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SELEGAO PARA AUMENTO DA PRODUCAO DE GAMETAS NAO
REDUZIDOS E POLIPLOIDIZACAO SEXUAL EM TREVO VERMELHO
(TRIFOLIUM PRATENSE L.)'

Autora: Carine Simioni
Orientadora: Maria Teresa Schifino-Wittmann

RESUMO

Trevo vermellho (Trifolium pratense L.), € uma leguminosa forrageira de
excelente qualidade, mas ndo persistente no Rio Grande do Sul. Plantas com
maior variabilidade genética podem tornar esta espécie mais estavel e
produtiva. Polipléides sexuais ocorrem em populacdes naturais e apresentam
uma ampla base genética. Os objetivos deste trabalho foram: no Experimento
1, obter plantas polipldides sexuais através de cruzamentos unilaterais e
verificar a fertilidade desta descendéncia. No Experimento 2, cruzamentos
bilaterais visaram aumentar a producdo de gametas n&o reduzidos (2n) em
plantas diploides em trés ciclos de selegdo. No Experimento 1, a geracao
parental foi composta por tetrapldides somaticos e plantas dipldides da cv.
Quiniqueli, selecionadas por produzirem de 1 até 9,07% de gametas 2n. Em
quatro geragdes, a presenga de individuos férteis tripldides indicou que estes
podem ser utilizados como uma ponte para a produg¢ao de plantas tetraploides.
No Experimento 2, no primeiro ciclo, foram selecionadas plantas das cultivares
Quiniqueli, Redland e Keenland, que produziram no minimo 1% de pdlen
gigante. No segundo e terceiro ciclos, plantas com no minimo 2% e 3% de
producao de polen 2n foram selecionadas, respectivamente. A porcentagem de
producdo aumentou de 1,67% na populagdo original para 8,97% na ultima
geracao de plantas selecionadas. O ganho de selegao foi de 437,12%, com
diferencial de selecao de 7,3%. Os dados comprovaram que os métodos de
deteccdo de graos de gametas 2n e de selecdo sdo eficientes, tornando
possivel obter plantas polipldides sexuais em etapas avancgadas, a partir de
populacdes selecionadas de trevo vermelho.

'"Tese de Doutorado em Zootecnia — Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil. (211p.). Fevereiro, 2004.



SELECTION FOR THE INCREASE OF UNREDUCED GAMETES
PRODUCTION AND SEXUAL POLYPLOIDIZATION IN RED CLOVER
(TRIFOLIUM PRATENSE L.)'

Author: Carine Simioni
Adviser: Maria Teresa Schifino-Wittmann

ABSTRACT

Red clover (Trifolium pratense L.) is a very good quality legume forage but not
persistent in Rio Grande do Sul. Plants with higher genetic variability may
increase the species’ stability and productivity. Sexual polyploids may arise in
natural populations, therefore broadening its genetic basis. The objectives of
this work were to obtain sexual polyploids through unilateral crosses and to
assess the progeny fertility in Experiment 1; and to increase the production of
unreduced gametes (2n) in diploid plants during three selection cycles in
Experiment 2. In the first experiment the progenitors were somatic tetraploids
and diploid plants of cv. Quifiqueli selected for producing from1 up to 9,07% of
2n gametes. The presence of fertile triploids in four generations indicated that
they can be used as a bridge to produce tetraploids. In the first selection cycle
of the second experiment, plants of cultivars Quifiqueli, Redland and Keenland,
producing at least 1% of giant pollen grains were selected; in the second and
third cycles, plants with at least 2% and 3% of 2n pollen were respectively
selected. Percentage of 2n pollen production increased from 1.67% in the
original populations to 8.97% in the last generation of selected plants. Selection
gain was 437.12% with a selection differential of 7.3%. The results showed that
the methods to detect 2n gametes and the selection employed were efficient,
allowing the future obtention of sexual polyploids in advanced generations from
red clover populations.

' Doctoral thesis in Forage Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (211p.). February,
2004.
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1. INTRODUGAO

Para as pastagens da regido Sul do Brasil, hda uma permanente
procura por espécies forrageiras de boa qualidade para alimentagdo do gado
durante os periodos mais frios do ano. Isto porque os campos nativos nao
oferecem espécies produtoras de inverno que supram as necessidades
alimentares dos animais. Uma maneira de tentar minimizar as perdas ocorridas
no inverno € através da introdugdo de forrageiras de estagéo fria. Entre as
espécies forrageiras temperadas, trevo vermelho (Trifolium pratense L.) pode
ser uma boa alternativa. Esta leguminosa possui uma forragem de excelente
qualidade, é fixadora de nitrogénio e apresenta uma boa produgcédo de matéria
seca. Porém, em nosso Estado, as cultivares que estdo disponiveis
apresentam problemas de persisténcia, pois ndo foram desenvolvidas para
essas condicdes de clima e solo, limitando sua utilizacdo em condigdes
ambientais desfavoraveis. Para ser utilizada com maior potencialidade, um
programa de melhoramento aplicado nesta cultura pode contribuir para o
desenvolvimento de plantas com maior adaptabilidade geral. Isto significa que
trevo vermelho podera persistir e produzir satisfatoriamente por um periodo
maior de tempo em determinadas areas de cultivo.

Este trabalho faz parte do programa de Melhoramento Genético de

Trevo Vermelho que esta sendo desenvolvido no Departamento de Plantas



Forrageiras e Agrometeorologia da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). O projeto de pesquisa tem por
objetivo avaliar e selecionar materiais de trevo vermelho adaptados as
condigbes ecoldgicas do Rio Grande do Sul, incluindo o melhoramento e a
selecao de plantas persistentes com altas taxas de produgdo de matéria seca.
Uma das alternativas € aumentar sua base genética, através de

selecao de plantas polipléides, e desta forma tornar possivel obter materiais
que tenham as caracteristicas necessarias para sua adaptacao a regiao Sul do

Brasil.

Especificamente neste projeto de tese, o objetivo foi aumentar a
freqiéncia de producdo de gametas nao reduzidos em plantas de trevo
vermelho, a partir de populagdes selecionadas, utilizando ciclos de selegao
para, futuramente, viabilizar a produg¢ao de polipléides sexuais. Trevo vermelho
polipléide pode ser uma boa alternativa para a utilizagdo desta leguminosa
como forragem, uma vez que plantas polipléides sexuais, com maior
variabilidade genética, podem mostrar-se mais estaveis e produtivas,
condi¢cbes essenciais para o sucesso do estabelecimento desta importante

forrageira no Sul do pais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21. O trevo vermelho

21.1. Origem e distribuicao

Trevo vermelho, Trifolium pratense L., € uma espécie pertencente a
subfamilia Faboideae, familia Leguminosae, tribo Trifolieae, seg¢ao Trifolium
(Zohary & Heller, 1984).

O sudeste da Eurasia, proximo ao Mar Mediterraneo, € um dos trés
maiores centros de diversidade do género Trifolium. T. pratense é originaria do
sudeste da Europa e Asia Menor. Esta espécie forrageira adapta-se melhor em
ambientes com climas temperados, sem extremos de frio ou calor, solos férteis,
profundos e bem drenados, com pH relativamente alto, podendo ser usado
como silagem, feno, pasto e melhoramento do solo em muitas regides do
mundo (Fergus & Hollowel, 1960; Taylor & Smith, 1979, 1995; Taylor &
Quesenberry, 1996).

A espécie se distribui por toda a Europa (exceto no extremo Norte),
oeste da Asia e regido Mediterranea. Muitas cultivares encontram-se
amplamente distribuidas em todo o Hemisfério Norte (Zohary & Heller, 1984).
Em regides temperadas da Europa, Russia, Australia, Argentina, Chile, Nova

Zelandia, Japao, Meéxico, Colébmbia e sul do Canada, esta espécie



fixadora de nitrogénio é utilizada por sua significante importancia como
produtora de forragem. Nos Estados Unidos, o trevo vermelho mantém uma
importante posicdo na producao de forragem (Fergus & Hollowel, 1960; Taylor
& Smith, 1979, 1995; Taylor & Quesenberry, 1996).

