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INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA OCORRENCIA
DE POLENS NAO REDUZIDOS EM BATATA
DIPLOIDE

Sandra Salazar do Rosa', Maria Irene Baggio®, Dilson A. Bisognin’

RESUMO: O pélen ndo reduzido (2n) ¢ importante no melhoramento da
batata, possibilitando, através da poliploidizagdo sexual, a transferéncia
de genes entre niveis de ploidia diferentes. Com o objetivo de avaliar a
influencia da temperatura na ocorréncia de graos de pdélen nio reduzidos
nos clones dipldides DLB1-140 e DLB1-150 e no grau de esterilidade de
pbélen da cultivar Atlantic, tubérculos foram plantados em camara de
crescimento a 25°C £ 2°C e fotoperiodo de 16h. Pouco antes do inicio da
fase reprodutiva, as plantas foram transferidas para outra camara com
temperaturas de 10, 15, 20, 25, 30 e 35°C £ 2°C. Para cada tratamento
foram cultivadas 10 plantas de cada clone, avaliada a freqiiéncia de graos
estéreis (vazios) através da coloragdo com carmim acético a 2% e, nos

clones dipldides, efetuada também a medi¢do do diametro dos pdlens. As
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amostras eram constituidas de 1000 polens por antera, sendo cada antera
de uma flor e cada flor de uma planta. Os polens foram classificados
quanto ao tipo (normal e vazio) e tamanho. Os didmetros observados nos
clones dipldides foram de 20,0mpu, considerados normalmente reduzidos;
de 22,5mu, considerados ndo reduzidos (2n) e, em baixas freqiiéncias,
foram encontrados valores de 25,0, 27,5 e 30,0mu. Os resultados,
avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%, comparando as categorias
dentro do mesmo clone, mostraram que pélens com 22,5mu foram mais
freqiientes a 15°C com média de 30,70% para o clone DLB1-140 e 7,65%
para o clone DLBI1-150. O teste de Wilcoxon a 5% comparou os
gendtipos dipldéides e mostrou que o clone DLBI1-140 superou,
significativamente, o clone DLB1-150 na produg¢do de polens com
22,5mu, em todos os tratamentos. O clone DLB1-150 e a cultivar Atlantic
apresentaram maior viabilidade a 15 e 20°C, enquanto no clone DLBI-
140, isto foi a 20°C. Todos os clones mostraram aumento da esterilidade

com o aumento da temperatura.

Palavras clave: gametas 2n, didmetro de pdlen, estresse de temperatura,
esterilidade.
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TEMPERATURE INFLUENCE ON UNREDUCED
POLLEN GRAINS INPOTATO DIPLOID

Sandra Salazar da Rosa ', Maria Irene Baggio %, Dilson A. Bisognin *

ABSTRACT. Unreduced (2n) pollen grains are important in potato
breeding, making possible through sexual polyploidy, to introgress genes
from different ploidy levels. The purpose of this work was investigate the
effect of temperature on 2n pollen grains occurrence in the diploid clones
DLBI1-140 and DLBI1-150 and pollen sterility in the tetraploid cultivar
Atlantic. Tubers were planted in growth chamber at 25°C + 2°C and 16h
day. Just before the beginning of flowering the plants were transferred to
another growth chamber and maintained at the temperatures of 10, 15, 20,
25, 30 and 35°C £ 2°C; 10 plants of each clone and treatment were
cultivated and the frequency of pollen sterility (empty grains) was
quantified with acetocarmin staining at 2%. Pollen grain diameter was
also measured in diploid clones. Pollen samples were taken from one
flower of one anther and 1000 pollen grains were analyzed and classified
as viable and sterile (empty. Pollen diameter of diploid clones was
measured: 20,0mu size was considered as normally reduced 22,5mp, as
unreduced (2n); and, in lower frequencies, the sizes of 25,0mu, 27,5 and
30,0mpu were found. Kruskal-Wallis test at 5% indicated higher
frequency of 22,5mu size at 15°C (mean 30,70%) in the DLB1-140 clone
and (mean 7,65%) in the DLBI1-150 clone. Wilcoxon test showed that
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DLB1-140 clone had higher frequency 22,5mpu pollen grains than DLB1-
150 in all treatments. DLBI1-150 clone and Atlantic had higher pollen
stainability at 15°C and the clone DLBI-140 at 20°C. In all clones

analyzed pollen stainability increased with temperature during

microsporogenesis

Key words: 2n gametes, pollen size, temperature stress, pollen sterility.
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INTRODUCAO

As cultivares de batata, disponiveis aos produtores na Regido
Sul do Brasil, apresentam problemas de adaptacdo as condi¢des
ecologicas, principalmente aquelas referentes ao ciclo e suscetibilidade as
doengas causadas por fungos, bactérias e virus. A esses fatores associa-se
a falta de qualidade comercial da batata produzida para a agroindustria.
Existe ainda o problema da variabilidade genética restrita da batata
cultivada, confirmada por estudos baseados em genealogias, marcadores
morfoldgicos e moleculares. Diante dessas limitagdes, tornam-se
essenciais estudos que sirvam de subsidios para o planejamento de
estratégias que auxiliem os trabalhos de melhoramento, visando a
obtencdo de cultivares adaptadas a Regido Sul, que sejam menos
suscetiveis as principais doengas e que apresentem tubérculos com boa
qualidade comercial e nutricional.

Gametas 2n possibilitam a poliploidizagdo sexual e a
transferéncia de genes desejaveis entre plantas de niveis de ploidia
diferentes sendo, portanto, uma importante ferramenta que pode ser
aplicada ao melhoramento da cultura. Poélen 2n tem importancia
primordial no aproveitamento da heterose e conseqiliente maximizagdo da
heterozigose no melhoramento. Gametas 2n t€ém sido fundamentais para
superar os estadgios criticos de introgressao de genes em programas de

melhoramento, evitando o abortamento do embrido.
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Este trabalho envolveu pesquisa basica no sentido especifico
de estudar um fendmeno: a influéncia da variacdio da temperatura na
formagdo de pdlen 2n na microsporogénese de clones dipldides de batata.
No entanto, reveste-se também de grande importancia do ponto de vista
aplicado ou pragmatico, por fornecer subsidios para o melhoramento
genético desta cultura. Além disso, acrescenta contribuicdo as pesquisas
na area da citogenética, ao estudar o efeito dos estresses de temperatura
na microsporogénese ¢ gerar recomendagdes em relagdo as condigdes
ambientais mais propicias para a realizagdo tanto de cruzamentos
interespecificos como intervarietais, de hibridizagdo bem sucedidas nos
programas de melhoramento de batata.

O presente trabalho, através de andlise citologica de graos de
pbélen, teve como objetivos: avaliar a influéncia da variagdo da
temperatura (1) na formacdo de pdlens nao reduzidos (gametas 2n), em
clones diploides selecionados de batata resistente a varias doengas; e (2)

na formagdo de pdlens normais na cultivar tetrapldide de batata Atlantic.
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| REVISAO DA LITERATURA

1.1 Classificacao e descricao botanica da batata

A batata (So/anum tuberosum L.) é uma planta dicotiledonea,
pertencente a familia Solanaceae, género So/anum, que contém mais de
2.000 espécies, das quais pouco mais de 150 sdo produtoras de tubérculos
(FORTES e PEREIRA, 2003).

As espécies de batata cultivadas e silvestres estao classificadas
dentro da familia Solanaceae, pertencentes ao género Solanum e
subgénero Fotatoe (Pachystemonum), secdo Petota (Tuberarium). A
secdo Petota ¢ dividida em duas subse¢des: Estolonifera, a qual ¢
constituida pelas séries Eutuberosa e Juglandifolia, plantas nao
formadoras de tubérculos, e subsecdo Potato (Hyperbasarthum), plantas
formadoras de tubérculos (SIMMONDS, 1976).

Sdo conhecidas sete espécies cultivadas e 225 espécies
silvestres. Do ponto de vista genético, existem espécies diploides (2n = 2x
= 24), triploides (2n = 3x = 36), tetrapldides (2n = 4x = 48), pentaploides
(2n = 5x = 60) e hexaploides (2n = 6x = 72). Do total da diversidade
genética catalogada, pertencente ao germoplasma de batata, mais de 70%
sdo espécies diploides, 15% sdo tetrapldides, 8% sdo hexaploides e 7%
sdo triploides e pentapldoides. Quanto as espécies cultivadas, duas sao
dipléides, duas triploides, duas tetrapléides e uma pentapldide. A

tetraploide S. tuberosum é a espécie cultivada mais importante ¢ tem duas
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subespécies: So/anum tuberosum ssp. tuberosum, que apresenta adaptagdo
para dias longos e ¢ cultivada em regides de climas tropicais e
subtropicais, e Solanum tuberosum ssp. andigena, adaptada para dias
curtos, cujo cultivo estd restrito a regido dos Andes da América do Sul
(BISOGNIN, 2003).

A batata ¢ uma planta herbacea anual potencialmente perene
devido a sua capacidade de reprodugio por tubérculos. E uma planta que
apresenta habito de crescimento prostrado, podendo mudar conforme a
espécie. As plantas podem desenvolver-se de sementes ou de tubérculos.
As oriundas de sementes possuem caracteristicas tipicas de uma planta
dicotiledonea, com raiz primaria (radicula), hipocétilo, cotilédones e
epicdtilo, dos quais se desenvolvem os talos e as folhas. As plantas
originadas de tubérculos desenvolvem-se a partir de gemas (pontos de
brotacdo, nds). As raizes, quando as plantas sdo oriundas de semente
verdadeira (sementes botanicas), sdo do tipo pivotante com raizes laterais
(revisdo efetuada por PANDOLFI, 1998). Fortes e Pereira (2003),
ressaltam que, quando as plantas sdo oriundas de tubérculo, as raizes sdo
adventicias e crescem a partir dos nds.

A parte aérea tem altura que pode variar entre 50 a 70cm
podendo, entretanto, alcangar até 1,5m na fase adulta. O ciclo vegetativo
da cultura pode ser precoce (<90 dias), médio (90-110 dias) ou longo (>
110 dias), dependendo da cultivar (FORTES e PEREIRA, 2003). As
folhas sd@o compostas, embora folhas simples possam ser encontradas nas

espécies silvestres. A inflorescéncia ¢ denominada cimosa, com flores
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pentameras e bissexuais, sendo o célice constituido por quatro sépalas de
cor verde ou ndo pigmentado. A corola tem coloragdo que varia do branco
ao roxo. O androceu possui cinco estames, alternados com as pétalas. O
gineceu ¢ bicarpelar com ovario supero, globoso e sincarpico. O fruto ¢
do tipo baga, bilocular, geralmente arredondado, de cor verde ou parda,
com didmetro de 1 € 3 cm. Desenvolvem-se no fruto, numerosas sementes
que, dependendo da cultivar, podem chegar a 200 por fruto. As sementes
sd0 pequenas e sua coloragdo varia de amarelo a castanho (revisdo de

PANDOLFI, 1998).

1.2 Origem e evolugao

De acordo com as revisdes sobre origem, evolugdo e genética
da batata apresentadas por Motley et al (2006), Choer (2003), Hijmans et
al (2002), Pinto (1999) e Pandolfi (1998), embora o género Solanum
estenda-se ao redor do mundo, com exce¢do dos extremos norte e sul, o
centro de diversidade encontra-se na América do Sul e no México. O
centro de origem da cultura pode ter sido a regido dos Andes, do sul do
Peru ao norte da Bolivia, onde prototipos silvestres ainda existem. Cabe
ainda ressaltar que a batata foi, por muito tempo, a cultura de subsisténcia
dos pré-Incas e Incas, cuja agricultura era baseada no cultivo de batatas
silvestres e outras plantas tuberosas, na regido dos Andes. Entre os cinco
grupos citoldgicos ja mencionados, as espécies diploides (2n = 2x = 24),

geralmente possuem sistema gametofitico de auto-incompatibilidade.
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Quando o nivel de ploidia ¢ aumentado, torna-se possivel a auto-
fecundagdo. Batatas tetrapldides tém taxas de auto-fecundagdo que
variam de 10 a 74% em material macho fértil. As espécies cultivadas de
batata distinguem-se dos seus ancestrais silvestres por apresentarem
tubérculos com menor concentragdo de alcaldides (os quais apresentam
um gosto amargo); por formarem tubérculos em cachos ao redor da base
dos brotos devido ao fato dos estoldes serem curtos € por produzirem
tubérculos maiores do que as espécies silvestres. Quatro espécies
silvestres participaram no processo de origem das espécies cultivadas:
Solanum  sparsipilum (2x), Solanum  leptophytes (2x), Solanum
magistracrolobum (2x) e Solanum acaule (4x) Figura 1.

Estudos meidticos realizados em hibridos de espécies
diploides selvagens tém demonstrado que a maioria das espécies possui
um genoma basico comum (x = 12). Na espécie tetrapldide cultivada, os
cromossomos consistem de quatro copias estruturalmente idénticas, o que
¢ indicador da origem tetrapldide, sendo que a estrutura dos cromossomos
no paquiteno da meiose serve de pardmetro para comparagdo. Através dos
estudos comparativos dos genomas paquiténicos de S. tuberosum
(tetraploide) e de 19 espécies diploides de Solanum produtoras de
tubérculos, ficou demonstrado o alto grau de similaridade genética entre
os grupos tetrapldides e dipldides, bem como entre as espécies diploides
(revisdo de PINTO, 1999).

