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RESUMO

VILA, Vilma Barretto. Caracterizagdo do nivel de ploidia de hibridos de Solanum
tuberosum X [Solanum tuberosum L. X Solanum chacoense Bitt.] Lavras: UFLA, 1995,
76p. (Dissertagdo - Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas).”

Foram efetuadas caracteristicas citogenéticas, citoantdmicas e morfoldégicas em 53
clones, provenientes do cruzamento das cultivares comerciais tetrapldides (2n = 4x = 48)
‘Aracy’ e Br63.65, utilizadas como progenitores femininos, com os hibridos dihaploides 26.5 e
23, utilizados como progenitores masculinos, visando identificar o nivel de ploidia dos
descendentes. O ensaio foi realizado em casa de vegetacdo e no Laboratério de Citologia e
Anatomia do DBI - UFLA (Lawras - MG) em 1995. O delineamento experimental adotado foi o
de blocos casualizados com trés repeticoes. Cada parcela foi representado por um vaso
contendo uma uUnica planta. Na avaliago citogenética obteve-se 96,2% de individuos
tetraploides (2n = 4x = 48) e 3,8% de tripléides (2n = 3x = 36), ndo ocorrendo nenhum dipléide.

Todos os caracteres citoanatdmicos e morfolégicos permitiram distingiiir os clones
diploides das demais ploidias, porém néo foi possivel a distingéo entre os individuos tripldides
e tetrapldides. Assim sendo, para um grande numero de individuos, a diferencia¢cdo de
dipléides em relagao as demais ploidias pode ser feita mais facil e rapidamente através da
contagem do numero de estdmatos por unidade de area. No entanto, toma-se necessario o

uso da andlise citogenética quando se deseja diferenciar todos os niveis de ploidia.

" Orientadora: Lisete Chama Davide. Membros da banca: Maria das Gracas G. C.
Vieira, Manuel Losada Gavilanes



SUMMARY

CHARACTERIZATION OF PLOIDY LEVEL OF HYBRIDS OF Solanum tuberosum X [Solanum

tuberosum L. X Solanum chacoense Bitt.] LAVRAS, UFLA, 1995. 76p.

Cytogenetical, cytoanatomical and morphological characterization were accomplished in 53 clones,
coming from the crossing of commercial tetraploid cultivars (2n = 4x = 48) 'Aracy’ and Br63.65 utilized as
female parents, as male parents the hybrids 26.5 and 23 were, arming to identify the ploidy level of the
offspring. The trial was undertaken in greenhouse and in the Citology and Anatomy Laboratory of the
Biology Departament - UFLA (Lavras - MG), 1995 and the experimental desing emplayed was that of
randomized blocks with three replications. Each plant was represented by a pot containing a single plant. In
the cytogenetical evaluation, there was found 96,2% of tetraploid individuals (2n = 4x = 48) and 3,8% of
triploids (2n = 3x = 36) not accuring any diploid. All cytoanatomical and morphological characteristics
allowed to diferentiate diploids from other ploidy levels, nevertheless it was impossible to distinguish
triploids from tetraploids.

Thus, to a great number of individuals, the differentiation of diploids from the other ploidies, may
be more easy and rapid to do through counting the number of stomat. However, the cytogenetic analysis

would be necessary when one wishes to distinguish every ploidy level.



CARACTERIZAGAO DO NIVEL DE PLOIDIA DE HIBRIDOS DE Solanum Tuberosum L
X (Solanum tuberosum L. X Solanum chacoense Bitt,)

INTRODUGAO

O melhoramento da batata cultivada Solanum tuberosum L. ssp. tuberosum
(2n=4x=48) tem sido um processo arduo devido a complexidade da heranga tetrassémica e ao
grande tamanho populacional exigido para se obter o genotipo desejado,principalmente se a
caracteristica de interesse for de controle poligénico (Peloquin et al., 1989; citado por Ortiz e

Peloquin, 1993).

Para superar essas dificuldades,0 melhoramento de S. Tuberosum requer a
adogao de altemativas peculiares para a obtencéo de novas de cultivares. Dentre estas ,0 uso
de espécies selvagens dipldides (2n=2x=24) tem sido empregado por varios
pesquisadores.Uma das espécies selvagens comumente usada em cruzamento
interespecifico € a Solanum chacoense Bitt. Pois hibridiza facilmente com dihapléide
(2n=2x=24) de S.tuberosum L.e apresenta também boas caracteristicas agrondémicas tais
como:vigor vegetativo,florescimento abundante,alta fertilidade e resisténcia a Meloidogyne
ssp.,nematodide que afeta muitas cultivares em regides tropicais quentes e umidas (Leue e

Peloguin, 1980 e lwanaga e Schmiediche, 1989). Esta espécie selvagem apresenta também



2 REFERENCIAL TEOGRICO

2.1 Caracterizagiio botanica

A batata cultivada e a selvagem pertencem & familia Solanaceas pelo sistema
Cronquist (Gill e Vear, 1965). Esta familia é composta por 85 géneros distribuidos em todo
mundo com maior concentracdo nas Ameéricas, sendo a Solanum tuberosum SSp.
tuberosum a principal espécie cultivada em todo o mundo (Joly, 1985; Hawkes, 1963; Dodds
(1962), citado por Ugent (1970), reconhece uma espécie cultivada Solanum tuberosum L. e
subdivide em cinco grupos mais duas cultivares hibridas, sendo o grupo tuberosum (2n = 48)
originado por selegéo artificial do grupo Andigena, de clones introduzidos na Europa, América
do Norte e Chile. O grupo Andigena (2n = 48) originou-se por duplicagio espontanea do
nimero de cromossomos do grupo Phureja e grupo Stenotomum, sua distribuicdo esta da
Venezuela ao norte da Argentina, esporadicamente na América Central e México. O grupo
Chaucha (2n = 36), originou-se por hibridagéo entre os grupos Andigena e Phureja ou
Andigena e Stonotomum, com distribuicio do Peru Central ao norte da Bolivia. O grupo
Phureja (2n = 24), originou-se por selegéo da baixa dorméncia dos tubérculos apresentada
pelo grupo Stonotonum, com distribuigio da Venezuela ao norte da Bolivia. O grupo
Stonotonum (2n + 24), originou-se por hibridag&o natural entre espécies selvagens seguido de

selecio artificial, encontra-se distribuido do Sul do Peru ao norte da Bolivia. Solanum
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Juzepozukil (2n =36), surgiu do cruzamento de Solanum acaule com Phureja ou Stonotonum,
sendo distribuida do Peru central ao sul da Bolivia. Solanum curtilobum (2n = 60), originou-se
do cruzamento Solanum juzepozukii (gametas n&o reduzidos) com o grupo Andigena.

A classificagdo de Dodds (1962) citado por Ugent (1970), parece ajustar-se de
maneira equilibrada com os fatos genéticos e evolucionarios conhecidos.

Solanum tuberosum L. é uma planta anual, cujo porte fica em tomo de 60 cm
de altura, ramificada, frequentemente pubescente, podendo apresentar-se sob as formas
ereta, aberta ou decumbente. O sistema radicular & ramificado, sendo que nas plantas
originadas de sementes as raizes tem origem no eixo hipocétilo-radicula e nas originadas de
tubérculos s&o adventicias; a formagéio dos estoldes, que sdo ramos laterais do caule,
comegam nos nés mais baixos e progridem para baixo, a regido perto da extremidade apical
dos estoles sofre um entumescimento e desenvolve-se formando o tubérculo. Os tubérculos
sdo caules subterraneos modificados; sua forma e cor sdo caracteristicas que dependem da
cultivar. O caule é ramificado, apresentando certa flexibilidade, normalmente com leve
pilosidade, podendo ter nés proeminentes ou ndo. As folhas possuem disposi¢éo alternada no
caule possuindo 2 a 4 pares de foliolos primarios laterais € um foliculo terminal. As flores
contém 5 pétalas, cuja cor varia do branco ao violaceo. Os frutos sdo bagas globosas, com
aproximadamente 2 cm de didmetro, biloculares, de cor verde ou parda. As sementes
possuem formato ovalado-achatado cuja cor é castanha ou amarelada (Gill e Vear, 1965; Carl

e Loomis, 1968; Esau, 1972 e Esau;, 1974).



2.2 Melhoramento genético da batata

2.2.1 Domesticagiio da batata

As provas mais antigas preservadas de batata, provém de sitios arqueolégicos
em Chiripa, nas margens do lago Titicaca, nas ruinas Tiahuanaco no norte da Bolivia
Pachacamas perto de Lima e em Arica na costa norte do Chile. Estas provas datam de
aproximadamente 400 anos A.C. a 1000 anos D.C. e consistem de tubérculos de batata secos
que néo parecem ter forma diferente das atuais (Christiansen, 1967).

Sabe-se muito pouco sobre a histéria da batata durante seu periodo mais critico
da evolugdo. Acredita-se que 0 homem tenha migrado para o sul e alcangado as montanhas
Andinas, apés 10000 anos A.C., levando consigo uma economia baseada apenas na caga,
pesca e extrativismo vegetal, onde varias espécies selvagens que produziam tubérculos
podiam estar incluidas. Nas regides circundantes aos acampamentos nomades, restos
alimenticios eram depositados, servindo assim como ponto de partida para a evolugdo de
variedades hibridas selvagens espalhando-se ao longo dos caminhos que ligavam os
diferentes acampamentos (Christiansem, 1967: Ugent, 1970 e Brush, 1980).

A medida que as populagdes némades se estabeleceram, tornando-se
dependentes da produg8o agricola, aprenderam entiio a efetuar a selegéo clonal em suas
culturas e plantar cultivares que mostravam rendimentos favoraveis, sabores desejaveis ou
outras boas caracteristicas, permitindo que genétipos indesejaveis se extinguissem ou
crescessem como plantas daninhas ao longo dos limites dos campos de cultivo.

