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RESUMO

TOME, Livia Gracielle Oliveira. Meiose e viabilidade do polen em Solanum
commersonii ssp. e Solanum tuberosum L. UFLA, 2004. 73p. (Dissertacdo -
Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)*.

Dentre as dificuldades de se promover a introgressao de genes presentes
em espécies selvagens na espécie cultivada da batata, destacam-se as barreiras
da ploidia, do nimero de balanco do endosperma (EBN) e anormalidades
meidticas. Neste trabalho avaliaram-se a viabilidade do pdlen, a meiose e a
freqiiéncia de polens ndo reduzidos com o objetivo de indicar materiais
promissores para o melhoramento genético. Foram avaliados trés clones de
Solanum commersonii commersonii, dois de Solanum commersonii malmeanum
e seis clones, quatro cultivares e um hibrido de Solanum tuberosum nos estudos
de viabilidade do pdlen pelas técnicas de germinacdo in vitro e coloragdo. Os
didmetros de polens de S commersonii ssp. foram medidos para a estimativa da
freqiiéncia de polens ndo reduzidos. Para a avaliagdo da meiose, utilizou-se a
metodologia de esmagamento nos clones de S. commersonii ssp., bem como
para a cultivar Chiquita de S. fuberosum. A técnica de meiose por maceragio
enzimdtica e secagem ao ar foi utilizada para o estudo do pareamento
cromossdmico nos clones de S. commersonii ssp. De maneira geral, os clones
selvagens apresentaram maior viabilidade do pdlen em relacio a espécie
cultivada. O clone SCC 07 destacou-se em relacdo aos demais clones de S.
commersonii ssp. por apresentar bom percentual de germinacdo de pdlen e
produzir pélen ndo reduzido, além de apresentar baixas freqiiéncias de
anormalidades meidticas. O clone SCC 100, apesar de apresentar boa freqiiéncia
de pdélen ndo reduzido, possui baixa viabilidade de pdlen explicada por um alto
indice de anormalidades meiéticas. Os clones SCM 57 e SCM 60, apesar de nao
terem apresentado polens ndo reduzidos, possuem mecanismos meidticos para
produzi-los, sendo, inclusive, os clones de S. commersonii ssp. com as maiores
taxas de viabilidade de pdlen. A cultivar Chiquita apresentou boa viabilidade do
pélen e baixo percentual de anormalidades meidticas, confirmando seu bom
desempenho no programa de melhoramento da UFLA, como genitor masculino.
Nos estudos de pareamento cromossdmico, o clone SCC 07 mostrou pareamento
regular, com doze bivalentes em todas as células avaliadas.

*Comité orientador: Lisete Chamma Davide — UFLA (Orientadora) e César
Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

TOME, Livia Gracielle Oliveira. Meiosis and pollen viability in Solanum
commersonii ssp. and Solanum tuberosusm L. UFLA, 2004. 73p. (Dissertation
— Master Program in Genetic and Plant Breeding).

One of the main difficulties to promote genes introgression from wild
species to the cultivated species consists in the ploidy barriers, endosperm
balance number (EBN) and meiotic abnormalities. In this work the evaluations
consisted of pollen viability, meiosis and frequency of non-reduced pollens, with
the objective to indicate promising materials, which may be used in breeding
programs. Three Solanum commersonii commersonii (SCC) clones and two
Solanum commersonii malmeanum (SCM) were evaluated, together with six
other clones, 4 different cultivars and a hybrid of Solanum tuberosum, in the
studies of pollen viability by the techniques of in vitro germination and staining.
Diameters of S. commersonii ssp pollens were measured to estimate the
frequency of non-reduced pollens. For meiosis evaluation, the squashing
technique was used in the clones S. commersonii ssp., as well as to the Chiquita
cultivar of S. tuberosum. The techniques of enzymatic maceration and air-
drying, for meiosis studies, were used to verify chromosome paring in the S.
commersonii ssp clones. In general, the wild clones presented higher amounts of
viable pollens, in relation to other cultivated species. The SCC 07 clone
outstands from the other S commersonii ssp clones for presenting a high
percentage of pollen germination associated to the occurrence of non-reduced
pollen, besides presenting low frequencies of meiotic abnormalities. Thus, it can
be considered a promising material to be used for breeding. Although the SCC
100 clone has presented a high frequency of non-reduced pollen, it showed low
pollen viability, due to a high percentage of meiotic abnormalities. Although the
SCM 57 and SCM 60 clones, have not presented non-reduced pollens, they have
meiotic mechanisms which possibly can conduct to the formation of non-
reduced pollen, and also the S. commersonii ssp clones with the highest rates of
pollen viability. The Chiquita cultivar presented good pollen viability and a low
percentage of meiotic abnormalities, confirming its good behavior as male
parent in the UFLA breeding program. In the chromosome paring studies, the
SCC 07 clone presented regular pairing showing twelve bivalents in all cells
evaluated.

Major Professor: Lisete Chamma Davide — UFLA (Advisor); César Augusto
Brasil Pereira Pinto — UFLA (Co-advisor).
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1 INTRODUCAO

A batata cultivada Solanum tuberosum L. é uma espécie autotetraploide
e apresenta uma estreita base genética explicada por isolamento geogrifico e
erosdo genética (Simmonds, 1979).

Uma das alternativas para aumentar a base genética da cultura é por
meio de cruzamentos com espécies selvagens dipldides (2n=2x=24) que
transmitem genes de interesse e aumentam o nivel de diversidade e interagdes
alélicas a partir do germoplasma exotico para a batata cultivada (Peloquin &
Ortiz, 1992).

Dentre as espécies selvagens de interesse para o melhoramento, Solanum
commersonii ssp. destaca-se por possuir alelos de resisténcia a baixas
temperaturas, resisténcia a murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum e a podriddo mole e canela preta, causadas por Erwinia
carotovora (Carputo et al., 2003).

No entanto, algumas dificuldades de se promover a introgressdo de
genes presentes em espécies selvagens na espécie cultivada podem ser
apontadas, entre elas as barreiras de ploidia e do ndmero de equilibrio do
endosperma. A espécie S. commersonii ssp. (2n=2x=24; 1 EBN) ndo pode ser
diretamente cruzada com as espécies cultivadas de S. fuberosum L. (2n=4x=48;
4 EBN) devido ao nivel de ploidia do gameta e do endosperma (EBN). A
producdo de pdlen ndo reduzido por clones de espécies selvagens, dipldides e
com EBN igual a 1, permite que estes sejam cruzados com dipldides de S.
tuberosum, S. phureja e S. chacoense, que possuem 2 EBN. Esses cruzamentos
tém sido utilizados como ponte para a introgressdo de genes de interesse na

espécie cultivada (2n=4x=48; 4 EBN).



O emprego de espécies selvagens nos programas de melhoramento ainda
depende de estudos sobre a esterilidade e produgdo do pdlen e da produgdo de
gametas ndo reduzidos, que sdao de especial interesse para a identificacdo dos
melhores genitores para possiveis hibrida¢cdes com a batata cultivada. Como
conseqiiéncia, a andlise do comportamento meidtico desses clones pode explicar
as possiveis causas da infertilidade. Também em clones de S. tuberosum L., os
estudos sobre a produgdo e viabilidade do pdélen sdo importantes para a escolha
de genitores, uma vez que a condi¢do tetrapldide favorece a formacdo de
micrésporos desbalanceados e, conseqiientemente, inviaveis.

O presente trabalho objetivou avaliar o comportamento meidtico e a
viabilidade do pdlen em clones de Solanum commersonii e Solanum tuberosum
L., estimar a freqiiéncia de polens ndo reduzidos e os mecanismos de sua
formacdo em clones de Solanum commersonii, para indicar os melhores

materiais a serem utilizados em programas de melhoramento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem e domesticacao da batata

O centro de origem da batata compreende os Andes, do sul do Peru ao
norte da Bolivia, onde materiais silvestres ainda existem (Hawkes, 1993).
Vavilov (1951) considera que a batata cultivada teve dois centros de origem: o
Chiloé, da batata cultivada Solanum tuberosum e o Sul Americano (Equador,
Peru e Bolivia), onde estd a batata cultivada andina Solanum andigenum.
Hawkes (1967), entretanto, defende que a regido do Lago Titicaca, no Peru, seria
o centro de origem da batata cultivada, pois 14 havia nascido a agricultura mais
primitiva baseada no cultivo dessa espécie. Os centros de diversidade
encontram-se em paises da América do Sul e no México (Ross, 1963).

As espécies silvestres do género Solanum ocorrem apenas nas Américas,
do sudoeste dos Estados Unidos até o Chile, sendo aproximadamente 199 no
total. Estudos mostram que a batata silvestre esta distribuida por 16 paises, entre
as latitudes de 38° N e 41° S. A riqueza dessas espécies € encontrada nas regides
montanhosas das Américas Central e do Sul. O maior nimero de espécies esta
no Peru, 93, seguido pela Bolivia, com 39 espécies, México, 36, Argentina, 28 e,
no Brasil, foram observadas duas espécies, a S. commersonii com as subespécies
commersonii € malmeanum e a S. chacoense ssp. muelleri. O Peru também se
destaca por apresentar o maior nimero de espécies raras (Hijmans & Spooner,
2001).

Algumas espécies dipldides encontradas no Peru e na Bolivia estdo
envolvidas no processo evolutivo da batata cultivada. A espécie dipldide S.
stenotomum € considerada a mais primitiva. Provavelmente, ela derivou-se da

espécie silvestre dipldide S. leptophyes ou da S. canasense, uma vez que ambas



ocorrem no mesmo local de distribuicdo de S. stenotomum, na parte central do
Peru e da Bolivia. Evidéncias indicam que a hibridagdo de S. stenotomum com S.
sparsipilum, por meio de gametas nao reduzidos ou por gametas hapldides e a
subseqiiente duplicagdo cromossdmica, produziu a tetrapléide S. tuberosum ssp.
andigena (Cribb & Hawkes, 1986). Alguns pesquisadores, contudo, consideram
que as batatas tetrapldides andinas sdo derivadas de S. stenotomum pela simples
duplica¢do cromossdmica. Muitos questionamentos sdo feitos sobre a origem da
ssp. andigena. Acredita-se que esta espécie seja o ancestral direto do Solanum
tuberosum ssp. tuberosum, principal espécie cultivada comercialmente no
mundo (Hawkes, 1993).

A batata moderna é o resultado de um processo evolutivo que pode ser
dividido em 3 estdgios: 1) domesticacdo de espécies selvagens dipldides da
América do Sul ha cerca de 7000 anos; ii) emergéncia de formas tetrapléides
cultivadas no Chile e posterior introducdo na Europa; iii) importancia do cultivo
da batata tetrapléide como alimento bdsico nos paises europeus (Pereira &
Daniels, 2003).

As batatas introduzidas estavam adaptadas a desenvolver tubérculos sob
periodos de dias curtos, de 12 horas, nas condicdes dos Andes e ndo sob dias
longos de 16 -18 horas, que ocorrem na Europa (Hawkes, 1993). As formas
andinas da batata tetrapléide (Solanum tuberosum L. subsp. andigena)
necessitaram de grande periodo de selecdo para se adaptarem as condi¢des de

dias longos de verdo do norte da Europa (Pereira & Daniels, 2003).

2.2 Classificaciao botanica

A batata é uma planta Magnoliopsida, pertencente a familia Solanaceae

e ao género Solanum, o qual contém mais de 2.000 espécies, das quais pouco

mais de 150 sdo produtoras de tubérculos (Pereira & Daniels, 2003).



As espécies produtoras de tubérculos pertencem ao subgénero Potatoe
(Pachystemonum), secdo Petota (Tubebarium). A se¢@o Petota é subdividida em
19 séries, das quais se destacam, com participacdo mais significativa no
melhoramento genético, as seguintes: Bulbocastana (S. bulbocastanum),
Commersoniana (S. chacoense, S. commersonii), Acaulia (S. acaule), Demissa
(S. demissum), Longipedicellata (S. stoloniferum) e Tuberosa (S. tuberosum, S.
berthaultii, S. bukasovii, S. gourlayi, S. kurtzianum, S. microdontum, S.
sparsipilum, S. spegazzinii, S. vernei e S. verrucosum) (Harris, 1978)

Entre as cultivadas, a mais importante, economicamente, produzida no
mundo € a espécie Solanum tuberosum ssp tuberosum, que € cultivada em, pelo
menos, 140 pafses. As espécies silvestres t€m sido objeto de estudos em
programas de melhoramento devido a sua variabilidade, sendo utilizadas em
cruzamentos para a introgressdo de genes de interesse agrondmico na batata
cultivada (Trognitz et al., 1997).

Nas Solaniceas, o nimero bédsico de cromossomos é x=12, sendo que
nas batatas cultivadas o nivel de ploidia pode variar do dipléide, 2n=2x=24, ao
hexapldide, 2n=6x=72. O nivel de ploidia, em espécies cultivadas, é a
classificacdo mais aceita, do ponto de vista taxondmico (Pereira & Daniels,
2003).

No grupo das dipldides (2n=2x=24) estdao as espécies S. goniogalyx, S.
phureja, S. stenotomum e S. X ajanhuiri, supostamente um hibrido natural entre
S. stenotomum e a espécie silvestre S. megistacrolobum. As tripléides
(2n=3x=36) cultivadas s@o as S. x chaucha, S. X juzepcczukii, a qual é
considerado um hibrido natural entre a espécie silvestre tetrapléide S. acaule e a
espécie cultivada dipléide S. stenotomum. A espécie S. x chaucha é o resultado
do cruzamento natural entre as espécies cultivadas S. tuberosum ssp. andigena e
a espécie diploide S. stenotomum. As espécies cultivadas tetrapldides

(2n=4x=48) sdo S. tuberosum ssp tuberosum, a mais produzida no mundo e S.



tuberosum ssp. andigena, cultivada apenas na regido dos Andes. No grupo
pentapléide (2n=5x=60), S. x curtilobum é considerada um hibrido resultante do
cruzamento natural entre as espécies S. X juzepcczukii e S. tuberosum ssp.
andigena (Parraga & Cardoso, 1981; Léon, 1987).