Trevo vermelho € um dipldide natural (2n=2x=14), ndao havendo
evidéncias que formas tetraploides desta espécie ocorram naturalmente
(Parrott & Smith, 1984). Segundo Caradus & Williams (1995), ha estudos que
indicam que trevo vermelho esta mais relacionado com os trevos anuais
Trifolium diffusum e T. pallidum, ambos com numero basico n=8, do que com
os trevos perenes. Estas evidéncias sao baseadas em analises citogenéticas
de hibridos interespecificos, que sugerem que a especiacdo é resultado de
uma série complexa de mudangas estruturais nos cromossomos, causando
diferenciagcdo cromossOmica e eventual perda de um par de cromossomos em

T. pratense.

21.2. Caracteristicas morfolégicas

Trevo vermelho € uma planta herbacea, com numerosas
ramificacbes caulinares que nascem a partir da coroa (Zohary & Heller, 1984;
Taylor & Smith, 1995). Na América, os caules e as folhas das plantas
geralmente sao pilosas, mas na Europa, elas sao lisas. As folhas sao alternas,
sendo a primeira unifoliolada e as sucessivas geralmente apresentam trés
foliolos, mas variagdes existem (de um até oito foliolos) (Taylor & Smith, 1995)

e estdo condicionadas a dois genes recessivos, fe n (Taylor & Smith, 1979). As



plantas desta espécie tém uma raiz principal e muitas raizes secundarias

(Taylor & Smith, 1995).

As flores sado reunidas em inflorescéncias: capitulos terminais com
mais de 125 flores, segundo Taylor & Smith (1979,1995) ou até 300 flores
(Taylor & Quesenberry, 1996). Normalmente as flores estdo situadas em
pedunculos para formar uma simples inflorescéncia e, em raros casos,
inflorescéncias multiplas (Taylor & Smith, 1979). A flor de trevo vermelho € uma
flor tipica de leguminosa: tubulosa, consiste de calice, corola, dez estames e
um pistilo (Taylor & Smith, 1979; Taylor, 1980), de cor purpura ou avermelhada
(Taylor, 1987; Taylor & Smith, 1995). As cinco pétalas (uma estandarte, duas
alas e duas quilhas) sao unidas pela base e formam o tubo da corola. A coluna
sexual é formada por nove estames e um estigma unidos; o décimo estame é
livre. Os estigmas das flores ficam receptiveis ao pdélen antes das pétalas
alcangarem sua completa extensao (Taylor & Smith, 1979; Taylor, 1980, 1987;

Taylor & Quesenberry, 1996).

2.1.3. Modo de reproducao

O trevo vermelho é uma espécie aldgama e auto-incompativel que,
sob condi¢cdes naturais, produz poucas sementes através de autofecundacéo.
Devido a morfologia das flores, com a coluna sexual protegida dentro da corola,
ha a necessidade de insetos polinizadores para ocorrer fecundacgao (Taylor &

Smith, 1979).

O mecanismo de auto-incompatibilidade gametofitica é controlado

por uma série de alelos S presente em um /ocus que governa o crescimento do



tubo polinico, exigindo que a fecundacgao seja cruzada (Taylor & Quesenberry,
1996; Taylor, 1987). No sistema de alelos S, as plantas que possuem o0s
mesmos alelos S previnem a autofecundacgao devido ao atraso do crescimento
do tubo polinico através do estilete (Taylor & Smith, 1979). Graos de pdlen
intraespecificos, de genodtipos compativeis ou incompativeis, germinam
facilmente no estigma. Porém, apds um curto periodo de rapido crescimento,
os tubos polinicos dos tipos incompativeis retardam e finalmente cessam o
crescimento (Taylor & Quesenberry, 1996). Nettancourt (1997, 2001) relatou

cerca de 200 alelos S em populagdes naturais de trevo vermelho.

Apesar do trevo vermelho dipldide exibir um tipico sistema de auto-
incompatibilidade gametofitica, ha uma limitada quantidade de pseudo-auto-
compatibilidade ocorrendo nas plantas (Taylor, 1982; Taylor & Smith, 1979;

Taylor & Quesenberry, 1996).

A transferéncia de pédlen é feita por insetos, geralmente abelhas.
Porém abelhas meliferas (Apis mellifera L.) ndo alcangam as flores, por isso o
trevo vermelho nao se torna atrativo, particularmente se ha fontes alternativas
de néctar (Davies, 1971). Ja abelhbes (Bombus spp.) sao eficientes
polinizadores (Taylor & Smith, 1979,1995; Taylor, 1980, 1987). A receptividade
do estigma e a viabilidade do pdlen permanecem por cerca de dez dias. Apds a
polinizagdo, as sementes amadurecem fisiologicamente em 14 dias e se
tornam secas e maduras ap6s 21 dias (Taylor & Smith, 1979). As sementes
sdo pequenas (de dois a trés mm), com variagao de cor, do puro amarelo a

purpura (Taylor & Smith, 1995).



2.1.4. Utilizacao e importancia

Isolado ou em consorciagcbes com gramineas, o trevo vermelho
revela altos indices de produgdo. Para o gado de corte, incorporar trevo
vermelho em pastagens com gramineas pode aumentar significativamente o
desempenho e a produgao animal. Com gado de leite, a boa qualidade da
forragem faz do trevo vermelho uma espécie com potencial para utilizagdo
como forrageira. Também pode ser utilizado efetivamente para producao de
carne de ovelha (Taylor & Quesenberry, 1996).

O trevo vermelho é perene, embora, as vezes, se comporte como
bienal. A cultura usualmente vive por trés a quatro estagdes na maioria das
regides de crescimento e, geralmente, apresenta falta de persisténcia apés
este periodo. A persisténcia pode ser definida como a habilidade em manter-se
por um longo periodo de tempo sem depender de ressemeadura (Taylor &
Quesenberry, 1996). Segundo Paim (1994), a persisténcia em uma pastagem é
essencial, e a leguminosa deve superar tanto a competicdo com gramineas
associadas como os periodos em que as condicdes ambientais sao

desfavoraveis.

Em condigdes ambientais de estresse, como ocorre no Sul do
Brasil, esta espécie sobrevive, no maximo, por um ou dois anos. Segundo
Montardo (2002), a pouca persisténcia do trevo vermelho no Rio Grande do Sul
decorre da interacao entre varios fatores, que vao desde a deficiente correcéo
e fertilizagcdo do solo, passando pelo manejo equivocado da cultura, até as
condicdes climaticas de cada local. O ultimo desses fatores é considerado

realmente limitante, ja que incidéncia de doencgas, estresse hidrico e as altas



temperaturas sao geralmente fatores associados a determinadas condigdes

meteorologicas.

2.2. Genética, melhoramento e poliploidia

Uma maneira de contornar as limitagdes associadas ao cultivo do

trevo vermelho € através de programas de melhoramento genético.

Muitos desses programas tém como objetivo aumentar a produgao
ou a estabilidade da producdo. Melhoramento para adaptabilidade geral
(habilidade das populagdes para persistir — aumentar a longevidade - e produzir
satisfatoriamente em uma certa area) € normalmente a primeira meta de um
programa (Taylor, 1987; Taylor & Quesenberry, 1996). Espécies temperadas
como alfafa (Medicago sativa), trevo branco (Trifolium repens L.) e cornichdo
(Lotus corniculatus L.) produzem forragem de melhor qualidade se forem
selecionadas simultaneamente para a melhor persisténcia, maior producao de

matéria seca e resisténcia as principais pragas e moléstias (Paim, 1994).

Uma das alternativas para a procura de culturas melhor adaptadas a
determinadas condicbes é desenvolver e selecionar plantas com maior
variabilidade genética, pois estas podem tornar-se capazes de explorar
ambientes diversos e superar adversidades onde plantas com reduzida

variabilidade nao conseguem adaptar-se.

O sucesso de qualquer programa de melhoramento esta ligado a
duas condi¢des basicas: suficiente variabilidade genética das culturas a serem

melhoradas e objetivos bem definidos. As espécies de fecundagao cruzada, por



apresentarem, normalmente, variabilidade muito maior do que as plantas de
autofecundacado sdo um excelente material para programas de melhoramento

(Paim, 1994).

2.2.1. Poliploidia

A poliploidia € um importante processo na evolugdo cromossdémica
dos eucariotos, onde trés ou mais conjuntos cromossémicos compartilham o
mesmo nucleo. Nas plantas, a poliploidia representa o maior mecanismo de

adaptacao e especiagcéo (Ramsey & Schemske,1998).

Cerca de 80% das angiospermas sao polipldéides, evidenciando que
a poliploidia tem um papel relevante na evolugdo de plantas superiores (Leitch

& Bennet, 1997).

