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RESUMO

OLIVEIRA, Marcelo Nascimento de. Mecanismos de produgao de pélen nao-
reduzido em hibridos de dihapléides de Solanum tuberosum L. x Solanum
chacoense Bitt. Lavras, ESAL, 1994. 66p. (Dissertagdo Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas).”

Vinte e oito clones hibridos de dihapléides de Solanum
tuberosum X Solanum chacoense foram avaliados em um ensaio visando
estudar os mecanismos de formagado de pdlen ndo reduzido e caracteres de
florescimento. O ensaio foi realizado em casa-de-vegetagdo do DBI-ESAL
(Lavras-MG) de setembro a dezembro de 1992 (primavera), e ©
delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados com trés
repetigdes. Cada parcela foi representada por um vaso contendo uma Unica
planta. Na avaliagdo dos mecanismos de formagdo de pdlen 2n, o
mecanismo de fusos paralelos controlado pelo gene ps, foi 0 mais freqiente,
presente em 23 dos 28 clones avaliados. Este mecanismo leva a formagéo
de diades geneticamente equivalentes a FDR (First Division Restitution),

transmitindo em torno de 80% de heterozigoze a progénie. Também foi

* Orientador: Lisete Chamma Davide. Membros da Banca: César A. Brasil P.
Pinto @ Maria Suely Pagliarini.
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encontrado o mecanismo de fusos fundidos (fs) em 16 clones avaliados, com
formagdao de diades geneticamente equivalentes a FDR. Este mecanismo
ocorreu associado ao mecanismo de fusos paralelos em 15 clones, e
provavelmente represente uma manifestacdo diferente do gene ps. Outros
dois mecanismos encontrados e que levam & formagdo de diades
geneticamente equivalentes a SDR (Second Division Restitution), sdo a
citocinese prematura-1 (pc-1) e a citocinese prematura-2 (pc-2),
transmitindo em torno de 40% de heterozigose a progénie. O mecanismo pc-
1 foi observado em 10 clones e o pc-2 em 6 clones avaliados. Contudo,
houve atuagdo dos modos de formagdo FDR e SDR conjuntamente em 12
clones evidenciando um complexo-processo de regulagdo génica, visto que
nao foi observado efeito epistdtisco dos genes envolvidos (ps, fs, pc-1,
pc-2). Na avaliagdo dos caracteres de florescimento, somente a freqiéncia
de pdélen 2n mostrou diferenga significativa (P <0,01) entre os clones, com
média do experimento igual a 6,9%. A viabilidade de pdlen 2n apresentou
média alta (X = 70,9%), mostrando-se superior a viabilidade de pdélen n
(X = 56,21%). Portanto, a utilizagdo de clones em cruzamentos com espécies
de S. tuberosum ¢ facilitada devido a alta freqiéncia de pdlen 2n e
viabilidade dos mesmos. Deve-se também atentar para o modo de formagéao
de podlen 2n, visto que o modo FDR transmite maior heterozigose as
progénies, aumentando a chance de sucesso na obtencdo de clones
promissores. Com base nos dados obtidos, os clones 9-2, 9-3, 9-6, 10-4 e
15-15 reuniram as caracteristicas citadas acima, e por isso, devem merecer
atengcao especial em programas de melhoramento visando aumentar o

potencial de selegao da cultura da batata.



SUMMARY

OLIVEIRA, Marcelo Nascimento de. Mecanisms of non-reduced poilen in
hibrid clones from dihaploid Solanum tuberosum L. x Solanum chacoense

Bitt. Lavras, ESAL, 1994. 66p. (Dissertation Master of Science in Genetics
and Plant Breeding).

Twenty-eight hybrid clones from dihaploids Solanum tuberosum x
Solanum chacoense crosses were evaluated in a trial in order to study the
mechanisms of non-reduced pollen formation and flowering traits. The
experiment was conducted in a greenhouse‘ at Department of Biology -
Escola Superior de Agriéultura de Lavras, Brazil, from September to
December of 1992 (Spring). The experimental design was a complete
randomized blocks with three replic_atipns and each plot consisted of a pot
with a single plant. Among the mechanisms of 2n-pollen formation, that of
parallel spindles, controled by the ps gene, was fhe most frequent, observed
in 23 of the 28 clones evaluated. This mechanism yields the formation of
dyads genetically equivalent to FDR (First Division Restitution), transmitting
about 80% of heterozigozity to the offspring. It has been also detected the
mechanism of fused spindles (fs) in 16 clones, forming dyads genetically
equivalent to FDR. This mechanism ocurred associated with that of paraliel
spindles in 15 clones, and it probably represents a different manifestation of

the ps gene. Other two mechanisms observed, which yield the formation of
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dyads genetically equivalent to SDR (Second Division Restitution), were the
premature citokinesis-1 (pc-1) and the premature citokinesis-2 (pc-2),
transmitting about 40% of heterozigozity to the offspring. The mechanism
pc-1 was found in 10 clones and the pc-2 in 6. The presence of both
mechanisms of pollen formation - FDR and SDR - was detected in 12 clones,
which shows a complex process of genic regulation, since there has not been
observed any epistatic effect between the related genes (ps, fs, pc-1, pc-2).
As for the evaluation of flowering traits, only the frequency of 2n-pollen
showed significative differences between the clones (P < 0.01), and the
mean frequency was 6.9%. The viability of 2n - pollen had a high average
(X = 70.9%), which was superior to the viability of the n-pollen (X = 56.21%).
Thus, the utilization of clones in crosses with S. tuberosum species is made
easier by the high frequency and viability of 2n-pollen. It should be taken into
account the way of 2n-pollen formation, since the FDR mechanism transmits
a higher heterozigosity to the offspring, improving the probability of success
in obtaining clones with high potential. Clones‘9-2, 9-3,°9-6, 10-4 and 15-15
showed the characteristics above mentioned and therefore deserve special
attemption in breeding programmes aiming at improving the selection

potential of the potato crop.



1. INTRODUCAO

A batata cultivada (Solanum tuberosum L.) é uma espécie
autotetrapldide (GOTTSCHALK, 1984; LUNDEN, 1960), portadora de
heranga tetrassémica (IWANAGA & PELOQUIN, 1982), o que proporciona a
possibilidade de se ter alelismo multiplo, produzindo heterose por intermédio
de interagdes interalélicas e interlocos. Possui uma estreita base genética,
explicada por isolamento geografico e erosdo genética e, por isso, Véarios
trabalhos tém sido feitos para se tentar aumentar a base genética da cultura
(HAWKES, 1978; SIMMONDS, 1979).

Duas alternativas tém sido empregadas para viabilizar o
aumento da base genética da espécie S. tuberosum sub-espécie tuberosum.
Uma é através de cruzamentos com a sub-espécie andigena, que a
semelhanga da sub-espécie tuberosum é também tetrapldide (2n=4x=48). A
outra € através de cruzamentos com espécies dipldides (2n=2x=24)
cultivadas ou selvagens (HAWKES, 1978; SIMMONDS, 1979). O uso de
espécies selvagens é uma ferramenta valiosa no melhoramento da batata,
pois geralmente apresentam maior variabilidade que a espécie cultivada, e
possuem um maior numero de alelos diferentes (Chapman, 1989, citado por
IWANAGA & SCHMIEDICHE, 1989).

Uma das estratégias para utilizagao de germoplasma exético é a

produgcao de dihapléides (2n=2x=24) de S. tuberosum (PELOQUIN, 1982)



que se cruzam prontamente com as espécies selvagens por apresentarem o
mesmo grau de ploidia. Os hibridos obtidos deste cruzamento sio
geralmente vigorosos, mostram um pareamento cromossémico e
recombinagao efetivos devido a faita de diferenciagées entre os taxa e séo
férteis (PELOQUIN, 1979).

Os hibridos, apesar de serem vigorosos, geralmente possuem
muitos caracteres indesejdveis herdados dos materiais selvagens, tais como
maior comprimento dos estolées, porte da planta tipo prostrado,
caracteristica de_. tubérculo ndo comercial. Isto limita seu emprego direto e
faz com que seja necessdrio seu retrocruzamento com a espécie cultivada.
Para tanto hd necessidade que o hibrido dipléide produza gametas ndo
reduzidos (pélen 2n) a fim de gerar progénies tetrapléides.

Os gametas nédo reduzidos sdo produzidos por aberragdes no
processo meiético e transmitem boa parte das interagbes inter e intralocos
para os descendentes.

Vérios mecanismos estdo envolvidos na formagéo de pdlen 2n,
0s quais conferem niveis variados de heterozigose e, consequentemente,
diferentes graus de vigor nas progénies. Entre eles, 0os mais importantes sdo
os fusos paralelos (ps) e fundidos (fs) geneticamente equivalentes a FDR
(First Division Restitution), e a citocinese prematura (pc-1 e pc-2)
geneticamente equivalentes a SDR (Second Division Restitution),
transmitindo em média 80 e 40% da heterozigose & progénie,
respectivamente.

E importante para o melhorista conhecer os mecanismos que
atuam na formagdo de gametas 2n para que, através destes, maximize a

heterozigose nas progénies havendo um maior ganho na produgdao de



tubérculos, j4 que esta necessita de varios locos em heterozigose para se
expressar ao maximo (MENDOZA & HAYNES, 1974).

O objetivo do trabalho foi avaliar os mecanismos pelos quais
hibridos de dihapléides de Solanum tuberosum com Solanum chacoense
produzem grédos de pdlen 2n, bem como indicar aqueles que poderdo
aumentar a chance de sucesso em programas de melhoramento,

trandmitindo maior heterozigose as progénies.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Origem e Base Genética da Batata Cultivada

As espécies do género Solanum, produtoras de tubérculos,
fazem parte da familia Solanaceae, se¢do Tuberarium. Além de espeécies
cultivadas, esta segdo possui em torno de 160 espécies selvagens,
representando uma grande fonte de variabilidade genética. Os
conhecimentos de estdgios precoces da domesticagdo da cultura da batata
(Solanum tuberosum L.) ndo sao precisos. Sabe-se que sua domesticagao
ocorreu na regiao andina na América do Sul, entre o Peru e Bolivia e, com a
chegada dos espanhdis no século XVI, houve uma grande dispersdao em area
de cultivo pelo homem. No entanto, a drea exata e detalhes da introdugéo da
cultura na Europa séo discutiveis (HAWKES, 1978).

O numero bdsico de cromossomas é x=12, variando quanto &
ploidia, do dipldide (2n=2x=24) ao hexapldide (2n=6x=72), de acordo com
GOTTSCHALK (1984) e UGENT (1970).

Duas hipdteses sao sugeridas para se explicar a origem da
tetraploidia (2n=4x=48) na batata cultivada (Solanum tuberosum L.). A
primeira hipétese é a da alotetraploidia, onde teria havido hibridagéo entre
duas ou mais espécies diferentes, havendo, posteriormente, duplicacdo

espontdnea do conjunto cromossémico do hibrido (poliploidizagdo assexual).



