M45, both parents, C2388-01-02 and
MB9846-1, are simplex, and the parent C2389-01-02 is duplex. For the C1883-22-97
and C2372-02-02, it was not possible to estimate the allelic dosage of the Rys, gene.
In the second chapter, in order to identify germplasm with extreme resistance to PVY
associated to desirable agronomic traits, clones carrying the Ry gene, belonging from
eight different genetic combinations, were evaluated for characteres related to tuber
appearance and yield. The genetic combinations C2389-01-02 x Asterix and BRS
Ana x C1883-22-97 showed good potential to be exploited in order to add resistance
to virus Y to traits related to yield and tuber appearance. The correlation between
traits indicates very strong and direct association between tuber general appearance
and roughness of tuber; strong and direct association of the intensity of the periderm
color and tuber general appearance; between number of tubers per plant and
average tuber weight; between average tuber weight and intensity of the periderm
color and between the total mass of tubers per plant and total number of tubers per
plant. Also, strong and inverse associations between tuber shape and flesh color and
between periderm color and average tuber weight were detected. The results of our
study showed that the molecular markers RYSC3 and M45 are important tools to be
used by potato breeding programs to accelerate the development of cultivars with
resistance to PVY.

Keywords: allelic dosage; SCAR; PVY; Solanum tuberosum
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1. Introducéo geral

A batata (Solanum tuberosum L.) pertence a familia Solanaceae, género
Solanum, que contém mais de 2.000 espécies, das quais 200 e 20 sao conhecidas e
cultivadas, respectivamente (FORTES; PEREIRA, 2003). A espécie tetraploide
Solanum tuberosum ssp. tuberosum é a mais importante e apresenta adaptacao
para dias longos sendo cultivada em regides de climas tropicais e subtropicais
(BISOGNIN, 2003).

De acordo com IBGE (2014) a area cultivada com batata no Brasil foi de
aproximadamente 128 mil hectares com producdo de 3,5 milhdes de toneladas,
correspondente a menos de 1% da producdo mundial que € em torno de 360
milhdes de toneladas. A China é o principal produtor mundial de batata, seguida de
Russia, India, Ucrania e Estados Unidos, enquanto que o Brasil ocupa a 20°
colocacdo (FAOSTAT, 2014).

Atualmente, a batata é o terceiro principal alimento produzido no mundo,
sendo superado apenas pelo arroz e pelo trigo, e € um dos cultivos mais
promissores para suprimir a fome em paises em desenvolvimento. Isso se deve a
suas qualidades nutricionais, sendo fonte de carboidratos, vitaminas, fibras entre
outros, aliado ao elevado potencial produtivo (TOFOLI et al., 2013).

Espécies silvestres de batata ocorrem exclusivamente nas Américas, desde o
sudeste dos Estados Unidos até o centro da Argentina e Chile, esta amplitude de
ambientes em que ocorrem sugere que estes recursos sejam importantes fontes de
resisténcia a estresses abioticos e bidticos (CASTRO, 2008). No processo de
domesticacdo da batata, foram selecionadas plantas com menores teores de
glicoalcaldides, pois conferiam sabor amargo e toxidez em determinadas
concentragfes, porém estes compostos funcionam como mecanismo de defesa da
planta contra acdo de insetos e microrganismos (MACHADO; TOLEDO, 2004;
SIMMONDS, 1995).

Entre os patdgenos que causam doencas ha cultura da batata, os principais
sdo o fungo Phytophthora infestans, agente causal da requeima, e as bactérias
Ralstonia solanacearum e Streptomyces scabies causadoras da murcha bacteriana
e da sarna, respectivamente. Com relagdo aos virus ha cerca de 40 viroses que

infectam a cultura da batata a campo (VALKONEN, 2007). Os mais importantes
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economicamente sdo Potato Leafroll virus (PLRV), Potato virus Y (PVY) e Potato
virus X (PVX). O PLRV era considerado até entdo o principal causador de perdas,
porém o PVY tem superado PLRV, causando perdas de até 80% (DANIELS;
PEREIRA, 2004; VALKONEN, 2007).

O PVY pertence ao género Potyvirus, e sdo reconhecidas trés estirpes, PVY®,
PVYN e PVYC. Dentro do grupo da estirpe PVY" existem ainda o subgrupo PVYN™
(SALAZAR, 1996; SINGH et al., 2008). As estirpes PVY®, ou comuns, estdo
mundialmente disseminadas e causam mosaico, necrose das nervuras, senescéncia
e queda das folhas infectadas. As estirpes PVY®, causam necrose sistémica,
ocorrem com maior frequéncia na Austrdlia e algumas regiées da Europa, Equador,
América do Norte, Africa do Sul e Nova Zelandia. J4 as estirpes PVY", ou
necroticas, causam leve mosqueado que muitas vezes passam despercebidas por
erradicadores e certificadores de batata semente, porém o subgrupo PVYN™ pode
causar necrose em forma de anéis em tubérculos e, entre as estirpes existentes, € a
mais prejudicial, pois afeta tanto a produtividade, como a qualidade do tubérculo
produzido (ANDRADE et al., 2009; DANIELS; SCHONS, 2003)

Assim como outras viroses, o PVY é transmitido por afideos, que estdo
presentes durante todo ano em condic¢des tropicais e subtropicais (FONTES; MELO,
1999). O principal vetor é o pulgdo Mysus persicae, que possui modo de
transmissdo nao persistente, sendo necessarios apenas poucos minutos para
aquisicdo e inoculacdo do virus (VALKONEN, 2007). Além dos afideos, a
disseminacdo do virus ocorre também pelo uso de tubérculos-semente
contaminados e contato mecanico, forcando o produtor a renovar a semente, a qual
representa aumento no custo de producdo (AGRINUAL, 2014; TERRES et al.,
2012).

Devido as diversas formas de disseminacéo, a medida de controle mais eficaz
€ a resisténcia genética. Esta resisténcia pode ser dada na forma de
hipersensibilidade, tolerancia ou resisténcia extrema. A Ultima é a mais promissora,
uma vez que a replicacdo do virus no hospedeiro é impossibilitada ou ocorre em um
nivel muito baixo (SOLOMON-BLACBURN; BARKER, 2001).

Genes de resisténcia extrema ao PVY foram identificados em Solanum
tuberusum ssp. andigena (Juz. & Bukasov) Hawkes (Ryadg), S. stoloniferum Schiltdl.
& Bouché (Ryst), S. chacoense Bitter (Rycnc), S. hougasii Correll (Rynou) (TIWARI et

al., 2012). Estes genes asseguram a plena protecdo contra todas as estirpes de
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PVY. O melhoramento para resisténcia ao PVY é facilitado pelo fato de ser um
carater monogénico, portanto de alta herdabilidade e duravel (SONG et al., 2005).
Estas caracteristicas possibilitam a utlizacdo da selecéo assistida por marcadores,
assim como tem sido aplicada para resisténcia ao nematoide de cisto da raiz, ao
Potato Virus X (PVX), a ferrugem tardia (BORMANN et al., 2004; COLTON et al.,
2006) e verruga da batata (GEBHARDT et al., 2006), bem como ao PVY
(HAMALAINEN et al., 1997; KASAI et al., 2000).