Quanto aos aspectos morfoldgicos, as folhas sdo compostas, apresentam
um foliolo terminal e alguns pares laterais, podendo existir foliolos secundarios
menores entre os laterais, folhas simples podem ser encontradas nas espécies
silvestres (Ortiz & Huaman, 1994). A inflorescéncia é do tipo cimosa, com
flores pentameras, androginosporangiada e o cdlice constituido por quatro
sépalas de cor verde ou ndo pigmentado. A corola apresenta cinco pétalas, cuja
cor varia de branca a roxo. O tipo de corola mais comum € a rodada, podendo
haver variacdes. O androceu possui cinco estames, alternados com as pétalas. O
gineceu € bicarpelar com ovdrio stpero, globoso e sincarpio (Ortiz & Huaman,
1994). Os frutos maduros, denominados baga, sdo de forma arredondada a oval,
de coloracdo verde e amarelado ou de castanho-escuro a violeta. Possuem
poucos léculos e podem formar numerosas sementes, porém, devido a fatores de
esterilidade, os frutos podem ser formados com a auséncia de sementes (Icochea,

1980).

2.3 Base genética e melhoramento

No Brasil, a batata € uma das principais olericolas, ocupando,
anualmente, cerca de 153 mil hectares com produgdo estimada em 3,07 milhdes
de toneladas métricas por hectare, sendo ela cultivada principalmente nas
regides Sul e Sudeste do pafs. Os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e do
Parand sdo considerados os principais produtores, respondendo por uma
producdo de 943.795, 726.740 e 659.230 toneladas métricas por hectare,
respectivamente (FAO, 2003).



A maior parte da producdo de batata no Brasil é destinada a
comercializag@o in natura e este tipo de utilizacdo requer materiais com boas
qualidades culindrias, apds o cozimento ou ao processamento industrial. No
entanto, nao existem cultivares de batata nacionais apropriadas ao
processamento industrial, nem mesmo cultivares estrangeiras adaptadas as
condicdes de cultivo no Brasil (Costa & Pereira, 1996).

As cultivares destinadas ao processamento industrial devem conter
teores de sdlidos totais acima de 20%, para que possam absorver pouca
quantidade de 6leo durante a fritura, sendo mais econdmicas e resultando em
produtos processados de melhor qualidade (Almeida et al., 1983). No Brasil,
existe um crescente mercado para a producdo da batata industrializada, no
entanto, h4 fatores limitantes, como a falta de qualidade da batata chips, da
batata palha e o elevado custo de produgdo para a pré-frita congelada. O
desenvolvimento dessa cultura requer o melhoramento genético nas principais
dreas produtoras, visando ao desenvolvimento de germoplasma melhorado na
forma de novas cultivares. Dessa forma, a obtencdo de cultivares ideais para o
processamento industrial tem sido possivel por meio do melhoramento de
tetrapldides a partir de espécies dipldides silvestres e primitivas que apresentam
elevados teores de matéria seca (Mendoza, 1990).

Espécies silvestres da série Commersoniana, origindrias da Argentina,
Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai, juntamente com espécies das séries Demissa
e Longipedicellata, do México, sdo de especial interesse para o melhoramento,
uma vez que apresentam altos teores de matéria seca com conteido de amido
elevado. No Brasil ocorrem apenas duas espécies silvestres de batata, Solanum
commersonii com as subespécies commersonii e malmeanum, e Solanum
chacoense ssp muelleri, com caracteristicas agrondmicas de interesse, como

rusticidade e fécil adaptacdo as condicdes climdticas extremas. Em Solanum



chacoense, os teores de matéria seca atingem valores acima de 33,4% e em
Solanum commersonii, os valores atingem 27,7% (Hawkes & Hjerting, 1969).

Rocha et al. (2000) avaliaram os teores de matéria seca e os padroes
isoenzimaticos de aspartato transaminase e isocitrato desidrogenase de 50 e 38
clones, respectivamente, de batata silvestre das subespécies S. commersonii
commersonii, S. commersonii malmeanum, S. chacoense muelleri € Solanum
spp. Dentre estes materiais analisados, foram avaliados os clones de S.
commersonii commersonii, de identificacao SCC 100, SCC 176 e SCC 07 e os
clones de S. commersonii malmeanum, de identificacdo SCM 57 e SCM 60. Os
teores médios de matéria seca obtidos, com variagao entre 24,05% e 40,08%
foram considerados altos quando comparados com outros citados na literatura.
Das andlises de matéria seca foram obtidas as seguintes porcentagens médias
para os clones SCC 100, SCC 176 e SCC 07: 32,69%, 35,29% e 34,55%,
respectivamente. Para os clones SCM 57 e SCM 60, foram obtidas as
porcentagens médias de 35,74% e 37,41%, respectivamente.

A espécie Solanum commersonii ssp. é diploide (2n=2x=24) e, portanto,
segue um padrdo de heranca dissomico. O conjunto das espécies dipldides
representa mais de 70% do reservatério de genes das quase 200 espécies de
Solanum produtoras de tubérculos (Pereira & Daniels, 2003).

Pelo fato de a batata cultivada S. fuberosum L. apresentar pouca
variabilidade genética, possuir heranga tetrassdmica e ser de propagagdo
assexuada, muitas caracteristicas importantes, nesta espécie, sao dependentes de
interacdes intralocos e de genétipos com locos multialélicos, o que torna o seu
melhoramento genético complexo (Howard, 1970, citado por Carputo et al.,
1997). Além disso, a batata cultivada possui uma estreita base genética, que
pode ser explicada por processos de isolamento geogrifico e perdas de
tubérculos, por mds condigdes de armazenamento dos tubérculos e seu

apodrecimento em navios, quando da introdugdo da cultura na Europa. Um outro



acontecimento historico ocorrido na Irlanda, por volta de 1840, foi a dizimagdo
de grandes areas de cultivo, devido a ocorréncia de requeima, causada por
Phythophthora infestans (Hawkes, 1978; Simmonds, 1979; Ugent, 1970). Nesse
sentido, muitos sdo os trabalhos visando a ampliacio da base genética do
cultivar tetrapléide e a criacdo de novas combinag¢des gé€nicas favordveis
explorando o germoplasma silvestre (Iwanaga & Peloquin, 1982, citados por
Oliveira, 1994).

O germoplasma silvestre tem contribuido para o desenvolvimento de
cultivares de bom comportamento agrondmico, por possuir caracteristicas
genéticas ndo exploradas, especialmente no que se refere a resisténcia a pragas,
doencas e tolerincia a estresses abidticos. A incorporacdo do genoma silvestre as
cultivares possibilita a obtencdo de hibridos interespecificos vigorosos, com
pareamento normal de cromossomos, o que lhes assegura fertilidade e
ocorréncia normal de permuta genética, viabilizando a introgressdo de genes ou
segmentos cromossdmicos (Hanneman & Bamberg, 1986; Ross, 1986; citados
por Hanneman, 1999). Esta é uma das estratégias para aumentar a base genética
da batata cultivada Solanum tuberosum L.

Segundo Magallanes et al. (1996), dentre os mecanismos genéticos
empregados para a introgressao de genes das espécies dipldides ao germoplasma
tetrapldide, pode ser citada a obtencdo de clones diapldides de S. tuberosum L.
por meio da técnica de cultura de anteras ou, preferencialmente, pela inducao
com polinizadores da espécie S. phureja (2n=2x=24).

Um método alternativo de melhoramento visando a obtencdo de
progénies hibridas tetrapldides com heterozigose méxima foi proposto por
Chase, em 1963, pelo qual o tetrapldide seria convertido em dipléide (diapldide)
e com posterior restauracdo da tetraploidia. Diapldides (2n=2x=24) de S.
tuberosum L. sdo cruzados com espécies dipldides (2n=2x=24), produzindo

hibridos também dipléides (2n=2x=24). Estes hibridos seriam posteriormente



cruzados com S. tuberosum L. (2n=4x=48), via utilizacdo de gametas ndo
reduzidos, gerando progénies tetrapldides (Iwanaga & Schmiediche, 1989). A
simples transformacdo do tetrapléide em diapldide ndo acarreta a introducdo de
novos alelos na populagdo, sendo necessdrio, portanto, cruzi-lo com outras
fontes de germoplasma (Maris, 1990). Podem-se, entdo, utilizar espécies
selvagens, uma vez que estas sdo boa fonte de variabilidade quanto a presenca
de alelos de interesse agrondmico como alelos de resisténcia a insetos, virus,
fungos, nematdides, bactérias e alto contetido de matéria seca (Hanneman &
Bamberg, 1986; Ross, 1986; citados por Hanneman, 1999).

Um outro mecanismo para aumentar a base genética nas cultivares € a
producdo de gametas nao reduzidos (6vulo ou pélen 2n) pelo dipléide, levando a
formagdo de uma progénie tetrapldide (Iwanaga & Schmiediche, 1989). A
maioria das espécies de Solanum spp. apresenta algum nivel de producdo de
gametas 2n (den Nijs & Peloquin, 1977; Novy & Hanneman, 1991; Watanabe &
Peloquin, 1989). A presenca de gametas 2n oferece uma possibilidade de as
espécies se hibridizarem ndo apenas com aquelas de seu mesmo nivel de ploidia,
mas também com outras de nivel de ploidia superior. Essa forma de hibridacao
tem possibilitado a transferéncia de material genético entre espécies que
apresentam diferentes niveis de ploidia (Barone et al., 1999; Carputo et al.,
1997). Neste mecanismo, trés estratégias sdo utilizadas em programas de
melhoramento da batata para a introducao de alelos de interesse, provenientes de
espécies selvagens: (i) o método de poliploidizagdao sexual unilateral que
corresponde ao cruzamento de cultivares tetrapldides (4x) e espécies selvagens
(2x), produtoras de pdlen nao reduzido, como fonte de diversidade genética; (ii)
o método de poliploidizagdo sexual bilateral que corresponde a formacao de
tetrapldides provenientes do cruzamento de duas espécies dipldides através de
pélen 2n e oosfera 2n; (iii) producdo de tetrapldides a partir de duplicacio

cromossomica induzida com substincias antimitdticas, como a colchicina, em
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espécies dipldides, o que é denominado de poliploidizacdo somética (Hanneman,
1999).

As espécies silvestres de Solanum, apesar de apresentarem alelos de
interesse agrondmico, possuem algumas caracteristicas indesejiveis, como alto
contetido de glicoalcaléides no tubérculo e estoldes longos. Além disso, essas
ndo tuberizam sob condi¢des de dias longos e ndo podem ser diretamente
cruzadas com hapldides de S. tuberosum ssp tuberosum, devido a

incompatibilidades pds-zigéticas (Johnston et al., 1980 e Hanneman, 1982).

2.3.1 Namero de equilibrio do endosperma (EBN)

O sucesso e a formacdo de uma boa semente depende da funcionalidade
normal do endosperma. Sabe-se que o endosperma é um tecido peculiar
resultante da dupla fertilizacdo, nas angiospermas. Apds a fertilizagdo, o
endosperma se desenvolve rapidamente e se diferencia em tecido nutritivo para
o sustento do embrido. Em algumas espécies, o endosperma permanece efémero,
mas, em outras, ele persiste ao longo do periodo de germinacido (Brink &
Cooper, 1947).

A constituicdo nuclear do endosperma difere do embrido em apenas uma
unidade extra de cromossomos maternos. O desenvolvimento do endosperma,
portanto, é dependente dos mesmos genes que acompanham o desenvolvimento
do embrido, mas em diferentes dosagens. O endosperma atua com significativa
participacdo na evolugdo das angiospermas devido as suas relagdes fisiologicas e
genéticas com o embrido. A importancia das relagdes genéticas entre o embrido
e o endosperma na evolugdo dos vegetais superiores tem sido apontada para o
melhoramento de culturas, devido a incompatibilidades em ploidia entre os
endospermas dos genitores envolvidos, proporcionando um isolamento

reprodutivo entre espécies que possuem o mesmo nivel de ploidia ou, ainda,
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quando ocorre uma aproximagdo reprodutiva entre espécies de ploidias
diferentes, porém, quando intercruzadas, apresentam compatibilidades na ploidia
do endosperma (Stebbins, 1974; Beck, 1976; Grant, 1981 e Peloquin, 1981;
citados por Hanneman, 1999).

Os cruzamentos entre dipldides e seus autotetrapldides geralmente nao
produzem descendentes vidveis. Este fato, em certas ocasides, pode ser atribuido
a alguma falha no desenvolvimento normal do endosperma, resultando na
senescéncia do embrido. Vdrias hipdteses foram sugeridas na tentativa de
explicar falhas em cruzamentos interploidias, ou seja, falhas no processo de
formagdo de sementes, devido a incompatibilidades de ploidias dos endospermas
envolvidos. Tais hipdteses comecaram a surgir a partir de observagdes de
proporg¢des variadas nos niveis de ploidia dos tecidos que compdem as sementes,
tecido materno, endosperma e embrido. Em 1930, Muntzing prop0s a propor¢ao
de 2:3:2 da ploidia para o desenvolvimento normal da semente, sendo 2 tecido
materno:3 endosperma:2 embrido. Watkins, em 1932, propds que apenas a
propor¢do de 3:2 de 3 endosperma:2 embrido era a ideal para formacdo de
semente vidvel. Valentine, em 1954, prop0ds a proporcio de 2:3 sendo 2 tecido
materno:3 endosperma. Alguns cruzamentos interespecificos, no entanto, nio
seguem estas regras gerais para o sucesso do desenvolvimento normal da
semente. Apenas em 1966, Nishiyama e Inomata sugeriram que o sucesso do
desenvolvimento do endosperma depende da propor¢do de 2:1 dos genomas
materno e paterno, respectivamente, no proprio endosperma, independente do
nivel de ploidia dos tecidos materno e embriondrio (Hanneman, 1999).