O complemento alotetrapléide conteria dois pares de genomas, que
possuiriam em comum um nudmero considerdvel de segmentos
cromossomicos homdlogos ou cromossomas iguais, mas diferindo em
relagdo a um numero relativamente grande de segmentos cromossémicos, os
quais produziriam esterilidade quando presentes juntos ao nivel dipléide
(STEBBINS, 1947). A segunda hipétese é a da autotetraploidia, via gametas
néo reduzidos (poliploidizagdo sexual), podendo ocorrer por dois processos.
No primeiro, um gameta feminino dipléide (2n) seria fertilizado por um
gameta masculino hapléide (n), produzindo um individuo tripléide (3x), o
qual produziria citologicamente gametas femininos ndo reduzidos tripldides
(3n), que seriam fertilizados por gametas hapldides (n) do genitor dipléide,
resultando uma progénie tetrapldide (4x). No segundo processo, os gametas
masculinos e femininos seriam néo reduzidos e, com a fertilizagdo, dariam
arigem a uma progénie tetrapldide (4x), de acordo com De WET (1980).
Analises citoldgicas utilizando, na profase |, o paquiteno, ddo maior crédito a
hipétese da autotetraploidia na interpretagdo do desenvolvimento
evolucionario da espécie (GOTTSCHALK, 1984). Esta fase foi utilizada por
apresentar cromossomas com estrutura fina e melhor observagao do
pareamento cromossémico. O fato de se observar tetravalentes na
metdfase | (JACKSON & CASEY, 1980) e, em cruzamentos interespecificos,
os hibridos apresentarem-se férteis (HERMSEN, 1966), demonstra uma
estreita homologia entre os cromossomas, apoiando a teoria da
autotetraploidia.

Por ser uma espécie autotetrapldide, de reprodugao assexuada e
possuir heranga tetrassomica (IWANAGA & PELOQUIN, 1982), os métodos
de melhoramento empregados na cultura da batata diferem daqueles

utilizados para as espécies dipldides. Um outro entrave em programas de



melhoramento é a estreita base genética da cultura, explicada por processos
de isolamento e erosdo genética. Trés fatores 356 considerados como
causadores’da diminuigdo da variabilidade genética: o primeiro desses
fatores seria a pequena longevidade na conservagéo dos tubérculos, quando
da introdugdo da cultura na Europa, por estarem confinados nos pordes dos
| ~navios, estes apodreciam. Além disso, uma vez introduzida na Europa, a
cultura da batata teve que ser selecionada visando a tuberizagdo em
condi¢cbes de dias longos, visto que sua adaptagdo para a produgdo de
tubérculos sé ocorria em condigdes de dias curtos. O Gltimo fator 6 um
episédio histérico ocorrido na Irlanda, por volta de 1840, onde grandes 4reas
de cultivo da batata foram dizimadas por uma doenga conhecida como
requeima, causada por Phythophthora infestans (HAWKES, 1978;
SIMMONDS, 1979; UGENT, 1970).

No melhoramento da batata, hd o complicador da heranga
tetrassémica. Tem-se a necessidade de se cultivar uma ampla gama de
‘seedlings®, visto que as progénies resultantes apresentam grande variagdo
devido ao maior nimero de genétipos segregantes, em relagdo & heranga
dissémica. Contudo, a.heranga tetrass@mica proporciona a possibilidade de
se ter alelismo multiplo, produzindo heterose por intermédio de interagdes
interalélicas e interlocos,(DUNBIER & BINGHAM. 1975; IWANAGA &
PELOQUIN, 1982; MARIS, 1990).

O objetivo comum em qualquer método de melhoramento
adotado para esta espécie é a obtengdo de cultivares mais resistentes a
pragas e doengas, adaptadas as condigbes de cultivo e com caracteristicas
de tubérculos que satisfagam os consumidores. Assim sendo, sabendo que o
vigor e a produg¢do de tubérculos sdo caracteres geneticamente complexos,

necessitando de locos em heterozigose e de interagbes que envolvem mais



de dois alelos para se expressarem ao maximo (DUNBIER & BINGHAM,
1975; MENDOZA & HAYNES, 1974) e, sendo a heterozigose a principal meta
procurada pelo melhorista, é recomenddvel avaliar a influéncia dos
diferentes sistemas meidticos na produgdo de gametas (PELOQUIN, 1979).
Isto conduz a consideragées na importdncia da varidncia genética néo
aditiva (interagdes intra e interlocos) para a obtencdo de respostas

heterdticas na produgao de tubérculos (MENDOZA & HAYNES, 1974).
2.2. Métodos de Melhoramento Utilizados na Cultura da Batata

Alguns métodos sd@o sugeridos no melhoramento da batata,
como: retrocruzamentos, cruzamentos entre linhagens endogamicas, método
de desenvolvimento parental, selegdo clonal, selegdo recorrente fenotipica.

O método de retrocruzamento é diferente daquele praticado em
culturas autégamas, visto que as cultivares sao altamente heterozigotas.
Quando se quer adicionar caracteristicas facilmente herdadas, um
retrocruzamento modificado €& utilizado, no qual a cada geragdo de
retrocruzamento uma cultivar diferente € usada como um genitor recorrente,
incorporando assim os caracteres do germoplasma adaptado (HOOPES &
PLAISTED, 1987; MENDOZA & HAYNES, 1974).

O cruzamento entre linhagens endogamicas € conseguido com
sucessivas autofecundagdes de cultivares visando produzir linhagens
endogamicas livres de alelos deletérios, sendo estas posteriormente
cruzadas duas a duas. Este método acarreta sérias desvantagens: muitas
cultivares contém podlen estéril; os problemas de esterilidade e florescimento

aumentam apods algumas geragdes de endogamia; o uso de linhagens



endogamicas limita a heterozigose possivel e necessdria nas espécies
autotetrapldides (HOOPES & PLAISTED, 1987).

No método de desenvolvimento parental, procura-se incorporar
em um clone um grande nimero de caracteristicas desejaveis através de
uma sucessdo de cruzamentos entre vdrios genitores, onde cada um
contribui com um numero diferente de alelos desejaveis (HOOPES &
PLAISTED, 1987).

Na sele¢do clonal, obtém-se uma populagédo segregante através
de cruzamentos. biparentais e, a partir desta populagéo, selecionam-se
clones com caracteristicas desejdveis através das geragbes. Deve-se ter o
cuidado de obter um grande numero de “seedlings”, visto que a
recombinagdo génica sé é realizada no inicio do processo (BOOCK, 1969;
HOWARD, 1970).

Com relagdo 4 selegao recorrente fenotipica, uma populagéao
varidvel é criada, sele¢des sao feitas para caracteristicas desejdveis sendo,
posteriormente, realizados intercruzamentos entre os clones selecionados
com um bulk de pélen destes clones. Pode-se repetir este processo por
vdrios ciclos. Este método é aplicavel para caracteres condicionados por
muitos genes, quando o objetivo é desenvolver uma populagdo na qual a
caracteristica desejavel ocorra em alta freqiiéncia (ALLARD, 1971).

Um método analitico de melhoramento foi proposto por CHASE
(1963), baseado na redugido da ploidia da espécie tetrapléide,
transformando-a em um dihapléide. Como esta proposta limitava o
aproveitamento da heterozigose necessdria para o vigor e a produgio,
devido a duplicagdo somadtica dos cromossomas, PELOQUIN (1983) propés

um método aiternativo de melhoramento (Figura 1).



Solanum tuberosum
(2n = 4x = 48)

Dihapléide Solanum spp.
(2n = 2x = 24) (2n = 2x = 24)
Solanum tuberosum Hibrido
adaptada (2n = 2x = 24)
(2n = .4x = 48) Gameta 2n

~

Progénie tetrapléide
(2n = 4x = 48)

FIGURA 1. Representagdo de um esquema alternativo de melhoramento

visando a obtengdo de progénies tetrapléides hibridas. (FONTE:
PELOQUIN, 1983).

O dihapléide é conseguido utilizando-se cultura de anteras
(JACOBSEN & SOPORY, 1978; VEILLEUX: et alii, 1982) ou indutores
partenogénicos (TAYLOR, 1978; YERK & PELOQUIN, 1990). A simples
transformagéo do tetrapléide em dihapléide ndo acarreta a introdugao de
novos alelos na populagdo, tendo-se a necessidade de cruza-lo com outras
fontes de germoplasma (MARIS, 1990). Pode-se utilizar espécies selvagens,
visto que sdo uma boa fonte de variabilidade, incorporando alelos de
interesse econdmico na populagdo, como resisténcia a doengas, nematdides,

insetos, alto conteiido de matéria seca (HAWKES, 1978; HOUGAS &
PELOQUIN, 1958).
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O dihapldide (2n=2x=24) é cruzado com uma especie dipldide
(2n=2x=24), gerando um hibrido também dipldide (2n=2x=24). IWANAGA &
SCHMIEDICHE (1989) citam que mais de 70% das espécies de Sclanum
produtoras de tubérculos, com o nimero cromossdémico ja determinado, sédo
diploides. Este fato facilita grandemente a aplicacédo deste método em
programas de melhoramento, visto que ha grandes opg¢oes para se escolher
a espécie dipléide na introdugao de alelos desejdveis na populacgéo.

O hibrido gerado tendo um genitor ndo cultivado (espécie
selvagem), traz. consigo muitos caracteres indesejdveis e, por isso, é
necessario seu cruzamento com a espécie cultivada, visando a eliminacgao
destes caracteres. Um problema que surge neste cruzamento é o nivel de
ploidia diferente, visto que a espécie cultivada é tetrapléide e o hibrido é
dipldide, gerando assim uma progénie tripldide (2n=3x=36), segundo LANGE
& WAGENVOORT (1973).

Uma solugdo é a produgdo de gametas ndo reduzidos pelo
hibrido dipléide, levando & formagao de uma progénie tetrapléide (IWANAGA
& SCHMIEDICHE, 1989). Como resultado, a diversidade genética encontrada
ao nivel dipldide pode ser combinada diretamente nas cultivares
tetraploides, maximizando a heterozigose e garantindo alto vigor e
produtividade as progénies (HERMSEN, 1984; PELOQUIN, 1982).

Com relagdo a formagao de gametas nao reduzidos, varios
mecanismos sdo responsdveis e, dependendo do modo de formacgao,
passam de 40 a 100% da heterozigose do genitor a progénie
(HERMUNDSTAD & PELOQUIN, 1985; IWANAGA, 1984; MENDIBURU &
PELOQUIN, 1977; MOK & PELOQUIN, 1975b; RAMANNA, 1983).
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2.3. Citogenética do Autotetrapléide
2.3.1. Mecanismos de formagédo de gametas reduzidos

ALLARD (1971), ao julgar a freqiiéncia em que os diferentes
niveis de autopoliploidia aparecem entre as plantas cultivadas, considera a
autotetraploidia como o nivel de ploidia mais importante para a agricultura,
tendo quatro importantes espécies cultivadas neste grupo: a alfafa
(Medicago sativa L.), o café (Coffea arabica L.), o amendoim (Arachis
hypogea L.) e a batata (Solanum tuberosum L.).