Para selecéo assistida por marcadores moleculares sao descritos na literatura
dois marcadores moleculares do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region), RYSC3, para os genes oriundos de S.tuberosum subsp. andigena (KASAI
et al., 2000) e M45, para os derivados da subespécie stoloniferum (BRIGNETI et al.,
1997). Com esses marcadores pode-se selecionar precocemente 0s genotipos que
herdaram os genes de resisténcia ao PVY sem sofrer influéncia do ambiente
(DALLA RIZZA et al., 2006).

O fato da batata ser tetraploide faz com que diferentes constituicdes genéticas
sejam possiveis. Desta forma, ainda que a resistencia de um genotipo duplex
(RyRyryry), triplex (RyRyRyry) ou quadruplex (RyRyRyRYy) seja tdo eficiente quanto
a de um gendtipo simplex (Ryryryry), a sua grande vantagem esta relacionada com a
maior proporcdo de genotipos resistentes nas progénies. Assim, enquanto no
cruzamento entre um genotipo simplex e um nuliplex (ryryryry) resulta em apenas
50% de gendtipos resistentes na populacédo, a progénie de um cruzamento entre de
clones triplex ou quadruplex com um nuliplex é praticamente toda resistente. O
conhecimento da dosagem alélica dos genitores permite prever a segregacado do
cruzamento e estimar com maior precisdo o tamanho da populacdo necessaria para
identificacdo de clones resistentes (ANDRADE et al.,, 2009; DE KOEYER et al.,
2011).

No processo de selecdo de clones de batata o melhorista deve considerar
varias caracteristicas, visando atender tanto o consumidor que busca tubérculos com
boa aparéncia e aptiddo culinaria, a industria que exige qualidade para o
processamento e o produtor que prioriza o rendimento (SILVA et al., 2007; NEY,
2012). No entando esta ndo é uma tarefa facil, devido principalmente ao
estreitamento da base genética da cultura, que faz com que as diferencas
observadas sejam cada vez menores necessitando de maiores populagcbes para
efetuar a selecao (HAWKES, 1978).
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Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo geral aumentar a
eficiéncia dos programas de melhoramento de batata em relagdo a resisténcia ao
PVY. Para tanto, serdo apresentados a seguir dois capitulos, cujos objetivos séo
estimar a dosagem alélica do gene Ry no germoplasma utilizado no programa de
melhoramento de batata da Embrapa, selecionar clones com mudltiplas copias do
gene Ry para serem usados como genitores no programa de melhoramento de
batata e identificar germoplasma de batata com resisténcia extrema ao virus Y

associada a caracteristicas comerciais desejaveis.



2. CAPITULO |

Dosagem alélica do gene de resisténcia ao PVY utilizando marcadores
moleculares RYSC3 e M45.

2.1 Introducéo

A batata cultivada, Solanum tuberosum L., é o terceiro alimento mais
produzido no mundo, apds o arroz e o trigo, com uma produc¢do anual superior a 370
milhdes de toneladas. No Brasil, a batata € cultivada nas regides centro-oeste,
nordeste, sudeste e sul com producdo anual acima de trés milhdes de toneladas
(IBGE, 2014).

Dentre os patdgenos que afetam a cultura da batata, o Potato virus Y (PVY)
tem sido um dos mais importantes (VALKONEN, 2007). Nos principais Estados
produtores de batata do Brasil, foi verificada a ocorréncia do PVY com incidéncia
superior ao Potato leafroll virus (PLRV) que era, até entdo, considerado o principal
virus na cultura (AVILA et al., 2009). Isso se deve principalmente ao surgimento de
novas estirpes, como PVY"™ que apresentam rapida disseminacdo no campo e
causam perdas econémicas mais significativas (GALVINO, 2011).

O sintoma caracteristico do PVY & denominado de mosaico, por apresentar
diferentes tonalidades de verde nas folhas das plantas infectadas. Além do mosaico,
de acordo com a estirpe do virus, interacdo com outros virus, e a cultivar de batata
infectada, as plantas podem apresentar outros sintomas, como rugosidade,
encrespamento, necrose ou ainda ser assintomatica, ocasionando prejuizos por
servir como fonte de inéculo a campo (RAMALHO, 2012).

A principal forma de disseminacao do PVY é pelo uso de tubérculos-sementes
infectados na propagacao vegetativa. Mais de 20 espécies de afideos possuem
capacidade de adquirir o virus e o disseminar pela lavoura. Além da batata, o PVY

possui um circulo de plantas hospedeiras relativamente grande, que servem como
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forma de sobrevivéncia para o virus, favorecendo a disseminacdo e o
estabelecimento de viroses nas areas de producédo (COSTA et al., 2010).

A propagacao vegetativa, utilizada comercialmente por produtores de batata,
pode perpetuar o virus de uma geracdo para outra, via tubérculos contaminados,
levando a degenerescéncia, e faz com que seja necessaria a utlizacdo de
tubérculos-sementes de alta qualidade e sua constante renovacdo para evitar
ocorréncia de PVY (AVILA et al., 2009).

Os gastos com a compra de tubérculos-sementes representam o mais alto
custo dentro do sistema de producao da batata, porém este valor poderia ser diluido
caso houvesse a possibilidade do produtor utilizar tubérculos colhidos em seu
proprio cultivo por duas ou mais safras, apds instalarem um campo com tubérculos-
sementes livres de virus (BRUNE; MELO, 2002). Devido a inexisténcia de controle
curativo para fitovirus, associado ao fato do controle de insetos vetores nao ser
considerado eficiente, a resisténcia genética € a melhor forma de evitar a ocorréncia
de viroses (COSTA et al., 2010).

Algumas espécies silvestres de batatas foram identificadas como resistentes
a viroses e vém sendo utilizadas em programas de melhoramento a mais de 80
anos. Esta resisténcia é controlada por dois tipos de genes de efeito maior e de
carater dominante, os genes N, que conferem resisténcia por hipersensibilidade
(HR), limitando a expanséao do virus pela morte do tecido infectado, variando a leséo
no tecido de acordo com a estirpe do virus, e 0s genes R, que conferem extrema
resisténcia (ER) a todas as estirpes de PVY (TIWARI et al., 2012).