Organismos poliploides podem surgir através de duplicagao
somatica das células (polipldides assexuais), método geralmente utilizado
pelos melhoristas; ou através de gametas n&o reduzidos funcionais (poliploides
sexuais), que € a forma preponderante de origem de poliploides naturais

(Ramsey & Schemske,1998).

Espera-se que plantas polipldides sejam superiores para uma série
de caracteristicas quando comparadas com seus parentais dipldides.
Caracteristicas adaptativas sao controladas por numerosos genes que estao
distribuidos em varios cromossomos (De Wet, 1971). No processo da evolugao
polipldide, o efeito da poliploidia em mutacdes individuais pode ter pequenas
consequéncias, mas coletivamente, pode dar lugar a caracteristicas diferentes

que estao sob controle de multiplos genes (Stebbins, 1971).
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Além disso, o aumento do nivel de ploidia pode ter uma vantagem
seletiva porque “mascara” os efeitos de mutagcbes deletérias, ja que os
polipléides em geral tém um efeito “tamponante” sobre mutagdes encobertas

devido ao grande numero de genomas (Otto & Whitton, 2000).

Polipldides naturais mantém altos niveis de variagdo genética
segregante através da incorporagcao da diversidade genética de multiplas
populacdes de seus genitores dipldides (Soltis & Soltis, 1999). Em plantas
polipléides com sistema de fecundacao cruzada, a tendéncia € um aumento da

freqUéncia de individuos heterozigotos em algum /ocus simples (Evans, 1981).

Organismos polipléides, formados por conjuntos gendmicos
idénticos sao referidos como autopolipldides (duplicagdo de cromossomos
dentro de uma populagdo) e aqueles que surgem por hibridagcédo
interespecifica, seguido de duplicagdo cromossdmica, sdo denominados

alopolipléides (Ramsey & Schemske,1998; Otto & Whitton, 2000).

A poliploidia leva a duplicagcdo gendémica e, consequentemente, a
duplicagao génica. Segundo Wendel (2000), a duplicagdo génica pode ter as
seguintes consequéncias evolutivas: (a) genes adquirindo novas fungdes; (b)
“silenciamento” de uma ou duas copias duplicadas; (c) retencdo da funcéao
original ou similar, persistindo a expressdo génica duplicada, que pode
favorecer casos em que mutagdes de uma copia génica conduz a interagdes
negativas com os produtos de outros genes essenciais; (d) interagdo entre

genes duplicados: efeito de dose (quanto mais alelos, mais produtos).

Durante sua evolugédo natural, os polipléides antigos conseguiram

alcangar um balango genético preciso para caracteristicas quantitativas e



11

qualitativas em termos de interacdes alélicas e relagdo de dosagens de genes
e desenvolveram mecanismos para explorar tipos de interagdes heteroéticas
nao possiveis na herangca dissdmica (Hermsen, 1984b). Teoricamente, as
razdes que explicam a adaptacédo dos polipldides revelam que estes tém uma
maior chance de carregar novos alelos benéficos e evoluir para melhores

funcdes em familias de genes duplicados (Otto & Whitton, 2000).

Uma descoberta recente revelou que espécies polipldides podem ter
se originado mais de uma vez ao longo da evolugao, isto é, apresentam
multiplas origens. Isto poderia explicar a complexidade taxonémica dos
polipléides, principalmente quando espécies genitoras dipldides tém uma ampla
distribuicdo geografica, como por exemplo, o género Draba (Brassicaceae)
(Leitch & Bennet, 1997). Esta idéia das multiplas origens foi verificada através
de analises moleculares, aliadas a estudos comparativos de ecofisiologia,
ecologia de populagdes e outros topicos relacionados. Multiplas origens
supdem a introdugdo da variabilidade em polipldides. Esta caracteristica
fornece, assim, um metabolismo flexivel para que espécies polipléides ocorram
com sucesso na natureza (Soltis et al., 1992). Todos estes estudos confirmam

que a poliploidia € um processo bastante dinamico (Carputo et al., 2003).

As formas com numero cromossémico duplicado sdo de grande
importancia nas plantas cultivadas. Eventos de especiagcao polipléide, com a
ocorréncia de ciclos de duplicagdo de genomas sao evidentes em muitas
culturas economicamente importantes: batata (Solanum tuberosum) (Hermsen,
1984b; Leitch & Bennet, 1997; Wendel, 2000), trigo (Triticum aestivum), cana

de agucar (Saccharum officinarum), algodao (Gossypium hirsutum) (Leitch &
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Bennet, 1997; Wendel, 2000), soja (Glycine max), batata doce (/pomoea
batatas), Brassica (Wendel, 2000), alfafa (Medicago sativa) (Hermsen, 1984b),
morango (Fragaria ananassa), tabaco (Nicotiana tabacum) e café (Coffea

arabica) (Leitch & Bennet, 1997).

Outros exemplos de polipléides naturais incluem: banana (Musa
sapiens), Dactylis glomerata, capim “timothy” (Phleum pratense), Agropyron
cristatum (Hermsen, 1984b), trevo branco (Trifoilum repens) (Zohary & Heller,
1984) e cornichdo (Lotus corniculatus) (Beuselinck et al., 2003). O milho,
espécie considerada dipldide até recentemente, na verdade € um tetrapldide,
pois analises moleculares revelaram que esta cultura possui dois genomas

distintos duplicados (Leitch & Bennet, 1997).

2.2.1.1. Mecanismos de formagao polipléide

Ramsey & Schemske (1998), em sua revisao sobre formagao de
polipldides, comentaram que varios mecanismos citolégicos s&do conhecidos
para poliploidizagdo de plantas. A maior rota de formagao de poliploides
envolve a “ndo reducdo gamética” ou “restituicdo meidtica nuclear” durante a
gametogénese. Este processo, que ocorre comumente na natureza, gera

gametas nao reduzidos (gametas 2n) (Ramsey & Schemske, 1998).

Gametas nao reduzidos contém o mesmo numero cromossémico
que as células somaticas do individuo, ou seja, apresentam numero
cromossémico esporofitico (Ramanna, 1992; Schifino-Wittmann & Dall’Agnol,

2001). A uniao destes gametas pode gerar embrides polipléides (Ramsey &
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Schemske, 1998). Gametas 2n, por serem continuamente produzidos, causam

uma continua producao de novos polipldides (De Wet, 1971).

Atualmente, tem sido aceito que os polipldides naturais tenham
surgido pela unido de gametas nao reduzidos e n&o por duplicagdo somatica
(Harlan & de Wet, 1975; Hermsen, 1984a; Veilleux, 1985; Bretagnolle &
Thompson, 1995; Briggs & Walters, 1997; Ramsey & Schemske, 1998; Carputo
et al.,, 2003). Na duplicacdo somatica, a restituicdo cromossémica ocorre
durante a mitose de tecidos meristematicos de esporofitos juvenis ou adultos,
no estagio de zigoto ou em embrides jovens, gerando esporofitos
completamente polipléides (Carputo et al., 2003). O exemplo mais conhecido é
o de Primula “kewensis”; porém, esse € um fendmeno considerado de pouca
importancia na evolugdo dos sistemas de poliploidizacdo (Harlan & De Wet,

1975).

Carputo et al. (2003) destacaram trés aspectos de gametas 2n e
poliploidizacdo sexual, que fazem com que poliploidizacdo sexual e somatica
tenham consequéncias genéticas diferentes: 1°) A possibilidade de mais do
que dois alelos por locus e diversidade no locus tetra-alélico (A1A2A3A4) fornece
o maximo de heterozigozidade, uma vez que gametas 2n, resultantes de
meiose modificada, transmitem altos niveis de heterozigose parental e
epistasia. Na duplicacédo somatica, toda a heterozigose parental é transmitida,
mas se um individuo heterozigoto A1A, € duplicado, um tetrapldide dialélico
balanceado é formado e tem somente interacées de primeira ordem, com altos
niveis de depressao endogamica; 2°) A progressiva introgressao € a base para

os altos niveis de heterozigosidade; entdo, polipldides recém formados podem
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possuir um amplo alcance de novos fendtipos, caracteristicas fisiolégicas e
morfolégicas sobre os quais a selecao natural atua; 3°) Quando progenitores
dipldides produzem tanto oosferas 2n quanto pdlen 2n, eles determinam a
origem dos polipléides, resultando em diferencas morfologicas, bioquimicas e
fisiolégicas, bem como diferentes interagdes génicas nuclear-citoplasmaticas.
Como resultado, mais variabilidade genética é criada.