A caracteristica essencial da citogenética do autotetrapléide é a
particdo das 8 cromdtides da primeira divisdo meidtica em 4 pares, sendo
que cada par corresponderd a um dos 4 gametas produzidos em cada célula-
mae. Este processo meidtico é mais complicado do que aquele que ocorre
em organismos dipldides, o qual envolve a particdo de 4 cromaétides, uma
para cada gameta formado: Num tetrapldide podem ser formados, para cada
loco, 5 gendtipos, considerando dois alelos por loco: quadruplex (AAAA),
triplex (AAAa), duplex (AAaa), simplex (Aaaa) e nuliplex (aaaa). Estas
combinagdes zigdticas resultam da fusdo de trés tipos diferentes de gametas
(AA, Aa e aa), cujas freqUéncias estdo diretamente relacionadas com os
acontecimentos citoldgicos na meiose (ALLARD, 1971). Em batata, muitos
caracteres estudados parecem estar relacionados com o gendtipo simplex
(HOWARD, 1970).

' Considerando alelismo multiplo, pode-se ter gendtipos mono-
alélicos (nuliplex ou quadruplex - ajajajaj); di-alélicos (simplex ou triplex -
aiajajaj); di-alélicos, tri-alélicos ou tetra-alélicos (duplex - ajajajaj; triplex -

ajajakag; quadruplex - ajajaka)). Um loco tetra-alélico pode exibir
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heterozigose mdxima, visto que h4 oportunidade de se encontrar quatro
alelos diferentes no mesmo loco (BINGHAM, 1980).

Os fatores que afetam a produgdo gamética nos tetrapléides sdo
0 gendtipo da célula-mée, a regularidade com a qual sdo formados os
tetravalentes e a casualidade da disjungdo dos tetravalentes, a qual depende
primariamente da distdncia entre o centrdmero e o loco em questdo
(ALLARD, 1971).

Considere-se a formagédo de gametas em um simplex (Aaaa), no
qual somente sdo formados bivalentes. As duas crométides portadoras do
alelo~ dominante estdo sempre reunidas pelo mesmo centrémero,
consequentemente irdo para o mesmo pdlo na andfase | e sempre se
separam na anafase Il. Portanto, os dois alelos dominantes (cromaétides
derivadas de um mesmo cromossoma) nunca aparecem no mesmo gameta,
mas cada um deles tem a mesma chance de aparecer no gameta com os
outros alelos. Este processo é denominado segrega¢do cromossomica ao
acaso, cujos aspectos citolégicos sdo apresentados na Figura 2.

A relagdo gamética neste caso é de 1Aa:1aa. Seguindo-se o
mesmo raciocinio, para os individuos duplex (AAaa) e triplex (AAAa) a
relagdo gamética serd 1AA:4Aa:1aa e 1AA:1Aa, respectivamente (HOWARD,
1970).

A localizagdo das cromdtides nos gametas, pelo processo de
segregagao cromossémica ao acaso, foi ocasionada pela falha na formagéo
de tetravalentes na primeira divisdo meiética. Quando o loco em questdo
mostra ligagdo absoluta com o centrémero, os resultados obtidos s&o
exatamente os mesmos ainda que sejam sempre formados os tetravalentes
(ALLARD, 1971).
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FIGURA 2. Formagdo de gametas em um individuo simplex (Aaaa), no qual
nao houve permuta entre o loco e o centrémero.
(FONTE: ALLARD, 1971)

Quando os tetravalentes sdo formados e o loco em questao esta
suficientemente distante do centrémero de maneira a permitir a formacéao de
um quiasma entre o loco e o centrémero, as cromatides irmas nesse loco
podem ficar ligadas a centrémeros diferentes (HOWARD, 1970).
Consequentemente, alelos irmdos podem ser incluidos no mesmo gameta ou
em gametas diferentes, dependendo da distribuigao das crométides nas duas
anafases meidticas (Figura 3). Quando a formagcdo de tetravalentes &
completa e 50% de permuta ocorre entre o céntrémero e o loco, a particao
das cromatides para os gametas serd ao acaso. A relagdo gamética para um
individuo simplex serd, portanto, 1AA:12Aa:15aa. Para individuos duplex e
triplex as relagbes gaméticas serdo: 3AA:8Aa:3aa e 15AA:12Aa:1aa,
respectivamente (ALLARD, 1971).

A segregag¢do cromossdémica ao acaso, com sua produgé@o
gametlca caracteristica, ocorre quando a separagdo é reducional na primeira
divisao meidtica, ndo havendo formagao de tetravalentes ou havendo ligagao

absoluta entre o loco e o centrémero. A segregagado cromatidica ao acaso,
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FIGURA 3. Formagdo gamética de um simplex (Aaaa), no qual o
cromossoma que carrega o alelo dominante (A) permuta
geneticamente com outro cromossoma. Os resultados sdo dois
cromossomas Aa e dois aa. Os dois cromossomas Aa vao para o
mesmo polo na primeira divisdo, em um terco das vezes
(formagédo de bivalentes). Quando eles passam para 0 mesmo
pélo na primeira divisao, e também na segunda divisdo
(sequéncia A), alguns gametas homozigotos sdo formados. Este
processo € chamado redugéo dupla.

(FONTE: ALLARD, 1971).
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com suas produgOes gaméticas diferentes, ocorre quando os tetravalentes
séo formados e 50% da permuta genética ocorrem entre o centrémero e o
loco. Verifica-se que a produgdo gamética serd intermedidria quando
algumas vezes hd formagao de tetravalentes e outras ndo, e os centrémeros
e o loco sdo parcialmente ligados.

Alem da formagdo de tetravalentes e bivalentes, na batata
podem ser encontrados trivalentes e univalentes, levando a formagdo de
gametas aneupldides. Se estes sdo funcionais, podem proporcionar
resultados genéticos similares aos esperados na segregacgdo cromatidica
(HOWARD, 1970).

O efeito da formagao parcial de tetravalentes pode ser resumido
em um pardmetro a, que tem seu valor minimo zero quando os tetravalentes
nunca sd@o formados, e o valor mdximo 1 quando os tetravalentes sido
sempre formados e hé& separagdo ao acaso dos cromossomas, 2 a 2
(ALLARD, 1971).

O efeito do niumero varidvel de quiasmas se resume a um
pardmetro e, o qual reflete a freqiéncia média com a qual as cromatides
irmas alcangam o mesmo gameta. Quando os dois cromossomas em um
gameta sao derivados de cromdtides irmas, ocorreu a redugdo dupla. O
parametro e torna o seu valor minimo zero quando a ligagdo entre o
centrémero e o loco é completa, porque todas as separagdes sao
reducionais na primeira divisdo meidtica e as cromédtides irmas ndo podem
terminar no mesmo gameta (Figura 2). Para deduzir o valor méaximo de e, é
necessdrio identificar a sequéncia de eventos pela qual as cromatides irmas
terminam em um mesmo gameta (redugdo dupla). E necessério que ocorra
uma permuta simples (ou um numero impar de permutas) entre o centrémero

€ o loco, de maneira que as cromdtides irmas fiquem ligadas a dois
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centromeros diferentes; os centrémeros ligando crométides irmas vao para o
mesmo polo na anafase |; essas cromédtides irmas também vdo para o
mesmo pdlo na andfase Il (Figura 3).

A producdo gamética na heranga tetrassémica &, portanto, uma
fungao dos parametros a e e, cujo produto dos efeitos dd origem a um outro
parametro, denominado alfa (ALLARD, 1971).

O pareamento em um tetraplédide pode ser ou ao acaso ou
seletivo para qualquer grupo de quatro cromossomas homélogos. Com o
pareamento ao acaso, cada um dos quatro cromossomas homdlogos pareia
com a mesma freqiéncia com qualquer um dos outros cromossomas. O
pareamento seletivo ocorre quando os 4 cromossomas ndo sdo igualmente
homélogos, mas mostram afinidades diferentes. A homologia é um termo
relativo que pode variar desde a completa identidade dos cromossomas, que
é esperada na duplicagdo dos cromossomas de um dipldide homozigoto, até
uma Womologia muito fraca, esperada em certos tetravalentes, quando o
hibrido F{ entre espécies bastante diferenciadas tem seu numero de
cromossomas duplicado. Autotetrapléides estabelecidos a muito tempo,
como a batata e a alfafa, podem mostrar alta freqiiéncia de pareamento
seletivo, presumivelmente como resultado do actUmulo, durante longo
periodo de tempo, de pequenas mudangas nos cromossomas, ou seja, uma
tendéncia em diregdo a uma diploidizagdo, como resultado de mudangas

gradativas em cromossomas originalmente idénticos (ALLARD, 1971).
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2.3.2. Microsporogénese e megasporogénese

Na batata, a microsporogénese normal ocorre quando, na
anafase Il, forma-se um angulo de aproximadamente 60 graus entre um
complemento hapléide e outro, levando & formagdo de quatro micrésporos
reduzidos (MOK & PELOQUIN, 1975a; SOUTER et alii, 1980).

Trés mecanismos de formagdo de pélen 2n em batatas dipldides
sao conhecidos (MOK & PELOQUIN, 1972). Um mecanismo causado pelo
alelo recessivo do gene ps (parallel spindles), é caracterizado por fusos
paralelos na andfase I, levando & formagdo de diades com micrésporos nao
reduzidos (MOK & PELOQUIN, 1975a; RAMANNA, 1979; SOUTER et alii,
1980). A Figura 4 mostra esta diferenga entre a meiose normal e com a
presenga do fuso paralelo.

Os outros dois mecanismos sdo causados por genes recessivos
nao alélicos pe-1 (premature cytokinesis-1) e pc-2 (premature cytokinesis-
2), formando micrésporos ndo reduzidos pela omissio ‘da segunda divisdo
meidtica apés a teléfase | (pc-1) ou apds a préfase I (pc-2), de acordo com
MOK & PELOQUIN (1975a,b).

Um outro mecanismo relatado é o de fusos fundidos, causado
por um gene fs recessivo (fused spindles), onde os dois conjuntos
cromossOmicos na metdfase Il se tornam unidos. O produto final ainda é
discutido. VEILLEUX & LAUER (1981) relatam que este mecanismo pode ser
uma manifestagdo diferente do gene ps (fusos paralelos) e, com isto levaria
a formagao de diades. J& RAMANNA (1974) atribui este mecanismo &
formagdo de triades, havendo a presenga de um micrésporo nédo reduzido

(2n) e dois micrésporos reduzidos (n).
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FIGURA 4. Representagao esquematica mostrando a .diferenga entre a
meiose normal e com fusos paralelos durante a segunda divisdo
meiodtica.

(FONTE: PELOQUIN, 1981).

Segundo RAMANNA (1979), estes quatro mecanismos estéo
relacionados com uma restituicdo meidtica, ou seja, ha a formagdo de um
nucleo com numero cromossdmico nao reduzido em lugar de dois nucleos
com numero cromossdomico reduzido, devido a falta da primeira divisédo
meidtica (divisdo heterotipica) ou da segunda divisdao meidtica (divisao
homeotipica).