Os genes R, de extrema resisténcia ao PVY, foram identificados em Solanum
tuberusum ssp. andigena (Juz. & Bukasov) Hawkes (Ryadg) N0 cromossomo Xl, S.
stoloniferum Schltdl. & Bouché (Rysw) nho cromossomo XI e S. chacoense Bitter
(RYche) no cromossomo IX (COCKERHAM, 1970; VALKONEN et al., 1994; TIWARI
et al., 2012).

O uso de marcadores moleculares é uma importante ferramenta para
aumentar a eficiéncia do processo de selecédo de gendtipos de interesse, diminuindo
0 tempo necessario para o desenvolvimento de novas cultivares (KOEYER et al.,
2010). O mapeamento de genes de interesse em espécies silvestres permitiu o
desenvolvimento de marcadores moleculares do tipo SCAR (Sequence

Characterized Amplified Region), os quais amplificam a regido que contém o gene
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de interesse através do anelamento de primers especificos, adjacentes a esta regido
(PARAN; MICHELMORE, 1993).

Hamalainen et al. (1998) clonaram e sequenciaram a regido no genoma da
batata ligada ao gene Ryaqg € Kasai et al. (2000) desenvolveram o marcador do tipo
SCAR, denominado de RYSC3, que amplifica essa regido. Da mesma forma,
Brigneti et al. (1997), desenvolveram o marcador SCAR que amplifica a regido ligada
ao gene Ry, denominado de M45,

A batata cultivada, em geral, € uma espécie tetraploide. O gene Ry confere
extrema resisténcia ou imunidade ja na forma simplex (Ryryryry). Portanto,
considerando segregacdo cromossOmica, em um cruzamento de genitor simplex
com genitor suscetivel € esperada uma relacdo 1 resistente : 1 suscetivel na
progénie. Entretanto, se for utilizado genitor duplex (RyRyryry) ou triplex (RyRyRyry)
a relacdo aumenta para 5 resistente : 1 suscetivel e 1 resistente : 0 suscetivel, na
progénie, respectivamente, aumentando desta forma a probabilidade de se obter
clones com imunidade ao PVY associada a outros caracteres de interesse
(SOLOMON-BLACKBURN; BARKER, 2001). Portanto, para utilizacao mais eficiente
do gene Ry no melhoramento genético de batata, € importante que se conheca a
dosagem alélica desse gene nos genitores disponiveis no programa de
melhoramento (KOEYER et al., 2010). Uma das formas de se estimar a dosagem
alélica de um gene em um determinado genoétipo é através da andlise da
segregacdo desse gene na progénie (RIBEIRO et al., 2006; HELDAK et al., 2007;
ORTEGA; LOPEZ-VIZCON, 2012; JOHN et al., 2013).

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar a eficiéncia do uso dos
marcadores RYSC3 e M45 na selecédo assistida para resisténcia ao PVY e estimar a
dosagem alélica dos genes Ry em genitores do programa de melhoramento genético

de batata da Embrapa.
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2.2 Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa
Clima Temperado, em Pelotas - RS. Foram avaliadas progénies de sete
cruzamentos, envolvendo cinco genitores resistentes ao PVY, os quais foram
escolhidos por apresentarem na sua constituicdo os genes de resisténcia ao PVY,
RYadg € Rysw (Tabela 1).

Tabela 1- Identificacdo das familias clonais avaliadas. Pelotas, 2014.

Familia Mae Pai

C-1 BRS Clara C1883-22-97*
C-2 BRS Ana C1883-22-97*
C-3 BRS Ana C2372-02-02*
C-4 Caesar C2372-02-02*
C-5 C2388-01-02* Asterix

C-6 C2389-01-02* Asterix

C-7 MB9846-1* 5897-1

*genitor resistente ao PVY, portador dos genes Rya.qq € Rysio (TERRES et al., 2012).

As sementes sexuais obtidas a partir dos cruzamentos foram tratadas com
uma solucdo de acido giberélico a 1500ppm por 24 horas, a fim de quebrar a
dorméncia e semeadas em sementeiras em agosto de 2012. Cerca de 30 dias apés
a semeadura, aproximadamente 120 seedlings de cada cruzamento foram
transplantados para sacos plasticos contendo 250mL de substrato organo-mineral,
permanecendo em casa de vegetacdo durante todo ciclo de desenvolvimento
vegetativo.

A coleta de folhas jovens de cada clone para extracdo de DNA iniciaram
aproximadamente um més apoés o transplante, e a extracao foi realizada de acordo
com protocolo descrito por DarT® (DART, 2010). A qualidade do DNA extraido foi
verificada em gel de agarose 1%, e sua concentracdo foi quantificada em
fluorémetro.

Apbs o ajuste de concentracdo do DNA, foi utilizado o marcador microssatélite
STI0003, o qual € amplamente utilizado na caracterizacdo de genotipos de batata, a
fim de confirmar a qualidade do DNA e evitar a ocorréncia de falsos negativos nas

reacoes de PCR, seguindo protocolo descrito por Ghislain et al. (2009).
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A genotipagem das progénies foi realizada com base no marcador SCAR
RYSC3 para deteccdo do gene Ryaqg € M45, para o0 Rys,, (Tabela 2). Para ambos os
marcadores as reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 9,0uL,
contendo 20ng de DNA genbémico, 0,25uM de cada primer, 0,125mM de dNTPs,
2mM de MgCl; e 1U de TagDNA polimerase.

Tabela 2 - Sequéncia dos primers utilizados para genotipagem das progénies. Pelotas, 2014.

Marcador SCAR Sequéncia do primer (5- 3") Fonte

RYSC3 F:ATACACTCATCTAAATTTGATGG Kasai et al. (2000)
R:AGGATATACGGCATCATTTTTCCGA

M45 F: CCTAGTTTCTGAGCATGTAATTTC Brigneti et al. (1997)

R: TGCAGCTATTCAAAACACATAAGG

O programa de amplificacdo foi executado de acordo com as seguintes
condi¢cBes para o marcador RYSCS3: ciclo inicial de desnaturacdo a 93°C por 9min,
seguido de 30 ciclos a 94°C por 45s, 55°C por 45s para o0 anelamento do primer e
extensdo a 72°C por 1min, finalizando com um ciclo de extensao a 72°C por 5min.
Para o marcador M45, as condi¢bes de PCR foram: 94°C por 1min, seguidos de 30
ciclos de 94°C por 20s, 58°C por 20s e 72°C por 20s, com uma extensao final a 72°C
por 20min.

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% e visualizados em fotodocumentador. As imagens foram armazenadas
em computador para avaliacdo dos produtos da amplificacdo. O marcador de peso
molecular de 1 Kb Plus (Invitrogen) foi utilizado como referéncia para estimar o
tamanho dos fragmentos amplificados usando programa computacional Bio - 1D
versdo 12.14. As variedades de batata Chieftain e Ipora foram utilizadas
respectivamente como controle negativo e positivo nas rea¢fes de PCR, seguindo
metodologia proposta por Rizza et al., 2006.

