SEGREGACAO DO GENE DE RESISTENCIA AO VIRUS Y (RYapc) EM
FAMILIAS CLONAIS DE BATATA.

RAQUEL BARTZ KNEIB!: ROBERTA BARTZ KNEIB% NATERCIA LOBATO
PINHEIRO LIMA?; ARIONE DA SILVA PEREIRA? CAROLINE MARQUES
CASTRO®

'Embrapa Clima Temperado/UFPel —raquelkneib@yahoo.com.br
’Embrapa Clima Temperado — natercia.lobato@embrapa.br
*Embrapa Clima Temperado— caroline.castro@embrapa.br

1. INTRODUCAO

A resisténcia ao Potato virus Y (PVY) é uma das caracteristicas mais
importantes nas cultivares de batata (ZIMNOCH-GUZOWSKAET et al. 2013). O
PVY pertence ao género dos Potivyrus e causa degenerescéncia dos tubérculos-
sementes, diminuicdo no tamanho e numero de tubérculos colhidos, podendo
chegar até 90% de perdas no rendimento (JEFFRIES, 1998; NOVY et al. 2002).
Além disso, a estirpe PVYN™ induz sintomas de necrose nos tubérculos,
reduzindo a sua qualidade (FONSECA et al. 2005).

O fato da batata ser propagada vegetativamente, perpetuando o virus de
uma geracao para outra via tubérculos contaminados, assim como a ocorréncia
natural de inUmeras solanaceas silvestres e soqueiras de lavouras de batata, as
guais servem como repositorio de virus, associado a baixa eficiéncia do controle
de insetos vetores, faz com que a resisténcia genética ao PVY seja um dos
principais meios de controle dessa virose (AVILA et al. 2009).

Genes de resisténcia ao PVY foram identificados e mapeados em espécies
silvestres de batata. Em Solanum tuberosum ssp.andigena foi identificado o gene
Ryadg 0 qual controla um tipo de resisténcia extrema, duravel e de alta
herdabilidade (GADUM et al. 2003). KASAI et al. (2000) desenvolveram um
marcador SCAR, denominado RYSC3, para a deteccdo do gene Ryaqg. Embora o
nivel de resisténcia de gendtipos simplex (Ryryryry) seja o mesmo de genotipos
duplex (RyRyryry), triplex (RyRyRyry) ou quadruplex (RyRyRyRYy), a segregacao
em uma progénie resultante do cruzamento de gendtipos simplex com nuliplex
resulta em apenas 50% dos clones resistentes, enquanto que no cruzamento de
genotipos triplex ou quadruplex com um nuliplex praticamente 100% da progénie
é resistente (ANDRADE et al. 2009).

Neste sentido o objetivo deste trabalho foi estimar a dosagem alélica do
gene Ryaqg NOs genitores do Programa de Melhoramento de Batata da Embrapa
Clima Temperado através do estudo da segregacdo em familias clonias.

2. METODOLOGIA

Foram avaliadas progénies de cinco cruzamentos escolhidos devido aos pais
serem contrastantes quanto a presenga do gene Ryaqg (Tabela 1). As sementes
sexuais foram semeadas em sementeiras e aproximadamente 120 ‘seedlings’ de
cada cruzamento foram transplantados para vasos contendo 0,25kg de substrato
organo-mineral. Para a extracdo de DNA foram coletadas folhas jovens de cada
clone e a extracdo foi realizada de acordo com protocolo descrito por DarT®
(DART, 2010). O DNA foi quantificado em fluordmetro e diluido a 10 ng.ul™ para
as reacoes de amplificacao via PCR.
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Tabela 1.ldentificacdo das familias clonais avaliadas.

Familia Mae Pai
22 BRS Clara C1883-22-97*
66 Shepody C2080-02-00*
102 BRS Ana C1883-22-97*
118 BRS Ana C2372-02-02*
120 Caesar C2372-02-02*

*resistente ao PVY. Fonte: TERRES et al., 2012.

A genotipagem foi realizada com base no marcador SCARRYSC3 (KASAI
et al. 2000) para a deteccdo do gene Ryayg Um iniciador
CACGACGTTGTAAAACGAC M-13 foi adaptado na sequéncia Forward do primer.
As reacbes de PCR foram realizadas em um volume final de 9,0 pL, contendo
buffer de PCR 1X, 2,0mM de dNTPs, 20ng.pL'1 de DNA gendmico,1,0uM de
primer (forward com iniciador M-13 e reverse), 1U de TagDNA polimerase e 1,0
ML do iniciador M-13 marcado com corante de fluorescéncia (IRDye 800, LI-COR)
na concentragéo de 1,0 uM.