Na natureza, poucos polipldides novos sobrevivem apds uma
geracao. Eles devem competir por habitat com seus parentes diploides ou
colonizar novos ambientes. A maioria dos polipléides produzidos (auto- e
alopolipldides) ¢ menos fértii que seus parentes diploides. O vigor e a
habilidade competitiva envolvem amplos cruzamentos entre ragas, ecotipos e
citétipos dentro de uma mesma espécie biologica (Harlan & de Wet, 1975). Por
isso, poliploides perenes tém uma vantagem competitiva sobre os anuais,
porque eles dispdem de muitas geragbes para produzir novas combinagdes
génicas, com o aumento do desempenho (Hermsen, 1984b). Apds o
estabelecimento dos poliploides, estes terdo mais sucesso se forem de
autofecundacao e puderem se reproduzir assexuadamente. Duas mudangas no
sistema reprodutivo dos polipldides refletem justamente estas condigoes:
quebra do sistema de auto-incompatibilidade, que induz ao aumento das taxas
de autofecundacao e reproducido assexual, mais precisamente a apomixia. A
literatura ressaltou que a maioria das plantas apomiticas é poliploide (Otto &

Whitton, 2000).

2.2.1.2. Poliploidia induzida e melhoramento
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Stebbins (1947) afirmou que o uso experimental de polipldides é
uma maneira de melhorar a utilizagdo das plantas cultivadas. De fato,
polipldides artificiais sdo produzidos com freqliéncia em programas de
cruzamentos de plantas (Griffiths et al., 1998). Para o melhoramento, a mera
producdo de novos polipldides deve ser somente o primeiro degrau em um

laborioso trabalho (Levan, 1939).

Em 1928, o citologista russo Karpechenko sintetizou o primeiro
alopolipléide: cruzando plantas de rabanete (Raphanus) e de couve (Brassica),
verificou que, na progénie estéril das plantas hibridas, havia algumas plantas
férteis. Ao determinar o numero cromossémico destas plantas, verificou que
eram poliploides. Estas plantas provavelmente surgiram pela unido de gametas
nao reduzidos. Foi criada, espontaneamente, uma nova espécie, sem
possibilidade de trocas génicas com seus genitores. Ele chamou esta nova

espécie de Raphanobrassica (Griffiths et al., 1998).

Porém, a primeira cultura produzida artificialmente e que obteve um
sucesso parcial foi o Triticale, um alopolipléide que combina os genomas do
trigo (Triticum) e do centeio (Secale) (Leitch & Bennet, 1997). O Triticale tentou
combinar a alta produtividade do trigo com o vigor do centeio (Griffiths et al.,

1998).

Programas de melhoramento de autopolipldides artificiais foram
desenvolvidos com sucesso em trevos, gramineas, beterraba e espécies
ornamentais dipléides, sendo a rosa cultivada (Rosa hybrida L.), um bom

exemplo (El Mokaden et al., 2002).
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Taylor & Quesenberry (1996) citaram que, em trevo vermelho,
métodos convencionais para producdo de plantas tetrapldides utilizam
colchicina ou 6xido nitroso (indugéo quimica) que duplicam tecidos somaticos.
A aplicagao de colchicina é feita nos primeiros estagios de desenvolvimento da
plantula. Este € o método quimico mais utilizado, porém apresenta limitagdes,
pois a porcentagem de plantas duplicadas é baixa e a ocorréncia de
mixaploides e, especialmente em trevo vermelho, a freqliéncia de quimeras é
alta. Além disso, por ser um meétodo assexual, resulta em menos
heterozigosidade e maior depressao endogamica devido a menor diversidade

genética dos alelos.

Para superar as dificuldades encontradas para a aplicagdao de
colchicina, um trabalho com trevo vermelho desenvolvido por Taylor et al.
(1976), mostrou que o oOxido nitroso (aplicado em tecidos florais apdés a
polinizacao) é uma técnica mais eficiente, pois a freqliéncia de duplicacédo é
maior, ndo ha quimeras e a fertilidade em geral é alta. Porém, este método

requer equipamento mais especializado e pode tornar-se pouco viavel.

Mesmo assim, a duplicagdo somatica € muito utilizada em diversas
culturas, por varias razdes, entre elas: (a) obtengao de autopolipldides artificiais
de culturas dipldides; (b) sintese de culturas alopolipldides de espécies
ancestrais dipléides; (c) produgao de alopolipléides para usar como uma ponte
fértil para transferéncia de genes dentro de variedades; (d) facilidade de
cruzamentos entre pais com diferentes niveis de ploidia por igualar o numero

cromossémico (Hermsen, 1984b).
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Evans (1955) relatou um trabalho de indugao de poliploidia com a
aplicagao de colchicina em trevo vermelho, trevo branco e alfafa. Seu trabalho
constou da aplicagdo da droga seguida de avaliagbes de tamanho de
estdbmatos, graos de pdélen e quantidade de pélos nas folhas como uma forma
de classificar previamente algumas plantas tetraploides. O autor obteve 9% de
plantas de trevo vermelho, 8,6% de trevo branco e 5% de plantas de alfafa que

possuiam algum tecido polipléide apds o tratamento.

Uma maneira alternativa de induzir poliploidia em trabalhos de
melhoramento € através da poliploidizagdo sexual, que pode ser viabilizada
através da busca e selegcao de plantas produtoras de gametas nao reduzidos
que ocorrem naturalmente (Parrott & Smith, 1984; Taylor & Wiseman, 1987).
Ramanna & Jacobsen (2003) citaram que polipléides derivados de gametas
n&o reduzidos funcionais tém mostrado uma maior relevancia no melhoramento

de varias culturas em muitos casos.

A poliploidizacao sexual, além de ser utilizada para transferir genes
desejaveis entre niveis de ploidia diferentes (Parrott & Smith, 1984; Ramanna,
1992; Ramsey & Schemske, 1998), também pode promover o aumento da
variabilidade (devido a ampliagao da base genética), a adaptacao e a qualidade

das culturas (Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2001).

2.2.1.2.1. Gametas nao reduzidos
Gametas com numero cromossémico esporofitico, ou gametas nao
reduzidos ou ainda, gametas 2n, formam-se devido a anormalidades nas fases

meidticas durante a micro e megasporogénese (Veilleux, 1985). Estes
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disturbios meidticos conduzem a nao redugdo do numero cromossOmico
gamético. Na fase meidtica, a ndo redugao cromossdmica dos gametas ocorre
basicamente de duas formas, dependendo do modo de restituicdo nuclear.
Sem a ocorréncia de anormalidades, na meiose |, ocorrem duas divisdes
sucessivas na célula meidtica: a primeira leva a separagao dos cromossomos
homodlogos pareados e a segunda leva a separagao das cromatides irmas de
cada cromossomo. Nas falhas meidticas da primeira divisdo, chamadas RPD
(restituicdo da primeira divisdo), nao ocorre pareamento na metafase e/ou a
separagao dos cromossomos homoélogos na anafase |, ou seja, a primeira
divisdo ocorre como se fosse uma divisdo mitdtica. A meiose Il ocorre
normalmente, mas resulta em duas diades ao contrario da tétrade esperada. A
outra forma de surgimento de gametas 2n é na meiose Il, pela RSD (restituicao
da segunda divisdo), em que o pareamento e a separagdo dos Cromossomos
homodlogos ocorre normalmente durante a meiose |, mas as cromatides irmas
nao separam durante a segunda divisdo meidtica; esta falha restitui nucleos
diplodides, com formacéao de diades ou triades. As conseqliéncias genéticas sao
diferentes na RPD e na RSD. Considerando que os gametas resultantes da
RPD possuem duas cromatides nao irmas, enquanto que os gametas da RSD
possuem duas cromatides irmas, mais altas taxas de heterozigose sao
transmitidas as progénies através da RPD (Hermsen, 1984a; Bretagnolle &
Thompson, 1995; Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2001; Ramanna & Jacobsen,
2003). Se heterozigose, epistasia e diversidade genética estdo presentes nos
gendtipos diploides parentais, estes sdo mantidos na formacgédo de gametas 2n

via RPD (Den Nijs & Peloquin, 1977).
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Gametas 2n podem ser detectados através de analise citologica,
principalmente pela presenca de grdaos de pdlen com tamanho de 30 a 40%
maiores que 0s graos normais (“macropolens” ou “gigantes”) e pela presenca
de diades ou triades no final da teléfase Il (Hermsen, 1984a; Ramanna, 1992).