Os clones de cada cruzamento foram avaliados quanto a presenca ou
auséncia da banda de 321pb para o gene de resisténcia Ryaqg € de 500pb para o
gene de resisténcia Rysy,, de acordo com Kasai et al. (2000) e Brigneti et al. (1997),
respectivamente.

Para estimar a dosagem alélica dos genitores foi considerada a frequéncia de
reducdo a=0,1566 para determinacdo das hipéteses de constituicdbes genotipicas
(MENDOZA et al., 1996), as quais foram testadas pelo teste de x’ utilizando a

seguinte formula:
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1*=2[(0-E)*/E]

Onde ‘O’ representa a frequéncia observada para cada uma das classes,
resistente ou suscetivel, e ‘E’ é a frequéncia esperada para cada classe.

Foram testadas as seguintes hipéteses quanto as possiveis constituicdes
genotipicas dos genitores quanto a dosagem alélica dos genes Ry:
1-) Nuliplex (ryryryry): Ho - 0 alelo dominante do gene Ry segrega na proporc¢éo de 0
resistente: 1 suscetivel,
2-) Simplex (Ryryryry): Ho - 0 alelo dominante do gene Ry segrega na propor¢ao de
1 resistente: 1,17 suscetivel;
3-) Duplex (RyRyryry): Ho - 0 alelo dominante do gene Ry segrega na proporgéo de
3,56 resistentes: 1 suscetivel,
4-) Triplex (RyRyRyry): Ho - 0 alelo dominante do gene Ry segrega na proporc¢éao de
24,5 resistentes: 1 suscetivel;
5-) Quadriplex (RyRyRyRy): Hp - o alelo dominante do gene Ry segrega na
proporcao de 1 resistente: 0 suscetivel.
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No total, nos sete cruzamentos realizados foram obtidos 711 genotipos, 0s

quais foram analisados quanto a presenca ou auséncia dos genes Ry utilizando os
marcadores SCAR RYSC3 e M45 (Figura 1; Tabela 3).

Q.0 P ABYC DEE E G H

Figura 1 — Perfil molecular dos genitores e testemunhas para os marcadores RYSC3 (Gel 1) e M45
(Gel 2) em gel de agarose 1%. Identificagcao: A) Chieftain; B) Ipora; C) BRS Clara; D) C1883-22-97; E)
BRS Ana; F) C1883-22-97; G) BRS Ana: H) C2372-02-02; 1) Caesar; J) C2372-02-02; K) C2388-01-
02; L) Asterix; M) C2389-01-02; N) Asterix; O) MB 9846-1; P) 5897-1; Q) 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Pelotas, 2014

Tabela 3 — Nimero total de genoétipos analisados por familia, nimero de genétipos com presenga (+)
ou auséncia (-) da banda de 321pb para o marcador SCAR RYSC3 e da banda de 500pb para o
marcador SCAR M45 e percentual de clones com a presenca dos genes Ryaqg € RYso por familia.

Pelotas, 2014.
Clones com Clones com
Total de RYSC3 presenca do M45 presenca do
Familia  genétipos + - gene Ryaq (%)  + - gene Rysio (%)
C-1 105 36 69 34 29 76 28
C-2 111 38 73 34 36 75 32
C-3 114 39 75 34 27 87 24
C-4 104 40 64 38 34 70 33
C-5 68 35 33 51 33 35 49
C-6 100 74 26 74 71 29 71
C-7 109 47 62 43 49 60 45
Total 711 309 402 49 279 432 39
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Com o uso dos marcadores moleculares foi possivel identificar que 309
clones, (43,46%), possuem o0 gene Ryaqq sugerindo que sejam resistentes ao PVY, e
279 clones, (39,24%), possuem o0 gene de resisténcia Rys,. Estes resultados
mostram que com o0 uso da sele¢cdo assistida pelos marcadores SCAR RYSC3 e
M45 é possivel eliminar precocemente mais de 50% da populacéo avaliada, a qual é
composta por clones suscetiveis ao PVY.

Varios estudos vém sendo desenvolvidos na validacdo do marcador RYSC3
por grupos de pesquisa no Chile, Espanha e Estados Unidos, demonstrando a
eficiéncia desse marcador na selegéo de clones com resisténcia ao PVY (SAGREDO
et al., 2009; OTTOMAN et al.,, 2009; KASAI et al., 2000; LOPEZ-PARDO et al.,
2013).

Sagredo et al. (2009) obteve uma eficacia proxima a 100%, utilizando o
marcador RYSC3 ao avaliar progénies de trés familias clonais, enquanto que em
ensaios biologicos a eficacia foi inferior a 90%, devido principalmente a problemas
como mutacdes na regido de reconhecimento dos anti-soros e ineficiéncia na
inoculacado, o que resultou em falsos negativos. A inoculacdo mecanica das plantas
com o PVY, seguida da deteccéo da presenca do virus por teste ELISA € uma das
formas utilizadas para validar os marcadores SCAR ( WHITWORTH et al., 2009).
Quando comparados o teste ELISA e o marcador SCAR RYSC3, houve uma alta
coincidéncia, superior a 95%, entre os resultados positivos para resisténcia ao PVY
(OTTOMAN et al., 2009). Estes resultados evidenciam a importancia da descoberta,
validacéo e uso dos marcadores moleculares como um instrumento para tornar mais
eficiente os programas de melhoramento genético.

Entre as familias avaliadas, C-6 (C2389-01-02 x Asterix), foi a que se
destacou por apresentar o maior numero de clones com o gene resisténcia ao PVY,
74% devido a presenga do Ryaqge 71% com o gene Ry, (Tabela 3).

No melhoramento genético de batata, mais de 40 caracteres estdo envolvidos
no processo de selecdo (GEBHARDT et al., 2007). Na familia C-6, dado o alto
percentual de clones portadores dos genes de resisténcia ao PVY, a probabilidade
de se encontrar um clone com resisténcia ao PVY associada a caracteristicas
comerciais de interesse é maior do que nas demais familias.

Em funcdo do grande numero de caracteristicas agronbmicas que precisam
ser contempladas no processo de desenvolvimento de uma nova cultivar de batata,

associada a natureza autotetraploide da espécie, fazer uso do conhecimento da
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dosagem alélica de um determinado gene de interesse nos genotipos que compdem
o germoplasma disponivel ao programa de melhoramento é de grande importancia
para direcionar os cruzamentos de forma a maximizar a eficiéncia na transmissao
desse caréter.