Na presenca dos fusos paralelos (ps) e fusos fundidos (fs), os

micrésporos formados sdo geneticamente equivalentes a FDR (First Division
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Restitution), ou seja, a restituicdo da primeira divisdo meidtica. Os gametas
FDR originam de uma divisdo equacional do complemento cromossémico
total antes da divisdo reducional (na anafase 1). Por ser uma divisdo idéntica
a mitose (equacional), espera-se que 0s gametas formados sejam idénticos
entre si e as células-méaes que os derivaram. Isto implica dizer que eles nao
segregam, as combinagbes alélicas favordveis (heterozigose) ou de locos
(epistasia) que estdo presentes no parental podem ser preservadas intactas
no gameta FDR (RAMANNA, 1983). Na Figura 5 estdo representadas as
consequéncias genéticas dos gametas FDR.

Nos mecanismos de citocinese prematura (pc-1 e pc-2), os
micrésporos formados sao geneticamente idénticos a SDR (Second Division
Restitution), ou seja, a restituicdo da segunda divisdo meidtica. O nucleo
restitui apoés a separagédo disjuncional dos cromossomas homélogos, isto &,
apds a anéfase |I. Cada produto da separagdo disjuncional - um complemento
hapldide - divide-se mitoticamente mas as cromatides irmas nio se separam
para os pdlos, devido a citocinese prematura (RAMANNA, 1979).

Investigagdes citogenéticas da presenga de gametas FDR e SDR
tém sido realizadas em batata (Solanum tuberosum) (RAMANNA, 1974,
1979, 1983; VEILLEUX & LAUER, 1981); em alfafa (Medicago sativa)
(McCOY, 1982; VORSA & BINGHAM, 1979) e também em milho (Zea mays)
(RHOADES & DEMPSEY, 1966). A importancia destes estudos reside no fato
de se avaliar a influéncia dos diferentes sistemas meidticos na produgédo de
gametas (PELOQUIN, 1979).

Em batatas dipldides (2n=2x=24), um ou, as vezes, dois
quiasmas s@o observados por bivalente (Swaminathan & Howard, 1953

citados por SIMON & PELOQUIN, 1976). Contudo, HERMSEN (1984),
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FIGURA 5. Representagdo esquemética das consequéncias genéticas em
gametas FDR, considerando trés genes hipotéticos (F, D e R).
Os gendtipos dos produtos meidticos podem ser determinados

pela presenga ou auséncia de um quiasma entre o centrémero e
o loco considerado.

(FONTE: PELOQUIN, 1981).

considera apenas um quiasma por bivalente devido ao tamanho reduzido dos
cromossomas.

Os gametas FDR transmitem em torno de 80% da heterozigose
parental a progénie (Figura 6), considerando que todos os locos situados do
centrdmero a primeira permuta genética passam 100% de heterozigose; e

entre a primeira e segunda permutas passam 50% da heterozigose para o
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FIGURA 6. Representagdo esquematica da porcentagem da heterozigose
parental presente em gametas FDR e SDR.
(FONTE: HERMSEN, 1984).

gameta formado (HERMSEN, 1984; MOK & PELOQUIN, 1975a: MOK et alii,
1976). Estes gametas podem conferir muitos locos multialélicos, quando do
cruzamento com a espécie adaptada, proporcionando um maior vigor na
progénie tetrapldide e ainda podem contribuir grandemente para a
uniformidade da progénie (HERMSEN, 1984; RAMANNA, 1979).

Os gametas SDR transmitem em torno de 40% da heterozigose
parental a progénie (Figura 6), considerando que todos locos situados do
centré-mero até a primeira permuta genética passam 100% de homozigose e
os locos entre a primeira e segunda permutas passam 100% de heterozigose

para o gameta formado (MOK & PELOQUIN, 1975a; HERMSEN, 1984). Se os

-
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gametas sao derivados de progénies heterozigotas, estes terdo um nivel
relativamente alto de homozigose. Isto pode ser importante porque pode
aumentar a dosagem de muitos alelos, como no desenvolvimento de
caracteres dominantes desejdveis com heranca simples. No entanto,
gametas SDR de parentais heterozigotos sdo altamente heterogéneos e,
sendo assim, podem contribuir para a heterogeneidade e também para o
potencial de sele¢do na progénie (HERMSEN, 1984; RAMANNA, 1979).

E importante salientar que todos os trés mecanismos de
formacédo de pdlen 2n (fusos paralelos, citocinese prematura-1 e citocinese
prematura-2) sao mutagdes recessivas, ndo alélicas (MOK & PELOQUIN,
1975b) e que possuem penetrancia incompleta e expressividade varidvel
(McCOY, 1982; McHALE, 1983; WERNER & PELOQUIN, 1987, 1990). Com
isto, em uma mesma planta, a freqiéncia de gametas n e 2n € muito variavel
(WATANABE & PELOQUIN, 1991).

Para a caracterizagdo do pdlen 2n, sao feitas mensuragdes dos
didmetros dos grdos de pdlen, considerando 2n os que apresentam valores
entre 26-33pm e n aqueles com valores entre 18-23um (QUINN, MOK &
PELOQUIN, 1974). Estes mesmos autores consideram que na utilizagao de
clones produtores de pdlen 2n, estes devem possuir no minimo 5% de
frequéncia de pdlen 2n para que se tenha sucesso em cruzamentos com
outro parental tetrapléide. O tamanho do grdo de pélen também serve como
critério na avaliagdo do nivel de ploidia do gameta (BAMBERG &
HANNEMAN, 1991; ORJEDA et alii, 1990; QUINN et alii, 1974: YERK &
PELOQUIN, 1990). Tem sido descoberta variagdo na frequiéncia de pdlen 2n
observada em clones dipldides de alfafa (McCOY, 1982), como também em
batata, crescidos em diferentes ambientes. VEILLEUX & LAUER (1981)

acharam freqiéncias de pdlen 2n varidvel entre plantas de batata
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classificadas como produtoras de pdlen 2n em um ambiente e normais em
outro ambiente. Nenhum efeito ambiental especifico na produgédo de pélen
2n foi determinado.

A germinagdo dos graos de pdlen de um clone varia
grandemente nos diferentes anos. Esta variagdo n&o parece estar
correlacionada com a idade da planta, mas com as variagdes ambientais nas
estagbes, principalmente umidade, temperatura e estado nutricional da
planta (SIMON & PELOQUIN, 1976). Clones FDR mantém germinagdo alta
de pélen 2n em torno de 30 dias apds a estocagem, ao passo que clones
SDR e pdlen n demonstram uma redugéo linear da viabilidade no mesmo
periodo de tempo (SIMON & PELOQUIN, 1976). Uma explicagdo plausivel
para a superioridade dos grdos de pélen 2n via FDR, parece ser a alta
heterozigose  gamética, com subsequente heterozigose  zigética
(MENDIBURU & PELOQUIN, 1970).

A identificagdo de componentes ambientais especificos que
influem na freqiiéncia de pélen 2n ndo é possivel, por causa da grande
interagédo Gendtipo x Ambiente (CUNHA, 1992; VEILLEUX & LAUER, 1981)
de varios fatores ambientais ndo controlados.

Plantas crescidas em condigbes de campo e telado néo tiveram
diferengas significativas quanto & produgdo de pdlen 2n (VEILLEUX et alii,
1982).

Um outro mecanismo de formagdo de pélen 2n foi relatado por
MOK & PELOQUIN (1975b). Os autores cruzaram clones dipléides de
gendétipos conhecidos para os mecanismos de fusos paralelos (ps) e
citocinese prematura (pc-1 e pc-2). Do cruzamento (ps/ps pe-1/pc-1 PC-
2/PC-2 x Ps/ps PC-1/PC-1 PC-2/PC-2) resultou um mecanismo que afetou a

microsporogénese de forma semelhante ao pc-2, chamado de pc-3
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(premature cytokinesis-3). A exata natureza da heranga do pc-3 permanece
desconhecida.

A utilizagdo de mutantes sinapticos associada aos mutantes
meidticos € mais uma alternativa empregada pelos melhoristas (IWANAGA &
PELOQUIN, 1979; IWANAGA, 1984; JOHNSTON et alii, 1986;: OKWUAGWU
& PELOQUIN, 1981). O termo mutante sinaptico é sugerido por haver
dificuldade em muitas espécies de se diferenciar a assinapse (mutantes que
influenciam no inicio do pareamento dos cromossomas) da dessinapse
(mutantes que alteram a manutengdo do pareamento cromossémico) em
estagios meidticos iniciais (IWANAGA & PELOQUIN, 1979). Este mutante,
designado sy4, tem heranga monogénica recessiva (JOHNSTON et alii,
1986). As anormalidades meidticas oriundas da sua presenga sdo: sinapse
pobre no paquiteno, alta freqiéncia de univalentes na diacinese, falta de
pareamento na metédfase |, dispersdo dos cromossomas na anafase |, alta
freqiéncia de pdlen estéril devido ao desbalanceamento cromossémico
(segregagédo irregular das cromdtides). No entanto, quando este mutante
sinaptico € combinado com o mutante meiético ps (parallel spindle), pdlen
2n fértil é produzido. A importdncia genética desta combinagdo é que
permite a possibilidade de aumentar o nivel de heterozigose que pode ser
transmitido a progénie dipléide. Se o mutante sinaptico é completamente
assinaptico (ndo hd pareamento, consequentemente nio ha permuta
genética), tem-se a possibilidade de transmitir 100% da heterozigose e
epistasia do parental a progénie. Se o mutante é parcialmente assinaptico,
um valor intermedidrio de heterozigose (entre 100 e 80%) é transmitido para
a progénie. Com isso, o mutante sinaptico (sy4) aliado ao mutante meiético
(Ps) propicia um importante método de melhoramento que maximiza a

heterozigose e a epistasia, transferindo o germoplasma dipldide, o qual tem
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caracteristicas desejdveis eficientemente combinadas ao nivel 2x, ao
tetrapldide (4x), segundo IWANAGA (1984).

WATANABE & PELOQUIN (1989) avaliaram a porcentagem da
produgao de pdlen 2n em cinco espécies selvagens de batata e observaram
valores entre 5% e 30%. Isto indica que hd genes mantendo a producdo de
gametas 2n em um certo nivel. Sendo que numa planta hd a produgédo de
pélen n e 2n, hibridagées entre ploidias diferentes (interploidia) ou entre
mesma ploidia (intraploidia) podem ocorrer ao mesmo tempo. Deste modo, o
controle genética simples da formagao de gametas 2n é um dos fatores que
aumenta a probabilidade de repetidas poliploidizagées sexuais (WERNER &
PELOQUIN, 1990).

IWANAGA & PELOQUIN (1982) ao avaliarem a frequéncia do
alelo ps em 63 cultivares de Solanum tuberosum, constataram-no em alta
frequéncia (0,69), apoiando a hipdtese que o pdlen 2n teve participa¢cdao na
origem de batatas tetrapldides cultivadas. Se a poliploidizagdo assexual
estivesse envolvida na origem da tetraploidia da batatd, era de se esperar
que a freqléncia do alelo ps permanecesse a mesma tanto na populagéao
tetrapléide como na populagdo ancestral dipldide. Por outro lado na
poliploidizagdo sexual esperar-se-ia freqiiéncias maiores na populagao
tetrapldide, porque o pdlen 2n produzido por um parental dipldide recessivo
e homozigoto para o alelo ps transmite somente o alelo ps e nao o seu
dominante e, consequentemente aumentaria a freqiiéncia desse na nova
populagao tetrapléide.