A maioria dos trabalhos relata a deteccdo de gametas nao reduzidos
na parte masculina (microsporogénese). Isto se deve a maior facilidade de
estudar a meiose masculina, tétrades e gréos de pdlen. Porém, o processo é
comum nos dois lados (tanto na mega quanto na microsporogénese) e ocorre
em freqUéncias altamente variaveis. A deteccdo de gametas 2n no lado
feminino é feita indiretamente, através de analises da progénie (Ramsey &
Schemske, 1998; Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2001). Veilleux (1985)
afirmou que, em muitos casos, a frequéncia de gametas nao reduzidos é tao
baixa que analises meidticas conduzidas para detectar o mecanismo de sua
formagao podem ser inuteis.

Recentes descobertas na area de biologia molecular tém fornecido
meétodos mais precisos para avaliar gametas 2n e progénies poliploides
sexuais. Tais métodos incluem hibridagdes in situ (GISH e FISH) e
mapeamento molecular (AFLP, RFLP e RAPDs) (Ramanna & Jacobsen, 2003).

A poliploidizagao sexual pode ser unilateral, ou seja, ocorrer pela
unido de um gameta normal com um nao reduzido (2X-4X ou 4X-2X). Nos
cruzamentos 2X-4X, as plantas diploides sdo usadas como progenitoras
femininas; entdo, gametas femininos ndo reduzidos resultardo em uma
semente tetraploide; na outra diregdo (4X-2X), a nado redugdo masculina é

envolvida. Alternativamente, plantas produzindo gametas 2n masculinos e
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femininos podem ser usadas em cruzamentos 2X-2X (poliploidizagao bilateral)
e alguma progénie tetrapldide pode ter polipldides sexuais Dbilaterais
(Mendiburu & Peloquin, 1977a; Den Nijs & Peloquin, 1977; Hermsen, 1984b;
Schifino-Wittmann & Dall’Agnol, 2001). A poliploidizagao sexual bilateral inicia
com dois diploides dando lugar a um tetrapldide. Porém, tanto nos cruzamentos
bilaterais quanto nos unilaterais, é possivel o surgimento de plantas tripldides,
pela unido de um gameta reduzido (n) com um gameta nao reduzido (2n). Se
estas nao forem completamente estéreis, podem se tornar uma ponte para a
formacgao de tetraploides. Entéo, tripléides podem estar envolvidos na evolugao
dos poliplodides (Den Nijs & Peloquin, 1977). Porém, ha muitas dificuldades na
formagao e manutencao de plantas triploides. Bretagnolle & Thompson (1995),
em sua revisao sobre gametas nao reduzidos, afirmaram que, em cruzamentos
reciprocos interploides (4X-2X ou 2X-4X), utilizando plantas com conhecida
producao de gametas 2n, ha uma relativa ou total falta de tripléides entre a
progénie, devido ao efeito chamado “bloco triploide”. Este efeito € causado pelo
aborto de sementes triploides devido a total ou parcial falta de tecido do
endosperma associado ao embrido (desequilibrio embrido-endosperma). O
chamado numero endospérmico balanceado (NEB) €& necessario para o
sucesso dos cruzamentos, onde deve ocorrer uma proporgao de genoma
materno-paterno de 2:1 para o sucesso da viabilidade do endosperma hibrido
(Bretagnolle & Thompson, 1995; Carputo et al., 2003). Esta € uma maneira de
evitar hibridacdes entre pais com diferentes niveis de ploidia dentro de uma
espécie e entre espécies. Varios estudos tém demonstrado que o NEB esta

sob controle de genes com efeito aditivo (Carputo et al., 2003). Parrott & Smith
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(1986b) forneceram evidéncias que o NEB opera em Trifolium, e sugeriram que
este pode ser um fator que cria barreiras para cruzamentos interespecificos no

género.

Otto & Whitton (2000) referiram-se aos tripléides como um obstaculo
para a formacao de novos tetrapléides, e seriam considerados um “beco sem
saida” evolutivo, ja que tém baixa fertilidade e tendem a produzir gametas
aneupldides, devido a problemas de pareamento cromossdmico e segregacgao
durante a meiose. Ainda assim, os autores sugeriram que esses gametas
aneupldides podem levar a produgcdo de uma descendéncia triploide ou
tetraploide. Como conseqliéncia, os tripléides podem agir facilitando a
transicao de diploidia para tetraploidia, ajudando a propagar linhagens
polipldides, embora em baixas taxas.

Ramsey & Schemske (1998) afirmaram que a barreira para a
formacgao de tripldides ndo € completa, e em algumas plantas o endosperma é
capaz de tolerar balancos diferentes, por isso os tripléides conseguem
sobreviver. Os autores referiram-se aos tripléides como sendo frequientemente
semi-estéreis, podendo gerar novos polipldides através da chamada “ponte
tripldide”. Varios autores citados por Bretagnolle & Thompson (1995) também
relataram que o bloco tripléide ndo é suficientemente forte para impedir a
producado de sementes tripldides.

Hibridagbes artificiais utilizando gametas nédo reduzidos superam
barreiras de cruzamento entre varios niveis de ploidia, proporcionando
oportunidade para um continuo fluxo de genes (Den Nijs & Peloquin, 1977).

Mais recentemente, Carputo et al. (2003) afirmaram que gametas 2n podem
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ser um material essencial para o melhoramento genético de gendtipos
cultivados porque transmitem diversidade alélica, e genes uteis de espécies
selvagens podem ser incorporados em “pools” génicos cultivados através de

esquemas de cruzamentos e poliploidizagcdo sexual.

Muitos trabalhos registraram a ocorréncia de gametas nao reduzidos
em muitas culturas, comprovando o aparecimento natural dessas formas
anormais de gametas. Alguns exemplos: género Leucaena (Schifino-Wittmann
& Simioni, 1998, 1999; Schifino-Wittmann et al., 1997, 2000), azevém (Lolium
perene) (Wagenvoort & Den Nijs, 1992), Dactylis glomerata L. (Lumaret et al.,
1992), Lotus tenuis (Negri, 1992), Trifolium nigrescens (Bullitta & Smith, 1992),
alfafa (Vorsa & Bingham, 1979; McCoy, 1982; McCoy & Smith, 1983; Veronesi
et al., 1986; Tavoletti et al., 1991b; Mariani et al., 1992), batata (Peloquin et al.,
1992; Conicella et al., 1992; Ramanna & Jacobsen, 1992; Roussele-Bourgeois,
1992), banana (Ortiz, 1997), trevo branco (Hussain & Williams, 1997), batata
doce (Becerra Lopez-Lavalle & Orjeda, 2002) e trevo vermelho (Parrott &

Smith, 1984, 1986c¢; Parrott et al., 1985; Mousset-Declas et al., 1992).

Para o melhoramento de autopolipldides como a batata, alfafa,
Vaccinum spp. e algumas gramineas forrageiras, os gametas nao reduzidos
formados via RPD provaram ter um grande sucesso para a poliploidizagao

destas culturas (Ramanna & Jacobsen, 2003).

Trabalhos de genética e melhoramento utilizam gametas 2n para
possibilitar o cruzamento de plantas com niveis de ploidia diferentes. Em alfafa
(Bingham & Gillies, 1971; Mcoy, 1982) e batata (Peloquin et al., 1989, 1992),

gametas néo reduzidos de dipléides selvagens elevam seu nivel de ploidia,
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possibilitando a transferéncia de germoplasma para o nivel tetrapléide

cultivado.

Varios autores relataram que ha maximizagao da heterozigosidade
no nivel tetraploide se gametas nao reduzidos via RPD (principalmente) forem
os responsaveis pela duplicagcdo do numero cromossémico de culturas como
alfafa (Vorsa & Bingham, 1979; McCoy & Rowe, 1986; Veronesi et al., 1986;
Barcaccia et al., 1998) e batata (Mendiburu & Peloquin, 1977a; 1977b; Peloquin
et al., 1989; Carputo et al., 2003). Para os cromossomos da batata, a
heterozigosidade calculada é cerca de 80% em gametas da RPD e proximo a
40% nos gametas da RSD (Hermsen, 1984a). Nesta cultura, o método € ainda

mais eficaz por ter reproducao assexuada.

Em trevo vermelho, um estudo de Parrott & Smith (1984) revelou
que o polen 2n é resultado de fusos paralelos ou tripolares durante a anafase Il
da microsporogénese. Este mecanismo € geneticamente equivalente a RPD no

modo de formagao gamética.