A batata moderna ¢ resultado de um processo evolutivo que,

segundo Pereira e Daniels (2003) pode ser dividido em trés estagios: (1)
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domesticacdo de espécies selvagens diploides da América do Sul ha cerca
de 7000 anos; (2) emergéncia de formas tetraploides cultivadas no Chile,
com posterior introdu¢do na Europa; (3) crescimento da importancia da
batata tetrapléide como alimento bésico nos paises europeus.

A principal batata cultivada comercialmente, denominada
(Solanum tuberosum ssp. tuberosum), tem constitui¢do tetraploide (2n =
4x = 48 cromossomos), com heranca tetrassomica ¢ multialelismo como

determinantes basicos do desempenho (PEREIRA, 2003).

Eepacias 5. acaule S. sparsipiium 5. leplophyes 5. megistacrolobum
silvestres (4X) (2X) (2%) (2x)
| | |
v v H
S. tuberosumt —y. S stenotomum —yp 5. ajanhuir (Yari)
subsp. (2x) {2
trsbarosum
Espécies {4X)
cuitivadas
5. tuberosum L S. chaucha Ajawiri
Subsp. tuberosum (3%)
4x)
5. curtfiobum L. 5. phufera
(5X%) (2X)

(3%)

Figura 1. Origem e evolugdo das batatas cultivadas e seus niveis e ploidia
(HAWKES 1994)
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1.3 Melhoramento da batata

Embora a batata tenha sua origem na América do Sul, a
distribui¢do para o resto do mundo ocorreu a partir da Europa. O processo
de disseminacdo e adaptagdo para o cultivo em diferentes condigdes
ambientais, combinado com o intenso trabalho de melhoramento
genético, ocasionou drastica reducdo da variabilidade genética. Estudos
baseados em pedigrees, marcadores morfologicos e moleculares
confirmam que a batata € caracterizada por restrita variabilidade genética,
0 que torna a cultura geneticamente mais vulneravel (BISOGNIN 2003).
Esta vulnerabilidade ¢ importante principalmente em relagdo as
adversidades ambientais, sendo uma das causas dos baixos ganhos em
produtividade observados nos programas de melhoramento em todo
mundo (PEREIRA et al, 2003). A ampliagdo da base genética da batata
cultivada pode ser obtida através do cruzamento com espécies silvestres
diploides (PELOQUIN et al,. 1999).

Os produtores de batata no Brasil t€m historicamente utilizado
cultivares desenvolvidas em paises de clima temperado, principalmente
Holanda, Suécia, Alemanha e, mais recentemente, nos Estados Unidos.
Essas cultivares, por terem sido desenvolvidas para as condigdes
agroecolodgicas diferentes, necessitam de doses maiores de insumos
agricolas, o que, conseqiientemente, aumenta os custos de produgdo

(BUSO e BOUTEUX, 2001).
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Na regido Sul do Brasil, a produ¢do da batata apresenta
deficiéncias, tanto em relagdo a aparéncia de tubérculos quanto ao
processamento para uso alimentar. Devido ao uso de cultivares
estrangeiras, ndo adaptadas aos agroecossistemas  regionais,
principalmente no que se relaciona ao ciclo (sensibilidade ao
fotoperiodo), normalmente apresentam dorméncia longa, dificultando a
realizacdo de dois plantios anuais. Esses problemas de adaptacao resultam
em instabilidade de produg¢do e de qualidade (rachaduras e formatos
irregulares). Além disso, ha o problema da suscetibilidade as principais
doencas da regido, entre as quais estdo a requeima (Fhytophthora
infestans), pinta-preta (Alternaria solani), PVY (virus Y da batata) e
PLRV (virus do enrolamento da folha da batata). Portanto, a boa
produtividade exige aumento dos custos de produgdo, sendo necessarias
muitas aplicagdes de defensivos, renovacdo constante de sementes e altas
doses de fertilizantes (PEREIRA, 2003).

O melhoramento genético da batata na regido Sul foi iniciado
em 1942, na Estacdo Experimental de Horticultura, no municipio de Rio
Grande. Este programa contribuiu para o desenvolvimento de diversas
cultivares, as quais tiveram boa aceitacdo, mas desapareceram na década
de sessenta, dizimadas pela murchadeira (Ra/stonia solanacearum) que
infestou inclusive as dreas experimentais da Estagdo. Em 1946, em
Pelotas, o Instituto Agrondmico do Sul, atualmente Embrapa Clima
Temperado, iniciou um programa de melhoramento que liberou até o

momento treze cultivares (PEREIRA, 2003). Destas, a cultivar Baronesa,
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liberada em 1955, foi a que atingiu maior expressdo devido ao alto
potencial produtivo, sob ampla variagdo de condi¢des ambientais. Seu
cultivo concentra-se no Rio Grande do Sul ha mais de 40 anos. A cultivar
Macaca também ¢ muito cultivada, em especial na regido central do
Estado, onde tem apresentado expans@o em area plantada (PINTO, 2003).
No Parana, o IAPAR (Instituto Agronémico do Parand) e a Embrapa
Hortaligas desenvolveram duas cultivares: Contenda e Araucaria,
liberadas em 1987 e 1999, respectivamente. Em Santa Catarina, a
EPAGRI, em programa associado com a Embrapa Clima Temperado,
desenvolveu a cultivar Catucha, liberada em 1995.

O mercado de batata para processamento € crescente no Brasil,
oferecendo oportunidade para producdo integrada com a industria. Para
atender as exigéncias da agroindustria na produg¢do de batata chips, de
batata palha e producdo de batata pré-frita congelada, fez-se necessario o
melhoramento genético visando o desenvolvimento de germoplasma
melhorado na forma de novas cultivares (PEREIRA, 2003). Além da
qualidade de processamento, o melhoramento para resisténcia a doengas,
principalmente a requeima, a mais devastadora das doengas no Brasil e no
mundo ¢ essencial para a reducdo dos custos de produgdo (BISOGNIN,
2003).

O método de melhoramento da batata mais empregado ¢ o da
sele¢do clonal, que consiste no cruzamento de duas cultivares ou clones-
elite, altamente heterozigoticos, que geram uma populagdo segregante, a

partir da qual se selecionam os melhores clones (PINTO, 2003). Esse

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.



24

método tradicional de melhoramento consiste na manipulagdo de grandes
populagdes clonais oriundas de cruzamentos 4x-4x. Entretanto, ¢ baixa a
freqiéncia de individuos com caracteristicas agronOmicas superiores
(BUSO et al,. 1999). Isso se deve, em parte, a utilizagdo de parentais
fortemente relacionados (DOUCHES et al,.1996). Outro possivel fator
associado a baixa freqiiéncia de clones superiores no esquema de
melhoramento tradicional € a ocorréncia de disrup¢do durante a meiose,
ou devido as interagdes génicas presentes nos parentais de alto
rendimento (PELOQUIN et al,. 1989).

As caracteristicas bioldgicas que restringem o progresso no
melhoramento da batata sdo o fato de: (1) ser uma planta de propagagao
vegetativa e o material utilizado na multiplicagdo ser volumoso e pesado
(1,5 t de batata-semente por ha); (2) ser uma espécie tetrapldide,
altamente heterozigota e com elevada segregacdo; (3) ser de dificil
identificacdo na primeira geracdo clonal devido a heranga tetrassdmica;
(4) ter necessidade de heterozigosidade elevada para a obtencdo de
elevado vigor e produtividade; (5) ter esterilidade e auto-
incompatibilidade como caracteristicas comuns, o que reduz as
possibilidades de combinagdes tuteis; (6) ter reduzida probabilidade de
obter a combinagdo de caracteres desejados em um unico clone, devido ao
elevado numero de caracteristicas, sendo a maioria de heranga poligénica,
a ser considerado simultaneamente durante o processo de selecdo; (7)
possuir muitos genes sensiveis a influéncias ambientais, especialmente

nos ciclos iniciais de melhoramento; (8) apresentar forte ocorréncia de
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interagdo entre clones e sistemas de producdo (BUSO et al,. 1999;
PINTO, 2003).

Das culturas economicamente importantes, a batata destaca-se
por apresentar grande diversidade genética nas espécies afins (silvestres)
e pela facilidade com que esse germoplasma pode ser incorporado nas
espécies cultivadas. Diversos estudos tém demonstrado que ha uma vasta
gama de diversidade genética em materiais silvestres. Esta diversidade
pode ser incorporada na batata cultivada possibilitando a obtengdo de
hibridos interespecificos  vigorosos. Estes hibridos apresentam
pareamento cromossOmico e permuta genética normais o que,
conseqlientemente, assegura a fertilidade. Essas caracteristicas sdo de
fundamental importancia para o melhoramento da cultura (PINTO, 1999).

A facilidade com que o germoplasma das espécies afins
(dipldides) pode ser introduzido nas espécies cultivadas (tetrapldides)
deve-se a existéncia de varios mecanismos genéticos.

O primeiro deles envolve a obten¢do de clones dihapldides de
S. tuberosum por meio da técnica de cultura de anteras (revisdo de
PINTO, 1999). Porém o uso dessa técnica ¢ limitado devido a existéncia
de genes recessivos letais e subvitais presentes no nivel tetrapldide e que
sdo revelados no nivel diploide ou, também, devido a sensibilidade do
genotipo a componentes do meio de cultura (ORTIZ e PELOQUIN,
1994). Embora dihapldides possam ser usados no melhoramento, em
geral s3o macho-estéreis e, as poucas excecdes, apresentam auto-

incompatibilidade. Deste modo, homozigotos, podem ser formados
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eliminando aqueles genes letais e subvitais, a partir de uma espécie
tetraploide, com duas sucessivas redugdes cromossdmicas, passando do
nivel 4x para o nivel 2x e, finalmente, para o nivel x, também através da
partenogénese ou cultura de anteras, segundo revisio de PANDOLFI,
(1998).

O segundo mecanismo envolve a indug¢do de dihaploides com
polinizadores como S. phureja. Os indutores de dihaploides apresentam
alta freqiiéncia de graos de pdlen com dois nicleos reprodutivos fundidos,
resultantes de uma endomitose no tubo polinico. Esse ntcleo com 24
cromossomos, fertiliza os dois nucleos polares do saco embrionario
possibilitando a formagdo de um endosperma normal (hexaploide), que
garante o desenvolvimento partenogenético da oosfera e a produgdo de
um individuo dihapléide. Se esse nticleo reprodutivo fertilizar a oosfera, o
endosperma ndo se desenvolve o que, conseqiientemente, também impede
o desenvolvimento do embriao (PINTO, 1999).

O terceiro mecanismo genético ¢ resultado de anormalidades
que podem ocorrer antes, durante ¢ apds o processo meiotico. Como
conseqiiéncia do processo meidtico anormal, ndo ocorre a reducdo do
nimero de cromossomos nos gametas (SCHIFINO-WITTMANN e
DALL’AGNOL, 2001) formando-se, portanto, pdlen ou oOvulo 2n,
também denominados polens ou 6vulos niao reduzidos. H4, pelo menos,
seis mecanismos diferentes que podem levar a formagdo de gametas 2n:
duplicagdo pré-meidtica, restituicdo da primeira divisdo, replicagdo

cromossdmica durante a interfase, restituicdo da segunda divisdo,
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duplicagdo pos-meidtica e aposporia. Entretanto, na batata, os
mecanismos mais comuns sdo: (1) restituicdo na primeira divisdo (RPD)
da meiose, e (2) restituicdo na segunda divisdo (RSD) da meiose (TAl,
1997; ORTIZ, 1998).

Pandolfi (1998), revisando os mecanismos de formacgdo de
pélen 2n em batata, relatou que, quando ocorrem fusos paralelos ou
fundidos, devido aos genes mutantes parallel spindles ou fused spindles,
respectivamente, os microsporos 2n sdo geneticamente equivalentes a
restituicdo da primeira divisdo meidtica (RPD), isto €, o conjunto
cromossOmico total sofre uma divisdo idéntica a mitose (equacional),
formando gametas RPD idénticos entre si e as células que os originaram,
devido a ndo segregacdo na anafase II. Deste modo, as combinagdes
alélicas (heterozigose) ou de locos (epistasia) presentes nos parentais
estardo representadas nos gametas. Os microsporos formados quando
ocorrem citocinese prematura-1 e citocinese prematura-2 (devido aos
genes recessivos ndo alelos premature citocinesis-1 ou premature
citocinesis-2), sdo geneticamente idénticos a restituicdo da segunda
divisdo (RSD) onde, depois da separagdo dos cromossomos homologos,
na anafase I, ocorre a restitui¢do do nucleo, logo apos a teldéfase I ou apos
a profase II, respectivamente. Cada conjunto hapldide ¢ dividido
mitoticamente, porém sem a separagdo das cromatides para os pdlos,
devido a citocinese prematura.

Na RPD, todos os locos heterozigotos entre o centromero € o

primeiro sobrecruzamento, em todos 0s cromossomos, também sdo
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heterozigotos nos gametas. Dessa forma, aproximadamente 75 a 80% da
heterozigose ¢ transmitida dos progenitores a progénie através da RPD e
sdo mantidas interagdes epistaticas em uma grande proporcao.