O programa de amplificacdo para o marcador RYSC3 foi executado em
termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (AppliedBiosystems) com
ciclo inicial de desnaturacdo a 93°C por 9 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C
por 45 segundos, 60°C por 1 minuto para o anelamento do primer e extensao a
72°C por 5 minutos, finalizando com um ciclo de extensédo a 72°C por 4 minutos.
A reacao de PCR foi diluida na proporcéao de 1:20 e foi adicionada solucéo Blue
Stop (LI-COR) numa proporgédo de 1:1. Foram aplicados 0,8 uL em gel de
poliacrilamida 6,5% para separacéo dos produtos por eletroforese com sistema de
analise de DNA do sequenciador LI-COR 4300. O tamanho dos alelos foi
dimensionado com o marcador de DNA de peso molecular de 50-350 pb (LI-
COR). Para visualizacao, registro e analise dos fragmentos amplificados foi
utilizado o software Saga GT (LI-COR).

A presenca de fragmento de 321pb indica a presenca do gene de
resisténcia Ryaqq. Para testar as hipoteses de constituicbes geneéticas dos
genitores, foi utilizado o teste x° considerando a frequéncia de reducdo a =
0,1566 (MENDOZA et al. 1996). Foram testadas as seguintes proporcoes
(presenca:auséncia de bandas): Nuliplex, ryryryry, (0 : 1); Simplex, Ryryryry,
(1:1,17); Duplex, RyRyryry, (3,56:1); Triplex,RyRyRyry, (24,5: 1); Quadruplex,
RyRyRyRYy, (1:0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O marcador RYSC3 amplificou fragmentos de 321pb confirmando presenca
do gene Ryadqg €m pelo menos um dos genitores em cada cruzamento (Tabela 2).
Porém, segundo o teste X°, apenas no cruzamento 66 foi observada proporcao
estatisticamente igual a esperada na segregacdo de um cruzamento entre
genitores nuliplex e simplex. Tal fato, pode ser justificado em funcdo do tamanho
da populagcédo amostrada Andrade et al. (2009).



Tabela 2 Frequéncias observadas nas progénies de familias clonais de batata
coma presenca da banda (+) e auséncia (-) e os valores obtidos pelo teste x*para
cada constituicdo genética.

Familia Bandas Total de % de Constituicao genética
+ - plantas plantas Nuliplex Simplex Duplex
resistentes
22 14 91 105 13 1,87 ns 45,30 ** 257,11 **
66 33 72 105 31 10,4ns 9,08 ns 77,98 **
102 35 82 117 30 10,3 ns 12,27 ** 157,7 **
118 28 89 117 24 6,70 ns 23 ** 200,24 **
120 19 85 104 18 3,47ns 32,37 ** 165,57 **

ns: ndo-significativo; * significativo a 5%; ** significativo 1% de probabilidade.

Embora a estimativa da dosagem alélica nos genitores ainda ndo tenha
sido estimada de forma eficiente, por outro lado o marcador SCARRYSC3,
permitiu selecionar entre 13 e 31% da progénie dos cruzamentos como resistente.

Como o processo de selecdo no desenvolvimento de novas cultivares
ocorre em varios locais, incluindo avaliagbes a campo, estufa e analises de
laboratério e requer de 10 a 15 anos a partir do cruzamento inicial até o
lancamento de uma nova variedade, a utilizacdo deste tipo de marcador que
amplifica regides especificas do DNA gendmico de forma confiavel, tem grande
potencial, pois possibilita reduzir, ja em fases iniciais de sele¢do, o numero de
genotipos a prosseguirem nas avaliagbes proporcionando maior eficiéncia ao
programa de melhoramento.

4.CONCLUSOES

A estimativa da dosagem alélica nos genitores avaliados ainda néo foi
estimada de forma eficiente em funcdo do tamanho da populacdo. Porém, o
marcador SCARRYSC3 mostra-se como uma excelente ferramenta para ser
usada pelos programas de melhoramento de batata visando acelerar o processo
de desenvolvimento de cultivares com resisténcia ao PVY.
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