A andlise da segregacdo dos genes Ryaqg € Rysto foi utilizada para estimar as
dosagens alélicas do gene Ry nos genitores resistentes ao PVY avaliados nesse
estudo. Os resultados do teste de 3 para cada hip6tese de constituicdo genotipica
testada para os genes Ryaqg € Rysio €ncontram-se respectivamente nas tabelas 4 e
5.

Para 0 gene Ryadg, cOm base no marcador RYSC3, dos cinco genitores
resistentes ao PVY avaliados, quatro, C1883-22-97 (familias C-1 e C-2), C2372-02-
02 (familias C-3 e C-4), C2388-01-02 (familia C-5), e MB9846-1(familia C-7), sé&o
simplex, com uma copia do gene Ryadg, enquanto que o genitor C2389-01-02 (familia
C-6), € duplex (Tabela 4).

Assim como nos resultados obtidos por Andrade et al. (2009), onde o
marcador RYSC3 permitiu selecionar clones com multiplas doses do alelo Ryaqq @
partir do cruzamento de clones duplex (RyRyryry) e posterior cruzamento-teste dos
clones com cultivar suscetivel, no presente trabalho o marcador demonstrou ser
eficiente na identificacdo de genadtipos resistentes ao PVY permitindo a estimativa de

dosagem alélica dos genitores.

Tabela 4 — Valores de significancia do teste y* para as constituicdes genéticas nuliplex (ryryryry),
simplex (Ryryryry), duplex (RyRyryry), triplex (RyRyRyry) e quadriplex (RyRyRyRy) na avaliacdo de
sete familias clonais de batata para o gene Ry,qq. Pelotas, 2014.

Constituicdo genética

Familias Nuliplex Simplex Duplex Triplex Quadriplex
C-1 129552,69* 5,88ns 117,57 1064,09* 476052,69*
C-2 144350,02* 6,27ns 124,58* 1246,58* 532850,02*
C-3 152048,69* 6,47ns 128,09* 1158,11* 56244,69*

C-4 159950,77* 2,43ns 95,30* 916,32* 409550,77*
C-5 122466,03* 0,79ns 28,10* 359,13* 108866,03*
C-6 547561,52* 31,37* 0,97ns 129,38* 67561,53*

C-7 220846,54* 0,39ns 77,77* 811,38* 384346,53*

ns: ndo significativo; * significativo a 1% de probabilidade
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Tabela 5 — Valores de significAncia do teste y* para as constituicdes genéticas nuliplex (ryryryry),
simplex (Ryryryry), duplex (RyRyryry), triplex (RyRyRyry) e quadriplex (RyRyRyRy) na avaliagéo de
sete familias clonais de batata para o gene Rys,. Pelotas, 2014.

Constituicdo genética

Familias  Nuliplex Simplex Duplex Triplex Quadriplex
C-1 84058,02* 14,41* 156,1* 1306,08* 577558,02*
C-2 129551,36* 8,32* 135,04* 1320,03* 562451,35*
C-3 72858,80* 23,02* 196,95* 1585,72* 756858,79*
C-4 115554,24* 7,51* 125,08* 1109,01* 489954,23*
C-5 108866,03* 0,16ns 34,66* 408,04* 122466,03*
C-6 504058,82* 24,99* 2,92ns 166,92* 84058,83*
C-7 240046,06* 0,06ns 69,82* 838,61* 359946,06*

ns: ndo significativo; *significativo a 1% de probabilidade

Para o gene Ryso com base no marcador M45, dos cinco genitores
resistentes ao PVY que foram avaliados, dois, C2388-01-02 (familia C-5) e MB9846-
1(familia C-7), sdo simplex, com uma coépia do gene Rys,, €nquanto que o genitor
C2389-01-02 (familia C-6), € duplex (Tabela 5), concordando com os resultados
obtidos para o gene Ryaqg, cOm base no marcador RYSC 3. Por outro lado, para os
genitores C1883-22-97 (familias C-1 e C-2) e C2372-02-02 (familias C-3 e C-4),
apesar das familias descendentes de ambos os genitores amplificarem o fragmento
de 500pb, assim como os proprios genitores em questdo, mostrando que esses
possuem o0 gene Rys, em sua constituicdo, as frequéncias observadas de presencga
do gene Rys, Nas quatro progénies avaliadas, com valores entre 0,24 e 0,33 (Tabela
3), ndo se adequaram estatisticamente a nenhuma das constituicbes genotipicas
propostas.

Tal fato pode ser justificado em funcédo do tamanho da populacdo amostrada,
concordando com os resultados obtidos por Andrade et al. (2009), que também,
estatisticamente, ndo encontrou ajuste entre a as propor¢cdes esperadas e
observadas. Outra hipotese que pode ser levantada para este fato é de que a regido
adjacente ao gene Ryg,, Na qual ocorre o anelamento dos primers especificos do
marcador M45, pode ser mais suscetivel a ocorréncia de mutacdes, ou até mesmo
ao fato desta regido estar a uma maior distancia do gene, permitindo a ocorréncia de
recombinacdo, resultando, em ambas as situacdes, na ndo amplificacdo do
fragmento esperado, levando a ocorréncia de falsos negativos.

Dos clones avaliados, e que apresentaram a presenca do gene Ry, 75,37%

amplificaram para ambos os marcadores, RYSC3 e M45. Escudero (2010) e Rizza et
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al. (2006) também encontraram em seus estudos resultados semelhantes. Uma das
hipéteses para as coincidéncias de amplificacbes utilizando o marcador
desenvolvido por Brigneti et al. (1997) para o gene Rysy,, cOm 0s resultados obtidos
com o marcador RYSC3 para gene Ry, € em funcdo de que ambos os
marcadores estéo ligados ao mesmo gene, 0 Ry (SONG, 2005; FLIS et al., 2005;
ESCUDERO, 2010).

Alguns estudos mostram que 0s genes Ryadqg € Rysio estdo localizados no
mesmo cromossomo, o Xl, e que, devido a proximidade entre eles, segregam juntos.
Esse fato justificaria 0 uso de apenas um dos marcadores na selecdo assistida
(RIZZA et al., 2006; TIWARI et al., 2012).

Ha também a hipbétese de que durante o desenvolvimento de S. tuberosum
spp. andigena, espécie onde foi identificado 0 gene Ryaqy, tenham ocorrido
introgressdes de S. stoloniferum, espécie portadora do gene Rysi, (RIZZA et al.,
2006). Os resultados obtidos por Escudero (2010) contribuem para esta hipotese,
uma vez que foram avaliados apenas clones de S. tuberosum spp. andigena e os
clones amplificaram para ambos os marcadores, RYSC3 e M45.

No presente trabalho também foram identificados clones que amplificaram
apenas para um dos marcadores, 54 para o RYSC3 e 29 para o M45, concordando
com resultados encontrados por Rizza et al. (2006), que esse fato ocorra em funcéo
de eventos de recombinacdo genética ou de mutacdes na regido adjacente aos
genes Ryagq €, 0U, Rysto, impossibilitando o anelamento dos primers.