Os agricultores primitivos ndo adotavam a pratica de cultivo limpo e
consequentemente a origem de cultivares hibridos se deu a partir de cruzamentos de espécies

selvagens com cuitivadas, porém em nimero muito reduzido. Plantas que surgiam com
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caracteristicas desejaveis nunca foram submetidas a estabilizagdo através de cruzamentos
artificiais, sendo mantidas estritamente por propagagao clonal, como hoje (Christiansem, 1967;
Laufer, 1968; Ugent, 1970; Brush, 1980; Jackson, 1980 e Zimmerer, 1991).

Salamam (1985), cita evidéncias de que batatas foram adquiridas em 1573 em
Seviha e concluiu que elas poderiam ter chegado ao sul da Espanha em 1570
aproximadamente e devem ter sido cultivadas em algum lugar na regido de Sevilha por alguns
anos afim de formar Banco de Germoplasmas. Esta data de 1570 é geraimente citada como a
época aproximada da primeira chegada da batata no continente Europeu, como um
suprimento de navio e néo foi considerada como uma planta de grande importéncia na época.

Da Espanha a batata se espalhou para a Itélia, e entdo para a Inglaterra no ano
de 1596. No ano de 1588, Philippe de Sivry enviou a Vienna dois tubérculos de batata ao
famoso botanico Clusius; a partir dai a batata se espalhou por toda Europa apenas como uma
curiosidade boténica (Hawkes, 1978 e Brown, 1993).

Uma vez introduzida na Europa a cultura da batata teve que ser selecionada,
visando a tuberizagéo em condicGes de dias longos. Esta selegdo tornou as populagdes de
batata mais uniformes e homogéneas, vulneraveis a destruigdo por doencas e outras causas
naturais (Ugent,1970; Hawkes, 1978 e Simmonds, 1979).

Por volta de 1845 na Idanda, grandes areas de cultivos de batata foram
dizimadas pela requeima, causada pelo fungo Phytophthora infestans, deixando nitida a
falha genética (Hawkes, 1978 e Simmonds, 1979).

Esse fato deu impeto a busca por novas variedades que tivessem resisténcia a
doenga.Goodrich (1863), concebeu a idéia de que a epidemia da requeima durante os anos de
1843 a 1847, foi resultado de uma redugdo no vigor da batata.

Este mesmo autor ndo obteve sucesso no controle da doenga, contudo, iniciou a
base do melhoramento nos Estados Unidos, fomecendo material para ser usado por outros

melhoristas. Ocorreu ent3o a ascendéncia de 170 variedades; dentre estas, inclui-se
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variedades bem conhecidas como a Burbank, Early Ohio, Green Mountain e Triumph
(Goodrich, 1863 e Plaisted, 1989).

Tendo em vista o aparecimento da segunda epidemia da requeima, causando
uma grande destruigdo nas variedades existentes, os melhoristas concentraram seus esforgos
na obtencdo de cultivares mais resistentes. Nesta mesma época destaca-se o primeiro
trabalho sistematico para a produgdo de sementes através de hibridagéio controlada, realizada
por Prengle de Charlote, Vermont (Smith, 1949).

O departamento Americano de Agricultura em 1910, assumiu o melhoramento
da batata com o objetivo de buscar novas variedades resistentes a requeima. Porém, alguns
anos mais tarde com o aparecimento de doengas virdticas como: virus PLRV (enrolamento da
folha), PVX e PVY, percebeu-se logo que a ocoméncia difusa em larga escala dessas doengas
eram fatores mais agravantes a cultura e poderiam ser controlados com o melhoramento
genético através de produgdio de cultivares mais resistentes (Smith, 1949; Houghland et al.,
1958 e Furumoto et al., 1983).

Nos anos 40, iniciou-se o melhoramento genético de batata no Brasil em Pelotas
- RS e Campinas- SP, com a produgao de varias cultivares, dentre estas a ‘Baronesa’, obtida
no programa de melhoramento do Rio Grande do Sul e a ‘Aracy’ em S3o Paulo, que,
resolveram em parte os problemas da cultura, por apresentarem certa resisténcia a requeima e

uma resisténcia intermedidria ao virus PLRV (Costa, 1988 e Costa et al., 1989).

2.2.2 Bases genéticas dos métodos alternativos para o melhoramento da batata.

A batata cultivada Solanum tuberosum L. é uma espécie autotetrapléide com 4
genomas idénticos ou quase, e portanto, portadora de heranga tetrassémica. Além disso,

devido a sua propraga¢do assexuada, erosdo genética e isolamento geografico aos quais a
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espécie foi submetida no século passado, possui pouca variabilidade e estreita base genética.
Diante do exposto, 0 melhoramento de batata tetrapldide é conduzido de modo diferente das
espécies diploides propagadas via semente (Lunden, 1960; Chase, 1964; Hawkes, 1978:
Iwanaga e Peloquin, 1982; Gottschalk, 1984; Ortiz e Peloquin, 1993).

Em 1958, Hougas e Peloquin sugeriram o uso de individuos hapldides
(dihapl6ides) de Solanum tuberosum L., nos programas de melhoramento. O uso de
dihapléides de batata, representa uma possibilidade inicial para romper as dificuldades no
estudo da heranga genética de um autopolipéide, a ser superado no melhoramento.

Com a descoberta de que os dihapldides se cruzam prontamente com outras
espécies de Solanum cultivadas ou néo, Chase (1963) propbs um método de melhoramento
analitico para batata. De acordo com esse esquema, 3 diferentes estagios foram propostos: a)
haploidizagéo do tetrapldide: b) melhoramento ao nivel dipldide; c) restauracdo do nivel
tetraploide. A transformagdo do tetrapléide em dihapléide ndo é suficiente para a introducao
de novos alelos na populagéio, sendo necessario cruza-lo com outras fontes de germoplasma
(Maris, 1990 e Waara, 1991).

O hibrido gerado, tendo como genitor uma espécie selvagem tras consigo
muitos caracteres indesejaveis, e por isso, & necessario ser retrocruzado com a espécie
cultivada, visando a eliminagdo desses caracteres.Contudo, este retrocruzamento envolve
individuos com diferentes ploidias (4x x 2x), podendo gerar progénies com niveis de ploidia
indesejados (Lange e Wagenvooet, 1973). Hanneman e Peloquin (1968) obtiveram uma
progénie de cruzamento interespecifico com 91,9% de individuos tetrapléides (4x), 7,6% de
triploides (3x) e 0,6% de dipléides (2x).

O problema das ploidias indesejaveis pode ser contomnado com a descoberta
de que o hibrido dipléide produz gametas 2n através de mutantes meioticos, levando a
formagéo de progénie tetrapldide, oferecendo uma oportunidade para aumentar a diversidade

genética, multialelismo, e consequentemente a produgdo de tubérculos, (Mok e Peloquin,



1972). Os gametas 2n em um cruzamento 4x X 2x transmitem quase 80% da heterozigose
do parental 2x para a progénie 4x juntamente com uma grande fragdo de epistasia
(Peloquin,”1983; Douches e Quiros, 1987, citado por Darmo e Peloquin, 1991: Concilio e
Peloquin, 1991).

Segundo Mendiburu e Peloquin (1976), o esquema de melhoramento 4x x 2x
denominado poliploidizagio sexual unilateral, com a produgdo de DT"s (diplandrdides
tetrapléides) tem se mostrado eficiente, pois a utilizagdo de germoplasma selvagem permite a
introdugdio da diversidade genética dentro do pool génico de Tuberosum, além de promover
interages alélicas necessarias para a obtencdio de alto vigor e produtividade na progénie
(Congilic e Peloquin, 1991).

A manipuilagdio com plantas polipléides tem sido uma ferramenta util para o
melhorista de batata. lwanaga e Ortiz (1988), avaliando familias provenientes de cruzamento
4x x 2x e 4x x 4x, constataram que somente a familia 4x x 2x foi mais estavel em
condicGes ambientais adversas. Ortiz, Iwanaga e Peloquin (1994), verificaram que o uso de
espécies selvagens tem contribuido em varios aspectos para melhorar a performance da
batata cuitivada.

O pareamento heterogenético neste caso é um requisito fundamental. Sing et al.
(1989) fomecem evidéncias de pareamento heterogenético no nivel dipléide, inferindo que
diferentes genomas trocam material genético livvemente, tomando como prova o
comportamento citologico nofmal dos cromossomos e a fertiidade do hibrido. Esse
comportamento explica também a alta fertilidade do pélen e o vigor encontrado em hibridos
haploides de tuberosum de espécies selvagens (Mendiburu et al. 1974, citado por Concilio

1992).
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2.3 Métodos de caracterizagio do nivel de ploidia

2.3.1 Método citogenético

A contagem do numero de cromossomos em metafases mitéticas em pontas de
raizes € o método mais utilizado para identificagdo do numero de cromossomos em progénies
obtidas de cruzamento com espécies que apresentam variagbes no nivel de ploidia. Variagdes
nos niveis de ploidia foram identificadas com seguranca através da andlise citogenética em
diversas plantas como: beterraba (Kloen e Speckmann, 1954; Dudley, 1958); melancia
(Medina, Prado e Mendes, 1958); alfafa (Clement e Lehman, 1962); centeio (Speckmann, Post
e Dijkstra, 1965); repolho (Speckmann, Dijkstra e Ten Kate, 1967); Hoedeum Vulgare (Lange,
1971). beringela (Medina et al., 1972); Bromus inermis (Geok-Young e Dunn, 1973); batata-
doce (Orjeda, Freyre e Ilwanaga, 1990); Solanum aethiopicum (Anaso, 1991); batata
(Koopmans e Van Der Burqg, 1952; Hersen e De Boer, 1971; Mok, Lee e Peloquin, 1974; Karp
et al.,, 1982; Sing, Salmini e Uhrig,1989; Preiszner, et al. 1991, Ciulow et al., 1991; Chien-An
Liu e Douches, 1993). Apesar de ser um método seguro, ndo oferece garantias quanto a
hibridacéo. Além disso, é laborioso e demorado, oferecendo desvantagens quando se trata de

analises em grande numero de plantas (Pehu et al., 1887).