' O pdlen 2n FDR é homozigoto recessivo para o0 gene ps e
contribui com dois alelos ps na populagdo tetrapldide. Com isto, a
introgressdo de uma populagdo dipléide para uma tetraplide através do

pélen 2n pode aumentar a freqiéncia do alelo ps na populagéo tetrapléide.



26

A alta freqiéncia do alelo ps aumenta a possibilidade de
continua introgressdo de espécies dipldides, para cultivares tetrapléides,
atraves do pélen 2n (WATANABE & PELOQUIN, 1989).

O papel do gene ps na evolugdo da batata é de suma
importéancia, pois aumenta a heterozigose e cria um aito grau de diversidade
genética nas populagdes tetrapldides, fazendo com que estas sejam
competitivas com os parentais dipléides e colonizem nichos ecolégicos nédo
disponiveis para as populagdes dipléides (IWANAGA & PELOQUIN, 1982).

O alto grau de diversidade genética da batata tem sido
completado pela poliploidizagdo sexual, que oferece a transmissdo da
heterozigose do parental dipléide a progénie tetrapléide; pela heranga
tetrassémica, que aumenta as interagdes intra e inter-locos; e pela continua
introgresséo dos parentais dipléides via gametas 2n.

Todos os processos meibticos sdo regulados por genes, mas
também por sensibilidades a fatores ambientais. Em batata, uma ampla
variagdo na freqiéncia de pélen 2n foi encontrada em plantas de diferentes
idades (RAMANNA, 1974), entre plantas de um mesmo clone, entre flores de
uma planta, entre anteras de uma flor e -entre léculos de uma antera
(RAMANNA, 1979; VEILLEUX et alii, 1982).

A freqiéncia de pélen 2n pode variar consideravelmente durante
estagbes devido a variagdo ambiental (CONCILIO & PELOQUIN, 1991;
CUNHA, 1992). Para que haja um nivel estdvel de produgdo de gametas 2n
sob diferentes ambientes, é importante ao melhorista conhecer gendtipos
com ‘estas caracteristicas. Em batata, estes genétipos estdo sendo
descobertos, mas em numero reduzido (HERMSEN, 1984).

E notado que no melhoramento da batata os gametas FDR sao

muito atraentes, visto que eles oferecem possibilidades de transferéncia da
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heterozigose e combinagdes génicas favordveis do parental dipldide a
progénie tetrapldide (RAMANNA, 1983). Estas possibilidades tém sido
demonstradas em varios trabalhos envolvendo batatas cultivadas (DE JONG
et alii, 1981; HANNEMAN & PELOQUIN, 1969;MENDIBURU & PELOQUIN,
1971). Utiliza-se tanto a poliploidizagédo sexual unilateral (4x-2x) como a
bilateral (2x-2x), segundo MENDIBURU & PELOQUIN (1971, 1977). Nesta
ultima, além da produgdo de pdlen 2n, ha a necessidade da ocorréncia de
uma megasporogénese anormal, formando-se uma oosfera de constituigao
somatica.

No desenvolvimento normal do gameta feminino (dvulo), a
celula-mae do saco embriondrio sofre meiose, e cada divisdo meidtica é
seguida por uma citocinese. Como resultado, uma tétrade linear de
megasporos é formada. Posteriormente, trés megasporos se degeneram e
um torna-se o megasporo funcional, sofrendo trés endomitoses seguidas
pelo desenvolvimento da parede celular para formar o gametofito feminino
maduro (WERNER & PELOQUIN, 1991).

A frequéncia e os mecanismos de formagdo do gametdfito
feminino ndo reduzido (évulo 2n) em muitos ¢lones dipldides de batata tém
sido relatados (IWANAGA & PELOQUIN, 1979; STELLY & PELOQUIN, 1986:
WERNER & PELOQUIN, 1987, 1990, 1991) e também em alfafa (BINGHAM,
1990).

Vérios mecanismos que resultam na formacdo de évulos 2n sdo
representados na Figura 7, estes podendo ocorrer tanto na primeira como na
segunda divisdo meidtica (WERNER & PELOQUIN, 1991).

O mecanismo variante sinaptico é expresso na primeira divisao
meidtica por redugdo ou falta de pareamento cromossémico e/ou formacgao

de quiasmas, e com alta freqiéncia de univalentes distribuidos por toda a
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FIGURA 7. Representacdao esquemadtica dos mecanismos de formagdo de
évulos 2n em batatas diploides. A - Normal, B - Variante
sinaptico; C - Atraso na divisdo meidtica; D - Omissdo da 22
divisdo; E - Anafase Il irregular; F - Auséncia da 22 citocinese.
(FONTE: WERNER & PELOQUIN, 1991)
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célula. Posteriormente, a restituicdo nuclear pode ocorrer seguida pela
segunda divisdo meidtica. Como resultado, dois megdsporos 2n sé@o
formados, um se desintegra e outro dd origem a um d&vulo maduro,
geneticamente equivalente a FDR (Figura 7-B).

A segunda modificagdo que resulta na formagédo de évulos 2n é o
atraso da divisdo meidtica. A segregacdo reducional e equacional irregular
de univalentes substitui a segunda divisao meiética regular. Se had a
segregagao regular dos univalentes, diades sdao formadas. No entanto, em
muitos casos, hd uma distribuigdo assimétrica dos univalentes, formando
diades com numero cromossémico desbalanceado, podendo levar ao aborto
do dévulo. Geneticamente, o atraso na divisdo meidtica pode ser considerado
como uma mistura de FDR e SDR (Figura 7-C).

O desvio do processo normal na meiose Il para a produgdo de
dvulos 2n é a omissdo da segunda divisdo. Hd uma intérfase prolongada
com completa desespiralizagdo dos cromossomas no momento da ocorréncia
da segunda divisao meidtica. O produto deste processo é geneticamente
equivalente a SDR (Figura 7-D).

Uma anéfase |l irregular é caracterizada pelo aparecimento de
cromossomas atrasados na segunda divisdo e consequente restituicdo
nuclear. Este mecanismo leva a formagdo de o6vulos 2n geneticamente
equivalentes a SDR (Figura 7-E).

A ultima variagdo no processo meidtico que leva & formagédo de
ovulos 2n envolve a auséncia da citocinese apés a teléfase Il, seguida pela
fusdo nuclear (Figura 7-F). Esta anormalidade é geneticamente equivalente
a SDR (WERNER & PELOQUIN, 1991).

O controle genético da formagdo de dvulos 2n em batata tem

sido esclarecido em cruzamentos 2x-4x (Den NIJS & PELOQUIN, 1977) e em
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cortes histolégicos com auxilio de parafina (IWANAGA & PELOQUIN, 1979).
Genes recessivos néo alélicos controlam a formagao de évulos 2n (WERNER

& PELOQUIN, 1990).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Genético

Foram avaliados 28 clones hibridos obtidos do cruzamento entre
dihapldides (2n=2x=24) de Solanum tuberosum x Solanum chacoense
(2n=2x=24), que apresentaram freqliéncia de pdlen 2n igual ou superior a
5% de acordo com QUINN et alii (1974), relatados em trabalho desenvolvido
por CUNHA (1992). As sementes botdnicas foram oriundas do programa de
melhoramento da Universidade de Wisconsin (EUA), sendo cultivadas em
vasos plasticos, visando -a produgdo de tubérculos. A genealogia dos

hibridos esta relacionada na Tabela 1.

3.2. Caracteristicas Avaliadas

Foram feitas avaliagbes de comportamento cromossdémico na
meiose e caracteristicas de florescimento, em um ensaio instalado sob
condigbes de telado, no Departamento de Biologia da Escola Superior de
Agricultura de Lavras (DBI-ESAL), situada a 910 metros de altitude, 21914'S
de latitude e 45900'W de Gw. de longitude, no periodo de setembro a
dezembro de 1992. O delineamento experimental adotado foi o de blocos

casualizados com trés repetigdes, sendo cada parcela constituida por uma



TABELA 1. Genealogia dos hibridos interespecificos obtidos do cruzamento
entre dihapldides de S. tuberosum x S. chacoense.

Familia Numero Dihapldide x S.chacoense n2 da Univ.de
numero Clones Wisconsin
04 2 H551 B1 P319

09 3 H551 A1l P346

10 2 W973 20.9.62 P307

13 3 H551 20.9.52 P331

9 5 H551 19.5.50 P322

37 1 Wg73 20.10.65 P308

18 3 H551 29.9.47 P330

21 - W730 A8 P271

26 3 WQ973 19.5.50 P302

27 2 H551 20.10.65 P332
28 - W730 20.9.52 P290
35-2B ‘ H551 A9 P318

36 - H551 Chc 24 P343

(-) Foi considerada a familia como um todo, ndo sendo feita a distingao entre
os clones.

planta. Os clones foram plantados em vasos plasticos (capacidade de

3,0 kg) contendo substrato organo-vegetal para mudas (Plantimax
Hortaligas).

3.2.1. Comportamento cromossémico na meiose

Foram coletados botdes florais, em diferentes estagios de
desenvolvimento. Estes foram fixados em Carnoy (1 parte de acido acético e

3 partes de alcool etilico) por 24 horas. Apds este periodo, os botdes florais



33

foram transferidos para alcool 70% e estocados em geladeira até utilizagao.
Foram feitos cortes nas extremidades das anteras e os meidcitos foram
retirados com o auxilio de um estilete. Em cada lamina avaliou-se somente
um botdo floral. Os meidcitos foram corados com carmim propiénico 1%,
adicionando uma gota de agua glicerinada visando aumentar a longevidade
da lamina. Estando a lamina montada, esta foi passada por trés vezes sobre
a chama de uma lamparina a élcool, e entdo se processou a lutagem.

Os meidcitos foram avaliados em um microscépio Carl Zeiss,
modelo Amplival, a uma magnitude de 1000 X. Observou-se todos os
estdgios da meiose (meiose | e Il), bem como os produtos meidticos
(formagdo de diades, triades e tétrades). Avaliou-se em torno de 250

meidcitos por lamina de acordo com metodologia utilizada por MOK &
PELOQUIN (1975D).

3.2.2. Caracteristicas de florescimento

Foram avaliadas:
A - Quantidade de pdlen na antera
Adotou-se um critério de notas onde:
1 - Quantidade muito reduzida de pdlen
2 - Pouco pdlen
3 - Quantidade regular de pdlen
4 - Abundéancia de pdlen
B - Viabilidade e Frequiéncia de pélen 2n
Para avaliagao destas caracteristicas as anteras foram coletadas
3 dias apds a abertura da flor e armazenadas em &lcool 70% em geladeira

até utilizagdo. Em cada parcela procurou-se coletar no minimo 5 flores,
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visando uma melhor amostragem na avaliagdo das caracteristicas de
florescimento. Os grdos-de-pdlen foram retirados das anteras com o auxilio
de um estilete e depositados sobre a superficie de uma lamina, contendo
carmim acético 2% e uma gota de agua glicerinada. A viabilidade e a
freqiéncia de pdélen 2n foram determinadas pela colorabilidade e pelo
tamanho através de amostras constituidas de aproximadamente 200 graos-
de-pdlen, observados a uma magnitude de 200 X em um microscépio Carl

Zeiss, modelo Amplival, de acordo com as férmulas:

NGmero de gréaos-de-pdlen 2n corados

I

Viabilidade

Niumero de graos-de-pdlen 2n corados e ndo corados

Numero de grédos-de-pdlen 2n corados
Freqléncia

Numero total de grdos-de-pdlen corados

Em cada lamina avaliada, cerca de 20 graos-de-pdlen n e 20
graos-de-pélen 2n foram medidos com o auxilio de uma ocular OSM 0,5 a

uma magnitude de 400X.