Na RSD, que ocorre durante a meiose II, ha falha na citocinese
e restitui¢do de nucleos diploides, com formacdo de diades ou triades. Na
RSD, a heterozigose ¢é zero do centromero até o primeiro
sobrecruzamento ¢ somente em torno de 40 a 45% da heterozigose do
genitor ¢ transmitida a progénie (PELOQUIN, 1981 revisado por
SCHIFINO-WITTMANN e DALL’AGNOL, 2001). Na forma¢ao do
6vulo 2n, o mecanismo mais comum ¢ a ndo ocorréncia da segunda
divisdo meiotica, controlada pelo alelo recessivo 0s e, portanto, equivale a
RSD (TAL 1994; ORTIZ, 1998). Em batata, analises citoldgicas e
genéticas tém revelado que o pdlen 2n ¢ formado predominantemente
através da RPD, pela formagao de fusos paralelos, enquanto a formagao
de 6vulo 2n ocorre predominantemente através da RSD (WERNER e
PELOQUIN, 1990).

Em batata, a técnica de imunofluorescéncia dos microtubulos
revelou que os mecanismos que levam a formacdo de gametas 2n
envolvem auséncia da maquinaria que constitui o citoesqueleto em
diferentes estagios da meiose (CONICELLA et al, 2003).

O citoesqueleto € constituido por uma complexa rede de proteinas
filamentosas que se estendem por todo o citoplasma. E uma estrutura
altamente dindmica que se reorganiza continuamente sempre que a célula

altera sua forma, se divide, ou responde ao ambiente. Fornece a
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maquinaria necessaria para movimentos intracelulares e a segregacdo dos
cromossomos durante a divisdo celular (ALBERTS et al, 1997).

De acordo com Conicella et al( 2003) na batata, a orientagao
anormal do fuso na metafase Il e anafase II, mudam claramente a posi¢ao
dos nucleos dentro da célula. Neste caso, os fusos fazem convergir os dois
grupos de cromossomos para um p6lo da célula e sao incluidos em um s6

nucleo.

1.3.1 Citogenética no melhoramento

Citogenética € uma ciencia hibrida, uma vez gue
consiste na fusao da citologia (estudo das celulas) e
da genetica (estudo da heranca). Esta ciéncia inclui
a manipulacao dos cromossomos (técnicas de
coloracao dos cromossomos), a funcao e movimento
dos cromossomos (divisao celular: mitose, meiose),
ndmero e estrutura dos cromossomos (andlise do
cariotipo) e as numerosas modificacoes de estrutura
e comportamento, assim como o que se refere a
recombinacao, transmissao e expressao genica
SINGH (1993)

Em plantas, analises citogenéticas tém sido amplamente
utilizadas em estudos de genética, evolucdo, filogenia, origem e
taxonomia, bem como para determinar estratégias nos programas de
melhoramento (CHEN et al., 2004).

A citogenética classica desenvolveu-se, principalmente, a
partir do inicio do século passado e seu progresso acompanhou o
aprimoramento de técnicas e equipamentos de microscopia. Na darea

vegetal, apresentou grande avango desde a década de 30 contribuindo
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para a compreensdo dos mecanismos evolutivos e 0 mapeamento genético
de grande nuimero de espécies cultivadas, principalmente aquelas que
apresentam cromossomos possiveis de andlise ao microscopio 6tico . No
melhoramento, vem fornecendo uma contribui¢do valiosa, tanto em
estratégias de transferéncia de genes de espécies silvestres como na
produgdo de novas variedades. Além disso, a citogenética impulsionou as
demais areas da biotecnologia, associando-se a estas como valiosa
ferramenta para pesquisas cientificas, tanto basicas como aplicadas.

O melhoramento genético exige a manipulagido de genotipos e
isto requer técnicas que possibilitem obter informag¢des detalhadas sobre o
material genético que estd sendo manipulado. A citogenética apresenta as
técnicas convencionais, bem como as técnicas mais sofisticadas, que
permitem o conhecimento detalhado do genoma, podendo indicar os
procedimentos mais adequados para a manipulagio genética.

Neste contexto, as técnicas oriundas da citogenética podem ser
utilizadas como ferramentas para diversas finalidades, tais como: (1)
caracterizacdo mitotica e meiotica do germoplasma; (2) analise do tipo de
reproducdo; (3) andlise da estabilidade do gendtipo construido; (4)
manipulacdo da dose génica, através de alteragdes cromossomicas; (5)
analise gendmica em hibridos interespecificos, o que auxilia na escolha
da melhor combinacdo parental; (6) transferéncia ou introgressao de
genes ou segmentos cromossomicos; (7) mapeamento fisico dos

cromossomos ¢ (8) andlise do padrdo de insercdo de transgenes nos
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cromossomos, com as técnicas de hibrida¢do /17 s/t com fluorescéncia
e/ou bandeamento cromossomico (DAVIDE, 2007).

A obtengdo de cultivares com caracteristicas agrondmicas
desejaveis, através de cruzamentos, pode ser mais rapida e eficiente com
a combinag@o do uso de técnicas citogenéticas e sele¢do. O melhorista e,
o citogeneticista, em conjunto, podem analisar, mediante testes de
progénies, a influéncia do genotipo quanto a ocorréncia de anormalidades
cromossOmicas bem como de anomalias na estrutura dos graos de polen.
Isso ¢ de fundamental importancia, uma vez que anormalidades dessa
natureza afetam a fertilidade e sdo responsaveis pela producdo de
progénies desuniformes, o que prejudica a adaptagdo das cultivares
(BRAMMER, 2003).

A citogenética e gendmica apresentaram grandes avangos nos
ultimos anos. A técnica de FISH (F/uorescent In Situ Hibridization)
tornou-se rotina para mapeamento de seqiiéncias com muitas, poucas ou
uma Unica cOpia génica no genoma. No futuro, a possibilidade de
integracdo entre o mapeamento fisico e os marcadores de DNA, ird gerar
mais conhecimento que servirda de suporte tanto para a pesquisa basica
como para o aumento da produgdo vegetal. O avanco da pesquisa em
citogenética e gendmica vegetal é de tal ordem que se pode considerar
que estas duas areas comec¢am a se fundir, com o objetivo de aumentar a
producdo em diversas culturas, entre as quais se destacam os cereais, as
brassicas, as leguminosas e algumas espécies de citrus (HOUBEN e

SCHUBERT, 2007).
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Segundo Davide (2007), a citogenética apresenta técnicas
simples e de baixo custo que fornecem informagdes para a maioria das
etapas de um programa de melhoramento genético. Ao mesmo tempo,
possui ferramentas sofisticadas, que permitem conhecer detalhadamente o
genoma que estd sendo estudado e, com isso, indicar os procedimentos
mais adequados para a manipulagdo. Segundo esta pesquisadora: As
ferramentas citogenéticas explicam de forma "elegante” os fenomenos

geneticos.

1.3.1.1 Citogenética no melhoramento e utilizacdo de gametas nao
reduzidos

A introgressdo de genes de espécies silvestres diploides em
germoplasma tetraploide é uma importante estratégia no melhoramento da
batata. Através de cruzamentos, caracteres de interesse podem ser
incorporadas nas cultivares comerciais tetrapldides. Os clones hibridos
2x, oriundos desses cruzamentos, sdo selecionados para a presenga de
alelos mutantes meiodticos que controlam a produgdo de gametas 2n. Estes
gametas 2n tém grande valor em programas de melhoramento pois
aumentam a possibilidade de introgressdo da variabilidade genética das
espécies dipldides para as espécies tetraploides. Espécies silvestres
dotadas de mecanismo formador de pdlen ndo reduzido (2n), que sdo
conseqiiéncia de anormalidades meidticas como fusos fundidos, podem

ser utilizadas diretamente como parentais masculinos. Através da
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fertilizacdo da oosfera 2n da cultivar tetraploide com o polen reduzido,
também 2n, da espécie diploide silvestre, ¢ evitado o abortamento do
embrido e superado um dos estagios criticos da introgressdo de genes.
Este processo, denominado poliploidizagido sexual permite a transferéncia
de genes desejaveis entre plantas com diferentes niveis de ploidia
(PELOQUIN et al., 1999).

Entre as espécies de importancia econOmica, a batata ¢
singular com relagdo a abundancia de espécies silvestres e a facilidade
com que o germoplasma dessas espécies pode ser manipulado e
incorporado nas espécies cultivadas. Os métodos de melhoramento de
batata podem produzir progénies 4x através de cruzamentos 4x — 2x ou 2x
— 2x, com ampla exploracdo da diversidade genética. Essa diversidade,
além de maximizar a heterozigozidade, possibilita a introgressdo de
caracteres importantes, tais como resist€éncia as doencas, insetos,
nematoides e tolerancia a geada, nas espécies cultivadas (PELOQUIN et
al., 1989; PELOQUIN et al., 1999). Entretanto, o sucesso dos
cruzamentos interespecificos ¢ determinado, primeiramente, por fatores
associados ao endosperma os quais, freqlientemente, relacionam-se com o
nivel de ploidia. A ocorréncia de barreiras pds-zigoticas, que impedem
cruzamentos interespecificos e;ou entre materiais de ploidia diferentes,
conduzem ao isolamento sexual de um grande nimero de espécies
provocando aborto do endosperma do hibrido e, conseqiientemente, morte
do embrido. Esse tipo de barreira tem sido explicado pela hipdtese do

EBN (endosperm balance number), que se refere a necessidade de um
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equilibrio numérico de cromossomos entre o endosperma e o embrido
(BUSO e BOTEUX, 2001). O EBN ¢ um valor arbitrario, atribuido ao
endosperma de uma espécie. Somente materiais genéticos com EBN
idénticos (ploidia efetiva) podem ser cruzados (PINTO, 1999).

Conforme extensa revisdo de Tomé (2004), varias hipoteses
foram sugeridas na tentativa de explicar as falhas ocorridas em
cruzamentos interpldides, devido a incompatibilidades de ploidia dos
endospermas envolvidos. Tais hipdteses comegaram a surgir a partir de
observagdes de proporgdes diferentes nos niveis de ploidia dos tecidos
que compdem as sementes: tecido materno, endosperma e embrido. Em
1930, Muntzing propds que a propor¢ao normal de ploidia era de 2:3:2,
para o desenvolvimento normal da semente, sendo 2 tecido materno : 3
endosperma : 2 embrido. Em 1932, Watkins propds apenas a propor¢ao
de 3:2, sendo 3 endosperma : 2 embrido, que seria ideal para formagao de
sementes viaveis. Em 1954, Valentine prop6s a proporgao de 2:3, sendo 2
tecido materno : 3 endosperma. No entanto, alguns cruzamentos
interespecificos ndo seguem essas regras gerais para O SUCESSO NO
desenvolvimento normal da semente. Em 1966, Nishiyama e Inomata
sugeriram que o sucesso no desenvolvimento normal do endosperma
depende da proporcdo 2:1 dos genomas materno e paterno
respectivamente, no proprio endosperma, independente do nivel de
ploidia dos tecidos materno e embriondrio.

Em 1984, Lin concluiu, ao estudar cruzamentos

interespecificos em milho, que nem a ploidia do genitor materno e nem
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mesmo a ploidia do embrido influenciavam o desenvolvimento do
endosperma. Todo o endosperma com desenvolvimento normal tem sua
ploidia multipla de trés. Entretanto, a maioria dos endospermas
apresentavam ploidia constituida de 2 genomas maternos para 1 genoma
paterno. Em algumas amostras foi observado que o endosperma 6x com a
propor¢do de 4 genomas maternos e 2 genomas paterno, era normal ao
passo que o endosperma 6x com a propor¢do de 5 genomas maternos e 1
paterno era abortivo. Em amostras que apresentavam endosperma 4x,
sendo 3 genomas materno e 1 paterno, o resultado era a formacgdo de
sementes em miniatura. J4 amostras com endospermas de ploidia 4x,
sendo 2 genomas maternos € 2 genomas paternos, resultavam em
sementes abortivas. Estes resultados levaram a conclusdo de que o nivel
de ploidia compativel, que possibilita o desenvolvimento e funcionalidade
normal do endosperma, € a proporcdo de 2:1, sendo 2 genomas materno e
1 genoma paterno.

Para as espécies de So/anum o valor do EBN foi atribuido
através de cruzamentos com aquelas que tinham padrdo de EBN
conhecidos. Para algumas espécies diploides da América do Norte e da
América Central, como S. comersonii, foi inicialmente atribuido o valor
de EBN igual a 1 , para algumas espécies tetrapldides, o valor de EBN era
igual a 2 e, nas espécies hexaploides, igual a 4.