2.3.2 Método citoanatémico e morfolégico

Outro método usado para a identificagiio do nivel de ploidia de hibridos é a

caracterizagéo citoanatomica e morfologica. Caracteristicas tais como comprimento e didmetro

de folhas, pétalas e estames; numero de -cloroplastideos nas células-estomaticas,
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comprimento e nimero de estdmatos, na face adaxial e abaxial da epiderme das folhas tem
sido utilizadas (Pehu et al., 1987).

O nivel de ploidia de hibridos de Solanum também pode ser determinado
através da mensuragéio dos gréos-de-pélen, que permite verificar a ocoméncia de pblens n e
2n (Quinn, Mok e Peloquin, 1974; Bamberg e Hanneman, 1991).

Em batata, assim como, em muitas plantas polipléides, ha uma correlagdo entre
o nivel de ploidia e caracteristicas morfolégicas. Tais correlagdes tem sido demonstradas por
Hermsen (1866); Hermsen e Boer (1971); Fassuliotis (1977); Pehu et al. (1987) e Concilio
(1992) em batata; Kloen e Speckmann (1954), Mochizuki e Sueoka (1955) e Dudley (1958),
em beterraba; Shearman e Beard (1972) em Agrostis, Binghan (1968) e Colen e Dobrenz
(1970) em alfafa; Lleras e Medri (1978) em Hevea brasiliensis, Hell (1979) e Kerbauy (1981)
em Nicotiana Tabacum; Speckmann, Post e Dijkstra (1965), em centeio, Santos e Handro
(1982) em petunia. Portanto a associaciio entre o nivel de ploidia e caracteristicas
morfologicas pode auxiliar na separag¢do de plantas polipléides, principalmente porque essas
caracteristicas estdo relacionadas com o aumento do tamanho das células ou estruturas
inteiras, como resultado de poliploidizagdo (Eigsti e Dustin, 1955: Nistch, 1969; Sree Ramulu et
al, 1976 e Fassuliotis, 1977). Essa variabilidade morfogenética é devido a alteragbes
quantitativas no conjunto de cromossomos e ndo de mutagdes génicas (Buatti, 1955, citado
por Santos e Handro, 1982).

As analises morfologicas sdo métodos faceis e rapidos para a avaliagdo da
ploidia e permitem estimativas de correla¢es estatisticas, oferecendo seguranga na sua
identificacdo (Pehu et al.,1987).

No entanto, de acordo com Desborough e Peloquin (1968), caracteristicas
analisadas através dessa metodologia podem sofrer influéncias do meio ambiente, tais como
deficiéncia de nutrientes no solo, stress hidrico, que podem interferir nas analises dos

resultados.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condugdo do experimento

O experimento foi instalado em condigdes de telado com fotoperiodo de 16
horas no Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) em 1994.
O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com trés repeticdes sendo

cada parcela representada por um vaso contendo uma planta.

3.2 Material genético

Foram avaliados 53 clones supostamente hibridos, obtidos do cruzamento entre
S. Tuberosum L. X (S. Tuberosum L. X S. Chacoense Bitt.). Da espécie S. Tuberosum L.
(4x) empregou-se o clone “Br 63.65" originario dos Estados Unidos e a cultivar nacional
‘Aracy’. Como representante do hibrido interespecifico (2x) (S. Tuberosum L. X S. Chacoense
Bitt.) utilizou-se os clones 26.5 e 23 obtidos por Cunha (1992), sendo que do cruzamento ‘Br
63.65' (4x) x clone 26.5 (2x) obteve-se 15 clones; ‘Aracy’ (4x) x clone 26.5 (2x) obteve-se 23
clones e ‘Br 63.65' (4x) x clone 23 (2x) obteve-se 15 clones. Para efeitos comparativos foram

incluidos 4 clones diploides (nimeros 47,91, 115 e 116), obtidos por Morais (1994).
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3.3 Anélise citogenética

A caracterizagdo citogenética foi feita através da contagem do numero de
cromossomos em metafases micoticas encontradas na regido meristematica de pontas de
raizes originadas de tubérculos enraizados em agua.

Para obtencdo de metafases colchicinicas varias amostras de raizes foram
coletadas entre 9:30 as 11:00 horas, determinadas através de testes preliminares, tratadas
com hidroxiquinoleina 0,029% a temperatura ambiente e fixadas em Camoy (uma parte de
acido acético para trés partes de alcool etilico absoluto), onde permaneciam por um periodo de
12 horas. Apos a fixagdo, as raizes foram armazenadas em &lcool 70%, na geladeira, até o
uso. Apds tratamento hopoténico e hidrélise em HCL 1N a 60° C, por 10 minutos, as raizes
foram esmagadas em acido acético 45%. A coloragdo foi feita com Giemsa 2% em tampéo
fosfato, pH 6,8. Foram avaliadas no minimo duas laminas por clone e trés metafases por
lamina, em microscépio Carl Zeiss modelo Janamed 2, a um aumento total de 1000x.

As fotomicrografias dos cromossomos foram feitas utilizando-se filme

Kodachrome Kodak 64 ASA.

3.4. Anélise citoanatémica

As avaliagdes citoanatdmicas envolveram caracteristicas de folha e dos grdos-

de-polen.

As folhas foram coletadas 10 dias apds o inicio do florescimento fixadas e

armazenadas em alccol 70%.
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As avaliagbes foram feitas de amostras obtidas nas duas faces da epiderme, na
regido mediana dos primeiros e segundos pares de foliolo e do foliolo terminal. As amostras
foram coradas com solugdo de nitrato de prata a 1% de acordo com Molish (1918),citado por
Butterfass (1959).

Para a analise dos graos-de-pdlen as anteras foram coletadas trés dias apés a
abertura das flores e amazenadas em alcool a 70% em geladeira até a sua utilizagio. A
coloragio foi feita com Cammim Acético a 2% e as amostras foram constituidas de
aproximadamente 200 gréos-de-pdlen.

As caracteristicas avaliadas foram:

1. numero de cloroplastideos nas células-estomaticas nas faces adaxial e abaxial da
epiderme, sendo avaliados 10 estdmatos por clone;

2. didmetro polar dos estdmatos, sendo medidos 10 por clone, com auxilio da ocular OSM 0,5
a um aumento total de 400x;

3. nimero de estdmatos por mm? contados com o auxilio do microscopio Olimpus, com o
auxilio de camara clara, com um aumento total de 400x, considerando cinco (5) campos por
clone.

4. diametro dos grios-de-pdlen, avaliado em trés anteras obtidas de trés flores por repeticao,
sendo o diametro medido através do ahxilio da ocular OSM 0,5 a um aumento total de 400x.

A contagem do numero de cloroplastideos, a medigio dos estomatos e o

didmetro dos gréos-de-pélen foram éfetuados em microscopio Carl Zeiss modelo Janemad 2.
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3.5. Anélise morfolégica

As caracteristicas morfologicas listadas a seguir, foram analisadas 10 dias apos
ao inicio do florescimento de cada planta.
1. Comprimento e largura (mm) dos foliolos - foram medidos trés foliolos por planta, sendo
usado o foliolo terminal e o primeiro e segundo pares de foliolos primérios, na regido mediana
da planta.
2. Comprimento e largura (mm) da pétala - foi medida a parte livre da pétala de trés flores por
planta.
3. Comprimento e diametro (mm) da antera - foi medida uma antera a partir de trés flores por

planta.

3.6. Anilise estatistica das caracteristicas citoanatémicas e morfolégicas.

Andlises de varidncia foram efetuadas para todos os caracteres, de acordo com
seguinte modelo estatistico:
Yy=m+ci+ b+ eg
Y;; : observagdo do clone i no bloco j;
m: média geral do carater;
¢i: efeitodoclonei;i=1,23,...60;
b;: efeito do bloco j; j= 1,2,3.

Eg) . efeito do erro experimental, associado a observagdo Y
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Posteriormente, foi efetuada a analise conjunta da varidncia para as
caracteristicas citoanatdmicas estudadas e para os 60 clones, nas duas faces da epiderme,
com base no modelo estatistico:

Yija = M + C;+ Py + pew + € yy
Yy : observacdo do clone i no bloco j na ploidia k na epiderme 1;
m : média geral do carater:;
bi: efeito do bloco i; i = 1,2,3;
¢; : efeito do clone j; j= 1,2,3,...60
p«: efeito da ploidia k; k= 1,2,3;
Peu : efeito da interagdo do clone j com ploidia k com epiderme 1;

egw) - efeito do erro experimental, associado a observagéo Y



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise citogenética

Através da contagem do niimero de cromossomos, dos 53 clones analisados 51
(96,2%) foram tetraploides (2n = 4x = 48) e apenas dois (3,8%) tripléides, sendo um oriundo do
cruzamento de BR 63.65 x 26.5, e o0 outro descendente de ‘Aracy’ x 26.5 (Figura 1). Nenhuma

planta dipldide foi encontrada.

Figura 1: Numero de cromossomas da batata (A) tetrapléide, (B) tripléide. Aumento total: 1472x. UFLA, 1985

Hanneman e Peloquin (1968), analisando descendentes de cruzamento 4x x 2x
obtiveram 91,9% de tetrapldides, 7,6% de tripldides e 0,6% de dipldides. De acordo com os
autores, existe algumas indicagdes de que a frequéncia da variacéo do nivel de ploidia se da de

acordo com a cultivar e o hibrido dipléide usado, bem como com a direcéo do cruzamento.
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4.2 Analise citoanatémica

4.2.1 Caracteristicas anatémicas da folha

O resumo das andlises de variancia para as caracteristicas citoanatomicas da
folha & apresentado no Quadro 1. Observou-se diferengas significativas entre os clones a nivel

de 1% de probabilidade para todas as caracteristicas analisadas.