McCoy & Rowe (1986) compararam experimentalmente plantas
tetrapldides de alfafa vindas de duplicagcdo somatica e duplicacdo sexual.
Teoricamente, gametas 2n, formados via RPD de plantas dipldides, tinham
12,5 a 50% a mais de heterozigose do que os gametas n dos tetraploides
vindos de duplicagcdo somatica. Um ganho de producédo de 12 a 32% foi
alcangado com a progénie da RPD versus a progénie de gametas n dos
tetrapldides. Esses resultados demonstram que RPD fornece um caminho
unico para maximizar a heterozigosidade em alfafa, confirmando sua

importancia para a melhora do vigor da alfafa (Vorsa & Bingham, 1979).
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Mendiburu & Peloquin (1977a; 1977b) afirmaram que batatas
tetraplodides sédo superiores porque a formagao de pdlen 2n ocorre na RPD. Um
estudo de Barone et al. (1997) identificou que a orientagao dos fusos paralelos
unidos na metafase Il € uma condicdo necessaria para a formacgao de pélen 2n,
mas que algum outro mecanismo citolégico deve estar envolvido na formagao
das diades. Conicella et al. (1992) estudaram o mecanismo citolégico da
formagao de gametas nao reduzidos em clones de batata que produziram mais
de 60% de podlen 2n. Foram observados fusos paralelos na anafase Il; esta
anormalidade resulta em dois micrésporos 2n carregando cromatides nao-
irmas, que sao geneticamente equivalentes aos produtos da RPD. Becerra
Lopez-Lavalle & Orjeda (2002) chegaram a esta mesma conclusao para
formagdo de graos de podlen 2n em batata doce. Em Rosa hybrida, uma
especie de rosa tetrapldide cultivada, um estudo citolégico da
microsporogénese revelou que a primeira divisdo meidtica ocorreu
normalmente, mas a segunda divisao foi caracterizada por anormalidades que
afetaram a formagao do fuso e levaram a formacao de gametas nao reduzidos

(El Mokaden et al., 2002).

Em Dactylis glomerata L., gametas nao reduzidos, que ocorrem em
populagdes selvagens de subespécies dipldides, podem ser um meio de
ampliar a base genética das populagdes tetraploides domesticadas, ja que
estas apresentam uma reducgio na variancia genética devido ao processo de

selecdo para domesticagao (Lumaret et al., 1992).

No lado feminino, nas células maes de megasporos, as falhas

(citocinese anormal) podem ocorrer tanto na RPD quanto na RSD em alfafa
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(Pfeiffer & Bingham, 1983; Tavoletti, 1991; Tavoletti, 1994; Tavoletti et al.,
1991a), resultando em oosferas nao reduzidas. O mesmo acontece em batata,
onde até cinco maneiras de formacdo de oosferas 2n foram identificadas,
podendo ocorrer até mesmo mais de um mecanismo dentro de um mesmo
clone (Werner & Peloquin, 1991; Ramanna & Jacobsen, 1992). No estudo de
Conicella et al. (1992), em dois clones que produziram oosferas 2n, houve
omissdao da meiose Il, equivalente ao mecanismo da RSD. Jongedijk et al.
(1991) citaram que a formacao de megasporos 2n via RSD é o mecanismo que

prevalece nesta cultura.

Um importante grupo de genes afeta o pareamento de cromossomos
homdlogos. Mutantes recessivos para assinapse ou dessinapse, tanto na
micro- quanto na megasporogénese, sao amplamente distribuidos no reino
vegetal, causando esterilidade ou redugdo de gametas. Entdo, restituicdo
nuclear em tais gametas pode levar a producdo de gametas funcionais 2n

(Hermsen, 1984a).

Apos uma série de estudos, varios autores concordaram que os
disturbios meidticos sao altamente herdaveis e, na maioria dos casos, em

plantas, sdo controlados por um simples gene (Veilleux, 1985).

Peloquin et al. (1989, 1992) afirmaram que um gene mutante
recessivo para fuso paralelo (ps) na microsporogénese controla a restituicao
gamética em batatas. Entdo, quando o gene ps esta presente, os fusos séo
paralelos e uma diade com dois micrésporos 2n € formado no final da meiose

(Carputo et al., 2003).
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Em trevo vermelho, Parrott & Smith (1986a) encontraram evidéncias
que a segregacao para auséncia ou presenga de formacgao de pdlen 2n é
condicionado por um gene recessivo na condicdo homozigota em um Jocus
simples. Porém, a frequéncia de produgao por planta provavelmente esta sob a
influéncia de genes modificadores. A estimativa € que dois a seis genes
controlam a frequéncia de formagao de graos de pdlen nao reduzidos nesta

espécie (Parrott & Smith, 1986¢).

Na alfafa dipléide, Mcoy (1982) constatou que, em uma das plantas,
a formacdo do podlen 2n era controlada por uma mutagdo em um gene
recessivo simples com expressao variavel. McCoy & Smith (1983) também
relataram que o pdlen “jumbo” nesta espécie ocorre em uma falha na
citocinese, controlada por um gene recessivo resultante de mutacéo,
denominado jp. Em um estudo de herangca e mapeamento nesta espécie
dipléide, as evidéncias moleculares e genéticas suportaram a idéia do
envolvimento de, no minimo, seis genes responsaveis pela formacao de

oosferas 2n (Barcaccia et al., 2000).

Embora a maioria dos casos relatados apontou que mutantes
meidticos sdo normalmente recessivos, em Musa, no minimo um gene
dominante é necessario para producao de pdlen 2n. Esta conclusao foi obtida
apos analise de segregacao da descendéncia nesta cultura (Ortiz, 1997).

Em espécies de Solanum, foi relatado que a formacgao de oosferas
nao reduzidas é causada por varios genes mutantes. Entre eles, 0 mais comum
€ 0 gene responsavel pela omissao da segunda divisdo meidtica (0s). Quando

0 gene os esta presente, ndo ha segunda divisdo meidtica apds ter ocorrido a
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primeira; isto resulta em dois megasporos 2n: um da origem a um gametdfito
feminino 2n e o outro degenera (Carputo et al., 2003). Em Solanum tuberosum,
uma sinapse anormal dos cromossomos homdlogos € controlada por um gene
(ds1, mutante desinaptico) com varios alelos, que afeta tanto a meiose feminina

quanto a masculina (Bretagnolle & Thompson, 1995).

A variacao na freqliéncia de surgimento de gametas 2n pode ser
atribuida a variados graus de penetrancia e expressividade dos alelos mutantes
responsaveis pela produgdo desses gametas, e também a fatores ambientais
(Carputo et al.,, 2003). Hermsen (1984a) afirmou que todos o0s processos
meidticos sdo regulados por genes que sao sensiveis a fatores ambientais.
Entdo, a producdo de gametas n&o reduzidos, por ser um desvio da meiose
normal, pode ser alterada por fatores ambientais como temperatura, herbivoria,
ferimentos, doencgas, estresse hidrico e nutricional (Ramsey & Schemske,
1998).

McCoy (1982) registrou, em alfafa, uma variagdo na freqiéncia de
aparecimento de pdlen 2n entre diversas condigdes ambientais em casa de
vegetacdo e também variagao entre diferentes flores do mesmo clone dentro
de um determinado ambiente. Certos clones produziram mais pdlen 2n no
outono e na primavera na casa de vegetagao (25°C de dia e 20°C a noite),
enquanto outros produziram a mais alta freqiéncia em camaras de crescimento
(25°C constante e 30°C de dia e 10°C a noite).

Em uma avaliagdo com trevo vermelho, a producdo de pdlen 2n
diminuiu quando as temperaturas aumentaram de 12 a 25°C (Mousset-DeClas

et al., 1992). Parrott & Smith (1984) verificaram a estabilidade da producgéo de
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polen 2n em plantas individuais de trevo vermelho quando expostas a variadas
condigdes ambientais em casa de vegetagao. Foi verificada uma sensibilidade
quanto a producado de polen 2n com respeito ao ambiente, mas, para uma
identificagao inicial de plantas produtoras ou ndo de gametas nao reduzidos, a
distingcdo ambiental ndo se mostrou consistente.

Em Musa, Ortiz (1997) sugeriu que a alta radiagao solar € um fator

ambiental conveniente para produgao de gametas 2n.