Ainda, segundo revisdo de Tomé (2004), posteriormente,
foram conduzidos novos cruzamentos entre diferentes espécies e aquelas

que geravam descendentes férteis e vidveis eram classificadas como
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pertencentes a um mesmo grupo de valor de EBN. Este experimento
evidenciou que algumas espécies diploides 2x (2 EBN) eram capazes de
hibridizar-se com algumas espécies tripldides 3x (2 EBN) e com algumas
tetraploides 4x (2 EBN), enquanto outras diploides 2x (I EBN) eram
férteis apenas com elas mesmas. Tais espécies dipldides eram, portanto,
reprodutivamente isoladas de outras dipléides. Foi, também, observado
que algumas espécies tetraploides 4x (4 EBN) eram capazes de hibridizar-
se com algumas espécies hexaploides 6x (4 EBN). A partir destes
resultados, foi atribuido o numero efetivo que pode ndo refletir
diretamente a ploidia da espécie, mas o grau de combinagdo entre
espécies com relagdo a ploidia do endosperma. Os valores de EBN para
as respectivas ploidias foram 2x (1 EBN); 2x (2 EBN); 3x (2 EBN); 4x (4
EBN) e 6x (4 EBN).

Cruzamentos entre espécies relacionadas de diferentes EBN
quase nunca tém sucesso. Duas espécies evolutivamente proximas, de
mesma ploidia, mas com diferente EBN podem ser totalmente
incompativeis. Por meio do isolamento reprodutivo via EBN, ¢ possivel a
formacdo de populagdes simpdtricas. Um exemplo disso ¢ o fato de
Solanum acaule (2n = 4x = 48) ndo formar hibridos com outras espécies
tetraploides da América do Sul devido a incompatibilidade no
endosperma. Entretanto, quando S. acaule é cruzada com espécies
diploéides (2n = 2x = 24) ou com dihaploides (2n = 2x = 24) de S.
tuberosum (2n = 4x = 48), produz sementes férteis e vigorosas com

embrides 3x e endosperma normal.
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Espécies com ploidia 2x (2 EBN) podem ser cruzadas apenas com
outras espécies que possuem 2 EBN. Por exemplo, 2x (2 EBN) ou 4x (2
EBN). Se as espécies diploides 2x (2 EBN) forem produtoras de gametas
ndo reduzidos em grande quantidade, elas se comportam como se
possuissem 4 EBN, podendo, entdo, ser cruzadas com uma 4x (4 EBN) ou
6x (4 EBN), conforme Hanneman (1999). Dessa forma, espécies
diploides produtoras de gametas 2n podem ser utilizadas em programas
de melhoramento da batata, o que possibilita a transferéncia de genes de
espécies selvagens para as espécies cultivadas. Portanto, ¢ evidente a
importancia do pélen 2n no aproveitamento da heterose com a utilizag@o
de espécies dipldides e conseqiiente maximizagdo da heterozigose no
melhoramento da batata (PINTO, 1999).

Para a utilizagdo mais eficiente dos gametas 2n no
melhoramento genético, trés importantes pré-requisitos devem ser
observados: (1) os gametas devem ser produzidos em alta freqiiéncia; (2)
os clones devem ser estaveis em relagdo a formagdo de gametas 2n e (3)
as formas como eles se originam devem ser conhecidas (DONGYU et al.,
1996).

Em batata, o cruzamento entre um tetrapldéide (4 EBN) com
um diploide (2 EBN) ndo seria viavel, pois os dois nucleos polares teriam
4 EBN (2n + 2n) e os nucleos reprodutivos do grao de pdlen teriam 1
EBN (n) cada um, resultando na propor¢do de 4 EBN (macho) : 1 EBN
(ffmea) no endosperma. Endosperma com essa origem € abortado,

impedindo o desenvolvimento do embrido tripldide, devido a barreira
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triploide. Entretanto, se o genitor masculino dipléide produzir pélen 2n,
seus nucleos reprodutivos serdo diploides (2 EBN), formando um
endosperma hexaploide (6x) apds a fertilizagdo dos nucleos polares,
resultando na propor¢do de 4 EBN (fémea) : 2 EBN (macho), isto €, 2:1.
Nesse caso, o zigoto ¢ tetraploide, por causa da oosfera diploide e do
nucleo reprodutivo também diploide (PINTO, 1999).

Mais recentemente, com o objetivo de superar os obstaculos
caracteristicos de cruzamentos entre espécies silvestres 2x (1 EBN) e
espécies cultivadas 4x (4 EBN), os melhoristas utilizaram uma estratégia
de cruzamento denominada de cruzamentos ponte. Trata-se do
cruzamento entre um hibrido dipléide, proveniente de um dihaploide de S.
tuberosum (2x, 2 EBN) e S. phureja (2x, 2 EBN), com um material
silvestre que teve seu genoma duplicado via poliploidizagdo somatica.
Esta estratégia foi desenvolvida por CARPUTO et al, (1997) resultando
desse cruzamento um hibrido triploide ponte, que é cruzado com a
cultivar tetrapldide original, via gametas ndo reduzidos.

Além dos fatores associados ao endosperma, em algumas
espécies existem outros fatores que influenciam a compatibilidade dos
cruzamentos, como por exemplo a ndo germinacdo do pdlen sobre o
estigma ou o ndo crescimento do tubo polinico recém germinado. Esse
tipo de incompatibilidade gametofitica deve-se a presenga de genes ou
complexos génicos, tanto do pélen doador como da espécie receptora, que

controlam as barreiras de penetragdo muito comuns em familias que
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apresentam espécies auto-compativeis e auto-incompativeis, como as

solanaceas (TARN, 1991).

1.4 Controle genético da meiose em plantas

A meiose desempenha duas fungdes importantes relacionadas
com a reprodugdo sexual: a formagdo de gametas haploides necessarios
para a redu¢do do niimero somadtico, o que garante a manuten¢do do
nimero cromossomico da espécie apos a fertilizagdo, e a recombinacgdo,
que permite a geragdo de variabilidade genética. A recombinagdo ¢
fundamental pois gera diversidade genética, o que amplia a possibilidade
de adaptacdo, sobrevivéncia e evolugdo das espécies (LEWIS e JOHN,
1964).

Na meiose, cada célula mae diploide (2n) da origem a quatro
células filhas haploides (n), as quais tém tanto a metade do numero
cromossdmico da célula mae quanto combinagdes gé€nicas e
cromossOmicas novas, devido a permuta génica e a segregacdo ao acaso
dos cromossomos homdlogos, respectivamente. Esta recombinagdo
genética, ocorrida durante a meiose, associada a fecundagdo cruzada
aumenta a variabilidade da espécie e torna cada individuo, originado de
reprodugdo sexuada, geneticamente unico. Uma segunda caracteristica do
mecanismo meidtico ¢ a redistribui¢do do material genético em nucleos
filhos, que acontece devido aos processos de recombinagdo génica e

segregacdo cromossOmica. A base para todos os eventos da meiose
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depende, em parte, da acdo de sistemas de genes especificos, que eles
proprios (os cromossomos) contém. Durante a préfase da primeira divisdo
da meiose, os cromossomos homdlogos comportam-se em conjunto
(sinapse ou pareamento dos cromossomos homoélogos) e as cromatides
homodlogas trocam partes e passam a possuir padroes novos (permuta e
recombinacdo génica) (VIEGAS, 2006).

A divisdo meidtica ¢ um sistema altamente integrado, e
caracteriza-se pela ocorréncia de complexos fendmenos mecanicos e
bioquimicos (BODANESE-ZANETTINI et al., 1979) tais como:
duplicagdo cromossomica, parecamento dos cromossomos homologos,
formacdo do complexo sinaptonémico (SC-synaptonemal complex),
crossing-over ou permuta, formagdo de quiasmas e disjun¢do (SINGH,
1993), que se processam ordenadamente e culminam com a redugdo do
nimero de cromossomos (BODANESE-ZANETTINI et al., 1979). O
complexo sinaptonémico mantém os cromossomos homologos bivalentes
alinhados e unidos, sugerindo que ele desempenha um papel importante
na recombinag¢do (ALBERTS et al., 1997). Esse pareamento ¢ o evento
chave na meiose, pois ocorre a associagdo de dois genomas parentais em
um numero hapldéide de bivalentes (BAKER et al, 1976;
GOLUBOVSKAYA, 1979, revisados por BODANESE-ZANETTINI,
1982).

Mutacdes nos genes que controlam a meiose sdo comuns em
plantas, ocorrendo em um grande numero de espécies e em uma série de

familias (SINGH, 1993). Quando mutagdes afetam esses genes, o

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.



41

processo meidtico também ¢ afetado, podendo ocorrer restituigdo
meiodtica, ou seja, a formagdo de um nicleo com ntimero cromossdmico
ndo reduzido no lugar de dois nucleos reduzidos, devido a auséncia da
primeira divisdo — heterotipica — ou da segunda divisio — homeotipica
(OLIVEIRA, 1994, revisado por PANDOLFI, 1998). Algumas dessas
anormalidades podem ser de interesse, ndo somente para estudos
citologicos, mas por fornecer excelentes materiais para serem estudados e
utilizados em programas de melhoramento genético.

Mutantes meidticos t€m o comportamento dos cromossomos
drasticamente alterado durante a meiose. Predominam mutantes
sindpticos e macho-estéreis, enquanto que mutantes pré-meioticos e
disjungdes sdo relativamente raros. Mutantes meidticos geralmente
exibem herangca monogénica recessiva, embora excec¢des tenham sido
relatadas (SINGH, 1993).

A auséncia ou falhas no pareamento dos cromossomos
homologos, durante a Profase I tém sido atribuidas a mutantes
assinapticos (antes do pareamento) e dessinapticos (apds o pareamento).
Mutantes assindpticos exibem pareamento anormal ou auséncia de
pareamento dos cromossomos homdlogos no paquiteno, enquanto que, os
mutantes dessinapticos, ndo mantém a associacdo apds sinapse. Os
mutantes sinapticos tém origem espontanea em populagdes naturais, mas
podem ser induzidos por mutagénicos ou serem derivados de espécies
hibridas. Geralmente s3o identificados nas geragdes segregantes,

distinguem das plantas normais por apresentarem somente univalentes
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presentes na metafase I e gametas com niimero de cromossomos nao
balanceados o que leva a um alto nivel de aborto de pdlen e dévulo, bem
como a reduc¢do da freqiiéncia de recombinagdo (SINGH, 1993).

Conforme revisdao de Brown (1972), os mutantes assinapticos
de acordo com o fator que induz a sua expressdo, podem ser classificados
em cinco grupos: (1) observados em espécies hibridas; (2) causados por
perda de um par de cromossomos; (3) ocorrentes em organismos
apomiticos; (4) induzidos por fatores ambientais e (5) devido a acdo de
gene ou genes mutados.

Em Nicotiana sylvestris, altas temperaturas associadas a baixa
umidade, elevaram o numero de mutantes assindpticos, enquanto que
altas temperaturas associadas a alta umidade diminuiram o nimero de
mutantes. Em centeio, baixas temperaturas elevaram o numero de
mutantes dessinapticos (SINGH, 1993). Em trigo, a umidade relativa do
solo e do ar, influenciam o pareamento e o insuficiente suprimento
hidrico aumentou o grau de assinapse. Baixas temperaturas diminuiram o
nimero de mutantes dessinapticos (DEL DUCA, 1976). Estudos tém
demonstrado que mutantes dessindpticos podem ser resultado da
deficiéncia de certos ions, (potassio e fosforo), requeridos para sinapse
normal, que quando adicionados aumentam o pareamento normal
(SINGH, 1993).

Segundo revisdo de Bodanese-Zanettini (1982), em mutantes
dessindpticos, nos quais o pareamento ¢ normal e completo até o

paquiteno, mas a co-orientagdo de homologos ¢ interrompida durante o
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dipléteno, ocorre a ndo-disjungdo cromossdmica. Varios estudos tém
mostrado a persisténcia de vestigios ou fragmentos do complexo
sinaptonémico no dipldteno e metafase I nesse tipo de anormalidade. O
complexo sinaptonémico faz a coesdo das cromatides e, desse modo,
regula a manuten¢do do quiasma e a estrutura bivalente necessaria até a
anafase L.
Mutantes meioticos tém sido extensivamente estudados em milho.
Os principais tipos e os seus respectivos genes determinantes sdo: (1)
auséncia de meiose (ameiotico) (am7, am 2); (2) auséncia ou disrupgdo da
sinapse: assinaptico (as), dessindptico (dy, dyl, dyZ), e auséncia da
primeira divisdo (adf); (3) mudanga da estrutura e organizagdo dos
cromossomos: elongacdo (e/) e encurtamento (sf); (4) segregagdo
meidtica inadequada e/ou fuso meidtico defeituoso: divergéncia dos fusos
(av, ms28, ms43, mei2b); (5) falhas na citocinese e/ou irregularidades na
forma da célula, o que resulta em esterilidade variavel (ms8, ms9); (6)
divisdes extras seguindo a meiose: polymitose (po); (7) mutantes com
multiplas anormalidades na meiose (pamZ, ms7/) (SINGH, 1993).
Os mutantes meidticos identificados em batata afetam
aspectos do nucleo e citoplasma durante os eventos da micro e
megasporogénese. Algumas caracteristicas chave dos mutantes meidticos
sdo: (1) quase todos os fenotipos destes mutantes sdo controlados por um
unico lécus; (2) as mutacdes sdo invariavelmente recessivas; (3) algumas
vezes a caracteristica associada com certo gendtipo ndo se manifesta, isto

porque a penetrancia ndo ¢ sempre completa (100%); (4) o niimero de
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meidcitos que expressa o genotipo parental pode variar de 1 a 100%,
sendo que expressividade varidvel ¢ uma regra, € ndo uma excecdo
nesses mutantes ; (5) a expressdo do fenotipo € significativamente
modificada por fatores genéticos, ambientais e de desenvolvimento
(PELOQUIN et al, 1999).