Os resultados encontrados no nesse trabalho sugerem que é importante usar
ambos os marcadores na selecao assistida para resisténcia ao PVY com o intuito de
diminuir o erro de descarte de clones em decorréncia de falsos negativos. Os
genitores avaliados mostraram diferencas nas dosagens alélicas dos genes de
resisténcia ao PVY, RYadg € Ryswo. OS cruzamentos direcionados para resisténcia ao
virus Y devem ser priorizados com o genitor C2389-01-02, que possui duas copias

do gene Ry.
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2.4 Conclusdes

Ambos os marcadores, RYSC3 e M45, devem ser usados na selecao
assistida para resisténcia ao PVY com o intuito de diminuir o erro de descarte de
clones em decorréncia de falsos negativos.

Os genitores com portadores do gene Ry, possuem dosagens alélicas
distintas, sendo C1883-22-97, C2372-02-02, C2388-01-02 e MB9846-1, simplex e
C2389-01-02 duplex.



3. CAPITULO I

Avaliacdo de clones de batata com resisténcia ao virus Y quanto a caracteres
de interesse agronémico

3.1 Introducéo

A batata (Solanum tuberosum L.) € um importante alimento, por ser fonte de
energia e conter elevados teores de proteinas, vitaminas e minerais (QUADROS et
al., 2009). E o terceiro principal alimento produzido no mundo (FAOSTAT, 2012).

A comercializacdo de batata se da tanto na forma in natura, quanto
industrializada, e muitos caracteres devem ser considerados pelo melhorista no
processo de selecdo. Além das exigéncias dos consumidores, atacadistas e
varejistas, que consideram a aparéncia do tubérculo uma das caracteristicas mais
importantes para a aceitacdo de uma cultivar, e da industria, com uma gama de
caracteres envolvidos na qualidade industrial, os genotipos devem ter alto
rendimento de tubérculos, caracteristica priorizada pelos produtores (SILVA et al.,
2007).

Atender todas essas exigéncias, ou pelo menos grande parte delas, em um
anico gendtipo, € um grande desafio devido, principalmente, ao estreitamento da
base genética da cultura (HAWKES, 1978). Entre as plantas cultivadas de maior
relevancia para alimentacdo humana, provavelmente nenhuma outra espécie tenha
tantos parentes silvestres como a batata (HAWKES, 1994). Devido a ampla
diversidade de habitat em que estas espécies estdo distribuidas, esses recursos
genéticos sdo fonte de resisténcia a diversos estresses bidticos e abidticos
(HAJJAR; HODGKIN, 2007).

A cultura da batata é acometida por diversas doencas, e dentre as viroses, 0
Potato virus Y (PVY) vem se destacando nos dultimos anos em funcéao,
principalmente, do surgimento de novas estirpes, que apresentam rapida

disseminagcdo no campo e causam grandes perdas em produtividade (GALVINO,
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2011). O fato de a batata ser propagada vegetativamente favorece a disseminagao
de doencas virdticas, tornando a resisténcia genética a melhor forma de controle.
Nesse sentido, o desenvolvimento de cultivares com resisténcia a doencas viréticas
€ um dos principais objetivos dos programas de melhoramento genético de batata
(ANDRADE et al., 2009).

Genes que conferem resisténcia extrema ao virus Y foram identificados e
mapeados nas espécies silvestres Solanum tuberosum subsp. andigena, RYadq
(KASAI et al., 2000) e em Solanum tuberosum subsp. stoloniferum, Rys, (BRIGNETI
et al., 1997). Os programas de melhoramento vém fazendo uso desse valioso
germoplasma com o intuito de incorporar estes genes de resisténcia no processo de
desenvolvimento de uma nova cultivar. Para tal finalidade, € importante aliar a
resisténcia ao PVY com caracteristicas que atendam as exigéncias dos
consumidores (SAGREDO, 2009).

Entre os caracteres mais importantes em um programa de melhoramento
genético de batata destaca-se a aparéncia geral do tubérculo, a qual, em
contrapartida, apresenta baixa herdabilidade dificultando sua selecédo (TAI, 1975;
MARIS, 1988). Por outro lado, resultados de pesquisas vém mostrando que alguns
componentes individuais da aparéncia, como formato, profundidade dos olhos,
textura da pelicula e massa média do tubérculo, possuem maior herdabilidade,
possibilitando eliminar grande parte dos clones indesejaveis ja has geracdes iniciais,
reduzindo custo e tempo no desenvolvimento de novas cultivares (LOVE et. al.,
1997; XIONG et al., 2002; VERISSIMO et al., 2012).

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi verificar as associacdes
entre caracteres de rendimento e de aparéncia de tubérculo e avaliar o desempenho
de clones de batata com resisténcia extrema ao PVY quanto aos componentes da
aparéncia e do rendimento de tubérculos a fim de identificar germoplasma de batata

com resisténcia extrema ao PVY associada a caracteristicas comerciais desejaveis.
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3.2 Material e Métodos

Foram avaliados 213 clones (Tabela 1), oriundos de oito familias clonais de
batata e selecionados quanto a presenca dos genes de resisténcia ao PVY, Ryaqq €
Rysw, identificados com o uso dos marcadores moleculares RYSC3 e M45
(BRIGNETI et al., 1997; KASAI et al., 2000).

Tabela 1 — Genealogia das oito familias que originaram os clones com resisténcia ao PVY avaliados
neste estudo e nimero de clones avaliados/familia. Embrapa, Pelotas 2014.

Familia N° de clones/familia Mée Pai

A 12 BRS Clara C1883-22-97*

B 19 MB9846-1* 5897-1

C 37 Shepody C2080-02-00*

D 39 C2389-01-02* Asterix

E 29 BRS Ana C1883-22-97*

F 21 BRS Ana C2372-02-02*

G 32 Caesar C2372-02-02*
24 C2388-01-02* Asterix

*genitor resistente ao PVY, portador dos genes Ry.qq € Rysio (TERRES et al., 2012).

O experimento foi realizado na sede da Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
RS, (31°S, 52°W e 50m a.n.m.). Na safra de primavera de 2013, os clones
resistentes ao PVY foram cultivados a campo dando origem a primeira geragao
clonal. O delineamento experimental adotado foi de familias com testemunhas
intercalares (CRUZ, 2006).

A parcela experimental foi composta por duas plantas/parcela. As
testemunhas utilizadas foram as cultivares BRS Ana, Asterix e BRS Bel, com cinco
repeticdes, distribuidas aletoriamente. O espacamento utilizado foi de 0,30m entre
plantas e 0,80m entre linhas. Os tratos culturais e fitossanitarios utilizados foram
como recomendado para cultivos comerciais na regido conforme descrito por Pereira
e Daniels (2003).