QUADRO | - Resumo das andlises de variancia para numero de cloroplastideo por célula-estomatica , diametro

polar (um ) nimero de estdmatos por mm>2. UFLA, 1995.

FV GL Numero de Diametro Numero de
cloroplastideos polar estdmatos
Bloco 2 0,55 11,97 1404,30
Clones(C) (59) 21,65 21,23 10071,60**
Ploidia 2 417,15* 373,93* 174953,84"
Entre Tetra 52 8,36* 9,25" 4398,13"
Entre Tri 1 0,80 5,99" 159,87™
Entre Di 4 1,98™ 4,35™ 3863,53**
Epiderme (E) 1 357,40 48 44* 3883794,81**
CXE (59) 5,96* 4,90 5614,85**
PXE 2 30,63* 5,99" 81776,28**
Entre TetraXE 52 5,49* 5,44** 1906,29*
Entre Tri X E 1 0,79™ 0,17™ 6.40™
Entre Di X E 4 0,97™ 0,19"™ 17149,79*
Ermo 238 2,61 272 662,93
CV (%) 10,96 5,06 14,46

** F, significativo 2 1% de propabilidade para todas as caracteriticas.
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Diferengas altamente significativas foram observadas entre os clones para os
trés caracteres. A soma de quadrados entre os clones foi entdo desdobrada entre ploidias e
entre clones dentro de cada nivel de ploidia. Diferengas entre ploidias foi observada para
todos os caracteres. Para o nimero de cloroplastideos por célula-estomatica os clones
diploides foram bem inferiores aos clones triploides e tetrapldides, os quais ndo mostraram
diferencas entre si (Quadro 2 e Figura 2 ). Quanto ao diametro polar e nimero de estomatos
por area detectou-se que os dipldides apresentaram um grande numero de estomatos de
pequeno tamanho (Quadro 2 e figura 3), enquanto que os tripldides apresentaram um menor
numero de estématos grandes. Os tetrapléides foram intermediarios para os dois caracteres

(Quadro 2).



A B C

Figura 2: Cloroplastos nas células estomaticas de diferentes ploidias. A - tetratpldide; B - tripldide e C - dipldide.

Aumento total: 588,8 x. UFLA, 1995

QUADRO 2 Média do numero de cloroplastideos por célula estomatica didmetro polar (um) e

nimero de estémato por unidade de area (mm?). UFLA, 1995.

Ploidia Numero de Tamanho de Numero de estomatos
cloroplastos estdmatos
Diploide 9,70 b 2790 c 287.57 a
Triploide 15,81a 34,98 a 129.70 ¢
Tetraploide 15.16 a 3271 b 170,37 b

Médias seguidas por letras distintas, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste

de Tukey.



=
Figura 3: Estomatos da face abaxial da epiderme de folhas de clones de batata: A - tetraploide; B - triploide e

C - dipléide. Aumento total: 1178x. UFLA,1995.

Estes resultados mostram que é relativamente facil distinguir os clones dipldides
dos demais, utilizando as caracteristicas anatémicas da folha. Contudo, a identificacao de
clones tetraploides e tripldides € praticamente impossivel. Apesar de terem sido detectadas
diferencas entre estes niveis de ploidia para tamanho e nimero de estématos (Quadro 2),
observou-se grande variagao entre os clones tetraploides sendo que as amplitudes das medias

destes clones envolveram os valores médios dos clones tripldides (Quadro 3).
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QUADRO 4 - Médias do numero de cloroplastideos por células estomaticas, didmetro polar

(um) e numero de estdmatos (mm?) das faces adaxial e abaxial da epiderme.

UFLA,1995.
Face Adaxial Face Abaxial

Ploidia Numero de Didmetro Polar  Numero de Numero de Diametro Polar Namero de

Cloroplastideos  dos Estématos  Estdmatos  Cloroplastideos  dos Estomatos Eslomatos
Diploide 9,34 27,83 105,89 10,05 27,97 451,24
Tripléide 16,54 36,21 58,40 15,07 33,74 200,99
Tetrapléide 16,29 33,34 71,77 14,03 32,07 268,97
Média 15,72 32,98 74,17 13,73 31,78 281,89
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QUADRO 5 - Média das faces adaxial e abaxial da epiderme para 0 nimero de cloroplatideos

por célula estomatica, didmetro polar (um) e niumero de estdmatos por unidade
de area (mm?). UFLA, 1995.

Progénie Dipléide
Face Adadal Face Abaxal
Clone Ne Diametro Polar Numero de N® Diametro Polar Nomero de
Cloroplastideos  dos Estdmatos Estomatos Cloroplastideos  dos EstOmatos Estomatos
§6-265 9,75 28,04 154,76 9,18 2756 31341
57-47 8,74 28,66 106,09 9,68 28,99 450,41
S8-91 9,68 27,49 90,52 1022 27,00 484,72
59-115 10,07 28,29 86,62 11,08 28,27 9737
60-116 8,46 26,60 91,4 10,06 28,02 501,26
Média Geral 9,34 2783 106,89 1005 2797 451,24
CV (%) 9,86 281 1644 12,94 355 7.52
Progénie Tripiide
Face Adaxial Face Abaxial
Clone N Didmetro Polar Namero de N Diametro Potar Namero de
Cloroplastideos  dos Estématos Estomatos Cloroplastideos  dos Estdmatos Estomatos
54-05 16,54 335,39 5548 15,58 R3,15 196,61
S5-36 1654 3704 61,32 1456 34,20 20537
Média Geral 1654 38,21 58,40 15,06 33,74 200,99
CV (%) 1583 3,60 18,71 3,61 207 309
Progeénie Tetrapidide
Face Adaxial Face Abaxial
Clone N Di2metro Polar Nimero de N® Diametro Polar Namero de
Cloroplastideos  dos Estématos Estdématos Cloroplastideos  dos Estématos Estomatos
1-02 14,88 334 7592 1296 0,58 276,42
2-03 14,46 33,85 64,24 16,7 3217 280,14
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Quadro 5 cont...

304 16,75 34,20 56,45 16,46 33,82 196,61

406 17,33 36,56 $8,40 14,79 34,81 202,45
5-07 15,04 32,46 80,72 13,06 30,08 28518
6-11 16,72 30,89 76,89 12,86 30,98 290,05
7-12 18,02 30,51 87,60 1204 32,44 324,12
8-14 1631 30,71 79,81 1253 0,64 360,13
9-18 1551 28,62 65,21 11,65 32,74 230,68
10-20 1422 3.3 7592 14,18 32,66 264,74
11-21 19,80 3,94 5188 14,88 32,32 2192
12-24 18,11 B9 79,84 1212 N9 290,05
13-25 16,38 34,63 49,64 11,51 354 189,80
14-26 16,95 34,72 82,73 14,75 391 24625
15-29 14,72 30,78 88,57 12,44 33,82 276,42
16-30 15,97 0,490 7202 14,00 34,90 232,62
17-3 1407 34,62 69,10 13,32 3,07 268,15
18-38 15,81 37 65,21 1292 32,99 204,90
19-40 14,67 32,26 9431 13,77 31,27 315,36
20-41 17,20 3,22 60,34 12,42 33,27 2581

21-43 14,70 34,19 68,13 12,51 33,54 297,84
22-45 16,31 34,7 $450 12,61 3,05 265,72
23-46 1496 R ) 87,60 12,54 2,48 301,73
24-47 15,38 35,16 51,58 13,06 33,78 269,61

5-4 16,90 3452 81,76 1486 32,08 262,80
26-49 15,14 30,70 88,57 1,14 31,3 337,74
27-51 17,24 34,57 63,26 15,68 32,05 311,41

28-53 16,89 32,01 72,02 12,37 3,38 28421

29-54 17,51 31,63 91,49 14,26 31,98 206,86
30-56 1551 32,14 68,13 15,74 31,79 290,05
3N-57 16,39 3447 80,78 15,68 31,86 271,56
32-58 1656 34,11 7592 13,57 32,44 251,12

cont...
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QUADRO 5 Cont...

-9 16,36 30,64 57,16 13,57 31,81 344,56
34.60 16,75 32,75 79,81 1536 2R3 27156
%561 17,09 3466 64,24 16,49 05 228,73
36-65 16,15 31,08 81,49 17,20 3,62 335,80
37-67 18,14 3489 5256 16,00 33,87 200,26
38-68 16,47 2,71 84,68 1317 32,70 31633
.70 17,32 .27 60,34 11,40 »25 17714
©-71 17,72 »,78 67,16 16,10 3,76 2192
a-72 17.72 33,90 7002 1403 3,65 263,77
2-73 1759 287 8052 1428 3280 31925
©s-76 18,13 3486 9,10 14,11 3483 24528
44.78 14,15 ;3,82 4380 14,83 .7 208,29
£5-80 1553 20,42 61,32 1498 30,40 265,72
4%6-82 17,10 34,14 59,37 1731 34,11 283,24
a7-8 18,08 2031 6034 15,60 30,27 261,82
45-86 1853 3473 54,50 15,75 34,73 218,02
4-88 159 2,10 84,41 13,77 2,10 324,12
50-96 16,60 300 6521 1396 3609 25598
51- 100 15.85 3497 7494 1217 3496 260,61
52- Br63.65 1325 3451 87,33 14,75 3451 333,65
53 - ‘Aracy 1256 U5 7484 1328 3452 206,60
Média 16,29 2,34 L TNT 14,03 32,07 26897
oV (%) 10,15 550 1613 11,41 406 1292

Najcevska e Speckmann (1968) analisando plantas polipléides como o trevo
vermelho e branco, através da contagem do nimero de cloroplastideos nas célula estomatica
encontraram diferengas significativas, podendo agrupar as plantas de acordo com seus niveis
de ploidia.

Os resultados de pesquisas com beterraba realizadas por Dudiey (1958),

quando comparados com os resultados dos pesquisadores Mochizuki e Sueoka (1955),
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proporcionaram evidéncias bastante convincentes de que o numero de cloroplastideos por
célula estomética constitui um método exato de selecdio com grande nuimero de plantas para
diferenciar niveis de ploidia.