As fotomicrografias dos meiécitos e grédos-de-pdlen foram feitas

utilizando-se filmes Ektachrome da Kodak, 64 ASA.

3.3. Andlise Estatistica

Para os caracteres de florescimento foi realizada uma anadlise de

variancia, de acordo com o seguinte modelo matematico:
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Yij = m + Ccj + bj + ejj)
onde;
Yijj € a observagao do clone i no bloco j;

m é a média geral do carater;

ci & o efeito do clone i;i=1, 2, ..., 28;

bj é o efeito do bloco j; j=1, 2, 3;

ejj @ o efeito do erro experimental, associado a observagéo Yij

Por ndo apresentarem aditividade, os dados de freqiiéncia de
pélen 2n e viabilidade de pdlen (n e 2n) foram transformados em

(log (x + 10)), bem como os dados de quantidade de pélen em Arc Sen

((4x/100) + 0,5).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Comportamento Cromossémico na Meiose

Através da comparagdo das anormalidades encontradas com as
fases normais da microsporogénese da batata foi possivel detectar
diferentes mecanismos de restituigao nuclear que levam & formagédo de péien
2n. Os clones avaliados sao dipléides (2n=2x=24) e, por isso, é esperada a
formagdo de 12 bivalentes com o pareamento no paquiteno (Figura 8-A). De
acordo com HERMSEN (1984), no diploteno os cromossomas homélogos,
devido ao seu pequeno tamanho, ficariam presos por somente um quiasma.
No entanto, se hd a atuagdo de mutantes sinapticos, univalentes séo
formados afetando diretamente a freqiéncia de permuta genética. Como a
avaliagdo do pareamento cromossémico, ocorréncia de quiasmas e
contagens de bivalentes no paquiteno, dipiéteno, diacinese e metéfase |
(Figura 8) foi dificuitada pelo tamanho reduzido dos cromossomas e pela
ocorréncia de profundidade de campo, neste trabalho optou-se por pesquisar
a presenga de mutantes sinapticos através da observagao de cromossomas
atrasados na andfase |. Somente o clone 27-6 apresentou esta
anormalidade, mas com freqliéncia muito baixa (apenas um meidcito em uma
repeti¢édo). Portanto, ndo foi detectada a ocorréncia de mutantes sinapticos
nos clones estudados através da metodologia empregada.



FIGURA 8. Aspectos da microsporogénese normal de clones dipldides de
batata. A-Paquiteno. B-Dipléteno. C-Metdfase |. D-Anafase |I.
Aumento total: 2048X.
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Na observagdo da teldfase | e préfase Il normais, a dificuldade
residiu no fato de separar as duas fases, sendo que na teldfase | (Figura 9-
A) os cromossomas chegam aos podlos, se descondensam e posteriormente,
na profase Il (Figura 9-B) voltam a se condensar. Provavelmente, esta
passagem da teldéfase | para a profase Il € muito répida ou inexiste. Na
profase Il foi possivel detectar o mecanismo de citocinese prematura-1

(Figura 9-B) que leva a formagédo de diades geneticamente equivalentes a

SDR. Este mecanismo foi encontrado em 10 dos 28 clones avaliados
(35,71%).

FIGURA 9. Aspectos da microsporogénese em clones dipléides de batata. A-
Teloéfase |. B-Citocinese prematura-1 (pc-1). Aumento
total:2048X.
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Na metafase Il (Figura 10-A), os dois conjuntos cromossdmicos
se localizam no equador da célula, dispostos perpendicularmente com um
angulo de aproximadamente 60 graus entre eles (MOK & PELOQUIN, 1975a;
SOUTER et alli, 1980). Trés anormalidades no comportamento
cromossdémico foram encontradas nesta fase. A citocinese prematura (Figura
10-B) foi encontrada em 6 dos 28 clones avaliados (21,42%). O mecanismo
responsdvel por esta anormalidade é o pc-2 (citocinese prematura-2),
levando & formacdo de dfades geneticamente equivalentes a SDR. O
mecanismo de fusos paralelos (ps) foi o mais frequente, sendo encontrado
em 23 dos 28 clones avaliados (82,14%). Neste mecanismo, os fusos na
metéfase |l ficam dispostos de forma paralela (Figura 10-C), havendo
posterior segregac¢édo das croméatides paralelamente para os pélos, levando &
tormagéo de diades geneticamente equivalentes a FDR. Uma ltima
anormalidade encontrada na metdfase |l foi a presenga do mecanismo de
fusos fundidos (fs), onde os dois conjuntos cromossdémicos se tornam
unidos, havendo posterior segregagdo para os pélos (Figura 10-D). Este
mecanismo foi detectado em 16 dos 28 clones avaliados (57,14%). O
produto final ainda é discutido.

VEILLEUX & LAUER (1981) relatam que o mecanismo de fusos
fundidos pode ser uma manifestagéo diferente do gene ps (fusos paralelos)
e, com isto levaria a formagdo de diddes. RAMANNA (1974) atribuiu a este
mecanismo a formag¢do de triades, havendo a presenga de um micrésporo
nao reduzido (2n) e dois micrésporos reduzidos (n). Dos 16 clones em que o
mecanismo fs8 se manifestou, este ocorreu associado a0 mecanismo ps em
15 clones (Tabela 2). Ndo houve formagdo de triades em 7 dos 16 clones

com mecanismo f8, ao passo que diades foram formadas em todos os 16
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FIGURA 10. Aspectos da microsporogénese de clones dipldides de batata.
A-Metafase Il normal. B-Citocinese prematura-2 (pc-2). C-Fusos
paralelos (ps). D-Fusos fundidos (fs). Aumento total: 2048X.
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TABELA 2. Nimero de meidcitos observados, mecanismos e modo de
formagdo de pdlen 2n de 28 clones hibridos de dihapldides de
Solanum tuberosum x Solanum chacoense.

Clone N2 de meidcitos Mecanismos de { Modo de forma* ao
observados formagéao pdlen 2n de pdlen 2n
4-6 298 ps. fs, pc-2 FDR/SDR
4-10 566 pc-2 SDR
9-2 311 ps FDR
9-3 888 ps, ts FDR
9-6 840 ps, fs FDR
10-2 870 ps, fs, pc-2 FDR/SDR
10-4 ‘870 ps, fs FDR
13-8 538 ps, fs FDR
13-9 286 ps, fs FDR
13-11 338 ps, fs, pc-1 FDR/SDR
15-4 825 ps, pc-2 FDR/SDR
15-9 702 ps, fs FDR
15-12 462 ps, pc-1 FDR/SDR
15-15 924 ps FDR
15-16 939 ps, fs, pc-1 FDR/SDR
17-5 837 ps, fs, pc-2 FDR/SDR
18-3 777 pc-1 SDR
18-11 957 ps, fs, pc-2 FDR/SDR
18-12 568 ps FDR
21 732 ps, fs FDR
26-5 888 ps FDR
26-6 891 ps, fs, pc-1 FDR/SDR
26-7 930 ps, fs FDR
27-6 840 ps, pc-1 FDR/SDR
27-9 903 pc-1 SDR
28 906 pc-1, ps FDR/SDR
35-2B 894 pc-1 SDR
36 849 pc-1, fs FDR/SDR

) Ps (fusos paralelos); fs (fusos fundidos); pe-1 (citocinese prematura-1) e
pc-2 (citocinese prematura-2),
" FDR (First Division Restitution); SDR (Second Division Restitution)
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clones (Tabela 3), reforgando a suposicdo de VEILLEUX & LAUER (1981),
onde o produto final seria uma diade, geneticamente equivalente a FDR.

Nos mecanismos de fusos paralelos, fusos fundidos, citocinese
prematura-1 e citocinese prematura-2 o produto final é uma diade (Figura
11-A), diferindo apenas se geneticamente equivalente a FDR (ps e fs) ou
SDR (pc-1 e pc-2). Se a meiose continua seu processo normal, ou seja, na
metafase Il os conjuntos cromossémicos estédo dispostos perpendicularmente
a um &ngulo de 60 graus, na anafase Il os cromossomas segregam para os
polos, se descondensam na teléfase |l, havendo posterior citocinese,
levando & formagédo de quatro micrésporos reduzidos. O produto final seré
uma tétrade (Figura 11-B).

Houve formagédo de triades em 9 clones avaliados (Tabela 3).
Isto pode ser explicado pela fusdo de cromatides nao-irmas, havendo a
formagdo de dois micrésporos reduzidos e um micrésporo ndo reduzido
(Figura 11-A). Segundo LAM (1974), isto é possivel quando, na metéfase I,
os fusos estdo com uma disposicdo de 90°. A Figura 11-C mostra a formagéo
da triade, com a segregagdo das cromatides ndo-irmas.

Na Tabela 2 estdo relacionados os mecanismos e os modos de
formagdo de pdlen 2n dos 28 clones avaliados, bem como o numero de
meidcitos observados em cada clone. Para cada repeticdo, procurou-se
avaliar pelo menos 250 meidcitos nas fases de meiose | e Il, segundo
metodologia adotada por MOK & PELOQUIN (1975b). Houve perda de
parcelas em alguns clones (4-6, 4-10, 9-2, 13-8, 13-9, 138-11, 15-9, 15-12,
18-12), mas pelo menos uma parcela foi avaliada por clone.

Nota-se na Tabela 2, que em 12 dos 28 clones avaliados o modo
de formagdo do pdlen 2n foi FDR associado ao SDR. Clones que sao

homozigotos recessivos para mais de um loco responsével pela formacao de




TABELA 3. Freqliéncia dos mecanismos de produgdo de pélen 2n e normais
e dos produtos meidticos em 28 clones hibridos de dihapléides
de Solanum tuberosum x Solanum chacoense.