Apés a senescéncia das folhas e hastes, aos 90 dias apés o plantio, os
tubérculos foram colhidos por parcela, transportados até o galpdo de cura onde
foram realizadas as seguintes avaliacdes:

Caracteres qualitativos relacionados aos componentes da aparéncia:

e Cor de polpa: (1) branca; (2) creme; (3) amarelo claro; (4) amarelo escuro.
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e Cor de pelicula: (1) amarela; (2) rosa.
¢ Intensidade da cor da pelicula:
- Tubérculos com pelicula rosa: (1) claro; (9) intenso.
- Tubérculos com pelicula amarela: (1) escuro; (9) claro.
e Aspereza de tubérculo: (1) pelicula reticulada; (9) pelicula lisa.
e Profundidade da gema: (1) profunda; (9) superficial.
e Formato de tubérculo: (1) redondo; (9) alongado.
e Aparéncia geral dos tubérculos: (1) péssima; (9) 6tima.
Caracteres quantitativos relacionados aos componentes de rendimento:
e NuUmero total de tubérculos por planta.
o Massa total de tubérculos por planta (g.planta™).

e Massa média de tubérculos (g).

Na andlise estatistica foi utilizada a moda para as variaveis qualitativas. Para
as testemunhas, por possuirem repeticdes, foi utilizada a moda para as variaveis
gualitativas e a média das cinco repeticbes para os caracteres quantitativos. As
variaveis qualitativas foram transformadas de acordo com método de pontuacéo
otima de Fisher (1938) utilizando a transformacdo OPSCORE do procedimento
PRINQUAL do SAS (SAS Institute, 2009). As analises foram realizadas com auxilio
do programa computacional SAS 9.2 (Statistical Analysis System, 2002).

As magnitudes dos coeficientes de correlacdo foram classificadas conforme
Carvalho et al. (2004): r = 0 (nula); 0 <|r| < 0,30 (fraca); 0,30 < |r| < 0,60 (média);
0,60<| r| <0,90 (forte); 0,90 <|r|< 1 (fortissima) e |r| =1 (perfeita).
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3.3 Resultados e Discussao

Na analise de componentes principais, com base em sete variaveis
relacionadas com os componentes de aparéncia do tubérculo e trés relacionadas
com rendimento, os trés primeiros componentes explicaram 73,84% da variacao

total encontrada entre os 213 clones resistentes ao PVY avaliados (Figura 1).
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Figura 1 - Dispersédo dos 213 clones, pertencentes a oito familias clonais de batata pela analise de
componentes principais com base em sete variaveis relacionadas com os componentes de aparéncia

do tubérculo e trés relacionadas com rendimento. Pelotas, 2014.

No primeiro componente, 0s caracteres que mais influenciaram na separacao
dos clones foram o formato de tubérculo, a cor de pelicula e a massa média de
tubérculos, sendo que os dois ultimos contribuiram em sentido oposto ao formato de
tubérculo. No segundo componente, a aspereza de tubérculo, a intensidade da cor

de pelicula e aparéncia geral de tubérculos foram as variaveis com maior
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contribuicdo. Ja no terceiro componente, o nimero total de tubérculos por planta e a
massa total de tubérculos foram os caracteres que mais contribuiram na disperséo

dos clones (Tabela 2).

Tabela 2 - Escores obtidos na analise de componentes principais para sete caracteres de aparéncia

de tubérculo e trés de rendimento. Pelotas, 2014.

Componente

Caréter CP1 CP2 CP3

Cor de pelicula -0,428 0,096 0,245
Cor de polpa -0,367 0,049 0,122
Formato 0,475 -0,067 -0,128
Profundidade da gema 0,316 0,039 -0,074
Aspereza 0,033 0,589 -0,124
Intensidade da cor de pelicula 0,012 0,499 -0,179
Aparéncia geral 0,030 0,584 -0,109
NUmero total de tubérculos por planta 0,240 0,142 0,673
Massa total de tubérculos por planta 0,334 0,125 0,572
Massa média de tubérculo -0,430 0,094 0,254

Com base no gréafico de dispersdo (Figura 1), € possivel observar que a
familia “D” (C2389-01-02 x Asterix) possui clones dispersos por todo gréfico,
demonstrando que ha uma grande variabilidade nesta familia. A familia “E” (BRS
Ana x C1883-22-97) apesar de muitos clones estarem agrupados com a maioria dos
clones, alguns deles se distanciaram dos demais, demonstrando que também ha
variabilidade dentro da familia. Entre as oito combina¢cfes genéticas avaliadas, a
C2389-01-02 x Asterix e BRS Ana x C1883-22-97 mostram maior potencial para
serem exploradas, visando agregar a resisténcia ao virus Y a outros caracteres em
um mesmo genotipo.

A variabilidade destacada nas familias “D” e “E” € muito importante para o
melhoramento genético da batata, visando desenvolver cultivares adaptadas aos
sistemas de producdo e com aceitacdo no mercado.

O sucesso dos programas no desenvolvimento de cultivares de batata a
condicbes adversas € totalmente dependente da diversidade genética do
germoplasma disponivel (ORTOMAN; PETERS, 1980). O agrupamento das
cultivares testemunhas na porcao superior e lado esquerdo mostrado no grafico

(Figura 1) evidenciam base genética estreita desse germoplasma.
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As testemunhas avaliadas, Asterix, BRS Ana e BRS Bel apresentaram boas
notas para os caracteres relacionadas com os componentes de aparéncia do
tubérculo e de rendimento. Alguns clones agruparam-se com as testemunhas, na
sua maioria das familias “D” e “E”, mostrando uma agregacédo de caracteres de
interesse agrondémico associados a resisténcia ao virus Y (Figura 1).

E possivel observar também na figura 1, que existem clones acima das
testemunhas para o terceiro componente principal, sendo trés da familia “D”, dois da
“‘F” (BRS Ana x C2372-02-02) e um da “E”. Considerando que neste componente as
variaveis numero total de tubérculos por planta e massa total de tubérculos foram as
gue mais contribuiram na dispersdo dos genotipos, esses clones mostram um
potencial de serem altamente produtivos. Segundo Ney (2012), o rendimento de
tubérculos € uma das caracteristicas mais importantes a serem consideradas pelo
melhorista.

Com relagéo aos coeficientes de correlacdo entre as 10 variaveis analisadas
(Tabela 3), o carater cor de pelicula apresentou correlagéo positiva com outros dois
caracteres, sendo uma correlacdo média com a cor da polpa (r = 0,39) e uma
correlacdo forte com massa media de tubérculos (r = 0,72). A cor de pelicula
apresentou forte correlacdo negativa com formato de tubérculo (r = -0,71), média
com profundidade de gema (r= -0,43) e fraca com massa total de tubérculos por
planta (r= -0,27).