Mutantes sinapticos tém sido relatados em espécies
dihaploides de Solanum phureja e em hapldides extraidos de uma
variedade de batata mexicana tetraploide, denominada ‘“Atzimba”.
Mutantes sinapticos, quando associados a mutantes meioticos podem dar
origem a pdlen 2n fértil, proporcionando um aumento da heterozigose e

epistasia entre as espécies (PELOQUIN et al., 1989).

1.4.1 Mutantes meioticos que afetam a micro e macrosporogénese em
batata

Em espécies pertencentes ao género Sol/anum, na seqiiéncia
normal de eventos da microsporogénese, a primeira divisdo meidtica ndo
¢ seguida de citocinese. Assim, na segunda divisdo meidtica, os dois fusos
sdo orientados, um em relagdo ao outro, num angulo de 60°, para que seus
polos definam os locais dos quatro nucleos filhos e a citocinese divida a
célula em um tetraedro classico denominado de tétrade, constituida por
quatro microsporos haploides (n) conforme MOK e PELOQUIN (1975b).

Em plantas homozigotas para a mutagdo meiodtica (ps/ps), que

determina a formagdo de fusos paralelos, alguns esporocitos t€m fusos
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paralelos na segunda divisdo e, depois da citocinese, sdo formados dois
microsporos 2n, os quais resultam em gametas 2n. Uma modificagdo
desse fendmeno ocorre quando, na segunda divisdo, os fusos sdo
tripolares. Neste caso, ¢ formado um microsporo 2n e dois n. Outra
mutagdo recessiva, denominada citocinese prematura (pc¢), também afeta a
microsporogénese. Neste caso, em muitos espordcitos ocorre a citocinese
na primeira divisdo e ndo ocorre na segunda divisdo. Conseqiientemente,
formam-se uma diade e dois micrdsporos 2n.

O significado das mutagdes dos alelos ps e pc estd nas suas
conseqliéncias genéticas. O alelo ps controla um processo que &
essencialmente um mecanismo que leva a restitui¢do da primeira divisdo.
Todos os loci do centromero até o primeiro sobrecruzamento (crossing-
over) que sdo heterozigotos nos parentais, sdo passados para os gametas.
Metade dos loci heterozigotos, além do primeiro sobrecruzamento, serdo
heterozigotos nos gametas. J& a mutagdo do alelo pc é geneticamente
equivalente ao mecanismo de restituicdo da segunda divisao. Todos os
loci do centrdmero até o primeiro sobrecruzamento serdo homozigotos
nos gametas e todos os loci, apds o primeiro sobrecruzamento, se forem
heterozigotos nos parentais, serdo transferidos para os gametas. Portanto,
estima-se que na restitui¢do da primeira divisdo, aproximadamente 80%
da heterozigose seja transmitida para os gametas, enquanto na restitui¢ao
da segunda divis@o seja transmitida menos de 40% (PELOQUIN et al,
1999).
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Um outro tipo de mutagdo meiodtica, denominada sinaptica-3 (Sy-
J), foi encontrada em uma progénie originada do cruzamento entre dois
clones dipldides ps/ps. Esta mutagdo caracterizou-se por apresentar
poucos ou nenhum quiasma. E, em alguns clones Sy-3, um tnico
univalente estava presente na metafase I, segregando ao acaso nos
nucleos da telofase I. Geralmente, esse fendmeno conduzia para a macho-
esterilidade total ou parcial. Entretanto, quando a mutagdo Sy-3 foi
combinada com a mutagdo ps, em gendtipo duplo homozigoto sy-3/sy-3,
ps/ps, o resultado foi a formagdo, em alta freqiiéncia de podlen 2n
funcional. Foi também observado que ndo importa como ¢ distribuicao de
cromossomos univalentes na primeira divisao, o mecanismo de formagao
de fusos paralelos durante a segunda divisdo garante a incorporagdo de
dois conjuntos de 12 cromossomos em cada par de micrdsporos 2n. Esta
combinacdo de mutantes meidticos possibilita que o gendtipo, quase
intacto, do parental 2x, seja incorporado nos gametas 2n formados
(PELOQUIN et al, 1999).
Durante a megaesporogénese normal, a primeira e a segunda
divisdo meidticas sdo seguidas da citocinese. Como resultado, s@o
formados quatro megasporos n. Trés desses megasporos degeneram e um
torna-se funcional. Esse, depois de passar por trés divisdes mitdticas
torna-se o gameta feminino.
Em batata, duas muta¢des meioticas resultam em évulo 2n.
Uma denominada omissdo da segunda divisdo meidtica (0s), é o

mecanismo predominante na formag¢do de oOvulo 2n em espécies
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pertencentes ao género So/anum. Uma segunda mutacdo foi descrita como
falha na citocinese (/¢) e tem como conseqiiéncia a fusdo nuclear. Essas
duas mutagdes sdo geneticamente equivalentes ao mecanismo de
restituicdo da segunda divisdo. Variantes sinapticos tais como Sy-3 sdo
também expressos na megaesporogénese mas raramente resultam em

megasporos 2n funcionais (PELOQUIN et al, 1999).

1.5 Processo de microsporogénese

Os grios de pdlen sdo células haploides apresentando, portanto, a
metade do patrimonio genético da espécie e desenvolvem-se dentro das
anteras. Conforme extensa revisdo de Pandolfi (1998), essas sao
constituidas por células denominadas arqueosporais, que se diferenciam
para formar células parietais, originando as paredes da antera, as camadas
do tapeto e as células do tecido esporogénico. As células do esporangeo,
apos sucessivas divisdes mitoticas, ddo origem aos microspordcitos, os
quais sdo comumente denominados de células mae de polen (CMP) ou
meiocitos. Quando formado um certo nimero de CMP, as divisdes
mitdticas cessam e tem inicio a longa interfase pré-meiodtica, ocorrendo
entdo a sincronizacdo das células, antes do inicio da meiose .

A microsporogénese inicia quando as CMP ja envolvidas pela
primexina entram na profase meiodtica. A primexina € a primeira camada
da parede da CMP, a qual persiste até¢ a fase de tétrade. A primexina ¢

constituida de 3 1:3 glucano e serve para proteger os micrésporos contra a
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desidratacdo. Apesar de ser formada na profase meidtica, a primexina
pode sofrer modificagdes estruturais mais tarde, ocasionada pelos fusos
da anafase I e II ou por processos determinados pelo citoplasma das
CMP. As CMP estdo também conectadas por plasmodesmos durante todo
0 processo meidtico, ou seja, até a telofase 1.

A primexina, que envolve as CMP apds a meiose e, portanto,
apos a formagdo das tétrades, é digerida pela enzima calase ou 3 1:3
glucanase, que ¢ liberada pelo tapeto. Apos a liberagdo das tétrades, os
microsporos aumentam rapidamente de tamanho e ocorre a formagdo de
um vacuolo. Os micrdsporos, entdo, orientam-se proximos ao poro da
antera e comeca o acumulo de reservas e deposi¢do de esporopolenina
sobre a parede para formar o micrésporo maduro. Numa etapa seguinte,
apds o estagio pré-mitdtico (G1, S e G2) relativamente curto, os
microsporos entram numa divisdo mitdtica que pode durar de horas até
meses. Esta divisdo resulta na formagdo de duas células diferentes, a
vegetativa e a generativa, separadas por uma membrana plasmatica e
envolvidas pela parede do micrésporo maduro. Segundo Singh (1993),
posteriormente, a célula generativa sofre uma segunda divisdao mitdtica,
produzindo dois nucleos. Nesta fase, os microsporos, ja maduros,
recebem a denominagao de graos de polen ou gametdfitos masculinos.

Todo processo meiotico € regulado por um grande nimero de
alelos. A sequiéncia precisa das etapas envolvidas na meiose
eventualmente € interrompida pela a¢do de alguns alelos mutantes. Tais

alelos alteram o comportamento normal dos cromossomos e,
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conseqiientemente, os produtos finais da meiose. Existe uma diversidade
de alelos mutantes que podem interferir desde a etapa de sintese do DNA

no estagio pré-meidtico, até o pds meiotico (SINGH, 1993).

1.5.1. Influéncia da temperatura

1.5.1.1 Na planta

Conforme extensa revisdo de Vayda (1994), a batata &
especialmente sensivel ao calor e a seca. Mesmo periodos curtos de
estresse, se repetidos, podem causar uma queda significativa na producao.
Além disso, se houver estresses pos-colheita em relagdo ao tubérculo,
posteriormente, podera haver drastica redugdo na produgao.

A batata comercial Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum
encontra condi¢gdes de campo ideais para crescimento onde ha clima frio
e dias longos. O crescimento da planta e, conseqiientemente, a produgao e
a qualidade do tubérculo s@o afetados por altas temperaturas e déficit
hidrico. A temperatura 6tima para a maioria das cultivares esta entre 17 e
20°C. O aumento de 5°C, acima dos 20°C, leva a uma diminuic¢ao de 25%
na taxa de fotossintese. Periodos prolongados em alta temperatura
conduzem ao ndo desenvolvimento do dossel o que, conseqiientemente,
afeta o crescimento do tubérculo. Plantas que sofrem estresse devido a
altas temperaturas tuberizam pouco e exibem um continuo

desenvolvimento da folhagem. Como conseqiiéncia, hd uma baixa
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producdo de tubérculos, uma vez que os fotoassimilados sdo desviados
para a parte aérea. Temperaturas acima de 29°C paralizam efetivamente a
producdo de tubérculos e reduzem o acumulo de matéria seca.

Em vista dessa realidade, ¢ uma necessidade basica que, nos
programas de melhoramento, sejam avaliados germoplasmas para duas
caracteristicas distintas: tolerdncia da folhagem ao calor e habilidade para
formar tubérculos de qualidade, em grandes quantidades, em altas
temperaturas. Reynolds e Ewing (1989), demonstraram que essas duas
caracteristicas ndo estdo correlacionadas. Numerosos acessos de espécies
de Solanum apresentaram folhagem resistente ao calor. Entretanto, apenas
um Unico subconjunto foi habil em formar tubérculos em altas
temperaturas.

O estresse causado por baixas temperaturas t€ém dois efeitos
principais: morte do caule devido a formacdo de geada e acumulo de
acicar no tubérculo, que podem também congelar quando em
temperaturas muito baixas. Esses sdo dois fendmenos distintos: um afeta
o crescimento da folhagem durante a estagcdo, enquanto o outro ¢ um
severo problema que afeta, apds a colheita, a qualidade do tubérculo para
processamento.

As plantas podem sobreviver em temperaturas acima de — 3°C.
Em temperatura de — 4°C ocorre formagdo de cristais de gelo nos espagos

extracelulares dos tecidos da planta causando morte celular.
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1.5.1.2 Na meiose

Segundo revisdo de Bodanese-Zanettini (1982), muitos
componentes do processo meidtico podem ser alterados por fatores
ambientais. Um mesmo fator pode interferir em diferentes aspectos da
meiose. Os efeitos dos fatores ambientais podem ser agrupados em trés
categorias: (1) aqueles que alteram a duragdo da meiose; (2) aqueles que
alteram a freqiiéncia de permuta; (3) aqueles que induzem a outras
irregularidades na meiose.

Em plantas, a espécie £ndymion nonscriptus, cultivada em
temperatura constante a cada intervalo de 5°C, na faixa de 0°C a 30°C,
mostrou um decréscimo na duragdo da meiose de 36,0 dias a 0°C para
0,83 dias a 30°C. Em /riticum aestivum, a cultivar Chinese Spring
submetida a 15, 20 e 25°C teve a duracdo da meiose estimada em 43, 24 ¢
18 horas respectivamente, ou seja, apresentando diminui¢do de duracdo
conforme o aumento de temperatura.

Muitos estudos foram realizados com o objetivo de avaliar os
efeitos dos fatores ambientais na freqii€ncia de permuta, sendo que a
temperatura foi o fator mais amplamente estudado. O efeito dos fatores
ambientais na permuta t€ém sido demonstrados, em varios organismos,
pela diferenca de taxa de recombinac¢do ou na freqii€ncia de meidcitos
tratados e ndo tratados.

Em clones da planta £ndymion nonscriptus, submetida a
temperaturas que variaram de 0° a 30°, com intervalos de 5°C, pelo tempo

requerido para desenvolvimento de um ciclo completo da meiose, o
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aumento da temperatura resultou num consistente, mas gradual,
decréscimo na média de quiasmas. O mesmo ocorreu com outras duas
espécies de vegetais testadas. Em plantas de duas linhagens de trigo
hexaploides, mantidas em camara de crescimento com temperatura
constante (21 e 32°C), foi observado que a 32°C houve uma forte redugdo
na freqiiéncia de permuta.