Lin, em 1984, estudando cruzamentos interespecificos no milho,
concluiu que nem a ploidia do genitor materno e nem mesmo a ploidia do
embrido influenciavam o desenvolvimento do endosperma e que todo
endosperma, com desenvolvimento normal, tem sua ploidia miltipla de trés,

mas, a maioria dos endospermas apresentava ploidia que consistiam de 2
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genomas maternos para 1 genoma paterno. Em algumas amostras, foi possivel
observar que o endosperma 6x com a propor¢do de 4 genomas maternos:2
genomas paternos era normal, entretanto, o endosperma 6x com a propor¢do de
5 genomas maternos:1 genoma paterno era abortivo. Um outro exemplo foi a
observagdo de amostras que apresentavam endosperma de ploidia 4x, com a
propor¢ao de 3 genomas maternos:1 genoma paterno, o resultado era a formagao
de sementes em miniatura, e endospermas de ploidia 4x com a proporcido 2
genomas maternos:2 genomas paternos resultavam em sementes abortivas. Estas
conclusdes, com relagdo a proporcdo de 2:1, suportam a necessidade da
contribuicio dos genomas materno e paterno para o desenvolvimento e a
funcionalidade normal do endosperma (Hanneman, 1999).

Os primeiros trabalhos de embriologia da batata foram realizados por
von Wangenheim e colaboradores, na década de 1960, que propuseram a
necessidade da propor¢do de 2 genomas maternos para 1 genoma paterno no
endosperma, em cruzamentos interespecificos, para o sucesso na produgdo de
sementes. Em vdrios cruzamentos inter e intraespecificos (2x e 4x, por
exemplo), as sementes sdo abortivas no inicio do desenvolvimento devido a
incompatibilidades do endosperma. Este tipo de comportamento foi observado
em outros cruzamentos interespecificos em alfafa (Lesins, 1961), algodao
(Stephens, 1942), datura (Avery et al., 1959), cevada (Nishiyama & Yabuno,
1978), tomate (Cooper & Brink, 1945) e trigo (Gill & Waines, 1978). A hipétese
do endosperm balance number, ou EBN, foi estabelecida para interpretar,
explicar e predizer a capacidade de cruzamentos interespecificos entre gen6tipos
com diferentes ploidias, sendo mais importante do que o ndmero de
cromossomos envolvidos nos cruzamentos (Peloquin & Ortiz, 1992).

O valor do EBN foi primeiramente atribuido as espécies de Solanum por
meio do cruzamento de cada uma das espécies com espécies padrdo de EBNs ja

estabelecidos. Para algumas espécies dipldides da América do Norte e da
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América Central, como a S. commersonii Dun., foi inicialmente atribuido o valor
de EBN igual a 1 e, para algumas espécies tetrapléides, o valor de 2 EBN e, nas
espécies hexapldides, 4 EBN. Posteriormente, novos cruzamentos foram
conduzidos entre diferentes espécies e aquelas que, quando cruzadas, geravam
descendentes férteis e vidveis, eram classificadas como pertencentes a um
mesmo grupo de valor de EBN. Percebeu-se, entdo, que algumas espécies
dipléides, 2x (2EBN), eram capazes de se hibridizar com algumas espécies
tripléides, 3x (2EBN) e com algumas tetrapldides, 4x (2EBN), enquanto outras
dipléides cruzavam apenas com elas mesmas, 2x (1EBN). Tais espécies
dipléides, portanto, eram reprodutivamente isoladas de outras dipléides. Foi
também observado que algumas espécies tetrapléides eram capazes de se
hibridizar com algumas espécies hexapldides, 4x (4EBN) e 6x (4EBN),
respectivamente. Com estes resultados, foi atribuido o efetivo nimero que pode
ndo refletir diretamente a ploidia da espécie, mas o grau de combinacio entre
espécies na ploidia do endosperma, em alguns casos, espécies ndo relacionadas.
Foram, entdo, estabelecidos os seguintes valores de EBN para as respectivas
ploidias 2x (1EBN), 2x (2EBN), 3x (2EBN), 4x (2EBN), 4x (4EBN) e 6x
(4EBN) (Johnston et al., 1980).

Estudos iniciais para determinar quantos genes ou quantos Cromossomos
estdo envolvidos na determina¢ido do EBN na batata sugeriram mais de um gene,
mas poucos e, provavelmente, em poucos cromossomos (Johnston, 1980).

Smith & Desborough (1986), investigando os mecanismos de falhas na
producdo de sementes em cruzamentos intra e interespecificos por
quantificacdes do DNA nuclear de embrides e do endosperma, concluiram que o
balango gendmico em cruzamentos intra e interespecificos € crucial, tanto para o
embrido quanto para o endosperma. Birchler (1993) revisou o efeito da
compensacdo de dosagem no desenvolvimento do endosperma do milho,

incluindo a sua ploidia, o efeito materno e o EBN molecular. Este autor
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observou que a hipétese do endosperma proposta por Lin (1984) deve-se a um
controle de silenciamento de genes paternais que podem ou nao ser expressos no
endosperma da progénie.

Cruzamentos entre espécies correlacionadas de diferentes EBN quase
nunca t€m sucesso. Duas espécies proximas, evolutivamente, de mesma ploidia,
mas de diferente EBN, podem ser totalmente incompativeis. Por meio do
mecanismo de isolamento reprodutivo via EBN, é possivel a formacdo de
populagdes simpatricas (Carputo, 1999). Um exemplo disso é o fato de que
Solanum acaule (2n=4x=48) ndo forma hibridos com outras tetrapldides sul-
americanas por possuirem incompatibilidade no endosperma (von Wangenheim,
1955, citado por Hanneman, 1999). Entretanto, S. acaule, quando cruzada com
espécies dipldides (2n=2x=24) ou com diapldides (2n=2x=24) de S. tuberosum
(2n=4x=48), produz sementes férteis e vigorosas com embrides 3x e endosperma
normal (Irikura, 1968).

Espécies com ploidia 2x (2EBN) podem ser cruzadas apenas com outras
espécies que possuem 2EBN, por exemplo, 2x (2EBN) ou 4x (2EBN). Caso
estas espécies dipldides, 2x (2EBN), produzam gametas ndo reduzidos em
grande quantidade, elas podem se comportar como se possuissem 4EBN
podendo, entdo, ser cruzadas com uma 4x (4EBN) ou 6x (4EBN). E, dessa
forma, essas espécies podem ser utilizadas em programas de melhoramento da
batata para ampliar as possibilidades de transferéncia de genes, da espécie
selvagem, dipléide, para as cultivadas (Hanneman, 1999).

Recentemente, com o objetivo de superar os obstidculos em cruzamentos
de espécies silvestres (2x, IEBN) que possuem uma grande diversidade de alelos
de interesse agrondmico e as cultivadas (4x, 4EBN), os programas de
melhoramento t€ém desenvolvido a estratégia de cruzamentos ponte. Trata-se do
cruzamento entre um hibrido dipldide, proveniente de um diapléide de S.

tuberosum tuberosum (2x, 2EBN) e S. phureja (2x, 2EBN) e um material
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silvestre que teve o seu genoma duplicado via poliploidizacdo somdtica. Esta
estratégia foi inicialmente desenvolvida por Carputo et al. (1997) (Figura 1).

Na tentativa de recuperagdo da tetrapldidia e das caracteristicas de
interesse da cultivar, o hibrido tripléide resultante do cruzamento ponte &
retrocruzado com a cultivar tetrapléide original, via gametas ndo reduzidos, os
quais geralmente sdo produzidos nas espécies de Solanum spp. Sucessivos
retrocruzamentos sao feitos com esse objetivo. Outros trabalhos ja foram
conduzidos para verificar o potencial de recombinacio entre os genomas da
espécie silvestre e da cultivar, os quais, utilizaram tecnologias de marcadores
moleculares RAPD e AFLP e andlise citolégica do grau de pareamento
cromossdmico, na meiose, do genoma dos hibridos obtidos (Carputo et al., 1997;

Barone et al., 1999 e 2001, Carputo et al., 2003).
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Tbr (2n=4x=48. 4EBN)
ﬂHaploidizacﬁo materna
Tbr (2n=24. 2EBN) x Phu (2n=2x=24, 2EBN)

Cmm (2n=2x=24. 1EBN)

ﬂ Duplicacao
cromossomica in vitro

Cmm (2n=4x=48, 2EBN) X Phu-Tbr (2n=2x=24. 2EBN)

!

F1 hibrido 3x (2n=3x=36. 2EBN) X Tbr-4x
Gametas 2n ﬂ

RC, hibrido 5x (2n=5x=60. 4EBN) X Tbr-4x

!

RC; hibrido 5x (2n=48-60, 4EBN) X Tbr-4x

RC; ...progénies 4x

FIGURA 1 Representagdo esquemdtica de melhoramento alternativo visando a
introgressdo de genes da espécie dipldide S. commersonii (Cmm), 1
EBN para a cultivar S. tuberosum ssp tuberosum (Tbr-4x), 4EBN
(Fonte: Carputo et al., 1997).

2.3.2 Microsporogénese e megasporogénese

A meiose € o processo de divisdo celular que ocorre nos organismos de
reprodugdo sexuada, no qual uma célula somdtica d4 origem a quatro gametas
hapléides. Todos os organismos de reproducdo sexuada, independente de sua
complexidade evolutiva, ao final de um processo meidtico normal, t€ém seu
nimero de cromossomos reduzidos a metade. Este fato favorece o balanco do
nimero de cromossomos ao final da fertilizacdo dos nicleos masculino e

feminino, garantindo a manuten¢do do nimero de cromossomos na espécie ao
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longo das sucessivas geracdes (Golubovskaya, 1979; citado por Pagliarini,
2000).

A micro e a megasporogénese normais compreendem trés estigios
seqiienciais que culminam com a formacdo do gameta. Esses estdgios sdo a pré-
meiose, a meiose € a pds-meiose, 0s quais sdo controlados por uma grande
diversidade de alelos. A pré-meiose refere-se ao estdgio de interfase pré-
meidtica, em que a célula somadtica tem cerca de 99,7% do seu DNA duplicado e
concomitante sintese de aparato protéico necessdrio para a regulacdo do
processo meidtico. O estagio da meiose compreende o inicio do pareamento dos
cromossomos homologos, a associagdo do complexo sinaptonémico, a formagao
de uma conexdo estdvel nos sitios de permuta genética entre 0s Cromossomos
homoélogos, a recombinagdo, a formacao de quiasmas e a formacao dos produtos
meidticos hapldides. A etapa pds-meidtica compreende as sucessivas divisodes
equacionais, mitoses, para a formagdo do gametéfito (Singh, 2003).

Todo o processo de meiose é regulado por um grande nimero de alelos.
A seqiiéncia precisa das etapas envolvidas no processo de meiose,
eventualmente, € interrompida pela acdo de alguns alelos mutantes. Tais alelos
intervém de forma a alterar o comportamento normal dos cromossomos e,
conseqiientemente, os produtos finais da meiose. Existe uma grande diversidade
de alelos mutantes que podem atuar desde a sintese de DNA, pré-meidtica, até o
estdgio pos-meidtico. Os mutantes pré-meidticos atuam no estdgio da sintese de
DNA. Os mutantes meidticos podem ser do tipo sindpticos, que atuam na
préfase I ou mutantes de disjungdo, que ocorrem desde a anéfase I até teldfase 1.
Os mutantes p6s-meidticos sdo os que atuam no término da segunda divisdao
meidtica (Singh, 2003).

Os mutantes meidticos sdo, primeiramente, identificados por meio de
anormalidades meidticas, por evidéncias genéticas e pelos percentuais de

germinacdo de pdlen e de 6vulos abortados. Em alguns casos, os mutantes
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meidticos podem promover alteracdes no desenvolvimento dos vegetais. A
ocorréncia desses mutantes pode ser de origem espontinea, em populagdes
naturais, induzidos por agentes mutagénicos ou podem ser resultado de
hibridagdes interespecificas. Em geral, mutantes meidticos apresentam heranga
monogenica recessiva e sio identificados na geracdo segregante (Singh, 2003).

Os eventos meidticos s@o precisamente corrigidos de forma a assegurar a
integral ocorréncia de cada etapa da divisdo celular. Entretanto, mutantes
sindpticos podem afetar o pareamento normal dos cromossomos na profase 1. Tal
acontecimento pode interferir de forma que nao haja pareamento dos homélogos
no paquiteno. Esses mutantes sindpticos sdo denominados do tipo assindpticos.
Se mutantes sindpticos atuarem no complexo sinaptonémico e promoverem
falhas na terminalizacdo do pareamento, estes sdo designados como sendo do
tipo dessindpticos. Na observacgdo citogenética é perceptivel maior freqiiéncia de
cromossomos univalentes na diacinese e na metdfase I é possivel inferir a
atuacdo de mutantes assindpticos. Este tipo de comportamento foi descrito, no
milho, por Beadle, em 1930 (Singh, 2003).

Na microsporogénese normal da batata, formam-se bivalentes na placa
equatorial, que segregam, de forma balanceada, na andfase I. Na anédfase II,
forma-se um angulo de aproximadamente 60 graus entre um complemento
hapléide e outro, levando a formagdo de quatro micrésporos reduzidos (Mok &
Peloquin, 1975). No entanto, variantes meiéticos que conduzem a formagdo de
polens nio reduzidos foram encontrados nas espécies e nos hibridos de batata e,
tém sido empregados em métodos alternativos de melhoramento genético da
cultura (Oliveira et al., 1995). Esses mutantes causam pareamento anormal ou
reduzem a formacao de quiasmas, afetando a recombinag@o dos cromossomos na
meiose.