Tabela 3— Coeficientes de correlacdo fenotipica entre caracteres da primeira geragdo clonal para
componentes de aparéncia e de rendimento de tubérculos com base nas avaliacdes de 216 clones de
batata. Pelotas-RS, 2014.

Caréater* Cpel Cpol Form PrG Asp InCpel AG NTT MTT

Cpol 0,39**

Form -0,71*  -0,62**

PrG -0,43*  -0,27*  0,41*

Asp 0,02 0,02 -0,02 0,04

InCpel 0,06 0,02 -0,04 0,13 0,64**

AG 0,06 -0,01 -0,015 0,05 0,91*  0,60*

NTT -0,10 -0,16* 0,22**  0,16* 0,13 0,01 0,13

MTT -0,27*  -0,28** 0,43* 0,29~ 0,11 0,06 0,11  0,79**

MMT 0,72** 0,50  -0,70* -0,34** 0,02 0,05 0,05 -0,13 -0,24**

Significativamente diferente de zero, a 1% (**) e 5% (*) pelo teste t.

'Cpel = Cor de pelicula; Cpol = Cor de polpa; For = Formato de tubérculo; PrG = Profundidade de
gema; Asp = Aspereza; InCpel = Intensidade da cor de pelicula; AG = Aparéncia geral; NTT =
Numero total de tubérculos por planta; MTT = Massa total de tubérculos por planta; MMT = Massa
média de tubérculo.
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A cor de polpa, além da associagdo positiva com cor de pelicula, apresentou
uma correlacdo média com massa média de tubérculos (r = 0,50), e uma correlacédo
negativa forte com formato de tubérculo (r = -0,62) e fraca com profundidade de
gema (r = -0,27), numero total de tubérculos (r = -0,16) e massa total de tubérculos (r
=-0,28).

Diferentemente do que foi encontrado por Silva et al. (2008) e Cerioli (2013),
onde o formato de tubérculo esteve correlacionado positivamente com a aparéncia
geral, no presente trabalho esta caracteristica ndo foi fixada como condi¢cdo para
uma boa aparéncia geral. Assim, além das correlacfes ja citadas, cor de pelicula e
cor de polpa, o formato esteve correlacionado positivamente com profundidade de
gema (r = 0,41) e massa total de tubérculos (r = 0,43), apresentando uma correlagao
média, e com o numero total de tubérculos, com uma correlagéo fraca (r = 0,22).
Houve também uma forte correlacdo negativa entre o formato de tubérculo e a
massa meédia de tubérculo (r = - 0,70), ou seja, quanto mais alongado o tubérculo,
menor a massa media. Essa € uma informacéo importante, uma vez que o mercado
de batata para industria de batata-palito pré-frita congelada exige tubérculos de
formato alongado (PINTO et al., 2010).

A profundidade de gema mostrou uma correlagcédo positiva, mas fraca com os
componentes de rendimento numero total de tubérculos (r = 0,16) e massa total de
tubérculos (r = 0,29) e uma correlacdo negativa média com a massa média de
tubérculos (r=-0,34).

Para aspereza de tubérculo e intensidade da cor de pelicula, a correlacao foi
positiva e forte (r = 0,64) e estes foram 0s Unicos caracteres com correlacdo positiva
com aparéncia geral. Com intensidade de cor de pelicula, a aparéncia geral teve
média correlacdo (r = 0,60), e com aspereza da pelicula teve uma fortissima
correcao (r = 0,91). Isto se deve ao fato destes caracteres serem os fatores que mais
se destacam na aceitacdo de uma nova cultivar, principalmente quando destinada
ao mercado in natura, sendo a preferéncia do consumidor por tubérculos com
pelicula lisa e tonalidade clara, no caso de pelicula amarela, e coloracédo intensa
para tubérculos de pelicula vermelha (PEREIRA, 2003).

A importancia destes caracteres também foi destacada no trabalho de Silva et
al. (2008), onde relataram a correlacdo genética da textura da periderme com a

aparéncia geral e com a intensidade da cor do tubérculo. Esta correlacédo possibilita
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a selecéo indireta de caracteres complexos, como a aparéncia externa de tubérculos
de batata, governada por varios genes, que pode ser melhorada através da selecédo
de caracteres menos complexos, ou de mais facil medicdo ou identificacdo
(GOLDENBERG, 1968).

Quanto a massa total de tubérculos, foi observada uma forte correlacéo
positiva com o numero total de tubérculos (r =0,79), e correlacdo negativa fraca com
massa média de tubérculos (r = -0,24). Esses resultados mostram uma leve
tendéncia dos clones avaliados de produzirem tubérculos pequenos. Ney (2012)
obteve resultados semelhantes e afirma que é necessério realizar selecdo com
cautela em relacdo a estes caracteres buscando um equilibrio entre massa total de
tubérculos e tamanho de tubérculos.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram grande variabilidade de
caracteres de rendimento e aparéncia de tubérculos no germoplasma com
resisténcia ao virus Y, indicando potencial de selecionar clones e desenvolver
cultivares com resisténcia extrema ao PVY associada a caracteres de boa aparéncia

de tubérculo e alto rendimento.
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3.4 Conclusbes

O germoplasma com resisténcia extrema ao virus Y avaliado apresenta
grande variabilidade de caracteres de rendimento e de aparéncia de tubérculos.

Clones com resisténcia extrema ao virus Y associada a caracteres de
interesse foram identificados.

O grau de correlagdo entre caracteres indica fortissima e direta associacao
entre aparéncia geral e aspereza de tubérculo; forte e direta associacdo da
intensidade da cor de pelicula com aspereza e aparéncia geral de tubérculo, entre
namero e massa média de tubérculo, entre massa média e cor da pelicula, e entre
massa total e numero total de tubérculos; e forte e inversa associacao de formato

com cor da polpa, cor da pelicula e massa média de tubérculos.
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4. Considerac0des Finais

Diante das perdas devido a ocorréncia do PVY, o trabalho desenvolvido
contribui, através da geracdo de conhecimento acerca do germoplasma que esta
sendo usado pelo programa de melhoramento da Embrapa. O trabalho evidenciou
gue ha variabilidade no germoplasma de batata com fonte de resisténcia ao virus Y
e 0s marcadores utilizados sao eficientes para detectar a presenca dos genes de
resisténcia ao PVY. Também foi demonstrada a importancia da utilizacao da selecao
assistida pelos programas de melhoramento de batata visando acelerar o processo
de desenvolvimento de cultivares com resisténcia ao PVY, direcionando hibridacdes
gue venham a gerar um maior numero de clones resistentes ampliando assim a

possibilidade de selecéo para caracteres de interesse.
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