Os dados apresentados mostram que a freqliéncia de producao de
gametas 2n é altamente variavel entre espécies e dentro de espécies (Ramsey
& Schemske, 1998). Dados de avaliacdo indicaram que o alcance para
frequéncia de produgdo de gametas 2n varia de menos de 1% até mais de
35%, de acordo com Bretagnolle & Thompson (1995), e varia de um até 40%,
segundo Carputo et al. (2003). Isto sugere que plantas tendem a manter altas
freqUéncias de gametas n para conservar seu nivel dipléide enquanto seguem
o processo de poliploidizagao (Carputo et al., 2003).

Veilleux (1985) concluiu que a frequéncia de ocorréncia de gametas
nédo reduzidos ocorre devido a “acidentes” de desenvolvimento influenciados
por estresse ambiental, sendo esta a provavel causa da ocorréncia natural de
poliplodides nas plantas, bem como de altos niveis de ploidia em hibridacdes

interploidia nos programas de melhoramento.

2.2.1.3. Outras consideragoes sobre polipldides
O efeito mais imediato da poliploidia € o aumento do tamanho celular
e quase sempre ha um aumento da planta como um todo, o chamado efeito

‘gigas”, ou de seus o¢rgaos individuais. Entretanto, pode haver reducdo no
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numero de divisdes celulares (Stebbins, 1971). Com isso, o desenvolvimento &
mais lento, ocorre atraso reprodutivo e um ciclo de vida mais longo (atraso no
florescimento e frutificacdo). Geralmente, a duplicagdo cromossdmica nas
plantas aumenta sua tolerancia ao estresse. Também pode haver aumento da
defesa contra patdégenos e herbivoros e sementes maiores. O esforgo
reprodutivo tende a ser recompensado com énfase na reprodugao vegetativa

(Hilu, 1993).

Para o melhoramento, a poliploidia produz diferengas em relacao a
condicao dipldide, que podem, ou néao, ser favoraveis. O comportamento dos
polipldides induzidos deve ser observado, porque € variavel entre as espécies.
Algumas caracteristicas sdo comuns em plantas poliploides: o peso total é
maior, mas ha espécies que produzem menos forragem na condi¢cao
tetraploide. Além disso, tetraploides artificiais precisam passar por intenso
processo de selegcdo, porque o rebrote € menos vigoroso. Em plantas
forrageiras, € desejavel obter plantas mais palataveis; entdo, selecdo contra
orgaos individuais mais “grosseiros” torna-se necessario. O conteudo de
matéria seca é de dez a 20% menor, mas € possivel selecionar populagdes
para altos conteudos de matéria seca (Hertzsch, 1960; Evans, 1981).
Wagenvoort & Den Nijs (1992) afirmaram que a busca de gametas nao
reduzidos nas populagdes de azevém € um meio de obter polipldides sexuais
nesta espécie, ja que cultivares tetrapldides apresentam excelente
palatabilidade e resisténcia a varias doengas, embora sejam menos tolerantes

ao pastejo e menos competidores com os dipldides.
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Como ja mencionado anteriormente, o0 uso da restituicdo gamética
para maximizar a heterose foi amplamente utilizado em batata e alfafa,
resultando em culturas melhoradas com sucesso, estimulando seu uso em

trevo vermelho (Taylor & Quesenberry, 1996).

Um exemplo de programa de melhoramento que obteve éxito € o da
batata, cujo objetivo foi desenvolver batatas comercializadas como batatas
fritas do tipo “chips” que resistissem a estocagem em temperaturas baixas.
Espécies selvagens 2X ndo acumulam agucares nos tubérculos, o que provoca
0 escurecimento das batatas, quando estocadas a baixas temperaturas. Esta
caracteristica é indesejavel para o comércio. Através de esquemas de
cruzamentos 2X — 4X e 4X — 2X, gametas 2n foram habeis para transmitir os
alelos dominantes, responsaveis pela tolerancia superior ao frio, em altas
freqUéncias para os genotipos cultivados tetrapléides. Este programa permitiu
que a poliploidizacdo sexual, juntamente com processos de selecéo,
desenvolvessem rapidamente batatas tipo “chips” tetrapldides resistentes ao
frio, sem a caracteristica do escurecimento dos tubérculos. Os tetraploides
hibridos apresentaram a caracteristica da adaptacdo das cultivares
tetrapldides, combinadas com a caracteristica desejavel das espécies dipldides

(Hayes & Thill, 2002a; 2002b).

2.2.1.4. Poliploidia e melhoramento em trevo vermelho

Em certas regides da Europa, tetraploides de trevo vermelho
induzidos quimicamente, algumas vezes s&o agronomicamente superiores

quando comparados as formas diploides, em termos de produgao de forragem,
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resisténcia a doencas e persisténcia (Taylor & Smith, 1979; Meglic & Smith,
1992).

Em um estudo para avaliar a influéncia da duplicagdo cromossémica
na resisténcia ao fungo Sclerotinia trifolium, Vestad (1960) verificou que todas
as familias tetrapldides analisadas foram mais resistentes do que as familias
dipldides, com diferencas altamente significativas. Mousset-Déclas et al. (1993)
avaliaram a variagao de parametros de qualidade entre 24 variedades diploides
e 12 variedades tetrapldides de trevo vermelho, e constataram que, em termos
de producao de matéria seca, variedades dipldides foram superiores as formas
tetrapldides, mas inferiores para valores de proteina bruta, carboidratos
soluveis em agua e digestibilidade da matéria seca. Para silagem, todas as
variedades produziram excelente ou boa qualidade, sem diferenca entre

dipldides e tetrapldides.

De acordo com Taylor & Quesenberry (1996), algumas
caracteristicas de trevo vermelho tetrapléide incluem: (1) quebra da auto-
incompatibilidade, uma vez que a duplicagcdo cromossémica desequilibra as
relacbes dos alelos S que controlam a autofecundacéo, que ocorre em cerca
de 3,1% de plantas em populag¢des dipldides e de 0,8 a 7,2% em cultivares
tetrapldides; (2) flores e sementes de formas tetrapléides sdo geralmente
maiores do que em dipléides. O tubo da corola € maior, alcancando 7,9 a 11,3
mm de comprimento, tornando ainda mais dificil polinizacdo por abelhas
meliferas (Apis mellifera); (3) as sementes sdao mais pesadas do que as
diploides (2,67 a 2,77g comparadas a 1,73 a 2,05 g, peso de 1000 sementes);

(4) ha maior emergéncia de plantulas tetrapldéides do que as vindas de
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sementes dipldides, porém requerem maiores taxas de semeadura quando
comparadas com dipléides; (5) a maioria dos trabalhos mostra aumento da
resisténcia a doengas nas formas tetraploides; (6) trabalhos desenvolvidos na
Europa e Japao registraram maior persisténcia e produgao de forragem para
tetrapldides do que para diploides, porém experiéncias americanas mostraram

0 oposto.

Otto & Whitton (2000) afirmaram que, com a modificacdo das
caracteristicas florais em polipléides, as alteracdes nas interagdes bidticas com
os polinizadores podem conduzir a selegao para divergéncia em caracteristicas
reprodutivas.

Taylor & Smith (1979) também citaram diferengas florais entre
dipldides e tetrapldides: produgao de néctar, comprimento e diametro do tubo
da corola e preferéncia por polinizadores. Como tetraploides tém o tubo da
corola maior, mais largo e com maior volume de néctar do que os dipldides,
Bombus spp. sao os polinizadores mais efetivos para trevo vermelho polipléide.

Davies (1971) descreveu que, em algumas variedades de trevo
vermelho da Europa, o comprimento do tubo da corola € maior em populagdes
das regides do norte. Nestas regides, as abelhas meliferas raramente visitam
as flores de trevo vermelho. Plantas tetrapléides com o tubo da corola maior
sao visitadas mais vezes por espécies de Bombus que tem um maior
comprimento da lingua. Com essas observagdes, parece que uma espécie, B.
hortorum se tornou o unico polinizador de trevo vermelho que tem tubo da

corola longo. Entdo, algumas evidéncias apontaram para o fato que, nas
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regidbes do norte da Europa, possam ocorrer populagdes tetraploides

naturalizadas de trevo vermelho.

Varios trabalhos relataram a ocorréncia de gametas nao reduzidos
em trevo vermelho, indicando a possibilidade de utiliza-los em programas de
melhoramento desta espécie. Alguns destes trabalhos sao citados brevemente
nesta revisdo e serdo mencionados com maiores detalhes no capitulo dos

Resultados e Discussao, onde trardo mais contribui¢des.