Mok & Peloquin (1975) descreveram dois mecanismos de formagdo de

pélen 2n que ocorrem devido a ag¢do de variantes meidticos. Um deles,
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controlado pela acdo de alelos recessivos ps (parallel spindles ou fusos
paralelos), difere da microsporogénese normal por levar a formacdo de fusos
paralelos na metdfase Il e ndo a orientacio de um angulo de 60°. Como
conseqiiéncia, na anafase II, apenas dois complementos cromossomicos
permanecem paralelos e, na tel6fase II, ocorrendo entdo a formacdo de dois
micrésporos 2n em vez de quatro micrésporos n. Um outro mecanismo relatado
€ o de fusos fundidos, causado por alelos recessivos fs (fused spindles), em que
os dois conjuntos cromossomicos, na metafase II, tornam-se unidos, levando a
formagdo de dois micrésporos nio reduzidos. Esses dois alelos mutantes, fusos
paralelos e fusos fundidos promovem a restituicdo da primeira divisdo meidtica,
First Division Restitution ou FDR (Hanneman, 1999). A partir da andlise da
estrutura dos cromossomos, da freqiiéncia e da localizacdo de quiasmas, tem
sido possivel estimar a porcentagem de heterozigosidade transmitida. E estimado
que o mecanismo de FDR permite que de 70% a 80% da heterozigose sejam
transferidos do genoma parental para o da progénie. Isso implica que uma
grande parte das interacdes epistiticas € mantida e esteja promovendo um
método de transferéncia de interagdes intra-interlocos do gendtipo parental para
a progénie (Mok & Peloquin, 1975, citados por Hanneman, 1999).

Estudos revelam que as interacdes que envolvem mais de dois alelos sdo
fundamentais para o vigor e a producdo de tubérculo. Assim, a maximizacdo da
heterozigose € um fator importante para a produtividade da batata (Chase, 1963;
Mendiburu & Peloquin, 1977). Todos os locos do centrdmero a primeira
permuta genética que sdo heterozigotos no genoma parental permanecem
heterozigotos nos gametas. Uma metade dos locos parentais em heterozigose,
além da primeira permuta genética, permanecerd heterozigota nos gametas
(Peloquin et al., 1999).

Outros dois mecanismos sao causados por dois genes, que causam a

citocinese prematura (pcl e pc2), formando micrésporos nio reduzidos pela
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omissdo da segunda divisdo meidtica apos a teléfase I (pcl) ou apds a préfase 11
(pc2) (Mok e Peloquin, 1975, citados por Hanneman, 1999). Nos mecanismos de
citocinese prematura (pcl e pc2), os micrésporos formados sdo geneticamente
idénticos a Second Division Restitution ou SDR, ou seja, a restituicdo da
segunda divisdo meiética. O nicleo restitui-se apds a separagdo disjuncional dos
cromossomos homoélogos, isto €, ap6s a andfase 1. Cada produto da separagdo
disjuncional — um complemento hapléide — divide-se mitoticamente, mas as
cromatides irmids ndo se separam para os pdlos, devido a citocinese prematura
(Ramanna, 1979). A diferenca genética entre a FDR e a SDR estd,
principalmente, no percentual de heterozigosidade transmitida. A restitui¢do da
segunda divisdo meidtica transfere em torno de 40% da heterozigose parental a
progénie (Hermesen, 1984). Todos os locos do centrobmero até a primeira
permuta genética serdo homozigotos nos gametas e todos aqueles, apds a
primeira permuta genética, que sdo heterozigotos no parental permanecerdo
heterozigotos nos gametas. E esperado que gametas provenientes dos resultados
do mecanismo de restitui¢cdo da primeira divisdo sejam semelhantes aos clones
parentais. Em contraste, é esperado que o mecanismo de restituicdo da segunda
divisdo produza uma populacdo heterogénea, mas com gametas altamente
homozigotos (Peloquin et al., 1999).

A identificacdo de espécies dipldides com caracteres agrondmicos de
interesse e produtoras de gametas 2n, em alta freqiiéncia, € um importante passo
para a realizacdo de hibridagdes com cultivares tetrapldides. Entretanto, na
maioria das espécies dipldides e tetrapldides a produg@o de gametas 2n € baixa
(Werner & Peloquin, 1991; citados por Sebastiano et al., 2001). Os mecanismos
citolégicos que conduzem a formacgdo de gametas 2n sdo controlados por alelos
recessivos. No entanto, a sua heranga nem sempre € simples e a sua expressao
fenotipica € altamente influenciada por altera¢des ambientais (Veilleux, 1985 e

Bani AAmeur et al., 1992, citados por Sebastiano et al., 2001).
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A descoberta de mutantes sindpticos associados aos mutantes meidticos
tem despertado a atencdo dos melhoristas para a utilizacdo de cultivares
produtores de gametas 2n (Jongedijk & Ramanna, 1988 e Peloquin et al., 1989;
citados por Hanneman, 1999). O mutante sindptico designado sy4, por exemplo,
apresenta heranca monogénica recessiva (Iwanaga & Peloquin, 1979). As
anormalidades meidticas oriundas da sua presenca sdo: reduzido pareamento
entre homoélogos, alta freqiiéncia de univalentes na diacinese, falta de
pareamento na metafase I, dispersao dos cromossomos na anéfase I e producao
de pdlen estéril devido ao desbalanco cromossdmico (Iwanaga, 1984). No
entanto, quando este mutante € combinado com o mutante meiético ps (fuso
paralelo), pdlen 2n fértil é produzido. Mutantes assindpticos podem transferir
aproximadamente 95% do gendtipo parental intacto, sendo, portanto, possivel a
transmissdo de quase 100% da heterozigose do genétipo parental para o
gendtipo da descendéncia. Isso € possivel se o mutante sindptico &
completamente assindptico, ndo havendo pareamento e, conseqiientemente, nao
havendo permuta genética. Dessa forma o mutante sindptico (sy4), aliado ao
mutante meiotico (ps), propicia um importante método de melhoramento que
maximiza a heterozigose e a epistasia parental para a progénie (Peloquin, 1983;
citado por Hanneman, 1999).

Um outro mutante meidtico designado por sy3 foi encontrado na
progénie de cruzamentos de parentais dipléides, ambos portadores de alta
freqiiéncia de alelos ps. A expressdo do mutante sy3 é caracterizada por uma
quase auséncia de permuta. Em alguns clones portadores de sy3, apenas
univalentes sdo visualizados na metifase I e permanecem distribuidos
aleatoriamente no nicleo em teléfase 1. Este fenomeno, em geral, conduz a
quase completa macho esterilidade. Entretanto, quando o alelo mutante sy3 é

combinado com alelos ps, por exemplo, um genétipo duplo homozigoto sy3/sy3
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ps/ps, uma alta freqiiéncia de grios de pélen 2n funcionais é formada (Peloquin
et al., 1999).

Durante a megasporogénese normal das espécies de Solanum, a primeira
e a segunda divisdo meidtica sdo seguidas por citocinese. No final da segunda
divisdo, quatro megésporos n sdo formados, entretanto, trés sdo degenerados e
apenas um € funcional. O tnico megasporo remanescente sofre trés divisdes
mitdticas para formar o gametdfito feminino. No entanto, dois mutantes
meidticos, na cultura da batata, podem atuar promovendo a formacao de évulos
2n. Um deles se refere ao controle da omissdo da segunda divisdo meidtica (os),
sendo o mecanismo predominante no género Solanum para a formacao de 6vulos
2n. O outro mutante é o da falha na citocines (fc), o qual acontece apds a
segunda divisdo meidtica e promove uma fusdo nuclear. Os mecanismos
envolvidos nestes dois variantes sdo geneticamente equivalentes a0 mecanismo
de SDR (Peloquin et al., 1999).

A acdo dos mutantes meidticos nas espécies de Solanum é de grande
importincia para os programas de melhoramento da cultura. As estratégias de
melhoramento, em grande parte, utilizam a capacidade de formagdo de gametas
ndo reduzidos, principalmente nas espécies selvagens ou nas espécies cultivadas
que sdo fonte de diversidade génica. Por exemplo, hapléides de S. tuberosum e
S. andigena sdo bons materiais para o aumento da diversidade alélica das
cultivares. Os gametas 2n s@o formas efetivas e eficientes para transmissao de
alelos de interesse. Atualmente, uma das estratégias mais usadas envolve a
obtencdo de progénies a partir do cruzamento de espécies tetrapldides e
dipléides, no qual a forma parental dipldide seja produtora de pdélen 2n via
mutante meiético ps. Esta estratégia de melhoramento é designada por

poliploidizacio sexual unilateral (Peloquin et al., 1999).
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2.3.3 Viabilidade do pélen

A propagacido da batata pode ser feita de forma assexuada, no entanto, a
utilizacdo de sementes botanicas, pelos melhoristas, para a produgdo de novas
variedades e o emprego da polinizacdo controlada, em cruzamentos inter e
intraespecificos, para ampliar a base genética da cultura, defrontam-se com o
problema da grande variacdo na quantidade de pdlen vidvel produzido pelas
diferentes variedades de batata. De modo geral, a literatura tem mostrado que as
espécies silvestres produzem pdlen em abundincia e com alta viabilidade,
enquanto as variedades cultivadas apresentam baixa produgdo de pdlen, podendo
ocorrer também problemas de viabilidade.

Os estudos sobre viabilidade do pdlen possibilitam indicar ao melhorista
a habilidade do material disponivel em produzir pélen vidvel e permitem mostrar
a existéncia de diferencas intervarietais ou interespecificas entre os genotipos
empregados no programa de melhoramento. Além disso, irregularidades
meidticas sdo eventos descritos como responsdveis pela menor porcentagem de
polens viaveis. A condi¢do tetrapldide da batata cultivada (2n=4x=48) contribui
para a segregacdo irregular dos cromossomos na meiose e, conseqiientemente,
para a produgdo de micrésporos desbalanceados. Assim, um melhor
conhecimento sobre a meiose e a viabilidade do grio de pélen € importante para
o sucesso em programas de melhoramento da batata (Davide, 1998).

Por meio de dados de viabilidade de pdlen, é possivel obter correlagcdes
com anormalidades meidticas, auxiliar na selecdo de materiais genéticos e fazer
inferéncias sobre os melhores cruzamentos, tornando-se uma ferramenta uatil na
conducdo de experimentos nas dreas agricola e biotecnoldgica (Techio, 2002).

A viabilidade do pélen pode ser determinada por técnicas de coloragao,
em que sdo usados corantes como carmim acético, azul de anilina, azul de

algoddo, iodeto de potdssio (Hauser & Morrison, 1964; Stanley & Linskens,
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1974) e verde malaquita com 4cido fucsinico (Alexander, 1980). Considerando
que existe uma correlagdo viabilidade-coloragdo, a estimativa € dada pela
contagem dos polens ndo abortados e abortados que se mostram corados e nao
corados, respectivamente, ou com cores diferentes, como € o caso do corante de
Alexander (Techio, 2002).

Alguns estudos tém sido feitos com substancias quimicas que estimulam
o desenvolvimento do tubo polinico in vitro, oferecendo perspectivas para o
aumento da producdo de varias culturas por meio da obtencdo do indice mdximo
de fertilizacdo. No entanto, fatores ambientais, como composi¢do do meio de
cultura, temperatura, pH e umidade, sdo intrinsecos a propria natureza do pdlen
e estdo relacionados com o seu estado de maturacio fisiolégica, sua origem, suas
caracteristicas genéticas e nutri¢do da planta (Oliveira Junior, 1999).

Na germinagdo de grdos de pélen in vitro consideram-se polens vidveis
aqueles cujo tubo polinico emitido tiver o seu comprimento igual ou superior ao
didmetro do pélen. O método consiste em germinar uma pequena amostra em
meio apropriado e observar em microscopio, apds a emissdo do tubo polinico
(Galletta, 1983). O processo de emissdao do tubo polinico € geralmente rdpido,
iniciando-se pelo estimulo de componentes quimicos como dgua destilada, dcido
bérico, dcido nitrico, nitrato de célcio, sulfato de magnésio, sacarose e nitrato de
potéssio (Kwack & Brewbaker, 1963).

Em geral, os meios de cultura devem ser constituidos por carboidratos e
elementos estimulantes, como acido borico, acido citrico, nitrato de calcio e
reguladores de crescimento. A causa das principais fontes de variagdo no meio
de germinacdo do pdlen tem sido as diferentes concentragdes de boro (Miranda
& Clement, 1990). A sacarose tem por finalidade proporcionar o equilibrio
osmotico entre o pélen e o meio de germinagdo e fornecer energia para auxiliar o
processo de desenvolvimento do tubo polinico (Stanley & Linskens, 1974).

Todo o periodo de formagdo do tubo polinico € controlado por substincias
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naturais de crescimento, as quais incluem tanto promotores quanto inibidores,
sugerindo que os promotores de crescimento dirigem o tubo polinico por
quimiotropismo, ndo necessitando de luz para ocorrer o processo. Nos testes
envolvendo a emissdao do tubo polinico, sugere-se que os meios utilizados
podem ser liquidos (Chichiricco & Caiola, 1986) ou sdlidos (Pasqual et al.,
1982).

Mendes (1994) estudou a viabilidade do pélen em cultivares comerciais
de Solanum tuberosum (Baronesa, Baronesa Branca, Monte Bonito e Trapeira) e
em espécies selvagens S. commersonii ssp commersonii € S. commersonii sSp
malmeamum, tanto pela técnica de coloracdo com carmim acético quanto pela
técnica de germinagdo do tubo polinico in vitro. A autora verificou, por ambas
as técnicas, que a viabilidade do pdlen em espécies selvagens &
significativamente maior que a dos cultivares comerciais.

Em seus estudos sobre a viabilidade do grdo de pdlen de Solanum spp,
Mendes (1994) fez uma revisdo em trabalhos em que foram discutidos o
didmetro e a viabilidade do pdlen de mais de 100 espécies e hibridos de batata.
Com base nesses trabalhos, os didmetros médios das espécies e hibridos
dipléides apresentaram de 17,55 a 30,40 um, os tetrapléide de 22,10 a 32,92 pm
e os hexapléides de 22,67 a 30,38 um. Tarn & Hawkes (1986) citam o didmetro
de 21,30 e 23,20 wm para as subespécies commersonii e malmeanum,
respectivamente.