Omrod e Renney (1968); Colen e Doubrenz (1970), verificaram que em
algumas espécies como milho, feijdo, abébora e tomate, o0 numero de estomatos por unidade
de area na superficie adaxial da folha foi maior que na superficie abaxial, porém em
investigagdes com ervas daninhas, 57% das plantas analisadas apresentaram maior nimero
de estdmatos na superficie abaxial.

Rosen, 1950; Niiesch (1966) e Bingham (1968), avaliando didmetro polar de
estdmatos e numero de estdmatos por unidade de area em plantas de trevo e alfafa, indicaram
que esses critérios s&o incertos para a caracterizagiio de tetrapldides. Os autores concluiram
ainda que a determinagdo do comprimento de estdmatos requer medidas tediosas e
consomem muito tempo. Esse mesmo fato também foi detectado neste trabalho, reforgcando a
indicac@o desses pesquisadores. Ha evidéncias também de que o estagio de desenvolvimento
da planta e condicGes ambientais tais como, baixa temperatura e variagdo da intensidade de
luz e baixa fertilidade, afetam drasticamente o numero de estomatos por unidade de area
(Peufound, 1931; Cain, 1940; Cooper e Qualls, 1968 e Geok-Young Tan e Dunn, 1973).

Os resultados obtidos neste trabalho e a influéncia do ambiente sobre as
caracteristica citoanatdmicas permitem sugerir que esses métodos ndo sdo seguros para esse
tipo de avaliag@io. No entanto, a avaliagdo do numero de estdmatos por unidade de area é
rapida e suficiente quando se deseja avaliar um grande numero de individuos e somente
separar os diploides da demais ploidias. O método citogenético seria o mais indidcado para,
com seguranga, discriminar as diferentes ploidias.

Embora as andlises estatisticas para o nimero de cloroplastideo por célula
estomatica, indiquem disting&o dos niveis de ploidia, a distribuigdo espacial das médias neste

trabalho possibilitam visualizagdo dos intervalos que agrupam plantas dipléides, tripldides e
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tetrapldides, principalmente na face abaxial da epiderme (Quadro 4). Dessa maneira, pode ser
mais vantajoso e rdpido utilizar comparagdes de médias para separar populagbes com
diferencas nos niveis de ploidia, com relagdo a esta caracteristica.

Bingham (1968) através dessas mesmas analises para identificar diferengas de
nivel de ploidia em alfafa, constatou também que os valores de técnicas citoanatdmicas para

triagens répidas sdo perdidos ao utilizar analises estatisticas para estabelecer diferencgas.

4.2.2 Diametro dos Grios de Pélen

O didmetro do gréo-de-pdlen serve como critério para a avaliagdo do nivel de
ploidia do gameta (Yerk e Peloquin, 1989; Orjeda, Freyre e Iwanaga, 1990; Bamberg e
Hanneman.1991). Para a avaliagio do pélen 2n e n, sdo feitas mensuragdes dos didmetros
dos gréos-de-pélen considerando 2n os que apresentarem valores entre 26-33 pm e n aqueles
com valores entre 18-23 um (Quinn, Mok e Peloquin, 1974).

O Quadro 6 apresenta as médias dos grdos-de-pélen dos 60 clones avaliados.
As plantas que apresentaram média de 22,5 pum foram classificadas como dipldides, as
tripldides com 31,1 um e as tetrapléides com 29,8 pum. Desse modo as plantas diploides
puderam ser faciimente separadas, contudo, toma-se dificil diferenciar plantas tripldides de
tetrapldides devido & sobreposigdo de médias (Figura 4).

Bamberg e Hanneman (1991) caracterizando nivel de ploidia em espécies de
Solanum através do diametro do pélen, identificaram mais de 90% das amostras analisadas.
Os autores indicaram que o método é muito seguro para distinguir plantas dipléides de

tetraploides.
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QUADRO 6 - Diémetro médios dos gréos-de-pélen (um) nos diferentes niveis de ploidia. UFLA,

1995.
Tetrapléide
Clone Diametro (um) Clone Diametro (um)
02 27,29 52 28,92
03 29,16 53 29,86
04 28,22 54 28,92
06 29,16 56 27,99
07 28,22 57 29,39
" 28,92 58 27,76
12 30,32 59 27,29
14 27,99 60 27,52
18 27,99 61 27,29
20 26,59 65 29,16
21 28,46 67 27,52
24 29,86 68 28,92
25 29,39 70 28,92
26 28,69 71 27,76
29 28,69 72 29,16
30 30,79 73 31,26
31 28,46 76 28,92
38 27,76 78 27,52
40 28,69 80 27,06
41 27,99 82 27,76
43 27,52 83 27,76
45 29,16 86 28,92
46 30,56 88 29,39
47 34,06 96 31,86
48 29,62 100 27,52
49 32,42 Br63.65 28,92
50 28,69 'Aracy’ 26,59
51 29,86 Média Geral 29,82

cont...
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QUADRO 6 Cont...
Tripldide Dipléide
Clone Diametro (um) Clone Diametro (um)
05 32,39 26.5 22,39
36 29,86 47 23,79
91 21,69
115 23,09
116 21,69
Média Geral 31,12 Média Geral 22,53




C
Figura 4: Graos de polen de batata: A - tetraploide; B - tripldide e C - dipléide. Aumento total: 1472x. UFLA, 1995.

Abegg (1942) e Savitisk (1952) avaliando o nivel de ploidia em beterraba,
afirmaram ser um critério confiavel para identificagéo de polipldides. Os autores consideraram
ainda, que o didmetro do pdlen é mais satisfatorio que o didmetro polar dos estématos, pois o
diametro do pdlen indicaria ainda o tipo de progénie a ser produzida por uma planta. Kloem e
Speckmann (1954), analisando o nivel de ploidia em beterraba, abandonaram o uso das
andlises dos estématos e polen devido a impossibilidade de distincdo entre triploide e
tetraploides com base nas medidas e na dificuldade de se obter pdlen equivalente de varias
plantas.

Medina et.al.,(1972); Orjeda, Freyre e lwanaga, (1990); Bamberg e Hanneman

(1991) ao contrario, tem recomendado esse método de selecéo para identificar diferengcas em
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niveis de ploidia, quando se deseja a determinagdo de genédtipos duvidosos em populagdes

numerosas, por ser um meétodo rapido.

4.3 Andlise morfolégica

O resumo das andlises de varidncia para as caracteristicas morfolégicas esta
apresentado no Quadro 7. Com excegdo do comprimento da pétala, todos os demais
caracteres apresentaram significancia para os niveis de ploidia, indicando possibilidade na
discriminacdo dos clones dipléides, tripldides e tetrapldides com base nestes caracteres
morfolégicos. Contudo diferengas significativas foram observadas também entre os clones
com mesma ploidia, principalmente entre os tetrapléides, presentes em maior nimero. Para a
maioria dos caracteres a variagdo entre os clones tetrapléides foi muito ampla, envolvendo as
médias das demais ploidias e impossibilitando sua identificagdo precisa. Porém, para a largura
do primeiro e segundo pares de foliolos e para o diametro da antera, ndo houve variagdo
entre clones de mesma ploidia (Quadro 7). Os clones dipldides apresentaram foliolos mais
estreitos que os clones das outras ploidias (Quadro 8) podendo ser facilmente discriminado.
No entanto, as diferencas entre clones tripldides e tetraploides ndo foram significativas,
indicando que a largura dos foliolos n&o & um critério confiavel para identifica-los (Quadro 7),
embora houvesse uma tendéncia dos clones tripldides apresentarem foliolo de largura
intermediaria entre tetrapldide & dipldides. Narayanaswamy e Chandy (1971) e Santos e
Handro (1982), a partir de analises com os mesmos caracteres morfolégicos em Datura e
Petunia, demonstraram que as caracteristicas florais tiveram melhor capacidade
discriminatoria do que os foliolos. Pehu et al., (1987), a partir das mesmas analises com
pétalas de batata derivada de cultura de antera, concluiram que caracteristicas como
comprimento da antera, nimero de cloroplastideos por célula estométicas, e largura do foliolo

e da corola, foram mais efetivos para diferenciar os niveis de ploidia. Concilio (1992),
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caracterizando progénie hapldide de batata, extraida de uma populagdo tetrapléide, também
utilizou as mesmas caracteristicas e através de analise discriminante concluiu que, o numero
de cloroplastideos por célula estomatica e a largura da antera foram as principais variaveis
discriminantes. Esses caracteres taxondmicos sdo alguns dos mais frequentemente usados

para classificar diferentes espécies e plantas por morfologia e tipo ou ploidia.



QUADRO 7 - Resumo das andliscs dc varidncias para as caracteristicas morfologicas. UFLA, 1995.

QM.
Pétala Antera 1° par Foliolos 2° par Foliolos Foliolo terminal
F.V. GL Comp. Larg. Comp. Diam. Comp. Larg. Comp. Larg. Comp. Larg.
Clones (59) 709" 727" 044™ 007 39630**  166.53** 51465 1731 s8221™* 20045
Ploidia 2 570°  5434% 198" 067" 4007,20** 3544.06** 452374**  3412,75** 339688%*° 348096
Entre tetra 52 687"  563** 038" 005 261,69** 4598 35888 5000  47063*" 92,03**
Entre tri 1 5.10 3,89 0.17 0,12 199,52 0,37 634,48 16,66 35,04 152,00
Entre di 4 11,04 578 0,57 0,06 389,80 86,54 505,14 7578 762,24 114,55
Erro 117 2,62 2,70 0.20 0.04 107,36 38,70 197,77 50,85 17131 46,21
C.V. (%) 7,65 9.17 6.13 8,43 12,57 14,82 16,39 14,82 12,71 12,13

** F, significativo a 1% dc probabilidade.



QUADRO 8 - Médias (mm) das caracteristicas morfolégicas entre as plantas dipléides, tripléides e tetrapléides. UFLA, 1995.