Frequéncia (%)

Mecanismos da formagéao de Produto meiético
pélen 2n
Clone Total ps fs pc-1  pc-2  Normal Total Diade Triade Tétrade
4-6 110 1,8 8,1 0,0 627 27,2 32 21,8 37,5 40,6
4-10 80 0.0 0.0 0,0 6,6 93,3 304 2,3 0,0 97.8
9.2 116 5,1 0,0 0,0 0,0 048 61 0,0 0,0 100,0
8-3 213 19,7 14,5 0,0 0,0 657 430 32 0,2 96,5
9-6 117 23,0 1,7 0,0 00 752 251 35 3,9 92,4
10-2 98 15,3 14,2 0,0 1,0 693 377 19,6 0,0 80,3
10-4 265 10,5 16,9 0,0 00 72,4 465 24,9 3,6 71,3
13-8 51 15,6 1,9 0,0 0,0 823 213 15,4 4,6 79,8
13-9 19 52 31,5 0,0 0,0 63,1 115 78,2 9,5 12,1
13-11 64 78 359 1,5 0,0 56,2 225 16,8 0,0 83,1
15-4 250 2,8 0,0 0,0 2,0 952 324 4,3 0,0 95,6
15-9 134 37 0,7 0,0 00 955 210 4,7 0,9 94,2
15-12 268 3,7 0.0 0,3 0,0 95,8 163 0,0 0,0 100,0
15-15 182 13,1 0,0 0,0 00 86,8 234 0,0 0,0 100,0
15-16 140 0,0 5,0 6,4 0.0 885 109 35,7 0,0 64,2
17-5 76 1,3 144 00 210 631 61 52,4 0,0 47,5
18-3 130 0,0 0,0 338 0,0 66,1 233 35,6 2,1 62,2
18-11 138 10,8 16,6 0,0 36 68,8 100 16,0 1,0 83,0
18-12 216 3,7 0,0 0,0 0,0 982 143 0,0 0,0 100,0
21 219 6,3 0,9 0,0 0,0 926 173 2,8 0,0 97.1
26-5 157 5,0 0,0 0,0 0,0 949 106 0,0 0,0 100,0
26-6 310 4,8 0,6 38 0,0 90,6 367 37,8 0,0 62,1
26-7 219 10,0 0,4 0,0 0,0 894 251 2,3 0,0 97,6
27-6 35 2,8 0,0 40,0 0,0 571 194 58,7 2,5 38,6
27-9 66 0,0 0,0 59,0 0,0 40,9 134 8,9 0,0 91,0
28 41 4,8 0,0 7,3 00 878 265 10,5 0,0 89,4
35-28 93 0,0 0,0 66,6 0,0 333 137 72,2 0,0 27,7

36 55 0,0 1,8 87,2 00 10,9 69 47.8 0,0 52,1




FIGURA 11. Produto final na microsporogénese em clones dipléides de
batata. A-Diade e Triade. B-Tétrade. C-Segregagdo de
cromatides ndo-irméas, levando a formagédo de triades. Aumento

total:2048X.
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pélen 2n (ps, fs, pc-1, pc-2), podem produzir micrésporos nédo reduzidos por
mais de um mecanismo. No entanto, somente um mecanismo é funcional em
uma célula-mée dos graos-de-pélen (MOK & PELOQUIN, 1975b).

A exata explicagdo na preferéncia dos diferentes mecanismos
permanece desconhecida, mas torna evidente a atuagdo de um complexo
processo de regulagao génica.

Na Tabela 3 estdo relacionadas as freqliéncias dos meidcitos
nos diferentes mecanismos de formagdo de pdlen 2n. Estas frequéncias
variaram dentro de um mesmo clone (ao avaliar as diferentes repetigcoes),
podendo ser explicada pela penetrancia incompleta e expressividade
variavel dos genes responsdveis pela formagédo de pélen 2n (ps, fs, pc-1,
pc-2). Esta variagdo na freqiiéncia dos mecanismos ocorreu também dentro
de uma mesma familia. Nas familias 15 (clones 15-4, 15-9, 15-12, 15-15, 15-
16) e 18 (clones 18-3, 18-11, 18-12) houve a atuagcdao dos quatro
mecanismos na formagéo de pdlen 2n (ps, fs, pc-1, pc-2). Nota-se também
que nao se evidenciou um efeito epistdtico dos genes responsdveis pela
formagao de pdélen 2n. Na familia 15 isto pode ser melhor visualizado, onde
cada clone apresentou uma frequéncia diferente quanto a "preferéncia® na
atuagao dos mecanismos responsdveis pela formagédo de grao-de-pdlen 2n.

WATANABE & PELOQUIN (1993) avaliando espécies 2x, 4x e 6x
de Solanum acharam correlagées altas entre a freqiiéncia de ps com
freqiéncia de diades (r = 0,896); freqiiéncia de pc-1 com freqliéncia de
diades (r = 0,942) e frequéncia de fs com frequéncia de triades (r = 0,732).
Estas correlagées foram feitas no presente trabalho, encontrando
coeficientes de correlagdo baixos. Os coeficientes foram: frequéncia de ps
com freqiéncia de diades (r = 0,357); freqliéncia de pe-1 com freqiiéncia de

diades (r = 0,490); freqiiéncia de pc-2 com freqiiéncia de diades (r = 0,075).



46

Com relagdo ao mecanismo fs, foram feitas correlagbes com as freqiéncias
de diades e triades obtendo-se coeficientes de correlagdo der=0,246er =
0,164, respectivamente. Este fato reforga mais uma vez a hipétese de
VEILLEUX & LAUER (1981), onde o mecanismo fs seria um variante
fenotipico do mecanismo ps, levando a formagéao de diades.

O fato de no presente trabalho terem sido encontrados
coeficientes de correlagdo baixos pode ser explicado pela presenga de mais
um mecanismo de formagédo de pdlen 2n em 20 dos 28 clones avaliados
(Tabela 2). WATANABE & PELOQUIN (1993) trabalharam com clones que
apresentaram um unico mecanismo de formagéo de pdlen 2n, o que
provavelmente os levou a obter coeficientes de correlagao altos.

Ao analisar os clones que apresentaram um Gnico mecanismo de
formagéo de pélen 2n (clones 4-10, 9-2, 15-15, 18-3, 18-12, 26-5, 27-9, 35-
2B), o coeficiente de correlagdo entre freqiéncia dos mecanismos de
formacdo de pdlen 2n e frequencia de diades foi muito superior aos
encontrados até entdo neste trabalho (r = 0,776).

Em alguns clones, ndo se observou resultados I6gicos ao avaliar
a frequéncia de mecanismos de produgdo de pélen 2n e a freqiiéncia de
produtos meidticos. Estes resultados também contribufram para o baixo valor
dos coeficientes de correlagdo. A avaliagdo constou de uma amostragem
aleatéria, contribuindo para uma distribuigdo heterogénea das fases da
meiose (I e 1l) nos 28 clones avaliados.

Com base na Tabela 3, os clones 10-4, 13-8 e 13-9 devem
merecer atengdo especial em programas de melhoramento, visto que
obtiveram freqiéncias de mecanismo ps altas (maior que 5%), com
posterior freqiéncia de formagdo de diades alta (maior que 5%). Deve-se

ressaltar que estas diades formadas sdo geneticamente equivalentes a FDR.
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Mas os clones 10-2, 13-11, 18-11 e 26-6, apesar de terem o0 modo de
formagédo FDR associado a SDR, possuem freqiéncia de mecanismos que
levam & formagdo de diades geneticamente equivalentes a SDR muito baixa,
podendo também ser utilizados em programas de melhoramento.

A presenga de citomixia foi detectada nos clones 13-9 e 18-3,
mas também em freqiéncia muito baixa, somente em uma das repetigdes
avaliadas (5,86 e 5,26%, respectivamente). Pode ter havido um fator
ambiental, como estresse hidrico, que levou & formagdo da citomixia
(TAKATS, 1959). E esperado que nos graos-de-pélen formados, haja
desbalanceamento cromoss6mico, visto que além do citoplasma, pode haver
transferéncia da cromatina.

No clone 9-6 houve, além da formagdo de diades, triades e
tétrades, a formagéo de péntades e héxades, mas também em freqiéncia
muito baixa (0,36%). Neste caso pode ter havido a atuagdo de variantes
sinapticos, os quais alterariam o pareamento dos bivalentes, havendo uma
posterior segrega¢do cromossémica irregular, levando & formagdo de
diferentes arranjos no estdgio final de formagdo do grédo-de-pdlen. Estes
grédos-de-pdlen, provavelmente, por estarem com desbalango cromossémico,
serdo ndo competitivos ou estéreis. Se forem competitivos, ao fecundar o
ovulo, provavelmente este serd abortado, devido ao desbalanceamento

cromossémico.

4.2. Caracterfsticas de Florescimento

Na Tabela 4 estdo relacionadas as médias das caracteristicas de

florescimento avaliadas, bem como o modo de formagédo de pdien 2n dos 28



TABELA 4. Médias de freqiéncia de pélen 2n (%), viabilidade de pélen 2n
(%), quantidade de pélen na antera, viabilidade de pélen n (%) e
modo de formagdo de péien 2n de 28 clones hibridos de
dihapléides de Solanum tuberosum x Solanum chacoense,
avaliados em casa-de-vegetagdo no Departamento de Biologia,
ESAL, Lavras-MG, no periodo de primavera de 1991, outono de
1992 e primavera de 1992.

Freqdéncha do Visbilidade de Quantidade de Viabildado de Modo da formagaio
péion 2n (%) pélen 2n (%) pdien na antera’ péien n (%) pélen 2n?

Cones  Pim®1® Ouws2® Primu2 Prime1d oue2® Pime2 Pime1? owm® Pime2 Prime1® Owe2® Primee

48 72 62 . 856 79.4 * 27 30 . 56,9 55,6 . FOR/SDR
410 1,3 261 . 433 47,7 . 37 30 . 765 41,7 . SDR

%2 127 264 909 816 761 1000 20 27 30 41,5 51,3 843 FDR

83 180 129 259 927 603 925 1,3 1,7 20 404 248 228 FOR

96 00 69 945 00 333 904 13 10 26 90 121 573 FDR
10-2 00 18,1 845 00 794 625 10 10 1,3 386 238 423 FOR/SDR
104 116 103 47 800 688 454 17 20 1.6 130 369 448 FOR
13-8 00 6.1 . 00 546 . 33 19 . 80,3 49,7 . FDR
13-9 00 89 937 00 525 300 23 17 10 579 450 34 FDR
1311 24 69 152 556 500 400 1,7 1,7 20 307 490 518 FOR/SDR
16-4 03 81 318 333 884 714 27 30 30 636 808 817 FDR/SDR
159 00 122 172 00 970 900 37 40 28 587 573 749 FOR
1512 00 163 409 00 787 583 40 27 30 792 546 728 FDR/SDR
1515 14 172 637 667 844 781 27 37 .30 779 656 657 FDR
1616 48 279 989 482 579 481 1,0 1,3 10 342 . 238 41,5 FDR/SDR
176 169 49 454 304 203 428 10 17 10 144 260 204 FDR/SDR
18-3 5§38 07 26 891 333 666 23 1,7 1,3 608 373 605 SDR
18-11 60,9 . 17,85 88,9 . 769 1,0 . 20 10,1 . 7.4 FDR/SDR
1812 04 31,56 265 417 81,8 1000 23 21 13 81,8 197 832 FOR

21 158 108 471 660 501 652 17 1,0 20 114 260 729 FOR

26-6 03 152 196 333 607 705 30 30 23 806 703 810 FOR
26-6 58 69 588 91,1 678 428 33 20 30 660 743 €92 FDR/SOR
26-7 00 104 442 00 304 965 33 40 23 778 633 69,0 FOR
27-6 00 83 398 00 806 1000 27 30 30 203 46,1 656 FOR/SDR
27-9 00 87 247 00 778 82 30 13 23 905 331 79, SDR

28 02 11,8 852 333 838 791 17 30 20 719 692 751 FDR/SDR
628 75 158 7556 833 522 687 27 20 20 228 205 319 SOR

36 . 1.1 678 °* 634 687 * 27 23 . 518 46,7 FOR/SDR
Média 6,03 1185 69 4237 6360 709 23 23 21 51,21 448 56,21

1 - Notas: 1 - Quantidade muito reduzida de pélen; 2 - Pouco pélen; 3 -

Quantidade regular de pélen; 4 - Abundéncia de pélen.