Pandolfi (1998) observou, pela técnica de coloragdo com carmim acético
2%, aproximadamente 200 graos de pdlen por botdo floral para as espécies de S.
commersonii commersonii € um percentual de polens vidveis com médias em
torno de 78,93% e para S. commersonii malmeanum um percentual de polens
viaveis com médias em torno de 60,33%.

E recomendado que os procedimentos para coloracdo visando o estudo

da viabilidade do pdlen sejam determinados a partir de vdrios testes, os quais
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poderdo auxiliar na padronizacdo de um protocolo para a espécie em estudo,
levando em considerag@o as caracteristicas morfofisioldgicas e quimicas do grao

de poélen.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

O experimento foi conduzido no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
periodo de abril de 2003 a julho de 2004.

O material genético avaliado constituiu-se de clones da espécie silvestre
Solanum commersonii (2n=2x=24) e de clones e cultivares da batata cultivada
Solanum tuberosum (2n-4x=48). O material silvestre utilizado foi representado
por 3 clones de Solanum commersonii commersonii (SCC) SCC 07, SCC 176,
SCC 100 e 2 clones de Solanum commersonii malmeanum (SCM) SCM 60 SCM
57, os quais vém sendo utilizados em programas de melhoramento como fonte
de resisténcia a murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum e a
podriddo mole e canela preta, causadas por Erwinia carotovora (Carputo et al.,
2003), além de apresentarem um elevado indice de matéria seca. Os tubérculos
desses clones eram provenientes da Colecdo de Germoplasma da Batata do
Centro de Pesquisa Agropecudria de Clima Temperado (CPACT), da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), Pelotas, RS. A Tabela 1
mostra os respectivos locais de procedéncia e ano de coleta de cada clone de

Solanum commersonii commersonii € Solanum commersonii malmeanum.
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TABELA 1 Procedéncia e ano de coleta dos clones de Solanum commersonii
commersonii € Solanum commersonii malmeanum. UFLA, Lavras,

MG, 2004.

Clone Procendéncia Ano de coleta
SCC 100 Santa Vitoria do Palmar, RS 1988
SCC 176 Sao Borja, RS 1989

SCC 07 Uruguai 1986
SCM 57 Santo Angelo, RS 1987
SCM 60 Porto Lucena, RS 1987

Fonte: Rocha et al. (2000).

Os clones de S. tuberosum ESL 7-6; ESL 9-4; ESL 22-08; CBM 8-26;
CBM 24-06 e LT9, e as cultivares Garant, Niska, Jenseng, Chiquita e o hibrido
Baraka x Chiquita também foram estudados. Os clones de Solanum tuberosum
designados ESL sdo hibridos tetrapléides entre clones Solanum tuberosum spp
andigena (resistente a Phytophora infestans) e Solanum tuberosum (Lambert,
2001). J4 os clones denominados CBM 8-26 sao hibridos entre Baronesa e DTO-
28 e 0 CBM 24-06 é um hibrido entre os clones DTO-28 e LT9 (Menezes,
1999), sendo os clones DTO-28 e LT9 provenientes do Centro Internacional de
La Papa (CIP) e considerados tolerantes ao calor. A cultivar Garant apresenta
elevado indice de matéria seca e resisténcia a P. infestans. Niska e Jenseng
apresentam bom potencial produtivo e resisténcia ao virus X e Y. As cultivares
Baraka e Baronesa t€m alto potencial produtivo e a cultivar Chiquita € adaptada
as condicdes encontradas no sul de Minas Gerais. Os materiais utilizados para a
realizacdo dos trabalhos encontravam-se no Banco de Germoplasma da Batata
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (DBI/UFLA),
Lavras, MG
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Os tubérculos, com brotacdes previamente induzidas, foram plantados
em vasos pldsticos contendo substrato Plantmax®. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacao do DBI/UFLA, durante os meses de abril a julho de 2003, sob
16 horas de fotoperiodo. Os botdes florais e flores foram coletados no periodo da
manha, aproximadamente as 9 horas e as andlises meidticas foram realizadas no

Laboratdrio de Citogenética, DBI/UFLA.

3.2 Caracteristicas avaliadas

3.2.1 Viabilidade do pélen

Para a avaliagdo da viabilidade polinica foram realizados dois
procedimentos: (i) teste de germinacdo do grao de pdlen in vitro e (ii) coloragio
dos grdos de pdlen com carmim acético 2%. Foram avaliadas 5 laminas e 200
grdos de pdlen por lamina por material. Estes testes de viabilidade do grio de

pdlen foram realizados em todo o material vegetal descrito.
(1) Viabilidade do pdlen por germinagdo in vitro

Foram coletadas 5 flores de cada clone de batata, tendo cada flor
constituido-se de uma repeticio, para germinagao in vitro do grao de pélen. Trés
anteras de cada flor foram retiradas e fixadas em carnoy, etanol/dcido acético
(3:1), por, pelo menos, 24 horas. Duas anteras de cada flor foram utilizadas para
inoculagdo dos graos de pélen no meio de cultura contendo 165 gL' de sacarose,
12 gL.! de 4gar, 20 mgL" de Ca(NOs), .4H,0, 10 mgL" de H;BOs, dissolvidos
em dgua destilada (Mendes, 1994). As laminas com meio de cultura e graos de
pélen a serem germinados foram armazenados em camara germinadora a 25°C-
28°C para os clones SCC 07, SCC 176 e SCM 60 e em temperatura ambiente
(20°C-22°C) para os clones SCC 100, SCM 57 e para os demais materiais desS.
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tuberosum, por 24 horas. Posteriormente, foram avaliados 200 gridos de pdlen
por ldmina, num total de 5 laminas, na objetiva de 20X. As anteras fixadas
foram armazenadas no freezer por, no minimo, 24 horas, para posterior preparo

de laminas para o teste de coloragdo.

(ii) Produgao e viabilidade do pélen por coloragdo

Das anteras fixadas em carnoy e armazenadas em freezer, foram
montadas ldminas por esmagamento para a liberacdo dos graos de pdlen. Os
graos de pdlen foram corados em solugdo carmim acético 2%. Posteriormente,
foram avaliadas 5 laminas de cada material e, de cada 1amina, foram avaliados
200 graos de podlen entre vidveis e ndo vidveis. Nestas 1dminas também foi
avaliado o nimero médio de grios de pdlen, sendo contado, na objetiva de 20X,

o nimero total de polens em 5 campos por 1amina avaliada.

3.2.2 Meiose

Realizaram-se dois tipos de avaliacdes na meiose, descritos a seguir.

(i) Identificacao de anormalidades meidticas

As avaliagdes das anormalidades meidticas foram realizadas seguindo-se
a técnica de esmagamento proposta por Oliveira et al. (1995) nos clones de
Solanum commersonii ssp. commersonii e Solanum commersonii ssp.
malmeanum, bem como na cultivar Chiquita (Solanum tuberosum). Foram
coletados botdes florais de cada tdxon. Os botdes florais foram fixados em
carnoy (3 partes de dlcool etilico:1 parte de acido propidnico) e armazenadas a

4°C até o uso. Para a montagem das laminas foram extraidos os meidcitos de
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cada antera por esmagamento e corados em solucdo carmim propidnico 2%.
Foram avaliadas 6 laminas de cada material, sendo analisados 100 meidcitos por

lamina.

(ii) Avaliacio da diacinese e do dipléteno

O pareamento cromossdmico foi avaliado em diplétenos e diacineses,
utilizando-se a técnica de maceragdo enzimdtica e secagem ao ar (Carvalho,
1993) nos clones de Solanum commersonii ssp commersonii e Solanum
commersonii ssp malmeanum. Aproximadamente 100 anteras de cada clone
foram colocadas em recipiente com fixador, metanol/dcido acético (3:1) e
transferidas para um tubo Eppendorf, especialmente adaptado com tela de ndilon
(poro de 100 um) na extremidade. As anteras foram lavadas em dgua destilada
por um periodo de 3 minutos para que o fixador fosse removido. Apds, o
excesso de dgua foi retirado, sobrepondo-se o tubo com as anteras sobre um
papel filtro. O tubo contendo as anteras foi imerso em solu¢do enzimdtica
concentrada Pectinex®, o suficiente para cobrir as anteras. Em seguida, foi
colocado em banho-maria, a 34°C, por 1h 30 min. Apés o tempo de digestdo, o
tubo filtro especial contendo as anteras foi transferido para outro Eppendorf, 0,5
mL, com fixador, metanol/acido acético (3:1), o suficiente para atingir a tela. As
anteras contidas no tubo especial foram maceradas, cuidadosamente, com o
auxilio de uma agulha de costura (cabega), de modo que as células-mae do grao
de pélen (PMCs) fossem transferidas naturalmente do tubo especial, através da
tela do ndilon, pelo efeito de gravidade, para o tubo Eppendorf com a solugao
fixadora. A solugio foi centrifugada a 2000 rpm, por 3 minutos. O sobrenadante
foi retirado, deixando apenas o pellet no final. Completou-se novamente com a

solucdo fixadora, ressuspensdo celular e nova centrifugacdo, 2000 rpm, por 3
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minutos. Esta etapa foi repetida duas vezes com posterior armazenamento da
suspensao em freezer por, pelo menos, 24 horas.

Na montagem das laminas realizou-se a ressuspensdo celular, a qual foi
gotejada sobre uma Ildmina bem limpa e gelada, a uma altura de
aproximadamente 20 cm. A ldmina foi seca ao ar e, posteriormente, em placa
aquecedora a 50°C. Em seguida, a mesma foi imersa em solugdo de 4cido acético
45%, por 1 minuto e corada com solu¢do giemsa 10%, por 3 minutos. Seguiram-
se duas lavagens rdpidas em &4gua destilada e secagem ao ar e em placa
aquecedora.

A andlise das laminas foi feita em fotomicroscépio Olympus BX60 e as

imagens foram capturadas por meio de uma microcamera Optronics.

3.2.3 Producao de pélen nao reduzido

O poélen ndo reduzido é considerado aquele que apresenta o mesmo
nimero de cromossomos que a célula somdtica que lhe deu origem. Anteras
provenientes das flores utilizadas para o teste de viabilidade do pdlen por
germinacdo in vitro foram fixadas em carnoy e armazenadas em freezer por, no
minimo, 24 horas. Em seguida, foi feita a montagem de ladminas por
esmagamento para a liberacdo dos graos de pdlen. Os grios de pdlen foram
corados em solucdo carmim acético 2%. Posteriormente, foram avaliadas 5
laminas de cada taxon e, de cada lamina, foram medidos os diametros de 200
graos de polens vidveis (Quin et al., 1974 e Ramanna, 1974), com o auxilio de

ocular micrometrada, em objetiva de 20 X.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Viabilidade do polen por coloracio, germinacio in vitro e producao do
polen

Houve diferencas significativas para todas as varidveis analisadas no
estudo de viabilidade de pélen, a 1% de probabilidade, conforme a Tabela 2 de
analise de varidncia. Na Tabela 3 estdo apresentados os valores percentuais
médios de polens vidveis, pelo método de coloragdo e germinacdo in vitro. A
Figura 2 apresenta polens vidveis e invidveis, observados pelos métodos de
coloragdo com carmim acético 2% (Figura 2A) e germinagdo in vitro (Figura
2B).

FIGURA 2 Graos de pélen de Solanum spp. A- polens corados, vidveis e
polens ndo corados, invidveis; B- grdo de pdlen germinado in
vitro. UFLA, Lavras, MG, 2004.
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TABELA 2 Anidlise de variincia para viabilidade de pdlen pelos métodos de
coloracdo por carmim acético 2% e germinagdo in vitro e produgdo
de graos de poélen. UFLA, Lavras, MG, 2004.

FV Quadrado médio
GL Coloracao In vitro Producdo pdlen
Gendtipos 15 4806,9191%** 4295,079%*  92918,899%*
Residuo 64 104,404 83,378 7724,74
CV (%) 17,26 34,51 29,41
Média 59,18 26,46 298,84

**significativo a 1% de probabilidade.

Segundo o método de coloragdo, consideraram-se como graos de pdlen
vidveis aqueles corados em vermelho e como grdos de pdélen invidveis os que
ndo foram corados. Os percentuais médios de polens vidveis, pelo método de
coloracdo, foram entre 6,4% e 83,8% para os clones de S. tuberosum L. Os
clones de S. commersonii ssp. apresentaram médias entre 52,8% e 97,8% de
polens vidveis. Nas avaliacdes de viabilidade do pélen por meio da germinacao
in vitro, consideraram-se polens vidveis aqueles cujo comprimento do tubo
polinico emitido fosse igual ou superior ao didmetro do pdlen. O percentual
médio de polens vidveis por este método variou de 1% a 60%, para os clones de
S. tuberosum ssp e de 5,6% a 78,5%, para os clones selvagens de S. commersonii

ssp (Tabela 3).
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TABELA 3 Médias relativas aos percentuais de polens vidveis avaliados pelo
método de coloracio em solugdo carmim acético 2%, por
germinacdo in vitro do grao de pdlen e da producdo de grdos de
pélen, por campo na ldmina. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Gendétipos Coloracao (%) In vitro (%) Producao de
polens

LT9 6,40 e 1,00 e 127,12 ¢
Garant 7,00 e 1,00 e 307,40 b
Niska 36,20 d 1,10e 147,36 ¢
Jenseng 81,50 b 8,40 e 176,80 c
Chiquita 63,30 ¢ 60,00 b 198,84 c
Baraka x Chiquita 56,00 c 26,80 d 362,36 a
CBM 8-26 48,80 c 4,70 e 279,76 b
CBM 24-06 10,10 e 1,00 e 85,24 ¢
ESL 7-6 60,80 ¢ 4,50e 306,20 b
ESL 94 78,60 b 350e 269,88 b
ESL 22-08 83,80 b 49,50 c 200,00 c
SCC 07 73,00 b 58,00 b 438,80 a
SCC 100 52,80 ¢ 5,60 e 514,00 a
SCC 176 97,80 a 44,60 c 434,40 a
SCM 57 94,40 a 78,50 a 454,20 a
SCM 60 96,50 a 75,00 a 476,20 a
Média geral 59,187 26,46 298,845
CV (%) 17,26 34,51 29,41
Correlacao 0,6923

(coloracaol/in vitro)

Meédias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott (1974), a 5% de probabilidade.