Em relacdo a outras irregularidades meidticas, o fator
ambiental mais amplamente estudado também é a temperatura. Ficou
demonstrado a partir de varios experimentos realizados em trigo por
Utkhede e Jain (1970), revisado por Bodanese-Zanettini (1982), que altas
temperaturas levam a um consistente aumento na freqiiéncia de
univalentes em células mae de polen (CMP), tanto em relagdo a
freqiiéncia de células afetadas como no numero de univalentes por célula.
Altas temperaturas induziram diferentes tipos de anomalias nas CMP, tais
como: degeneragdo de cromossomos (perda da estrutura organizada),
aderéncias e micronucleos. A freqiiéncia dessas anomalias variou entre
espécies e entre variedades. Em /radescantia bracteata foi registrada a
ocorréncia de desespiralizagdo cromossOmica apos tratamentos de
temperatura acima de 34°C, e acima de 25°C em Uwularia perfoliata. Em
Lolium perene foi observada a ocorréncia de assincronia na condensago
cromossdmica como resultado do tratamento de temperatura. O mesmo
tipo de anomalia também foi observado em /riticum monococcum a

temperatura de 37°C.
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1.5.1.3 Na formacao de gametas 2n

Segundo Ramsey e Schemske (1998), a variagdo na freqiiéncia
de surgimento de gametas 2n pode ser atribuida a variados graus de
penetrancia e expressividade dos alelos mutantes e a fatores ambientais
tais como: herbivora, ferimentos, doengas, estresse hidrico, nutricional e
de temperatura. Em relacdo a temperatura, esses autores apresentaram
dois trabalhos importantes, que mostraram a resposta do polen nao
reduzido: (1) em alfafa, foi registrada varia¢do na freqiiéncia de formagao
de pdlen 2n em diferentes condi¢cdes ambientais em casa de vegetagao,
incluindo variacdo entre diferentes flores do mesmo clone em um
determinado ambiente. Alguns clones produziram mais pdlen 2n numa
temperatura de 25°C durante o de dia e 20°C a noite em casa de
vegetagdo, enquanto outros, produziram freqiiéncia mais alta em camaras
de crescimento em temperatura de 30°C de dia e 10°C a noite. Em trevo-
vermelho, a producdo de pdlen 2n diminuiu quando as temperaturas
aumentaram de 12 para 25°C.

McHALE (1983) analisou o efeito da temperatura na producao
de pélen 2n em dez clones de S. phureja. Com o objetivo de verificar o
efeito do ambiente em relagdo a freqiiéncia e estabilidade fenotipica na
produ¢do de pdlen 2n, durante dois anos consecutivos foram conduzidos
dois experimentos. No experimento 1 (E1), foi avaliada a freqiiéncia de
polen 2n em plantas cultivadas a campo, com temperatura que variou
entre 8 a 22°C e, no experimento 2 (E2), em casa de vegetagdo com

temperatura que variou entre 14 a 40°C. A freqiiéncia total de pdlen 2n no
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E1 foi bastante alta nos dois anos, resultando numa de média 76 ¢ 80%,
enquanto no E2 a média foi de 35 e 27%. A andlise citologica dos botdes
florais revelou que os mecanismos de restituicio: (75) fused spindles; (tps)
tripolar spindles) ocorreram em ambos os ambientes (E1 e E2), porém
foi observado no El que em condi¢cdes favoraveis o mecanismos
predominante ¢ o /5 (75-100%), enquanto que o mecanismo (ps foi
bastante reduzido. Os genes fse {pssao diferentes manifestagdes de um
unico mecanismo, sendo que o (ps representa uma forma fraca, que ocorre
unicamente em condigdes desfavoraveis (VEILLEUX et al.,, 1982
revisado por McHALE, 1983).

Mchale (1983), considera, como hipotese, que mutantes
expressando 75 sdo homozigotos para um alelo defeituoso que causa
atraso na formagdo ou na a¢do do fuso, sendo que baixas temperaturas
aumentariam a expressdo desse alelo defeituoso. O autor ressalta a
necessidade de pesquisas com o objetivo de elucidar a base genética da
expressdo do /s em ambientes frios. A expressdo variavel em condi¢des
de frio pode ser uma evidéncia de que diferentes alelos recessivos
controlam esse carater, ou de que ha influéncia de varios genes, devido
aos diferentes conjuntos genéticos encontrados.

A pesquisa referida anteriormente oportunizou a distingao
entre fendtipos estaveis e variaveis. Segundo o autor, a instabilidade
fenotipica em uma variedade de ambientes tem retardado o progresso do
uso de gametas 2n como rotina para fins de desenvolvimento de

cultivares. Somente a expressdo consistente em ambiente a campo, ira
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gerar oportunidade de introdug@o desse gene mutante segregando dentro
de uma grande populagdo na busca de plantas agronomicamente

superiores produtoras de pdlen 2n.

I MATERIAL E METODOS

2.1 Origem do material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia
Vegetal da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da
Universidade de Passo Fundo (UPF), no periodo de abril de 2004 a maio
de 2007.

O material vegetal avaliado constituiu-se de plantas do género
Solanum, sendo dois clones diploides e um tetraploide. Os clones
diploides foram DLB1-140 e DLB1-150, ambos resistentes a requeima e
fornecidos pelo Prof. Dr. Dilson Bisognin, coordenador do Programa de
Melhoramento da Batata do Departamento de Fitotecnia da Universidade
Federal de Santa Maria. O material tetrapldide foi a cultivar Atlantic,
cujos tubérculos foram fornecidos pela Prof'. MSc. Lizete Augustin,
coordenadora do Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da UPF.

Os clones dipldides sdo oriundos do cruzamento do clone

MSA133-57 x PI1595511-5 (BISOGNIN et al., 2005).
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2.2 Cultivo do material vegetal

Os tubérculos dos clones dipldides e da cultivar Atlantic foram
plantados em floreiras (capacidade 0,012m’) contendo substrato
comercial Plantmax Floreira® e casca de arroz carbonizada na propor¢ao
1:1. Foram plantados 10 tubérculos de cada clone, sendo 2 em cada
floreira.

As plantas foram cultivadas em cdmara de crescimento sob
condi¢des de temperatura e fotoperiodo controlados e o fornecimento de
luz artificial foi propiciado por ldmpadas fluorescentes e incandescentes.
Durante a fase vegetativa as plantas cresceram sob temperatura de 25°C £
2°C e fotoperiodo de 16 horas. As plantas receberam tratos culturais de
acordo com as recomendagdes para a cultura.

No momento em que as plantas iniciavam a formagdo dos
primeiros primoérdios dos botdes florais, sinalizando portanto a passagem
para a fase reprodutiva, eram imediatamente transferidas para outra
camara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperaturas de 10,
15, 20, 25, 30 e 35°C % 2°C, as quais constituiram os tratamentos. Em
cada tratamento, foram cultivadas 30 plantas, 10 de cada genotipo,
totalizando portanto, 180 plantas.

Tanto na camara de crescimento a 25°C *+ 2°C, quanto na
camara com temperaturas especificas referentes aos tratamentos, as

floreiras foram dispostas num delineamento experimental completamente
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casualizado, com 10 repeticdes para cada clone, sendo cada planta uma

unidade experimental.

2.3 Analise dos graos de polen

Para a analise dos grios de polen foram coletadas flores
completamente abertas. Nas temperaturas em que houve florescimento, o
numero de flores coletadas por planta foi bastante variavel (de uma flor
até no maximo 10 flores) na primeira florada. Apds a coleta, as flores
foram fixadas, em Carnoy (3 alcool absoluto: 1 acido acético glacial) e
mantidas em temperatura ambiente por 2 horas sendo, depois estocadas
no congelador. Antes da andlise microscopica o material foi transferido
para outro recipiente contendo alcool 70% e mantido em refrigerador.

De cada amostra armazenada foi retirada uma flor ao acaso e
desta, uma antera para analise microscopica. Para cada tratamento foram
retiradas 10 anteras, sendo cada antera considerada uma repeticdo. Foram
analisados 1000 graos por antera, tanto dos clones dipldides, como do
material tetrapldide. Em relagdo aos clones dipldides foram avaliados: (1)
numero de grios normais (corados) e o respectivo tamanho, a fim de
quantificar o percentual de pdélen 2n presente na amostra e (2) nimero de
graos vazios (ndo corados). Na cultivar Atlantic foi avaliado apenas o
numero de graos corados € o nimero de graos vazios.

A técnica basica para andlise e quantificagdo dos grios de

polen constou das seguintes etapas: (1) foi escolhida uma flor ao acaso e

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.



58

uma antera foi retirada com auxilio de pingas; (2) a antera foi colocada
sobre uma ldmina e esmagada em gota de carmin acético 2%, para
liberagdo dos griaos de polen; (3) foi depositada uma laminula sobre o
material e (4) foi feita a vedagdo da laminula com luto (cera de abelha e
breu em proporcdo 1:1). A andlise em microscopio Optico foi feita em
aumento de 400X e realizaram-se registros fotograficos utilizando o
programa Pixel Viewl de captagdo de imagens.

Os dados foram submetidos a analise descritiva, incluindo
desvio padrio e, aplicado o teste de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade de erro para comparar diferentes classes de pdlen e de
temperatura. O teste de Wilcoxon a 5% de probabilidade de erro foi
utilizado para comparar clones dentro de uma mesma classe de polen e de

temperatura. Para tanto utilizou-se o programa SPSS versao 10.
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|11 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Reacao das plantas aos tratamentos

Tanto na temperatura de 10°C quanto na temperatura de 35°C
ocorreu abortamento dos botdes florais. Na temperatura mais baixa
(10°C), as plantas tiveram seu crescimento afetado. Os primérdios dos
botdes florais existentes foram abortados alguns dias apos a transferéncia
das plantas para a camara a 10°C e ndo houve formagao de novos botdes.

O clone DLB1-150 ndo apresentou nenhum tipo de dano
foliar causado pelo frio (Figura 2). Entretanto, nas plantas da cultivar
Atlantic ocorreu descoloragdo (amarelamento), enquanto que nas plantas
do clone DLBI1-140, além da descoloragdo ocorreram lesdes devido ao
estresse por frio (Figura 3). Apesar das reagdes descritas, as plantas dos
trés clones formaram tubérculos, porém com formato alongado.

O estresse por frio em plantas leva a uma série de alteragdes
fisiologicas, tais como a redugdo da absorcdo de agua e nutrientes,
translocacdo mais lenta de carboidratos, inibi¢do da fotossintese, queda da
taxa respiratoria, inibi¢do da sintese de proteinas e aumento da
degradagdo das proteinas, fazendo com que o crescimento da planta seja

lento (KLUGE, 2007).
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Na temperatura de 35°C ocorreu abortamento dos primdrdios
dos botdes florais, alongamento dos internos € maior crescimento da parte
aérea. Nos clones DLB1-140 e DLBI-150 (Figura 4) as plantas
apresentaram aspecto de desidratacdo foliar e dossel pouco desenvolvido.
Ja na cultivar Atlantic, além dos sintomas ja mencionados, ocorreu
clorose e queima folhar. As plantas de todos os gendtipos apresentaram
sistema radicular pouco desenvolvido e auséncia de tuberizacdo. Estes
resultados corroboram com as informagdes de Vayda (1994), ja citadas
anteriormente no item 1.5.1.1.

Na temperatura de 30°C, as plantas da cultivar Atlantic
apresentaram abortamento dos poucos botdes florais formados e sintomas
semelhantes aos do tratamento 35°C, exceto clorose e queima folhar
(Figura 5). As plantas dos clones DLB1-140 (Figura 6) e DLB1-150
apresentaram desenvolvimento continuo da folhagem, alongamento dos
entrenos e dossel pouco desenvolvido. Apesar disso, houve florescimento,
o que possibilitou a andlise dos graos de polen (Figura 7).

Nas temperaturas de 15, 20 e 25°C, todos os clones

floresceram e foi possivel a andlise dos graos de polen (Figuras 8, 9 e 10).
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Figura 3. Clone DLBI1-140 submetido a temperatura de 10°C durante a
microsporogénese (amarelamento e lesdes folhares) — Passo
Fundo, FAMV/UPF,2007.
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Figura 5. Cultivar Atlantic submetida a temperatura de 30°C
durante a microsporogénese, — Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2007.
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Figura 6. Clone DLB1-140 submetido a temperatura de 30°C
durante a microsporogénese, — Passo Fundo,

Figura 7. Inflorescéncia do clone DLBI1-140 submetido a
temperatura de 30°C durante a microsporogénese —
Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.
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Figura 8.

Figura 9. Inflorescéncia da cultivar Atlantic submetida a temperatura
de 20°C durante a microsporogénese — Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2007.
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Figura 10. Clones DLB1-140 e DLB1-150 submetidos a temperatura de
25°C durante a microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF,
2007.

3.2 Tamanhos de graos de polen nos clones diploides DLB1-140 e
DLB1-150

Em todos os tratamentos em que houve florescimento (15, 20,
25 e 30°C), foram classificados como normais os pdlens corados cujo
diametro foi de 20.0mpu (Figura 11). Os resultados detalhados, por antera
e tratamento, em cada clone, podem ser visualizados nos Apéndices A
até H, que mostram as freqii€ncias em porcentagens dos diferentes tipos e
tamanhos de podlens observados. O didmetro minimo encontrado nas
analises efetuadas foi de 12,5myu, e o didmetro maximo foi de 30,0mpu,
tendo também sido encontrados pdlens com didmetro de 22,5mpu, 25,0mpu
e 27,5mu. O grau de dispersdao dos valores observados quanto a

freqiiéncias de graos de polen com 25.0mu, 27,5mu e 30.0mu de
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didmetro, de cada clone, nos quatro tratamentos podem ser melhor
visualizados através das Figuras 12, 13 e 14.