Varidveis
Pétala Antera 1° par Folfolos 2° par Foliolos Foliolo terminal
Ploidia Comp. Larg. Comp. Diam. Comp. Larg. Comp. Larg. Comp. Larg.
Tetrapléide 21.20a 18,16 a 7,26 a 2.30a 84.60 a 49,52 a 88,18 a 50,19 a 105,02 a 5808 a
Tripléide 2190a 17.75a 7,17a 233a 79.57 ab 43,18a 8102a 4397 a 99.12a 52,60 a
Dipléide 2044 a 15352 6,73 a 1.99a 60,49 b 26,96 b 62,69 a 2805 b 8291a 3560 b

Médias seguidas por letras distintas, diferem cntre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.



5. CONCLUSOES

A andlise citogenética & o Gnico método seguro para caracterizar e agrupar
clones de diferentes ploidias.

Na analise citoanatdomica todos os caracteres permitiram distinguir os clones
diploides das demais ploidias, porém néo distinguem os tripldides dos tetraploides.

Entre as andlises citoanatomicas a mais eficiente e rapida foi a contagem de
estdmatos por unidade de area na face adaxial da epiderme.

Dos métodos morfologicos a largura do primeiro e segundo pares de foliolo
auxiia na caracterizagdo dos clones diploides, porém, ndo diferencia tripidides dos

tetraploides.
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RESUMO

VILA, Vilma Barretto, Verificagdo de hibridagdo em descendentes do cruzamento Solanum
tuberosum L. X [Solanum tuberosum L. X Solanum chacoense Bitt.] Lawas, UFLA, 1995.
76p. (Dissertagdo - Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)’

Os padrdes de esterase e proteina total em tubérculos de batata foram analisados
através de eletroforese em gel de poliacrilamida, com o objetivo de identificar a ocoméncia de
hibridacdo em 41 clones de batata, oriundos do cruzamento entre cultivares comerciais tetraploides
(2n = 4x = 48) ‘Aracy’ e ‘Br 63.65' usados como progenitores femininos e hibridos selvagens
dihapldides (2n = 2x = 24) como progenitores masculinos 26.5 e 23. As analises foram realizadas
no Laboratério de Biclogia Molecular do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo em Sete
Lagoas MG, 1995. N&o foram realizadas andlises eletroforéticas na progénie do cruzamento ‘Br
63.65' X 23, devido a falta de amostra do progenitor masculino. Do cruzamento entre ‘Aracy’ X 26.5
foi possivel identificar através da analise com isoenzimas esterase em 12 descendentes a presenca
de apenas uma banda, oito apteser‘ltaram duas bandas e cinco trés bandas. Descendentes do
cruzamento entre ‘Br 63.65' X 26.5, seis individuos apresentaram uma banda, sete com duas
bandas e trés com trés bandas. De acordo com a hipotese genética a interpretagdo dos géis
indicam que ha uma regigo de atividade (ou locus) o loco Est-1 que possui trés alelos (a, b, ¢) e

uma enzima ao manifestar padréo de duas ou trés bandas para o hibrido heterozigoto, comporta-

" Orientadora: Lisete Chamma Davide. Membros da banca: Maria das Gragas G. C,
Vieira, Manuel Losada Gavilanes



47

se como dimérica e os hibridos que apresentaram apenas uma banda constituem os homozigotos
indicando portanto a ccoméncia de hibridagdo. As andlises com proteina total neste trabalho
proporcionaram melhor identificagio dos hibridos devido ao grande numero de bandas
intermediarias apresentada nos descendentes, sugerindo que padrbes protéicos podem ser

especificos de cada individuo.



SUMMARY

VERIFICATION OF HYBRIDIZATION IN DESCENTS OF THE CROSS Solanum tuberosum L. x
[Solanum tuberosum L. x Solanum chacoense Bitt] LAVRAS, UFLA, 1995. 76p.

The pattems of both sterase and total protein in potato tubers were analysed through
polyacrilamide gel electrophoreses with the purpose of identifying the occumence of hybridization in
41 potato clones, coming from the cross between commerdial tetraployds cuiltivars (2n = 4x = 48)
‘Aracy’ and ‘Br 63.65' and used as female parents wild dihaploid bybrids (2n = 2x = 24) as male
parents 26.5 and 23. In the offspring of the cross ‘Br 63.65 X 23 were not undertaken
electrophoretical anlyses owing to the lack of samples from the male parent. From the cross
between ‘Aracy’ X 26.5 it was possible to identify through the analysis with isoenzyme esterase in
12 descents the presence of only a band, eight showed two bands and five three bands. Descents
from the cross between ‘Br 63.65' X 26.5, six individuals showed one band, seven with two bands
and three with three bands. According to the genetical hypothesis, the interpretation of the gels
peints out that there is an activity region (or loci), the locus Est-1 that possesses three aleles (a, b, c)
and an enzyme on displaying pattern of two or three bands for the heterozygous hybrid, it behaves

itself as a dymeric and hybrids showing only one band make up the homozygous denoting,
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therefore, occurrence of hybridization. The anlyses with total protein in this work fumished best
identification of hybride owing to the great number of intermediate bands shown in the descents,

suggesting that protein patems cam be specifical to each individual.



VERIFICAGAO DE HIBRIDAGAO EM DESCENDENTES DO CRUZAMENTO DE S. tuberosum

L.[S. tuberosum L . S. chacoense BiH].

INTRODUGAO

Na procura por aumento de produtividade e resisténcia a doengas melhoristas
de plantas tém obtido resuitados relevantes com diversas culturas, explorando recursos
biotecnolégicos e cruzamento interespecifico. Para a escolha de gendtipos excepcionais, tem
sido dada énfase as técnicas eletroforéticas de DNA, isoenzima e proteina total, o que
significa maior oportunidade de éxito na escolha de parentais com caracteristicas agronomicas
desejéveis em programas de melhoramento ( Cruz e Regazzi, 1994 ).

Entre os métodos bioquimicos, a eletroforese de proteinas e isoenzimas tem
sido bastante utilizada, pois a variagdo do padrdo de bandas proteicas reveladas pode ser
diretamente associada a variagé-o n&s genes que codificam as enzimas, (Gottlieb, 1987). Uma
vez que a analise dos padrées de bandas tem demonstrado segregagéo mendeliana simples,
permite relacionar o fenétipo diretamente ao gendtipo ( Scandalios, 1969; Brewer e Sing,
. 1970 ; Pasteur, Pasteur, Bonhome et al., 1988 ).

Pesquisadores tem utilizado técnica eletroforética de proteinas em conjunto com
isoenzima, para indetificagéo de cultivar e para detectar deferengas entre espécies e em

investigagdes sobre o relecionamento genético entre um hibrido e as espécies parentais,
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(Swartz, 1960, Johonson e Hall, 1965a; Desborough e Peloquin, 1966; Chu, 1967; Thurman et
al. 1967, West e Garber 1967 a; Hart e Bhatia 1967, Desborough e Peloquin 1968;
Desborough e Peloquin, 1969; Scandalios, 1969; Marsall e Allard, 1969; Smith, Hamill, Weaver
etal., 1970; Sheen, 1970; Conklin e Smith, 1971; Wemer e Sink, 1977; Martinez - Zapatter e
Oliver, 1984; Quiros e McHale, 1985: Douches e Quiros, 1987; Douches e Ludlam, 1991;
Groza e Kahn, 1991; Racusen e Racusen, 1991; Preiszmer, Fehére, Veisz et al. , 1991:
Hannapel, 1991; Bennett et al, 1991: Weghe, 1991; Viertz, 1992; Quillet, Vear e Branlard,
1992; Spooner, Douches e Contreras, 1992; Augustin e Costa, 1992; Ortiz et al, 1993; Chien-
An e Douches, 1993; Clulow, Wilkinson e Burch, 1993; Alves et. al., 1994; Junior et al., 1994).

Em batata o problema basico esta relacionado com as principais caracteristicas
genéticamente estudadas, até agora é a falta de equivaléncia entre fenétipo e gendétipo devido
as complicagGes introduzidas pela variaggo de herdabilidade, dominancia, epistasia e
pleiotropia. O estudo de isoenzimas evita todos esse problemas, permitindo as analises de
segregacGes complexas que podem ser esperadas no polipléide ( Martinez - Zapater e Oliver,
1985 ).

As analises eletroforéticas de varias enzimas em grupos de batatas, cultivadas
dipldide e tetrapléide, e em muitas espécies selvagens tem sido realizadas com sucesso
(Martinez - Zapater e Oliver 1984, citado por Martinez - Zapater e Oliver, 1985).

O objetivo desse trabalho foi verificar a ocomréncia de hibridagdo entre clones de
batata oriundas do esquema de melhoramento 4x x 2x, através de caracteres proteicos e

isoenzimaticos, para a identificagdo de associagoes hibridas promissoras a obtengdo de

segregantes superiores.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Eletroforese

Eletroforese é o movimento de particulas eletricamente carregadas em uma
solugdo de um campo elétrico. Smithies (1955), iniciou o uso de gel de amido na eletroforese
de isoenzimas. Os poros da matriz do gel sdo, aproximadamente, da mesma ordem de
magnitude que as moléculas da proteinas, o que provoca efeitos de fricgdo e peneiramento
molecular, fomecendo fracionamento da amostra protéica, sem interferir na mobilidade das
moléculas (Sargent e George, 1975, citados por Alfenas et al., 1991).

A eletroforese de isoenzimas comegou a ser utilizada como marcadores
bioquimicos a partir de 1957, quando Hunte e Moller desenvolveram técnicas usando as
propriedades cataliticas das enzimas para revelar sua presen¢a como métodos histoquimicos.
O termo isoenzimas foi introduzido em 1959, por Markert e Moller, para descrever as bandas
surgidas apds coloragdo histoqt.Jimi.ca, constituidas de forma moleculares multiplas de uma
mesma enzima que ocorrem em um mesmo organismo, com afinidade para um mesmo
substrato (Pasteur et al., 1988).