36



Os clones de S. commersonii ssp em relagdo aos materiais avaliados de
S. tuberosum, com excecdo do clone SCC100, apresentaram maiores médias de
polens vidveis, por ambos os métodos de avaliacdo empregados. Para a maioria
dos clones avaliados observou-se que o método de colorag@o indica uma maior
média de polens vidveis em relacdo ao método de germinagao in vitro. Os clones
da espécie selvagem de batata SCM 57 e SCM 60 destacaram-se por
apresentarem a maior viabilidade de pélen em ambos os testes empregados.

Estes resultados de viabilidade de pélen pelo método de coloragdo estido
de acordo com os obtidos por Mendes (1994), que encontrou elevadas médias de
viabilidade para os clones SCC e SCM, apresentando respostas superiores a
80%. Para Parfitt & Ganeshan (1989), a coloragdo em carmim acético ndo
produz resultados confidveis, pois estes autores inviabilizaram grdos de pdlen
por meio de altas temperaturas e, mesmo assim, O teste com este corante
detectou alto nivel de aparente viabilidade polinica. Isto pode explicar os
maiores valores encontrados para viabilidade, pelo método de coloracdo, quando
comparados com os de germinagdo in vitro. A coloragdo, embora seja um
procedimento simples e barato, ndo ¢é totalmente confidvel, podendo
superestimar os valores de viabilidade (Techio, 2002). Neste trabalho foi feita a
correlacdo entre os métodos de avaliacio da viabilidade do pdlen por coloracio e
germinacdo in vitro (Tabela 3). Do resultado encontrado, r= 0,6923, pode-se
concluir que a selecdo de polens vidveis com base apenas no método da
coloracdo ndo € adequada para explicar os percentuais encontrados na
germinacao in vitro.

Os resultados obtidos para germinagdo in vitro diferem dos obtidos por
Mendes (1994) e Pandolfi (1998), que encontraram taxas de germinagdo entre
57% e 94%, para os clones de SCC e de 20% e 93% para os clones de SCM.
Essas diferencas sao, provavelmente, devido aos diferentes clones de SCC e

SCM utilizados, bem como as diferencas climdticas no momento da coleta.
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Além disso, a germinagdo in vitro, embora forneca um sistema experimental
controlado, ndo reproduz completamente o crescimento do tubo polinico in vivo,
podendo ocorrer interagdes entre a composi¢cdo do meio de cultura e os
diferentes materiais vegetais. Entretanto, é possivel concordar com Mendes
(1994), que se refere a técnica de germinagao in vitro como aquela que apresenta
resultados mais préximos aos que, provavelmente, ocorrem in vivo. Os
resultados obtidos neste trabalho, com relagdo a viabilidade do pdlen, vém
confirmar os dados de Mendes (1994) e Pandolfi (1998) que mostraram que as
espécies selvagens normalmente produzem maior percentual de polens viaveis,
quando comparadas com a espécie cultivada. Pode-se ressaltar que o
comportamento meidtico dos tetrapldides tende a ser mais complexo em relagdo
aos diploides. Isso pelo fato de que a condicdo tetrapldide da batata cultivada
(2n=4x=48) contribui para a segregacdo irregular dos cromossomos na meiose,
de forma que micrésporos desbalanceados sdo formados levando a formacgdo de
gametas invidveis.

Quanto a producdo dos grdos de pdélen em cada clone (Tabela 3),
observou-se que as médias dos clones selvagens foram superiores as médias das
cultivares e clones de S. tuberosum L., com exce¢do do hibrido Baraka x
Chiquita, que apresentou média significativamente alta (362,36) para esse teste,
comparada as dos clones de S. commersonii ssp. J4 a cultivar Chiquita
apresentou, em média, uma producdo de 198,84 polens por lamina. Este poderia
ser considerado um valor de referéncia para o estabeleciemento de um limite
minimo quanto a uma boa produgdo de polens, uma vez que esta cultivar é
considerada um bom genitor nos programas de melhoramento genético da

UFLA.
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4.2 Anormalidades meidticas em Solanum commersonii ssp. e Solanum
tuberosum L. (cultivar Chiquita)

A Tabela 4 apresenta o percentual total de células anormais e os tipos de
anormalidades observadas nos clones que tiveram a meiose avaliada. Avaliaram-
se 5.775 meidcitos dos clones de S. commersonii commersonii € S. commersonii
malmeanum, dos quais, 11% (635) eram anormais.

Somente a cultivar Chiquita foi avaliada com relacdo as anormalidades
meidticas. Entre as fases da meiose de todos os clones de S. commersonii ssp e
da cultivar Chiquita, a metéfase II foi aquela que apresentou maior freqiiéncia de
anormalidades (32%); em seguida, obtiveram-se 17% de células anormais na
metafase I, 20% na anafase I e 14% na anafase II. As demais anormalidades em
S. commersonii ssp. estdo distribuidas em baixas freqiiéncias nas demais fases da

meiose.

Das 920 células observadas da cultivar Chiquita, 9% eram anormais
(Tabela 4). E importante salientar que, entre as cultivares de S. tuberosum L., a
Chiquita é a que apresenta os melhores resultados de germinacdo de pdlen
(Tabela 3). Estes resultados demonstram que o percentual das anormalidades na
cv. Chiquita assemelham-se aos encontrados para os clones de S. commersonii
ssp. com menores taxas de anormalidades e estdo coerentes com o bom
desempenho, em relagdo a possibilidade de hibridacdes vidveis, da cultivar

Chiquita no programa de melhoramento genético da UFLA (Pinto, 2004 -

comunicacao pessoal).
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TABELA 4 Percentual de anormalidades meidticas encontradas nos clones de S.
commersonii ssp. e na cultivar Chiquita. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Anormalidades SCC07 SCC100 SCC176 SCM 57 SCM 60 Chiquita

Micronucleo (PI) 7 1 12 4 3 4
Asc. precoce (MI)* 30 42 52 22 13 12
Asc. precoce (MII)** 3 1 0 8 5 13
Divisao assincronica 36 15 16 38 22 50
Fusos paralelos 18 7 0 27 22 11
Fusos fundidos 0 7 10 0 0 8
Micronicleo (PII) 6 6 10 1 9 0
Triade 0 21 0 0 26 2
Numero de células

anormais 77 308 64 85 70 83
Total de células 773 1540 917 846 779 920
% Células anormais 10 20 7 10 9 9

*Ascensdo precoce na metafase I, **Ascensdo precoce na metifase II, PI=
préfase I e PlI= profase 1.

Com relacdo a S. commersonii ssp, de modo geral, os clones SCC 07,
SCC 176, SCM 57 e SCM 60 apresentaram em torno de 10% de células
anormais e viabilidade pelo teste de germinacdo in vitro variando entre 58% e
78,50% (Tabelas 3 e 4). Pode-se notar que este percentual de células anormais
ndo foi o suficiente para ocasionar uma alta taxa de inviabilidade do pdlen tanto
para os clones de S. commersonii ssp. quanto para a cultivar Chiquita. Por outro
lado, o clone SCC 100 apresentou o dobro de células anormais 20% (Tabela 4) e
isto pode ter contribuido para a baixa viabilidade de pdlen (5,6%) detectada pelo
teste de germinacdo in vitro.

Em todos os clones de S. commersonii ssp. foram encontrados fusos
paralelos e ou fusos fundidos (Tabela 4). Esses tipos de alteragdes na formacao
das fibras do fuso sdo de especial interesse para a transmissdo de graus variados
de heterozigose em hibridacdes visando ao melhoramento da batata e, por

levarem a formacao de pélen nio reduzido, serdo discutidos separadamente.
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Dentre as anormalidades freqiientes na microsporogénese da batata
selvagem S. commersonii ssp e da cultivar Chiquita, destacam-se a ascensao
precoce dos cromossomos durante a metafase I e a divisdo assincronica na
metéafase II (Tabela 4). No entanto, a divisdo assincronica, possivelmente, ndo é
a principal causa de inviabilidade do pdlen, uma vez que nos clones de SCC 07 e
SCM 57, que apresentaram alto percentual desta anormalidade, ndao foi
observada alta inviabilidade do pdlen. Por outro lado, a ascensdao precoce de
cromossomos foi a anormalidade mais freqiiente no clone SCC 100, que

apresentou a maior taxa de polens invidveis.

A

FIGURA 3 Metafases meidticas do clone SCC 100. A- metafase I, apresentando
cromossomos em ascensdo precoce; B- divisdo assincronica e
ascensdo precoce, na metafase II. Barra = 5 um. UFLA, Lavras,
MG, 2004.

41



Este resultado foi compativel com o apresentado por Pandolfi (1998),
que também acompanhou o ciclo meiético de clones de S. commersonii
commersonii, S. commersonii malmeanum e S. tuberosum. A autora detectou
entre 5,18% e 51,07% de cromossomos em ascensdao precoce ou Cromossomos
atrasados nas duas subespécies de S. commersonii spp, o que a levou a sugerir a
existéncia de problemas no pareamento cromossdémico ou de terminalizagdo
precoce de quiasmas. Esta autora observou, ainda, maior freqii€éncia de
anormalidades meidticas do tipo ascensdo precoce € cromossomos atrasados no
clone de S. commersonii malmeanum em relacdo a freqiiéncia encontrada nos
clones de S. commersonii commersonii e de S. tuberosum. As diferencas em
relac@o aos resultados deste trabalho possivelmente foram devido aos diferentes

genGtipos utilizados e as variagdes ambientais.

Masuelli & Camadro (1992) citam que um hibrido tripléide, envolvendo
S. commersonii como um dos pais, apresentou 87% de células com 2 a 8
cromossomos fora da placa metafdsica, na segunda divisdo. Neste trabalho
foram observados entre 1 e 5 cromossomos perdidos. Pagliarini (2000), em uma
discussio sobre o comportamento meidtico de vdrias espécies como milho, cana-
de-agucar, primavera e outros, cita que a anormalidade meiética mais comum € a
segregacdo irregular de cromossomos, caracterizada pela ascensido precoce dos
mesmos nas fases de metdfase I e andfase I ou cromossomos atrasados. A
mesma autora cita que a presenca de cromossomos univalentes nos meidcitos
pode favorecer a uma certa freqiiéncia de cromossomos em ascensao precoce na
metéfase I ou cromossomos atrasados na andfase I ou II. A crométide “adiantada
ou retardatdria” poderd ser incluida em um dos nicleos ou isolar-se, formando
um micronucleo que, posteriormente, pode ser eliminado. Isso também poderia

ser devido a baixa freqii€éncia de quiasmas, como € o caso da batata.
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4.3 Estudo da diacinese e do dipléteno em S. commersonii ssp.

Quanto as avaliagdes do pareamento cromossomico, o clone SCC 07
apresentou todas as 30 células em diacineses normais, sendo sempre observados
12 bivalentes. Ja o clone SCC 100 foi o que apresentou maior percentual de
anormalidades (100%) em relacdo ao seu total de diacineses avaliadas (Tabela
5). Na Tabela 5, estdo apresentadas as anormalidades encontradas nos meidcitos

em dipléteno e diacinese e suas respectivas freqii€ncias de ocorréncia.

Koopmans (1951), em seu trabalho sobre estudos citogenéticos de
Solanum tuberosum e algumas espécies relacionadas, cita o pequeno tamanho
dos cromossomos e que aderéncias entre os mesmos dificultam a anilise
citologica. Esse tipo de observacdo também foi relatado por Sangowawa &
Choudhuri (1986), Sangowawa (1987) e Masuelli & Camadro (1992), os quais
ressaltam a dificuldade em analisar, na meiose, 0os cromossomos metafasicos,
devido a sobreposi¢cdo dos mesmos na placa equatorial. Além da dificuldade de
se conseguir cromossomos bem espalhados, deve-se ressaltar que a diacinese
ocorre em periodo muito curto (Schulz-Schaeffer, 1980). Neste trabalho,
também se obteve baixa freqiiéncia de meidcitos em diplétenos e diacineses. Os
valores obtidos foram 4,65% para o clone SCC 07, 19,23% para o clone SCC
100, 4,43% para o clone SCC 176, 14,10% para o clone SCM 57 e 16% para o
clone SCM 60, em um total de 645, 130, 677, 227 e 175 meidcitos por clone,

respectivamente.
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TABELA 5 Freqiiéncia de anormalidades (%) observadas em células nas fases
dipléteno/diacinese, para os clones de S. commersonii commersonii

e S. commersonii malmeanum e totais de células avaliadas. UFLA,
Lavras, MG, 2004.

Anormalidades SCC07 SCC100 SCC176 SCM 57 SCM 60
1. Univalentes 0,00 24,00 33,33 5,88 12,50

2. Trivalentes 0,00 28,00 16,67 11,76 25,00

3. Tetravalentes 0,00 4,00 33,33 0,00 0,00

4. Multivalentes 0,00 8,00 0,00 0,00 0,00

5. Anel de translocacio 0,00 28,00 16,67 5,88 50,00

6. Condensacio tardia 0,00 4,00 0,00 0,00 0,00

7. Fragmentacio 0,00 4,00 0,00 76,48 12,50

Numero de células anormais 0,00 25,00 12,00 18,00 6,00

Total de diplotenos/ diacinese 30,00 25,00 30,00 32,00 28,00

(%) Células anormais 0,00 100,00 40,00 56,25 21,43

Ao acompanhar o pareamento cromossdmico, foi possivel encontrar, no
clone SCC 100, 4% de tetravalentes, fragmentacdo e condensacao tardia, 24% de
univalentes, 28% de trivalentes, anel de transloca¢do e 8% de associagOes

multivalentes (Figura 4A).

O clone SCC 176 apresentou um total de 30 células em diacinese e 40%
(12 células) delas eram anormais. Além de ter sido detectada a presenca de
16,67% de trivalentes (Figura 5A e 5B) e anel de translocacdo, 33,33% de

univalentes (Figura 4B e 5B) e tetravalentes.