Pélens medindo 25,0mu e 27,5mp ocorreram nas temperaturas
15, 20 e 25° no clone DLB1-140 e nos tratamentos 15 e 20°C no clone
DLB1-150 (Tabela 1). O clone DLBI1-150 apresentou maior freqiiéncia
de grios de polen com 25,0mp e 27,5my na temperatura de 15°C. A
medida que aumentou a temperatura diminuiu a freqiiéncia de graos de
pélen maiores que o normal, principalmente de 25,0mu (Figura 11),
sendo que a 30°C, foram encontrados apenas graos de pdlen normais
(20,0mp) e vazios. Em geral, o clone DLB1-140 produziu pdlens com
diametro maior que 22,5my, independente do tratamento. Isto ¢ indicagao
de que esse clone possui maior aptiddo para formar gametas ndo

reduzidos.
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Tabela 1. Porcentagem dos tipos e tamanhos de grdos de pdlen nos clones diploides
DLB1-140 e DLBI1-150, submetidos a diferentes temperaturas durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

DLB1-140 Temperaturas °C

15 20 25 30
Gréos de
polen
Normal * B58,73+7,6b A7735+4,66a A6944+1132b A47,18+1225¢
Vazio B8,84+7,08a BI1233+ 3,52b BI12,01 £+2,95b B4538+11,95¢
22,5 mu A30,70 + 500a A8,94 + 3,48bc A1534 +10,92b A6,30 + 4,62¢
25,0 mu A1,20+£0,89ab A0,75+ 0,51b A281+ 3,182 Al,l14+1,33ab
27,5 mu A031+02la A049+0,55a A0,27+0,27ab  A0,00 +0,00c
30,0 mu A022+035a AO0,14+0,11ab A022+0,23b  A0,00+0,00b
DLB1-150 Temperaturas °C

15 20 25 30
Graos de
Polen
Normal *  A70,09 +10,03a B69,80 +3,43a B41,52+19,90b B11,08 + §,84c
Vazio A20,51+3,57a A25,18+4,88a A58,48+19,90b A87,06+7,82¢
22,5 mu B7.65+ 691a B4,70 +3,03ab B000+000c B1,31+138bc
25,0 mu Al1,72+327a B0,16+0,08bc  B0,00+£0,00c  A0,54+1,01b
27,5mu B0,03+0,07b A0,13+0,13a  B0,00=0,00b  A0,01+0,03b
30,0 mu B0,01 £0,03a B0,03+0,07a B0,00 + 0,00a A0,00 £ 0,00a

* Pélen normal ( 20um)

- Médias seguidas da mesma letra mindscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade.

- Médias antecedidas de mesma letra maiuscula, na coluna, comparam clones dentro de
uma mesma classe de polen e de temperatura, pelo teste de Wilcoxon a 5% de

probabilidade.
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Figura 11. Graos de polen normais, considerados vidveis : quatro com
20,0mu e um com 25,0mu de @(acima a direita), do clone
DLB1-140 (400X) — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.
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Figura 12. Dispersdo dos valores percentuais de graos de polen com 25,0mu
de O nos clones diploides DLB1-140 e DLB1-150, submetidos a
quatro temperaturas durante a microsporogénese — Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2007.
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Figura 13. Dispersdo dos valores percentuais de graos de polen com 27,5mu de
O nos clones diploides DLB1-140 e DLB1-150, submetidos a quatro
temperaturas durante a microsporogénese — Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2007.
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Figura 14. Dispersdo dos valores percentuais de grdos de pdlen com
30,0mu de @ nos clones dipldides DLB1-140 ¢ DLB1-150,
submetidos a  quatro  temperaturas  durante  a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

3.2.1 Graos de polen normais e vazios nos clones diploides DLB1-140
e DLB1-150

Com relagdo a freqiéncia de graos de polen normais
produzidos pelos clones dipldéides em cada tratamento, também houve

variacdo. O clone DLB1-140 apresentou maior freqiiéncia de pdlens
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normais (77,35%) a 20°C e menor (47,18%) a 30°C. O clone DLBI1-150
apresentou a maior freqiiéncia de pélens normais (70,1%) na temperatura
de 15°C ¢ a menor (11,1%) na temperatura de 30°C (Tabela 1). A medida
que a temperatura aumentou houve diminuicdo nas freqiiéncias de pdlen
viaveis e, conseqiientemente, aumento da esterilidade (grdos de polen
vazios) (Figura 17). O grau de dispersdo dos valores observados quanto a
freqiiéncias de grdos de pdlen normais e vazios, de cada clone, nas quatro

temperaturas podem ser melhor visualizados através das Figuras 15 e 16.
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Figura 15. Dispersdo dos valores percentuais de grdos de pdlen normais
nos clones dipldéides DLB1-140 ¢ DLB1-150, submetidos a
quatro temperaturas durante a microsporogénese — Passo
Fundo, FAMV/UPF, 2007.
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Figura 16. Dispersdo dos valores percentuais de grdos vazios nos clones
dipldides DLBI1-140 e DLBI1-150, submetidos a quatro
temperaturas durante a microsporogénese — Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2007.

O clone DLBI-150 parece ser mais suscetivel a altas
temperaturas em comparagdo com o clone DLB1-140. A 30°C, o primeiro
apresentou 11,08 % de pdlen viavel e 87,06 % de graos de polen vazios,

enquanto no segundo ocorreu 47,18 % e 45,38 %, respectivamente. E
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sabido que altas temperaturas induzem diferentes tipos de anomalias no
processo meiotico. Ficou comprovado, a partir de diversos estudos em
plantas, que nas células maes de polen pode ocorrer degeneracdo de
cromossomos, aderéncias, formagdo de micronucleos, desespiralizagdo
cromossdmica e assincronia na condensagdo cromossomica. Embora
nesta pesquisa ndo tenha sido investigado o processo meiotico, € evidente
que ocorreu algum tipo ou tipos de anormalidade e, que o grau de
tolerancia a estresses, no caso da alta temperatura, parece ser dependente

do clone.

Figura 17. Graos de pdlen vazios do clone DLB1-150 a 30°C (1000X) —
Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Segundo Pandolfi (1998), em 1994, Mendes fez uma extensa
revisdo sobre viabilidade dos grdos de polen de So/anum spp, abrangendo
31 trabalhos publicados desde 1953, nos quais sdo discutidos o didmetro e

a viabilidade do polen de mais de 100 espécies e hibridos. Com base
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nesses trabalhos os didmetros médios das espécies e hibridos diploides
apresentaram de 17,55 a 30,40my, os tetrapldides de 22,10 a 32,92 mu e
os hexapldides de 22,67 a 30,38mpu. Os hibridos de espécies triploides
apresentaram didmetro semelhante aos dipldides (16,50 a 28,58mpu).
Pandolfi (1998) e Tomé (2004) citam o trabalho de Tarn & Hawkes
(1986), que relatam ser o didmetro das subespécies commersonuii e
malmeanum de 21,30 e 23,20mu respectivamente. Pandolfi (1998), em
seu trabalho de pesquisa mediu grios de polen de espécies Solanum e
considerou pequenos os graos que mediram de 7,50 a 10,00mu, médios
os que mediram de 15,00 a 17,50mpu e grandes os que mediram de 20,0 a
22,50mp. Erdtman revisado por Fahn (1990), classificou os gridos de
pdlen de So/anum spp de acordo com o seu tamanho em perminuta se o
diametro fosse inferior a 10,0mu; minuta se o diametro fosse de 10,0 a
25mu; média, de 25 a 50mu; magna de 50 a 100mu; permagna de 100 a
200mpu e giganta, se o diametro fosse maior que 200mu. Mendes (1994),
verificou que em espécies diploides, tripldides, hexaploides e
pentaploides de So/anum spp., os grdos de pdlen estdo nas classes minuta
e média, por apresentarem didmetro médio de 16,50 a 34,77mu (revis@o

de TOME,2004).

3.2.2 Graos de polen com 22,5mu de diametro

Nos dois clones avaliados houve uma variagdo maior na

freqliéncia de graos de polen medindo 22,5mu de didmetro quando
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comparado com a variagdo de graos de polen com didmetro maior (25,0;
27,5 e 30,0mu). Houve maior produgdo de pdlen com 22,5mu, sendo a
média de 30,70% para o clone DLB1-140 e 7,65% para o clone DLB1-
150 na temperatura de 15°C (Tabela 2). O grau de dispersdo dos valores
observados quanto a freqiiéncias de graos de polen com 22,5mu de
diametro, de cada clone, nas quatro temperaturas, pode ser melhor
visualizado através da Figura 19. Na Figura 18, ¢ possivel visualizar a
diferenga de tamanho entre o pdélen normal 20,0mu e o pdlen com

22,5mu de diametro.

Figura 18. Pélen normal com 20,0mu e pdlen com 22,5mu de & ampliados
1000x do clone DLBI1-150 a 15°C — Passo Fundo, FAMV/UPF,
2007.
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Figura 19. Dispersdo dos valores percentuais de grdos de pdlen com

22.,5mu de @ nos clones dipldides DLB1-140 ¢ DLB1-150,
submetidos a  quatro  temperaturas  durante  a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Embora os grios de polen com 22,5mpu sejam apenas 12,5%
maiores que o polen normal, que mede 20,0mu, a hipdtese de que ele seja
nao reduzido ndo pode ser descartada. Segundo o trabalho de Bisognin et

al. (2005), o clone DLB1-150 foi utilizado para poliploidizag¢do unilateral
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com objetivo de introduzir genes de resisténcia a requeima para a batata
cultivada. O cruzamento foi vidvel, havendo formacdo de sementes
provando que o clone DLBI-150 foi doador de pdlen 2n. Portanto, o
resultado desse cruzamento indica que o clone DLB1-150 ¢é produtor de
polen 2n. Tendo, ambos os clones, DLB1-140 e DLBI1-150, a mesma
genealogia, existe, como hipotese, a possibilidade de o clone DLB1-140
também ser produtor de pdlen 2n.

Os resultados obtidos por Bisognin et al (2005), refor¢am esta
hipotese, uma vez que o clone DLB1-150, nesta pesquisa, ndo produziu
pbélen com diametro superior a 20,0mu quando submetido a temperatura
de 25°C. Entretanto, na temperatura de 15°C produziu 7,65% de pdlen
com 22,5m, e a 20°C produziu 4,70%. Ja o clone DLB1-140 produziu
maior quantidade de pdlen com didmetro de 22,5mu em todos os

tratamentos quando comparado com o clone DLB1-150 (Tabela 2).

Tabela 2. Freqiiéncias dos pdlens com 22,5mu de @ nos clones diploides submetidos a

quatro temperaturas durante a microesporogénese - Passo Fundo,
FAMV/UPF, 2007
Temperatura °C DLB1-140 DLBI1-150
15 30,70 £ 5,00 a 7,65+691a
20 8,94 +£3,48 be 4,70 +£3,03 ab
25 1534+1092b 0,00 + 0,00 ¢
30 6,30+£4,62¢ 1,31 + 1,38 be

- Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de

Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade
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Os resultados obtidos coincidem com os de McHALLE
(1983), que ao avaliar a influéncia do ambiente na formagao de polen 2n
em S. phureja, observou que temperaturas mais baixas favoreceram a
formagdo de polen 2n. J& em temperaturas mais altas, alguns clones
mostraram um abrupto declinio na freqiiéncia de eventos citoldgicos, no
caso, fusos fundidos, que levam a formagao de polen 2n.

Segundo revisao de Ramsey e Schemske (1998), os graos de
pélen ndo reduzidos podem ser identificados pelo tamanho e eles
tipicamente apresentam diametro 30 — 40% maior que o pdlen reduzido.
Quinn et al (1974) e Ramanna (1974) revisados por Tomé (2004),
estipularam 25,0mu como valor minimo de corte para determinagdo de
pblens nao reduzidos.

Entretanto, segundo Tomé (2004), este valor limite entre graos
de pdlen reduzidos e ndo reduzidos pode ser questionado uma vez que tal
limite € incapaz de detectar ndo redug@o em espécies cujos graos de pdlen
tenham dimensdes menores. A autora ainda acrescenta em suas
conclusdes, que um novo valor limite deve ser proposto para
determinagdo de pdlens ndo reduzidos.

Conicella et al (2003) investigaram a ocorréncia de
anormalidades no citoesqueleto microtubular e relagdo com a formagao
de polen 2n em batata, através de imunofluorescéncia e por técnicas
citogenéticas tradicionais. Analisaram clones diploides hibridos
produtores de altas freqiiéncias de pdlen 2n, resultantes de diferentes

mecanismos de restituicdo nuclear (fusos paralelos, fusos fundidos e
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citocinese prematura). Baseados na andlise efetuada, os autores
reinterpretam os mecanismos de restituicdo que acontecem apds as
anormalidades do fuso. Segundo eles, no clone em que ocorriam fusos
fundidos ocorre a fusdo dos nucleos na préfase II; no clone com fusos
paralelos o arranjo do citoesqueleto sem fuso na telofase Il determina
diades e triades; ja no clone com citocinese prematura efetivamente
ocorre um fragmoplasto prematuro no final da meiose I. Além disso,
clones altamente dessinapticos mostraram alto grau de fertilidade
masculina restaurada através de mecanismos de restitui¢do nuclear.