Separacéo eletroforética de proteinas e isoenzimas tem sido uma técnica
valiosa e amplamente usada em estudos quimiotaxondmicos, relacionamentos entre espécies,
verificag@o de hibridos e hibridos interespecificos visando confirmar hibridages dirigidas. Para

tanto faz-se as comparagbes dos padrbes isoenzimaticos dos progenitores e de seus
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descendentes, onde as bandas isoenzimaticas dos hibridos sdo referidas como resumo das
bandas derivadas dos progenitores, algumas das quais estdo ausentes, em adicdo ao
aparecimento de outras novas bandas (Brewer e Sing, 1970; Pasteur et al., 1988).

Os genes que codificam para isoenzimas existem na forma de um ou mais
alelos e geralmente possuem interagéo intralélica do tipo codominante, isto é, ambos alelos se
expressam no individuo heterozigoto. Entretanto, nem todos os alelos codificam para produtos
detectaveis no gel, sendo denominado de alelos nulos (Scandalios, 1969; Peirce e

Brewbarker, 1973 e Pasteur et al., 1988).

2.2, Caracteristicas isoenziméaticas em plantas

Scandalios (1966), foi o primeiro a relatar estudos genéticos da isoenzima
amilase em plantas com linhas endogamicas de Zea mays . Usando extrato de “seedlings”de
varias linhas endogamicas de milho com eletroforese em gel de amido, encontrou variantes
eletroforéticas muiltiplas para a amilase.

Em espécies do género Nicotiana, padrdes eletroforéticos foram analisados em
17 anfidipléides sintetizados e seus padrbes de bandas esterase e peroxidase foram
comparados com as de suas espécies parentais. Em tomo de 75% das bandas anfidipléides
mostraram a mesma mobilidade em um ou em ambos pais, enquanto que 25% foram novas
bandas (possivelmente hibridos). O nimero de bandas dos anfidipléides que equivaleu aos da
soma das posigbes das bandas nos pais dipldides foi maior do que poderiam ser,
provavelmente devido ao acaso. Concluiu-se que esse método de determinagédo de bandas é
uma medida de similaridade e pode ser usado para testar a suposta ascendéncia dessas
espécies, uma vez que a comespondéncia do nimero de bandas de isoenzimas esta
correlacionada com a composicéio genética em anfidiploides sintéticos conhecidos (Smith et al

1970).
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Desborough e Peloquin (1967), formularam duas hip6teses para o padrdao
isoenzimatico de esterase em caracterizagdo de hibridos de S. tuberosum. A primeira é
bioquimica, e admite que a enzima ativa é tetrdmera composta de um, dois ou trés tipos de
mondmeros combinagdes de dimeros, tetrameros ou octameros néo resultando em numero
adequado de bandas. Assim, no minimo trés tipos de monémeros s&o requeridos para dar 15
bandas distintas. Este resultado ndo assume que as bandas estreitas tém frequéncia igual as
bandas largas ou que possam ser precisamente classificadas. Parece que a diferenga em uma
unidade na taxa de mobilidade relativa permite a separagdo de nove bandas principais. As
bandas duplas e triplas diferem em menor grau, isto é, surgindo de uma composi¢ao de
tetrameros com somente dois monémeros diferentes tais como ACCC e BBCC onde ambos
possuem mobilidade relativa de 10. A segunda hipdtese é genética, e sugere que um alelo E®
controla a produgéo do monémero A, E® controla o0 mondmero B e E° controla 0 monémero C,
onde a mobilidade relativa de A é de um, de B é dois e de C é trés, os trés alelos podem estar
em locos independentes. Existem evidéncias que bandas n&o presentes em um parental
tetrapldide também n&o sdo encontradas em seus hapléides e que as bandas encontradas em
hibridos s&o semelhantes aquelas encontradas em qualquer um dos parentais.

Essa mesma metodologia foi utilizada para caracterizagdo de 12 cultivares de
batata, onde se obteve maior nitidez de bandas e repetibilidade dos padroes de isoenzimas
nos sistemas de peroxidase em folhas, esterase em tubérculos e folhas e fosfatase acida em
tubérculos. Os resultados indicaram que as cultivares puderam ser diferenciadas (Augustin e
Costa, 1992)

A analise isoenzimdtica em batata tem sido amplamente usada como
marcadores de expressdo codominante. Oliver e Martinez - Zapater, (1985); Douches e
Lundlam, (1991), tem utilizado essa metodologia na identificacdo de cultivares; Waara et al.,
(1989), em hibridos somaticos derivados de cultura de antera em clones haploides de batata:

Martinez-Zapater e Oliver, (1985); Spooner et.al., (1992), analisaram o modo de formacgéo de
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6vulo 2n; Douches e Quiros, (1988 c); tem se valido dessa mesma técnica para investigar
recombinagdes e ligagdes genéticas (Douches e Quiros, 1987, 1988a, 1988b).

A identificagdo de cultivares de girassol dependia de caracteristicas
morfoldgicas e fisiologicas, o que dificultava a analise porque esses caracteres tem
determinagéo poligénica e sofrem influéncias do meio ambiente. Para minimizar ou superar
essas dificuldades, tem sido dada énfase ao uso de eletroforese com iscenzimas (Quillet, Vear
e Branlard, 1992).

Essas analises tem sido amplamente difundidas por melhoristas nas mais
variadas espécies de plantas e nos mais diferentes objetivos, como para identificar genétipos
de trigo Fedak, (1974); Autran e Bourdet, (1975); de milho, Cardy e Kannenberg, (1982); de
cevada, Nielsen e Johansen, (1986) de feijdo Koening e Gepts, (1989), de fungos e esséncias

florestais, Aifenas et al., 1991.

2.3 Caracterizagio de proteina total em plantas.

Andlise eletroforética de proteina em gel de poliacrilamida, proporciona
capacidade de identificar diferencas quimicas quantitativas e qualitativas entre cultivares,
tendo sido utilizada com sucesso para andlises em varias espécies de plantas Righetti e
Bosisio (1981); Cooke (1984); Gupta e Robbelen (1986); Gardiner e Forde (1988); Gilliland
(1989). E também uma técnica segura, rapida e exige uma pequena quantidade de amostra, e
que vem sendo amplamente utilizada em diversos estudos, como caracterizagdo e
identificac&o de plantas (Desborough e Peloquin, 1966).

Gardiner e Forde (1987), analisaram através de eletroforese em gel SDS de
poliacrilamida, proteinas de sementes de diferentes espécies e cuitivares de Festuca, Loliun,

Bromus e Dactylus. Os padroes obtidos proporcionaram a separacdo das cultivares, apesar
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de alguns cultivares de Bromus ndo apresentarem variagdo detectéve! apos a revelacao de
proteinas dos géis. Os autores determinaram que a técnica utilizada possui grande potencial
no reconhecimento de cultivares, certificagiio de sementes e manutencéo do germoplasma.

Segundo Hussain et al. (1988), oito cultivares de Stylosanthes capitata, foram
identificadas pelos padrGes de eltroforese de proteinas da semente como marcadores
genéticos em gel de poliacrilamida. Alguns padrdes foram muito semelhantes indicando alta
similaridade de genétipos.

Utilizando eletroforese de proteinas, Moller e Spoor (1993) identificaram e
separaram com sucesso cultivares de Lolium, através da proteina de sementes atmazenadas
com sucesso. De acordo com os autores, o Unico inconveniente foi o tempo necessario de
corrida das proteinas no gel, que levou em tomo de 5 a 8 horas.

Analisando proteinas de sementes de Sida acuta, Sida rhombifolia, Sida
spinosa e Sida cordifolia em gel de poliacrilamida, Vieritz (1992) verificou que os padroes de
proteinas de sementes desconhecidas puderam ser comparados com os padrdes proteicos de
sementes conhecidas em condigdes idénticas,para determinar a similaridade entre elas. Péde
ainda caracterizar subespécie de Sida com peso molecular das proteinas.

A respeito de afinidades filogenética em Triticale, Johnson e Hall (1965b)
analizaram através de eletroforese de proteinas das espécies Triticum monococcum
(AA),T.dicoccum(AABB) e T. aestivum (AABBDD) e confirmaram as evidéncias dos métodos
convencionais que os genomas A e B sdo diferentes, que o genoma A (T.dicoccum) é
parcialmente homélogo ao genoma T.monococcum, e que a afinadade entre T.dicoccum e
T.aestivum envolve genomas A e B. Mostrou também que o genoma de 7. monococcum tem
mais afinidade com o de 7. aestivum do que com o de T. dicoccum . Com os resultados
obtidos os autores sugerem que a eletroforese de proteinas pode promover novos

discemimentos dentro de alguns problemas relacionados a sistematica e evolugao.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Desborough e Peloquin (1966 e
1868), analisando espécies de Solanum e hibridos interespecificos, em que os autores
concluiram que diferengas, especialmente nas bandas principais, sugerem que os padrdes
proteicos podem ser especificos de espécie. Em alguns casos, hibridos interespecificos

parecem ter um maior numero de bandas do que as espécies parentais.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Foram avaliados 41 dos 53 clones supostamente hibridos, obtidos do
cruzamento entre S. tuberosum L. X (S. tuberosum L. X 8. chacoense Bitt.). Da espécie
S. tuberosum (4x) empregou-se o clone Br 63.65 originario dos Estados Unidos e a cultivar
nacional ‘Aracy’ como representante do hibrido interespecifico (2x) (S. tuberosum L. X S.
chacoense) utilizou-se os clones 26.5 e 23 obtidos por Cunha (1992), sendo que do
cruzamento Br 63.65 x clone 26.5 obteve-se 15 descendentes; ‘Aracy’ x clone 26.5 obteve-
se 23 descendentes. A progénie oriunda do cruzamento Br 63.65 x clone 23 ndo foi
analisada, por falta de amostra do clone 23. Para efeitos comparativos foram incluidos 4

clones dipléides ( numeros 47, 91, 115, 116), obtidos por Morais (1994) .