No clone SCM 57, em 56,25% de células anormais, a principal
anormalidade foi a do tipo fragmentacdo cromossomica (76,48%), seguida de

11,76% de trivalentes e 5,88% de univalentes e anel de translocacio. O clone
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SCM 60, em 28 células avaliadas, apresentou 21,42% de diacineses anormais.
Foram encontradas freqiiéncias de 12,50% de univalentes e fragmentacio

cromossdmica, 25% de trivalentes e 50% de anel de translocacio (Tabela 5).

Em geral, a maioria dos bivalentes observados, nas diacineses,
apresentou forma de anel com quiasmas terminalizados e, freqiientemente, dois
deles aparecem em forma de bastdo ou em anel aberto, presos em uma das
extremidades (Figura 4B). Rieger & Michaclis (1958), citados por Schulz-
Schaefer (1980) definiram bivalentes em bastdo como um tipo de associagdo no
pareamento que tem a formagdo de quiasma e a sua terminalizagdo em apenas
um dos bracos do cromossomo em cada um dos homélogos envolvidos. Esta
definicdo pode também ser aplicada a bivalentes em anéis abertos. Segundo
Schulz-Schaefer (1980) existe uma diferenca 6bvia entre bivalentes em bastio e
os bivalentes em anéis abertos. Segundo este autor, bivalentes em bastdo sdo o
resultado de uma sinapse que ocorreu apenas em uma pequena porcao distal em
um dos bracos de cada um dos homdélogos envolvidos. Na associacdo bivalente
em anéis abertos, a sinapse e a repulsio seguintes geralmente causam um
dobramento na estrutura cromossOmica, resultando em bivalentes em anel

parcialmente fechados.

Em Solanum, os pequenos cromossomos apresentam baixa freqiiéncia
de quiasmas (Hermsen, 1984) que, aliada as terminalizacdes precoces ou a
presenca de mutantes sindpticos ou dessindpticos na préfase I, geram
univalentes. Independente das causas de origem de cromossomos univalentes,
em geral, sua presenca nos meidcitos ird favorecer uma certa freqiiéncia de
Cromossomos em ascensdo precoce na metifase I ou cromossomos atrasados na
andfase I. Em ambos os casos, eles podem dar origem a microntcleos na teléfase

I ou na meiose II (Pagliarini, 2000), como os encontrados neste trabalho.
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FIGURA 4 Meidcitos do clone SCC 100 de S. commersonii commersonii. A-
diacinese com multivalente; B- quiasmas terminalizados em forma
de bastdo, 12 bivalentes e um univalente, no clone SCC 176.
Barra =5 um. UFLA, Lavras, MG, 2004.

FIGURA 5- Meiocitos do clone SCC 176. A- diacinese com 12 bivalentes e um
trivalente B- diacinese com 12 bivalentes, 1 trivalente e 1
univalente. Barra = 5 um. UFLA, Lavras, MG, 2004.
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Todas essas alteracdes contribuiram para a formacdo de gametas
aneupldides, desbalanceados e, normalmente, invidveis, em todos os clones de S.
commersonii, com excecdo do SCC 07. Guerra (1988) associa a formagao de
multivalentes em alopolipléides como sendo uma das causas de macho
esterilidade. Assim sendo, as associagdes multivalentes observadas em células

no clone SCC100 podem estar relacionadas a formagao de polens anormais.

Virios autores relacionam as alteracdes cromossdmicas na diacinese,
como sendo uma das causas da macho esterilidade. Defani-Scoarize et al. (1995)
associaram a ocorréncia de macho esterilidade no milho devido a acdo de
irregularidades meidticas do tipo cromossomos univalentes, seguidas por
segregacOes cromossOmicas irregulares. Amma et al. (1990) e Nirmala & Kaul
(1994) também consideram a formac¢do de univalentes com posterior segregacao
irregular dos cromossomos como sendo as principais causas da ocorréncia de
macho esterilidade em Hevea brasiliensis e Pisum sativum, respectivamente.
Pagliarini (1986) cita que esses fatores podem ser responsdveis pela baixa
habilidade de algumas linhagens de milho hibridizarem-se e que tais condig¢des

anormais podem afetar a producao de grdos de pdlen vidveis.

Singh (2003) relaciona a presenca de cromossomos univalentes e
trivalentes a reducdo na taxa de recombinacdo entre os homdlogos, por
conseqiiéncia, a segregacdo anormal na progénie resultando em aneupldides que,
por sua vez, ocasionam reducdo da fertilidade. Um exemplo cldssico de
surgimento de aneupléides na natureza € o milho (2n=20), em que,
esporadicamente, surgem individuos com um cromossomo a mais (2n=21) ou a
menos (2n=19). Os individuos aneupldides podem surgir a partir de gametas
com numero irregular de cromossomos. Esses gametas se formam geralmente
durante a meiose I, quando os cromossomos homdlogos do bivalente ndo se

separam corretamente um para cada lado, resultando em nucleos telofasicos da
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primeira divisdo com numero desigual de cromossomos. Beadle & McClintock
(1928) estudando cromossomos do milho, observaram que a maioria dos
espordcitos na metafase I apresentava 20 univalentes e, raramente, 10 bivalentes.
Tais plantas mutantes davam origem a polens e a dvulos abortivos (Singh,

2003).

As translocagdes cromossdmicas também poderiam explicar a
esterilidade encontrada em alguns clones. Anéis de translocacdo envolvendo
quatro cromossomos (Figura 6A), bem como tetravalentes em cadeia com forma
irregular e alongada (Figura 6B), foram observados. Com a repulsdo dos
homologos, a partir do dipléteno, esses cromossomos tendem a assumir a forma
de um anel. Na metdfase I, essa forma de anel s6 é mantida se houver pelo
menos um quiasma em cada brago da cruz para manter 0s Cromossomos presos
entre si. Caso ndo ocorra quiasma em um dos bracos da cruz, ou haja uma
terminalizacdo precoce em um dos bracos, o anel se rompe e assume uma
configuragcdo idéntica a de um tetravalente em cadeia, como visualizado nas
Figuras 6B e 7A. Translocagdes envolvendo um univalente e um bivalente

podem dar origem ao trivalente em cadeia observado na Figura 7B.
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FIGURA 6 Meiose do clone SCC 176 de S. commersonii commersonii. A-
diacinese com 26 cromossomos 11 bivalentes, 1 tetravalente em
anel de translocagcdo; B- diacinese com 10 bivalentes e um
tetravalente em cadeia. Barra = 5 um. UFLA, Lavras, MG, 2004.

FIGURA 7 A- diacinese apresentando 1 tetravalente em cadeia, no clone SCM
60; B- diacinese apresentando um trivalente em cadeia e um
univalente, no clone SCC 100. Barra = 5 pm. UFLA, Lavras, MG,
2004.
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Uma outra alteracio encontrada na meiose foi a fragmentacio
cromossOdmica. O clone SCM 57 apresentou a mais alta freqiiéncia dessa

anormalidade (Tabela 5 e Figura 8).

Embora o aparecimento de alteragdes espontineas ndo seja usual nos
vegetais, a fragmentagdo cromossdmica ji foi observada em cromossomos de
milho e sua ocorréncia foi associada a danos nos mecanismos de reparo do
DNA. Tais danos podem ser devido a fatores genéticos e ambientais. O
aparecimento espontaneo de fragmentacdo cromossdmica tem sido atribuido a
inducdes por radiagdes e a exposicdo dos vegetais a intensos agentes quimicos
mutagénicos (Pagliarini, 2000). Este fator também pode levar a um desbalango

no nimero de cromossomos nos gametas.

FIGURA 8 Fragmentagdo cromossdmica no clone SCC 100 de S. commersonii
commersonii. Barra =5 pym. UFLA, Lavras, MG, 2004.
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4.4 Pélen 2n e mecanismos meidticos de formacao

Na Tabela 6 de andlise de varidncia pode-se observar que houve efeito
significativo para as varidveis didmetro de pdlen e pdlen ndo reduzido a 1% e
5% de significancia, respectivamente.

A Tabela 7 apresenta os valores médios e a amplitude dos diametros dos
graos de polen encontrados em cada clone. Pode-se observar que houve uma
tendéncia de os didmetros médios dos clones de S. commersonii commersonii
(19,40 pm a 23,04 um) serem superiores aos didmetros médios dos clones de S.
commersonii malmeanum (18,58 um a 18,63 um). Estes resultados estdo de
acordo com aqueles relatados por Tarn & Hawkes (1986) para S. commersonii
commersonii (22,10 um). No entanto, para S. commersonii malmeanum, estes
autores encontraram valor maior (23,00 um) e Johnston et al. (1986) relataram

17,55 um para S. commersonii ssp.

TABELA 6 Andlise de varidncia para didmetro de pdlen e para pdlen ndo
reduzido, respectivamente. UFLA, Lavras, MG, 2004.

FV GL Quadrado médio
Gendtipos 4 17,7246%* 634,965*
Residuo 20 2,3141 113,785
CV (%) 7,56 147,33
Média 20,1252 7,24

**significativo a 1% de probabilidade, *significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 7 Diametros médios de graos de pdlen em cinco repeticdes e amplitude
de variacdo dos didmetros em cada clone. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Clones Didmetro (um) Amplitude
SCC 07 20,92 b 14,64 — 47,48
SCC 100 23,04 a 16,56 — 71,63
SCC 176 19,47 ¢ 11,28 — 24,85
SCM 57 18,63 ¢ 12,57 — 23,90
SCM 60 18,58 ¢ 11,64 — 23,56

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si, pelo Teste
Scott-Knott (1974), a 5% de probabilidade.

Erdtman, citado por Fahn (1990), classificou os grios de pdlen de
Solanum spp. de acordo com o seu tamanho em perminuta, se o didmetro for
inferior a 10 um; minuta, se o diametro for de 10 a 25 um; média, de 25-50 um;
magna, de 50-100 um; permagna 100-200 pm e giganta, se o didmetro for maior
que 200 pm. Mendes (1994) verificou, em espécies dipldides, tripléides,
hexapldide e pentapléide de Solanum spp., que seus graos de pdlen estdo nas
classes minuta e média, por apresentarem didmetro médio de 16,50 a 34,77 pm.
Os graos de polens dos taxa avaliados no presente trabalho estdo enquadrados na
classe minuta, seguindo a proposta de Fahn (1990), por apresentarem valores
entre 18,58 a 23,04 um (Tabela 7).

Para a distin¢c@o entre polens reduzidos e ndo reduzidos seguiu-se a
proposta de Quinn et al. (1974) e Ramanna (1974), que estipularam 25 um como
o valor minimo de corte para determinacdo de polens nio reduzidos. Nas
condi¢des ambientais a que foi submetido, o clone SCC 100 apresentou a maior
freqiiéncia de polens ndo reduzidos, 26% (Tabela 8). Apesar de nao ter sido

detectada diferenga significativa entre os clones SCC 07 (9,4%), SCC 176
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(0,7%), SCM 57 (0%) e SCM 60 (0%), pode-se afirmar que o clone SCC 07
produziu polens nao reduzidos (Tabela 8).

De modo geral, o clone SCC 07 se destacou em relacdo aos demais
clones de Solanum commersonii ssp. Pode-se dizer que tem um bom percentual
de germinacdo de pdlen associado a ocorréncia de pélen nio reduzido, além de
apresentar baixas freqiiéncias de anormalidades meidticas, podendo ser
considerado um material promissor no programa de melhoramento genético. O
clone SCC 100, apesar de apresentar boa freqii€éncia de pdlen ndo reduzido,
possui baixa viabilidade de pdlen, o que pode representar uma limitagdo em

trabalhos de hibridagao.

TABELA 8 Freqiiéncias relativas a produgdo de pdlen nio reduzido e dos
possiveis mecanismos meidticos envolvidos. UFLA, Lavras, MG,

2004.
Freqiiéncia de A . .
Clone p Freqiiéncia de mecanismos
polen 2n

SCC 07 9,4% b 18% fusos paralelos
SCC 100 26,1% a 14% fusos paralelos e fundidos
SCC 176 0,7% b 10% fusos fundidos
SCM 57 0,0% b 27% fusos paralelos
SCM 60 0,0% b 22% fusos paralelos

Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si, pelo Teste
Scott-Knott (1974), a 5% de probabilidade.
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Apesar de ter sido identificado, nas avaliacdes meidticas, mecanismos
de formagdo de pdlen ndo reduzidos no clone SCC 176, uma baixa freqiiéncia de
pélen 2n (0,7%) foi encontrada. Portanto, estudos devem ser realizados neste
clone para determinar se ele pode ser empregado como produtor de pélen ndao
reduzido, em cruzamentos (Tabela 8). Os clones SCM 57 e SCM 60, da mesma
forma, apesar de ndo terem apresentado polens ndo reduzidos, possuem
mecanismos meidticos (fusos paralelos) que, possivelmente, podem conduzi-los
a formacdo de pdlen ndo reduzido, sendo, inclusive, os clones de S. commersonii
spp. com as maiores taxas de viabilidade de pdlen.

Watanabe & Peloquin (1993) verificaram que as freqiiéncias de polens
2n em espécies dipldides, tetraploides e hexapléides de Solanum variaram entre
1,9% e 36,3%. Werner & Peloquin (1991), citados por Carputo et al. (2003),
relataram uma significativa variacdo na freqiiéncia de micrésporos 2n em
espécies de Solanum (4,9% a 22,6%). Os resultados encontrados neste trabalho
estdo de acordo com aqueles apresentados na literatura (Tabela 7).