Para a continuidade das pesquisas iniciadas neste trabalho,
sugere-se a mesma linha de investigagdo sobre os mecanismos de nio
restituicdo, o que podera explicar as variagdes aqui encontradas, quanto a
ocorréncia de pdlens 2n nas diferentes temperaturas. A alternativa mais
adequada para verificar o nivel de ploidia dos graos de pdlen de diferentes
tamanhos ¢ a citometria de fluxo, que possibilita a quantificagdo do DNA

e, conseqlientemente, o nivel de ploidia dos gametas.

3.3 Cultivar Atlantic
Os resultados detalhados, por antera e por tratamento, podem

ser visualizados no Apéndice I, que mostra as freqiiéncias em
porcentagens dos pdlens normais e vazios, obtidos de 10 anteras
analisadas em cada tratamento, sendo 1.000 graos por antera.

A cultivar Atlantic se mostrou sensivel a altas temperaturas de

acordo com os dados obtidos neste experimento (Tabela 3). Quando
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submetida a 30°C durante a fase reprodutiva houve abortamento dos
botdes florais recém formados. A 25°C houve florescimento, mas o grau
de esterilidade foi muito alto. Houve um abrupto declinio da freqiiéncia
de polens normais, todos com didmetro de 25,0mu e elevado aumento da
freqliéncia de polens vazios (Figura 20). O grau de dispersdo dos valores
observados quanto a freqii€ncias de graos de polen normais e vazios, nas

tr€s temperaturas, pode ser melhor visualizado através da Figura 21.

Tabela 3. Freqiiéncia dos pdlens estéreis e viaveis da cultivar Atlantic submetida a trés
temperaturas durante a microsporogénese conforme o tipo — Passo fundo,
FAMV/UPEF, 2007

Polen 15°C 20°C 25°C
Normal * 4353+1199a 50,16+1595a 2,11+1,58b
Vazio 5647+1199a 49,84+1595a 97,89+1,58D

* Diametro do polen: 25,0um
Meédias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal -
Wallis a 5% de probabilidade

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.



82

Figura 20. Pdlens vazios da cultivar Atlantic e polen normal com
25my a 15°C, ampliados 400x — Passo Fundo, FAMV/UPF,2007.
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Figura 21. Disperséo dos valores percentuais de graos normais e vazios da
cultivar Atlantic submetida a trés temperaturas durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.
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IV CONCLUSOES

Neste experimento, temperaturas de 10°C e 35°C durante o
florescimento, em condi¢des controladas, levaram ao abortamento dos
primordios dos botdes florais nos clones diploides e a morte das plantas
na cultivar Atlantic.

Os clones diploides diferiram entre si quanto ao grau de
esterilidade causado pelo estresse pelas temperaturas mais elevadas. O
clone DLBI1-150 foi mais sensivel as altas temperaturas, enquanto o
DLBI1-140 mostrou menor grau de esterilidade nos diversos tratamentos.

O clone DLB1-140 produziu maior quantidade de grios de polen
com didmetro superior a 20.0mu em todas as temperaturas e tendéncia a
produzir graos de pdélen com didmetro > a 22.5mu independente do
tratamento o que mostra maior aptiddo para formar gametas ndo
reduzidos e mais indicado para os cruzamentos visando a poliploidizag¢do
sexual.

A 25°C a cultivar Atlantic teve seu processo de
microsporogénese severamente afetado. Houve um abrupto declinio da
freqliéncia de polens normais e elevado aumento da freqiiéncia de polens
vazios o que permite a recomendacdo de utilizagdo de temperaturas mais
baixas para a realizacdio dos cruzamentos nos programas de

melhoramento da batata cultivada comercialmente.
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APENDICE A - Freqiiéncias em porcentagens, das diferentes categorias
observadas conforme tipo e tamanho, obtidos de 10
anteras analisadas, sendo 1000 pdlens por antera no
clone DLB1-140 submetido a 15°C durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Antera Normal Vazio  22.5um 25.0um 27.5um 30.0um

( 20.0um)
1 57,0 5,5 36,7 0,1 04 0,3
2 60,3 3,0 36,0 0,5 0,1 0,1
3 48,7 12,6 36,6 2,0 0,1 0,0
4 50,2 21,6 25,0 2,7 0,5 0,0
5 50,1 20,4 26,7 1.8 0,6 04
6 55,6 7,6 34,0 1.9 0,6 0,3
7 65,1 6,9 25,0 1,5 04 1,1
8 70,1 4.4 25,0 0,3 0,2 0,0
9 64,2 5,0 30,0 0,7 0,1 0,0
10 66,0 14 32,0 0,5 0,1 0,0
Total 58,73 88,4 30,70 12,0 3,1 2,2
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APENDICE B - Freqiiéncias em porcentagens, das diferentes categorias
observadas conforme tipo e tamanho, obtidos de 10
anteras analisadas, sendo 1000 pdlens por antera no
clone DLB1-140 submetido a 20°C durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Antera  Normais Vazios 225um 25.0um 27.5um 30.0um

( 20.0um)
1 86,8 54 7,3 0,0 0,5 0,0
2 71,9 13,5 12,3 2,0 0,0 0,3
3 73,8 11,3 14,0 0,8 0,0 0,1
4 77,6 15,2 52 0,8 1,1 0,1
5 71,7 13,8 13,3 0,8 0,2 0,2
6 74,0 16,9 7,7 0,6 0,6 0,2
7 78,2 15,4 5,1 0,6 0,6 0,1
8 80,9 8,2 10,1 0,7 0,1 0,0
9 79,9 13,0 4,7 04 1,7 0,3
10 78,7 10,6 9,7 0,8 01 0,1
Total 77,35 12,33 89,4 7.5 49 14
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APENDICE C - Freqiiéncias em porcentagens, das diferentes categorias
observadas conforme tipo e tamanho, obtidos de 10
anteras analisadas, sendo 1000 pdlens por antera no
clone DLB1-140 submetido a 25°C durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Antera  Normal  Vazio 225um 250um 27.5um 30.0um

( 20.0um)
1 65,0 5,1 28,0 1,4 0,1 04
2 80,0 14,0 6,0 0,0 0,0 0,0
3 61,4 12,6 21,0 3,8 0,6 0,6
4 82,8 13,0 1,6 1,6 0,6 04
5 76,5 10,0 12,0 0,8 0,6 0,1
6 58,0 11,0 29,0 2,0 0,0 0,0
7 54,1 14,7 233 7,2 04 0,3
8 58,7 14,7 24.5 1,6 0,1 04
9 80,8 14,1 5,0 0,1 0,0 0,0
10 75,9 10,9 3,0 9,6 0,1 0,5

Total 69,32 12,01 15,34 2,81 0,25 027

Easy PDF Creator is professional software to create PDF. If you wish to remove this line, buy it now.



97

APENDICE D - Freqiiéncias em porcentagens, das diferentes categorias
observadas conforme tipo e tamanho, obtidos de 10
anteras analisadas, sendo 1000 polens por antera no
clone DLBI1-140 submetido a 30°C durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Antera Normal  Vazio 225um 250um 27.5um 30.0um

( 20.0um)
1 31,3 49,0 16,2 3,5 0,0 0,0
2 63,0 30,6 5,9 0,5 0,0 0,0
3 52,0 434 4,6 0,0 0,0 0,0
4 42.5 55,1 2,3 0,1 0,0 0,0
5 55,0 40,0 4,7 0,3 0,0 0,0
6 40,9 57,9 1,2 0,0 0,0 0,0
7 46,0 38,9 11,9 32 0,0 0,0
8 51,8 447 2.9 0,6 0,0 0,0
9 26,4 66,1 54 2,1 0,0 0,0
10 62,9 28,1 7,9 1,1 0,0 0,0
Total 47,18 45,38 6,30 1,14 0,0 00
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APENDICE E - Freqiiéncias em porcentagens, das diferentes categorias
observadas conforme tipo e tamanho, obtidos de 10
anteras analisadas, sendo 1000 polens por antera no
clone DLBI1-150 submetido a 15°C durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Antera  Normal Vazio 22.5um 25.0um 27.5um 30.0um

( 20.0um)
1 66,7 22,4 5,1 5,8 0,0 0,0
2 72,6 22,5 43 0,4 0,2 0,0
3 72,7 18,8 7,5 1,0 0,0 0,0
4 76,0 22,0 1,9 0,1 0,0 0,0
5 80,8 15,0 4,1 0,2 0,0 0,0
6 45,6 18,7 26,1 9,5 0,1 0,0
7 67,9 24.0 8,0 0,1 0,0 0,0
8 65,0 25,0 10,0 0,0 0,0 0,0
9 74,5 22,0 34 0,1 0,0 0,0
10 79,2 14,7 6,1 0,0 0,0 0,0
Total 70,09 20,51 7,65 1,72 0,03 00
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APENDICE F - Freqiiéncias em porcentagens, das diferentes categorias
observadas conforme tipo e tamanho, obtidos de 10
anteras analisadas, sendo 1000 poélens por antera no
clone DLBI1-150 submetido a 20°C durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Antera  Normal  Vazio 225um 250um 27.5um 30.0um

( 20.0um)
1 72,0 21,7 6,0 0,2 0,1 0,0
2 73,0 22,9 4,0 0,1 0,0 0,0
3 68,1 25,2 6,4 0,3 0,0 0,0
4 65,9 30,0 3,7 0,1 0,3 0,0
5 68,5 19,9 11,3 0,1 0,2 0,0
6 67,0 28,6 43 0,1 0,0 0,0
7 74,0 23,0 2,6 0,1 0,3 0,0
8 70,0 27,8 1,6 0,3 0,2 0,1
9 65,0 34,1 0,7 0,2 0,0 0,0
10 74,5 18,6 6,4 0,1 0,2 02

Total 69.80 2518 4,10 0,16 0,13 0,03
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APENDICE G - Freqiiéncias em porcentagens, das diferentes categorias
observadas conforme tipo e tamanho, obtidos de 10
anteras analisadas, sendo 1000 polens por antera no
clone DLBI1-150 submetido a 25°C durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Antera Normal  Vazio 22.5um 25.0um 27.5um 30.0um

( 20.0um)
1 49,0 51,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 36,0 64,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 12,8 87,2 0,0 0,0 0,0 0,0
4 60,0 40,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 13,5 86,5 0,0 0,0 0,0 0,0
6 67,0 33,0 0,0 0,0 0,0 0,0
7 53,9 46,1 0,0 0,0 0,0 0,0
8 57,0 43,0 0,0 0,0 0,0 0,0
9 20,0 80,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10 46,0 54,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Total 41,52 58,48 0.0 0.0 0,0 0,0
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APENDICE H - Freqiiéncias em porcentagens, das diferentes categorias
observadas conforme tipo e tamanho, obtidos de 10
anteras analisadas, sendo 1000 pdlens por antera no
clone DLBI1-150 submetido a 30°C durante a
microsporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF, 2007.

Antera  Normal  Vazio 225um 250um 27.5um 30.0um

( 20.0um)
1 9,7 90,3 0,0 0,0 0,0 0,0
2 25,7 74,3 0,0 0,0 0,0 0,0
3 7.4 89,1 3,1 0,4 0,0 0,0
4 8,4 91,4 0,1 0,1 0,0 0,0
5 5,5 88,5 4,0 2,0 0,0 0,0
6 28,5 71,4 0,1 0,0 0,0 0,0
7 3,6 91,8 1,8 2,8 0,0 0,0
8 7,0 91,5 1,5 0,0 0,0 0,0
9 11,6 87,3 1,1 0,0 0,0 0,0
10 34 95,1 1,4 0,1 0,0 0,0
Total 11,08 87,07 1,31 0,54 0,0 00
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APENDICE | - Freqiiéncias em porcentagens, das duas categorias
observadas, normais e vazios, obtidos de 10 anteras
analisadas, sendo 1000 poélens por antera, na cultivar
Atlantic submetida a trés temperaturas durante a
microesporogénese — Passo Fundo, FAMV/UPF,

2007.
15°C 20°C 25°C
Antera normal Vazio normal Vazio normal Vazio
( 25.0um) 25.0um) ( 25.0um)

38,0 62,0 62,5 37,5 1,5 98.5
35,0 65,0 49,3 50,7 1,6 98.4
36,0 64,0 25,0 75,0 6,2 93,8
32,0 68,0 54,6 454 2,1 97,9
25,0 76,0 18,0 82,0 0,9 99,1
483 51,7 60,0 40,0 2,0 98,0
56,0 44,0 60,0 40,0 1,8 98,2
59,0 41,0 65,0 35,0 1,3 98,7
52,0 48,0 56,0 44,0 0,7 99,3

10 55,0 45,0 51,2 48,8 3,0 97,0
Total 43,53 56,47 50,16 49,84 2,11 97,89
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