3.2 Andlise eletroforética

As andlises eletroforéticas foram realizadas no Laboratdrio de Biologia

Molecular do Centro Nacional de Pesquisa de Mitho e Sorgo - CNPMS, em Sete Lagoas - MG.

Empregou-se metodologia relatada por Scandalios (1969), modificado por Paiva et al (1982).
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Os sistemas enzimdticos utilizados foram a esterase (EST) e fosfatase
acida (ACP).

Os tubérculos foram coletados de plantas provenientes da casa de
vegetacao e armazenados em camara fria . Amostras foram feitas a partir de extratos obtidos
de 1,0g de tubérculo pela maceragdo uniforme em 50 ml de tampdo de extragdo. A
homogeneizagdo foi realizada com bastSes de vidro esmerilhado, em placas de acrilico
escavadas, e centrifugadas a 14000 rpm & 4° C por 2 minutos e armazenadas a frio até sua
aplicagéo no gel, que foi realizada no mesmo dia da extragdo. Durante todo o processo de

preparo as amostras foram mantidas em cuba de gelo, para evitar desnaturagéo das enzimas.

3.2.1 Preparo do gel e solugbes tampbes

Para obten¢&o dos eletroferogramas das isoenzimas, foi utilizado o método
de sistema continuo em eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida a 6%.
Os tampbes do gel foram: Litio Borato (A) e Tris-Citrico (B), em uma

proporc@o de uma parte do tampéo A para nove partes do tamp&o B (Scandalios, 1969).

3.2.2 Eletroforese

Foram aplicados 10 ul de cada amostra por cavidade do gel num total de 20
amostras por gel. A cormrida eletroforética se deu em uma temperatura constante de 4° C em
uma cuba LKB 2117 multiphor.

Cada uma das cubas foi preenchida com 500 ml do tampdo de corrida,

descrito por Paiva et al (1982).
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As pontes entre a soluggo e o gel foram de papel filtro dobrado e disposto
de forma a manter um afastamento de 12 cm entre as pontes.

As migragBes foram feitas aplicando-se uma diferenga de potencial de 10
volts/cm linear. A migragéo foi interrompida quando a linha de frente atingiu uma distancia de 9

cm do ponto de aplicag&o o que levou de 8 a 10 horas

3.2.3 Revelagdo e fixagdo dos géis

Apds a corida dos géis foi efetuada a coloragdo (revelagdo) para os
sistemas enzimaticos utilizados. Os géis foram acondicionados em bandejas refratarias, tipo
Pyrex, onde receberam a solugdo corante comespondente para a revelagdo das zonas de
esterase e fosfatase acida, segundo metodologia descrita por Scandalios (1 869).

Os géis foram imersos na solugdo corante e colocados em estufas a 37°C
até o aparecimento da zona de atividade. Em seguida, o corante foi descartado em agua

corrente e o gel fixado por 12 horas a temperatura ambiente.

3.3 Proteina total

As amostras foram obtidas de modo semelhante as amostras das analises
das isoenzimas, exceto que o tamp&o de extragdo foi o Tris. pH 6,8 .

Para a obten¢do dos eletroferogramas utilizou-se o método de sistema
descontinuo,em eletroforese vertical em gel de poliacrilamida & 12,5% com formulagbes de
acordo com Paiva et al. (1982).

As migracoes eletroforéticas foram realizadas em ambiente com ar

refrigerado.
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A diferenga de potencial na fonte foi mantida em 60 volts,desligada quando
a frente formada pelo corante atingia a marca de 9 cm, por volta de 5 horas de corrida.
As cubas dos eletrodos equipados com fios de ago inoxidavel receberam

250 ml de solugdo tampao.
3.4 Interpretagio do Zimograma

A leitura das bandas das isoenzimas como da proteina total foi realizada
com auxilio de um compasso e papel milimetrado. Reproduziram-se as bandas, transferindo -
se as medidas tomadas pelo compasso no gel,para o papel milimetrado.

Logo apés,calculou-se a mobilidade relativas (Mr) pela razdo entre a
distancia percorrida por uma banda e a distancia percorrida pela frente do corante. O conjunto

de bandas de diferentes mobilidades eletroforéticas foi colocado em suas respectivas posigoes



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizag&o isoenziméatica

Dos ensaios preliminares utilizou-se a escolha de 1 g de tubércuios para 5,0
ml de tamp&o de extragdio A:B,descrito por Scandalios (1969) , que apresentou os melhores
resultados quanto a atividade enzimatica e resolugdo de bandas.

Os sistemas de tamp&o do gel com pH 8,3 e do tanque das cubas com pH
76 proporcionaram melhores resolugdes para esterase (EST). O sistema fosfatase acida

(ACP) foi descartado por apresentar-se monomorfico.
4.2 Interpretagdo dos zimogramas

4.2.1 Esterase (EST)

Foi detectada a presenca de 3 bandas nos progenitores femininos que sao
tetrapldides e apenas uma banda no progenitor masculino dipléide. A progénie foi composta
de clones que apresentavam de uma a 3 bandas, em geral as bandas que foram encontradas
nos hibridos estavam presentes em um ou outro parental (Figura 5).

O clone ‘Br 63.65' utilizado como progenitor feminino apresentou 3 bandas

e o masculino 26.5 uma banda. Em seus descendentes encontrou-se seis individuos com
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apenas uma banda, sete apresentaram duas bandas e trés foram compostos de trés bandas
(Figura 5).0 progenitor feminino ‘Aracy’ apresentou trés bandas e o progenitor masculino
clone 26.5 apenas uma banda. Em seus descendentes 12 apresentaram apenas uma banda,
8 apresentaram duas bandas e 5 apresentaram trés bandas (Figura 6).

De acordo com a hipétese genética, descrita por Desbourogh e Peloquin
(1967) a interpretag&io dos géis indica que ha uma regido de atividade (ou locos), o loco Est-1
que possui trés alelos (a,b,c), e uma enzima ao manifestar padrdo de duas ou trés bandas
para o hibrido heterozigoto, comporta-se como dimérica e os hibridos que apresentaram
apenas uma banda constituem os homozigotos, o que toma esses resultados coerentes com
os relatados por estes autores. Embora obtendo-se polimorfismo nos genétipos analisados,
tomar-se-ia necessario que cada enzima analisada fosse submetida um namero maior de
substratos e outras isoenzimas fossem analisadas para se obter maior seguranca nos

resultados.

4.2.2 Proteina total

Na andlise da progénie descendente do cruzamento entre ‘Br 63.65' x
clone 26.5 a observag8o dos géis foi feita através de comparagio com relagéo a presenca e a
posigdo de bandas proteicas. Bandas densas e largas foram definidas como principais, essas
em contraste com as bandas sécuhdén‘as que s&o menores e mais distintas onde seu numero
e local sdo prontamente determinados para cada espécie. As bandas menores podem ser
claramente diferenciadas, de acordo com o proposto por Desborough e Peloquin (1966).

A partir do zimograma 7 e 8, pode-se constatar que os progenitores
femininos tetraploides (‘Br 63.65' e 'Aracy’) possuem duas bandas principais sendo uma mais

densa que a outra, o progenitor masculino dipldide (26.5) possui apenas uma banda principal
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densa. Na progénie estas bandas estdo presentes, sendo que alguns gendtipos apresentam
bandas mais densas que os progenitores. Os Dts 11, 12 e 14 apresentaram as bandas
principais mais delgadas como mostra o zimograma (Figura 7).

As bandas que melhor diferiram nas progénies, foram as bandas
secundarias como mostra o zimograma na Figura 7 e 8. Pode-se dizer que ocorreu hibridagéo
entre os descendentes pois, encontrou-se na progénie bandas que foram intermediarias
aquelas encontradas nos dois progenitores.

Observagbes encontradas em batata por Desborough e Peloquin (1966 e
19868), estdo compativeis com as andlises encontradas neste trabalho, onde os autores
identificaram variedades de batata através de eletroforese de proteina e isoenzimas. Esses
autores sugeriram que, quando ocorrem dificuldades na interpretagdo dos zimogramas com
isoenzimas, as comparagbes com proteinas s&o mais eficientes, devido ao fato que as
enzimas estdio mais sujeitas & degradagdio que as proteinas, o que pode resultar em géis de
dificil resolugéo.

De acordo com os autores, a identificagio de hibridos interespecificos pode ser
possivel sem o conhecimento especifico das proteinas envolvidas, visto que, a distribuicdo
total das proteinas de tubérculos, deve ser caracteristica do proprio tubérculo e também dos

pais do qual ele foi obtido.



§ CONCLUSAO

A utilizagdo de um unico padrdo de isoenzimas e um tipo de substrato foi

insuficiente para verificar a ocomréncia de hibridagao.

O padréo de proteina total fomeceu maior niumero de bandas intermediarias

permitindo constatar a ocorréncia de hibridagio
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FIGURA 5 Zimograma dos padrdes isoenzimatico de esterase (EST), de tubérculos de batata

descendentes do cruzamento entre ‘Br 63.65'(B) X clone 26.5 (D). UFLA, 1995.
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FIGURA 6 Zimograma dos padrSes isoenzimatico de esterase (EST), de tubérculos de batata

descendentes do cruzamento entre ‘Aracy’(A) X clone 26.5 (D). UFLA, 1995.
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FIGURA 7 Zimograma dos padrbes protéina total de tubérculos de batata descendentes do
cruzamento entre ‘Aracy’(A) X clone 26.5 (D). UFLA, 1995.
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FIGURA 8 Zimograma dos padrdes protéina total de tubérculos de batata descendentes do

cruzamento entre ‘Aracy’(A) X clone 26.5 (D). UFLA, 1995.
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