Entretanto, Sebastiano et al. (2001), analisando dois hibridos dipléides
de S. phureja x S. tuberosum, em diferentes anos, observaram um alto percentual
de pdélen ndo reduzido, variando de 68% a 82,1%, resultados superiores aos
encontrados neste trabalho. Estes autores observaram que os genétipos avaliados
diferiram quanto a estabilidade na produgdo de pélen ndo reduzido. Esta falta de
estabilidade entre os genétipos também pdde ser observada no presente trabalho.
Pode ser observado que diferencas dentro de cada clone ocorrem, ou seja, entre
as flores de um mesmo clone. Em SCC 07, essas variag¢des ficaram entre 1% e
41% e no SCC 100, entre 8% e 48,5%. Esses dados estdo de acordo com a
afirmacdo de Veilleux & Lauer (1981), que relataram que a ocorréncia de polens
ndo reduzidos ndo foi constante nas repeti¢cdes; cada flor é uma repeticao,
podendo ocorrer variagdes nas diferentes flores dentro de um mesmo clone, bem

como nas anteras e tecas de cada flor.
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J4 o valor de 25 pum de didmetro, sugerido por Quinn (1974) e Ramanna
(1974), como valor limite entre graos de pélen reduzidos e ndo reduzidos, pode
ser questionado, uma vez que tal limite € incapaz de detectar ndo reducdo em
espécies cujos graos de pélen tenham dimensdes menores. Os clones SCM 57 e
SCM 60 de S. commersonii malmeanum, por exemplo, apresentaram maiores
freqiiéncias de mecanismos meidticos para a formacao de polens nio reduzidos,
27% e 22%, mas nas medi¢des de diametros de graos de pdélen ndo foram
detectados polens superiores a 25 wm (Tabela 8).

Este resultado pode ter sido devido ao efeito da grande variabilidade
genotipica, penetrincia incompleta e baixa expressividade dos alelos de
formacao de pdlen 2n, além da variacdo ambiental. No entanto, considerando a
aleatoriedade das avaliacdes, as médias dos diametros de polens avaliados por
lamina e a amplitude de tamanho dos polens encontrados, verifica-se que os
graos de pélen de SCM 57 e SCM 60 sdo menores que os dos clones da
subespécie S. commersonii commersonii (Tabela 7).

Desse modo, a alteracdo desse limite torna-se necessdria para os clones
de S. commersonii malmeanum. No entanto, para que um novo limite possa ser
estabelecido, novos estudos devem ser realizados. Poder-se-ia pensar em estudos
de campo nos quais esses clones, SCM 57 e SCM 60 seriam cruzados com
Solanum phureja ou S. chacoense, as quais possuem 2EBN. Se fosse obtida
progénie, estaria confirmado que, apesar de nio terem sido detectados grdos de
pdlen nao reduzidos pela avaliacdo de didmetro, estes existem. Esta observacao
torna-se possivel, uma vez que espécies dipldides que possuem 1EBN, tais como
0os materiais aqui trabalhados, quando produtoras de pdlen ndo reduzidos,
passam a se comportar como se possuissem 2EBN. Esse tipo de teste foi
realizado por Masuelli et al. (1992) em cruzamentos usando (i) S. commersonii
Dun. (2n=2x=24, 1EBN), como genitor feminino e S. gourlayi Haw. (2n=2x=24,
2EBN), como genitor masculino, e (ii) S. acaule Bitt. (2n=4x=48, 2EBN), como
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genitor feminino e S. commersonii Dun. (2n=2x=24, 1EBN), como genitor
masculino. Nas avaliacdes desses cruzamentos seriam consideradas a quantidade
de plantas polinizadas, a quantidade de frutos por planta, a freqiiéncia de
producdo de pdlen ndo reduzido nos descendentes, bem como a ocorréncia de
mecanismos para a sua formacdo. Tendo esses resultados em maos, poder-se-ia
propor um novo limite, em que os grdos de pdlen ndao reduzidos fossem
eficientemente agrupados, por meio de medicdes do didmetro dos mesmos. Uma
outra alternativa seria a avaliacdo em citometro de fluxo dos gridos de pdlen
desses dois clones ou dos hibridos provenientes dos cruzamentos com S. phureja
ou S. chacoense para quantificagdo do DNA, para verificar o nivel de ploidia dos
gametas.

Nos clones SCC 07 e o SCC 100, que apresentaram maiores freqiiéncias
de polens ndo reduzidos, observou-se, no clone SCC 07, a presenca de fusos
paralelos em 18% de suas células anormais. No clone SCC 100, foram
observados 14% de fusos paralelos e fusos fundidos, sendo 7% de cada um
(Tabela 8), além de terem sido detectados 21% de triades. As outras
anormalidades constaram, na sua maioria, de micronicleo (7%), ascensiao

precoce (43%) e divisdo assincronica (15%), conforme apresentado na Tabela 4.

A presenca de fusos paralelos pode estar relacionada diretamente com a
ocorréncia de polens ndo reduzidos. Iwanaga & Peloquin (1982) relataram uma
alta freqiiéncia do alelo ps (0,69 e 0,71) em 63 cultivares de S. tuberosum
estudadas, sendo que das 117 plantas produtoras de pdlen 2n, 85% apresentam
fusos paralelos. Watanabe & Peloquin (1991 e 1993) relataram que o mecanismo
mais comum para a formagdo de pdélen 2n, em espécies dipldides de batata
provenientes do México, América Central e do Sul, foi relacionado a presenga
de fusos paralelos na maioria dos genétipos analisados.

Sabe-se que polens ndo reduzidos podem ser formados por diferentes

mecanismos meidticos. Clones que apresentam os mecanismos de fusos
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paralelos ou fusos fundidos, geneticamente correspondentes a restituicdo da
primeira divisdo meidtica, t€ém a capacidade de transmitir até¢ 85% de sua
heterozigosidade e locus de interagdes epistdticas para a progénie. Ja os clones
que apresentam os mecanismos de citocinese prematuras I e II, geneticamente
equivalentes a restituicdo da segunda divisdo meidtica, transmitem apenas 40%
de sua heterozigosidade (Mendiburu et al., 1974; Hermsen, 1984).

O mecanismo de fuso paralelo € identificado principalmente na metafase
11, ficando os dois conjuntos cromossdmicos dispostos de forma paralela (Figura
9A). Esse tipo de alteragdo faz com que ocorra a formagdo de diades
geneticamente equivalentes a first division restitution ou FDR. Uma outra
anormalidade encontrada na metéfase Il é a do tipo fusos fundidos (Figura 9B),
em que os dois conjuntos cromossdmicos ficam unidos, levando a formagado de

diades geneticamente equivalentes a second division restitution ou SDR.

¢ i

¢

L&

FIGURA 9 Meidcitos do clone SCC100. A- fusos paralelos; B- fusos fundidos.
Barra =5 um. UFLA, Lavras, MG, 2004.
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Oliveira et al. (1995), estudando os mecanismos de producdo de pdlen
2n em hibridos de dihapléides de S. fuberosum L. com espécies selvagens, S.
chacoense Bitt., gerando progénies tetrapldides, concluiu que a formacdo de
pdlen ndo reduzido € uma condi¢@o necessdria para o sucesso dos cruzamentos
entre espécies tetrapldides e dipldides e para a transmissdo de maior
heterozigose as progénies. Em suas observacdes, foram encontrados trés
mecanismos de formacdo de pdlen 2n, fusos paralelos, fusos fundidos e
citocineses prematuras I e II. Destes, o mecanismo de fusos paralelos foi o mais
freqiiente, encontrado em 23 dos 28 clones avaliados. O mecanismo de fusos
fundidos foi detectado em 16 dos 28 clones avaliados. O mecanismo de
citocinese prematura II foi encontrado em 6 dos 28 clones avaliados, além de
terem sido encontrados 12 clones que apresentavam o0s mecanismos de
restituicdo da primeira e da segunda divisdo meidtica. Foi possivel afirmar que
um Unico clone de batata pode produzir micrésporos nao reduzidos por mais de
um mecanismo.

Cunha (1994) também analisou 81 clones hibridos de diapléides de S.
tuberosum x S. chacoense quanto a producdo e freqiiéncia de pdlen 2n, visando a
selecdo das melhores combinagdes para serem cruzadas com materiais
tetrapléides. Dois ensaios foram conduzidos entre outubro a dezembro
(primavera) e entre marco a maio (outono). Essa autora verificou que a
freqiiéncia de pdlen 2n foi baixa no ensaio de primavera e mais elevada no
outono e ela associou esta ocorréncia ao fato de as temperaturas mais amenas
serem as de outono. A viabilidade do pélen 2n também foi maior no ensaio de
outono, 54,9% e 32,9% na primavera. Segundo esta autora, isto indicou que,
mesmo sendo o fotoperiodo mais curto no outono, as temperaturas amenas Sao
ideais para a maioria dos clones avaliados. Indicou também que, tais clones

podem ser utilizados em retrocruzamentos com S. fuberosum, principalmente
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neste periodo quando a freqiiéncia de pdlen 2n € maior e hd possibilidade do
sucesso nos cruzamentos também ser aumentado.

Veilleux & Lauer (1981) sugerem que o mecanismo de fusos fundidos
pode ser uma manifestacdo diferente do gene ps (fusos paralelos) e, com isso,
levaria a formacdo de diades. Ramanna (1974) atribuiu a este mecanismo a
formacao de triades, havendo a presenga de um micrésporo nao reduzido (2n) e
dois micrdsporos reduzidos (n).

Masuelli et al. (1992) investigaram os mecanismos citoldgicos
envolvidos na formacdo de pdlen 2n em hibridos de S. commersonii
commersonii e Solanum gourlayi Haw. Eles observaram, em trés hibridos
tripl6ides, que a freqiiéncia de meidcitos em diades (5%) ou triades (3% a 23%)
foi apresentada em concordancia com a freqiiéncia de meidcitos com
anormalidades do tipo fusos fundidos (3% a 5%) e fusos tripolares (13% a 20%).
No entanto, a alta freqiiéncia de meidcitos em andfase II, que apresentavam
anormalidades do tipo fusos paralelos, 44% a 54%, ndo foi coincidente com a
formacdo de diades (5%), triades (3% a 23%) e a produ¢do de polens 2n. Esses
autores discutem que a ocorréncia de fusos paralelos na anéfase II pode ser uma
condi¢@o necessdria, mas ndo suficiente para a formacdo de diades e polens 2n,
nos materiais analisados. Provavelmente, varios mecanismos estdo atuando na
de citocinese de modo a afetar a produgdo e a constituicdo de diade. Segundo
eles, isso deveria estar ocorrendo de modo que a auséncia de certos mutantes
meidticos na diade ndo conduz a formagado de pélen 2n.

Seria necessdrio entender se a formagdo de pdlen 2n € controlada por
apenas um determinado tipo de mutante meidtico ou pela interacdo de mais de
um mutante. Caso haja interacdo de mais de um tipo de mutante meidtico, surge
0 questionamento sobre os alelos mutantes envolvidos expressam-se

independentemente ou em interagdo epistatica (Masuelli et al., 1992).
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A importancia de se averiguar a producdo de polens ndo reduzidos estd
no fato de que clones dipldides, com 1EBN, que os produzem em freqii€ncia
relativamente alta podem ser utilizados em programas de melhoramento em
cruzamentos com espécies dipléides com 2EBN, como a S. phureja, para
posteriormente, utilizar o hibrido resultante deste cruzamento em outros
cruzamentos com a S. tuberosum.

A freqii€éncia com que os gametas 2n sdo formados € muito importante,
uma vez que pode afetar na taxa de formacdo dos novos polipldides. A
dificuldade de transferéncia do germoplasma de espécies com 1 EBN para as
formas cultivadas, com 4 EBN, leva ao isolamento reprodutivo entre espécies
selvagens e cultivadas, principalmente no género Solanum. Neste contexto, a
poliploidizacdo sexual, em algumas espécies, ¢ um potencial mecanismo de
aproximagdo da capacidade de cruzamentos entre espécies reprodutivamente
isoladas (Masuelli et al., 1992). Esta estratégia faz uso da manipulacdo do nivel
de ploidia entre as espécies envolvidas, as chamadas espécies ponte. O nivel de
ploidia da espécie S. commersonii pode ser aumentada tanto por duplicacio
somdtica dos cromossomos com o uso de agentes antimitdticos, poliploidizagdo
assexual, como pela a¢do de gametas com nimero cromossémico nao reduzidos,
em cruzamentos intra ou interploidias, poliploidizacdo sexual. Os clones que
apresentaram producdo de pdlen 2n podem ser utilizados para introgressdo de
genes de interesse na batata cultivada, sem a necessidade de manipula¢do da
ploidia dos genitores (Hanneman, 1999).

A variabilidade de pdlen 2n encontrada no género Solanum é consoante
com a encontrada em outras espécies, tais como Dactylis glomerata, Trifolium
nigrescens e Manihot medicago. Essa variabilidade tem sido atribuida,
principalmente, a penetrincia incompleta e expressividade varidvel dos alelos
mutantes responsdveis pela formacdo de gametas 2n, os quais também podem

sofrer os efeitos de fatores ambientais. Ramsey & Schemske (1998) sugeriram
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que a alta freqiiéncia de espécies polipléides no ambiente pode estar relacionada
com impactos nas condi¢des ambientais, levando a produg@o de gametas 2n. Tais
informacdes tém apontado para uma taxa na freqiiéncia de gametas 2n entre 1% e
40%, que nao é considerada muito alta. Isto sugere uma tendéncia dos vegetais
produzirem altas freqii€ncias de gametas reduzidos, provavelmente para manter o

seu nivel de ploidia dipldide e ndo se poliploidizar (Carputo et al., 2003).
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5 CONCLUSOES

Os clones selvagens de Solanum commersonii ssp. possuem maiores
percentuais de polens vidveis em relacdo aos gendtipos de S. tuberosum
analisados.

A ascensdo precoce dos cromossomos nas metafases I e Il e alteragdes
no pareamento cromossdmico foram as principais causas de inviabilidade do
pdlen nos gendtipos avaliados.

O clone SCC 07 € o mais indicado em programas de melhoramento
genético via poliploidizacio sexual unilateral ou bilateral, pois apresenta meiose
regular e polens ndo reduzidos.

Um novo valor limite para determinacdo de polens ndo reduzidos em

clones de Solanum commersonii malmeanum deve ser proposto.
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