2 - FDR (First Division Restitution); SDR (Second Division Restitution).

3 - Dados obtidos por CUNHA (1992)

* - Produziu botdes florais, mas ndo se desenvolveram até a abertura das

flores.
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clones hibridos. Os dados da primavera/91 e outono/92 foram avaliados por
CUNHA (1992).

Com relagdo a frequéncia de pdlen 2n, as médias da
primavera/91 e primavera/92 nao apresentaram muita diferenga (X = 6,03 e
X = 6,9, respectivamente), sendo que no outono/92 a média apresentou-se
maior (X = 11,95).

CUNHA (1992) sugere que a temperatura deve ter sido
prejudicial para a formagdo de pdlen 2n no ensaio de primavera. As
temperaturas observadas no ensaio de primavera/92 néo diferiram muito das
temperaturas observadas por CUNHA (1992).

Téo importante quanto avaliar a freqUéncia de pdlen 2n, é
também avaliar a viabilidade dos mesmos. No ensaio de primavera/92, a
media foi superior aos outros ensaios (primavera/91 e outono/92). Os clones
variaram de 30 a 100% de viabilidade de pdélen 2n (Tabela 4). Deve-se
associar a frequéncia de pdlen 2n a viabilidade dos mesmos, bem como o
modo de formagdo de pdlen 2n, visando obter informagdes para a utilizagao
dg clones que possam aumentar a chance de sucesso em cruzamentos,
transmitindo alta heterozigose as progénies. Com base nisto os clones 9-2,
9-3, 9-6, 10-4 e 15-15 podem ser utilizados em programas de melhoramento,
pois reunem freqiéncias de pdlen 2n superiores a 5% (QUINN et alii, 1974),
viabilidade alta de pdlen 2n (maior que 50%) e modo de formagao FDR. O
clone 18-11, apesar de possuir o modo de formagdo FDR associado a SDR,
mostrou freqiéncia e viabilidade de pdlen 2n altas, podendo também ser
uma opg¢ao em programas de melhoramento. Vale ressaltar que a freqiéncia
de mecanismos de formagdo de pdlen 2n geneticamente equivalente a SDR

foi baixa (3,6%).
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O tipo de restituigdo nuclear parece afetar a frequiéncia de pdlen
2n. MOK & PELOQUIN (1975b) observaram diferengas na freqiiéncia de
pélen 2n no mecanismo de fusos paralelos (3-20%), citocinese prematura-1
(14-34%) e citocinese prematura-2 (14-18%). A variagdo fenotipica da
expressividade dos mecanismos de formagéo de pdlen 2n pode ser devido a
atuagao de mais de um mecanismo de restituigdo nuclear (VEILLEUX &
LAUER, 1981).

Segundo CUNHA (1992), a produgdo de graos-de-pélen n é tao
importante quanto a de 2n, quando se deseja manter o nivel dipléide durante
0s processos de recombinagédo génica e melhoramento destas populagdes.
Em seu trabalho, a autora observou grandes diferengas entre os clones mas
de modo geral, aqueles que apresentaram freqiéncias mais elevadas de
pdlen 2n produziram baixa viabilidade de pélen n. Na Tabela 4 isto pode ser
melhor visualizado onde no clone 18-11 houve alta freqiiéncia de pélen 2n
nos ensaios de primavera/91 e primavera/92 (50,9 e 17,85,
respec\tivamente), com baixa viabilidade de pdélem n (10,1 e 7,4,
respectivamente).

No clone 13-9 houve baixa viabilidade de pdlen n (3,4%). Isto
pode ser devido a uma alta freqiéncia de pdlen 2n (9,37%), bem como a
presenga de citomixia detectada na andlise do comportamento
cromossdémico, levando a formagdo de gametas desbalanceados. A citomixia
foi detectada também no clone 18-3, mas este apresentou alta viabilidade de
pélen n (60,5%), bem como baixa frequéncia de pdlen 2n (2,6%).

Se o periodo de duragdo em que as células sdo sensiveis a
estimulos que induzem a formagdo de gametas 2n é curto, entdo as
diferengas nas frequéncias de diades dentro de um mesmo l6culo podem

refletir condigées microambientais temporariamente distintas (VEILLEUX et
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alii, 1982). Na Tabela 5 estdo relacionadas a freqiiéncia esperada de pdlen
2n com base na avaliagdo de estdgios meidticos anteriores a formagédo do
grédo-de-pdlen e também a freqiiéncia observada de grdo-de-pélen 2n com
base na colorabilidade dos mesmos. Houve uma correlagdo muito baixa
entre a freqiéncia esperada e freqiiéncia observada de pélen 2n (r = 0,142),
0 que nao ocorreu no trabalho de WATANABE & PELOQUIN (1993), onde
encontraram correlagéao alta (r = 0,857).

A microsporogénese ocorre em torno de uma semana antes da
abertura das flores. Com isto, as amostras dos meidcitos sdo coletadas em
condigbes ambientais diferentes das amostras dos grdos-de-pdlen. Isto
associado a expressividade varidvel dos mutantes meidticos (ps, fs, pec-1,
pc-2), pode acarretar diferengas significativas na freqliéncia esperada e
observada dos graos de pdlen 2n (SOUTER et alii, 1980).

Os diametros dos grdos-de-pdlen n e 2n avaliados foram de
22,4+0,5um e 27,4x0,5um, respectivamente (Figura 12). Estes resultados
estdo de acordo com CUNHA (1992), QUINN et alii (1974) e RAMANNA
(1974); onde o pdlen 2n tem tamanho superior (em torno de 30%) ao pdlen
n.

A utilizagdo de pdélen ndo reduzido (2n) tem vantagens em
relagdo ao 6vulo 2n, pois a avaliagdo da frequéncia de pdlen é mais rdpida
(QUINN et alii, 1974), ao passo que para se avaliar a freqléncia de évulos
2n em organismos dipléides sdo necessérias técnicas mais sofisticadas. A
freqiéncia de produgdo de évulos 2n, é usualmente baixa (De MAINE et alii,
1986). Cinco clones utilizados pelos autores citados produziram somente
0,09 a 1,35 sementes por polinizagdo, embora fossem sabidamente
produtores de 6vulos 2n. Em gendtipos de batata dipldide os 6vulos 2n sédo

derivados principalmente do modo de formagdo SDR (STELLY &
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TABELA 5. Frequéncias esperadas com base em observagdes de meidcitos

na priofase Il, metdfase Il e andfase Il e estdgios de diades e
freqiéncias observadas de pélen 2n de 28 clones hibridos de
dihaplbides de Solanum tuberosum x Solanum chacoense.

% esperada de pdlen 2n % observada
Clone Pro ll, Met Il e Ana il Diade de pélen 2n
4-6 72,7 21,8 *
4-10 6,7 2,3 *
9-2 5,2 0,0 9,09
9-3 34,3 3,2 25,90
9-6 24,8 3,5 9,45
10-2 30,6 19,6 8,45
10-4 27,5 24,9 4,70
13-8 17,6 15,4 *
13-9 36,8 78,2 9,37
13-11 45,3 16,8 1,52
15-4 4,8 4,3 3,18
15-9 4,5 4,7 1,72
15-12 4,1 0,0 4,09
15-15 13,2 0,0 6,37
15-16 11,4 35,7 ‘ 9,89
17-5 36,8 52,4 4,54
18-3 33,8 35,6 2,60
18-11 31,2 16,0 17,85
18-12 3,7 0,0 2,55
21 7,3 2,8 4,71
26-5 5,1 0,0 1,95
26-6 9,4 37.8 5,88
26-7 10,5 2,3 4,42
27-6 42,9 58,7 3,95
27-9 59,1 8,9 2,47
28 12,2 10,5 3,62
35-2B 66,7 72,2 7,56
36 89,1 47,8 6,78

* Produziu botdes florais mas que ndo se desenvolveram até a abertura das

flores.
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FIGURA 12. Amostra de pdlen n e 2n em clones dipldides de batata.
Aumento Total:448X.

PELOQUIN, 1988), enquanto que o pdlen 2n via FDR é comumente
encontrado em germoplasmas dipldides (DEN NIiJS & PELOQUIN, 1977).

O primeiro relato do sucesso da utilizagdo de pdlen 2n via FDR
em transferir caracteres favordveis do nivel dipldide ao tetrapldide foi
apresentado por IWANAGA et alii (1989). Os autores trabalharam com
resisténcia ao nematdide das galhas da raiz. (Root-knot nematodes),
utilizando como fonte de resisténcia espécies dipldides de S. sparsipilum, S.
chacoense, S. phureja e S. stenotomum. Através de seleg@ao recorrente
fenotipica, a freqiiéncia da resisténcia na populagdo foi aumentada, sendo

combinada com caracteres fenotipicos desejdveis e uma maior produgd@o de
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pélen 2n via FDR em populagbes dipléides avangadas. Como resultado, a
transferéncia dos genes para resisténcia ao nematdide de espécies
selvagens para cultivares de batata pode ser facilmente alcangada,
utilizando a selegao fenotipica.

Os autores ainda concluiram que a resisténcia do parental
transmitida via pélen 2n é mais eficiente do que no pélen n. Esta eficiéncia é
provavelmente devido ao fato de que o pdlen 2n via FDR restringe o
rearranjo de alelos entre o centrémero e a permuta.

Fica .evidente o grande potencial dos gametas nédo reduzidos,
principalmente podlen 2n via FDR, no melhoramento da batata. Com base
nisto, € de suma importdncia a utilizagdo de métodos alternativos que
possam contribuir para a ampliagdo da base genética e com isto, no

potencial de sele¢ao da cultura da batata.



5. CONCLUSOES

- Quatro mecanismos participaram da formagédo de pélen 2n nos
28 clones avaliados: fusos paralelos (ps) e fusos fundidos (fs),
geneticamente equivaientes a FDR, com freqiéncia de 82,14% e 57,14%,
respectivamente; citocinese prematura-1 (pc-1) e citocinese prematura-2
(pc-2), geneticamente equivalentes a SDR, com freqiéncia de 35,71% e
21,42%, respectivamente.

- Em um mesmo clone detectou-se a atuagdo de mais de um
mecanismo de formagé@o de pdlen 2n (20 clones avaliados), sendo que a
combinagdo mais frequente foi ps/fs (15 clones avaliados).

- Os clones 9-2, 9-3, 9-6, 10-4 e 15-15 poderiam aumentar a
chance de sucesso no cruzamento com espécies tetrapldides, pois
apresentaram freqiiéncia e viabilidade altas de pélen 2n, bem como somente

0 modo de formagao FDR.
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