Parrott & Smith (1984) analisaram a freqiéncia de produgao de
polen 2n em uma populacdo dipléide de trevo vermelho. Os autores
encontraram, em 3% das plantas, uma produgédo de, no minimo, 1% de pdlen

2n. Estas foram consideradas produtoras de pdlen nao reduzido.

Na sequéncia deste trabalho, trés ciclos de selegdao fenotipica
recorrente aumentaram a frequéncia de producdo de graos de podlen nao
reduzidos nas populagdes analisadas. A produgcdo de matéria seca das plantas
nao diminuiu com o processo de selegcdo, o que poderia ter ocorrido, devido a
possibilidade de depressdo endogamica. Quando a produgdo de oosferas 2n
também é detectada, a possibilidade de poliploidizacdo sexual aumenta

grandemente (Parrott & Smith, 1986c¢).

Parrott et al. (1985) identificaram trés plantas diploides produtoras de
oosferas 2n, realizando cruzamentos unilaterais 2X - 4X. Em trés cruzamentos,
20, 17 e 3% das sementes coletadas foram tetrapldides. A frequéncia de
oosferas 2n calculada foi de 0,215, 0,467 e 0,157 em cada 1000 flores
polinizadas, respectivamente. Em todos os cruzamentos, somente uma planta

tripléide foi obtida.
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No mesmo trabalho, um segundo experimento tentou obter
tetrapldides através de poliploidizacdo sexual bilateral (cruzamentos 2X-2X)
sem a selecgao inicial de fémeas produtoras de oosferas néo reduzidas. Foram
utilizadas 14 plantas que produziram 57 sementes. Uma das plantas produziu
um individuo tetrapléide e uma outra planta produziu dois individuos
tetraploides. Os autores estimaram que a frequiéncia de producao de oosferas
2n foi de 3,33 (na primeira planta) e cinco (na segunda planta) em cada 1000

flores polinizadas.

Em cruzamentos bilaterais 4X-2X, Taylor & Wiseman (1987)
obtiveram uma progénie hibrida composta de 33 triploides e trés tetraploides,
que evidenciaram o envolvimento de gametas masculinos nao reduzidos. As
119 plantas obtidas através de autofecundagao foram facilmente identificadas
porque os progenitores femininos usados eram clones tetraploides de
inflorescéncia branca (carater recessivo) cruzados com plantas de uma
populacao dipléide de inflorescéncias vermelhas homozigota dominante para a

caracteristica.

Taylor & Berger (1989), encontraram triploides em relativamente alta
freqiéncia e uma ampla variagdo de plantas tetrapléides entre progénies de
cruzamentos 2X — 4X, e estimaram que foram produzidas 6,2 oosferas nao
reduzidas em cada 1000 flores polinizadas. Em outra direcdo (cruzamentos 4X
— 2X), a porcentagem de plantas tetrapléides foi maior do que a porcentagem
de tripldides. Os autores nao descartaram a possibilidade de autofecundacéo,
ja que nao foi utilizado nenhum marcador morfolégico para diferenciar a

progénie.
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Os trabalhos relatados apresentam dados que indicam que
populacdes tetraploides podem ser desenvolvidas por métodos de
poliploidizacao sexual. Se um amplo numero de pais de diversas origens pode
ser obtido, evitaria linhas melhoradas com estreita base genética e

subsequente depressdo endogamica (Taylor & Quesenberry, 1996).

Os trabalhos acima citados foram avaliagdes realizadas nos Estados
Unidos. Neste pais, germoplasmas tetrapldides de trevo vermelho
apresentaram mais baixa produgado e menos persisténcia do que os dipldides
comparados (Taylor, 1983; 1989). Por isso, as cultivares americanas de trevo

vermelho sao diploides (Taylor & Smith, 1995).

Segundo Taylor (1987), pesquisas para o desenvolvimento de
cultivares tetrapldides sdo conduzidos com maiores esforcos na Europa e Nova
Zelandia. Foi relatado que estas cultivares s&do mais persistentes, produzem
mais e sao mais resistentes a doencas do que plantas diploides. Porém, o
autor ressaltou que a exata comparagao entre tetrapldides e diploides nao é
possivel. O sucesso com tetrapldéides em outros paises estimulam mais
pesquisas na América do Norte. No Canada, a cultivar tetrapldide Bytown
(Taylor, 1987; Taylor & Smith, 1995) e na Hungria, a cultivar Hungaropoly
(Taylor & Smith, 1995) sdo citadas na literatura. Helgadoéttir et al. (2000)
citaram algumas cultivares tetrapldides desenvolvidas para a regidao norte da

Europa: Kolpo, Syn, Tepa, Sv Betty e Sv A90052.

A cultivar Bytown foi a primeira cultivar tetrapléide de trevo vermelho,
langada no Canada em 1979, sendo desenvolvida para tolerancia a podridao

da raiz causada pelo fungo Sclerotinia trifoliorum (Maddil & Skepasts, 2003).
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Christie & Choo (1991) avaliaram a tolerancia ao frio das cultivares
tetrapldides Hungaropoly e Tapiopoly. Ambas sao recomendadas para
producao de forragem. Os autores observaram uma associagao positiva entre
as plantas com habito de crescimento mais vegetativo (tipos que néo

floresceram) com subsequente sobrevivéncia.

Em 1990, no Japéao, foi registrada uma cultivar dipldide (Hokuseki) e
uma tetrapléide (Taisetsu). Estas foram comparadas quanto a persisténcia com
a cultivar de origem Sapporo. As duas cultivares novas foram mais persistentes
que a Sapporo, pois produziram mais matéria seca a partir do terceiro ano, em
cinco anos de avaliagdes. Também foram mais tolerantes ao fungo Sclerotinia
trifoliorum, o que contribuiu para a persisténcia superior das novas cultivares

(Yamaguchi et al., 1993).

Taylor et al. (2000) registraram a cultivar tetrapléide “99-L38-1799”,
que foi langada pelo Kentucky Agricultural Experimental Station em 1998. Esta
cultivar é derivada da cultivar tetrapléide suica Témara. Este € o primeiro
material tetrapldide registrado que apresenta um marcador genético associado,
podendo ser util para protegcao da cultivar e auxilio nas investigagdes genéticas

em nivel tetraploide.

A razao pela qual os tetraploides tém tido sucesso na Europa e nao
nos Estados Unidos nao esta relacionada com o método de producido dos
tetrapldides. Uma sugestao é que nao seriam adaptados para as condigdes de
estresse que prevalecem nos Estados Unidos. Isto ndo concorda com os dados
de Makarov (1983, apud Taylor & Quesenberry, 1996), que encontrou mais alta

producdo de matéria seca em tetrapldéides do que em dipléides quando
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populagdes foram cultivadas em condi¢des de seca. Melhoristas da Europa tém
envolvido tetraploides ha mais tempo nos programas do que os Estados Unidos
e, tempo aparentemente consideravel é necessario para os genes de trevo
vermelho se tornarem adaptados para permanecer em células do mais alto
nivel de ploidia (Taylor & Quesenberry, 1996). Portanto, o tempo de
desenvolvimento de projetos com trevo vermelho tetrapléide poderia explicar as
diferencas de sucesso entre Europa e Estados Unidos. Ainda assim, esforgos
foram feitos para duplicar o complemento cromossdmico de materiais
adaptados nos Estados Unidos, por colchicina, 6xido nitroso e gametas nao

reduzidos (Taylor, 1987).

Taylor & Smith (1995) comentaram sobre a importancia de
desenvolver cultivares proprias para cada regido: os autores disseram que a
maioria das cultivares sdo especificas para determinadas areas onde foram
desenvolvidas. Por exemplo, uma rede de avaliagdo de trevo vermelho,
chamada “Nordclover” foi criada em areas noérdicas (Islandia, Noruega,
Dinamarca, Suécia e Finlandia) da Europa. La, sao realizados trabalhos de
‘pré-melhoramento”, avaliagdo e desenvolvimento de gendtipos que tenham
alta tolerancia as condigdes ambientais extremas de frio e variabilidade
suficiente para selegao de caracteristicas de interesse agronémico (Helgadéttir

et al., 2000).

2. 2.1.5. Efeitos negativos da poliploidia

Autopolipléides e alopolipléides recém formados apresentam um

complicado padrao de pareamento meidtico. Normalmente, os alopolipléides
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exibem uma segregagao dissbmica, formando bivalentes durante a meiose.
Porém, nos autopolipldides, os conjuntos de cromossomos homdlogos podem
parear ao acaso, com tendéncia a formar multivalentes na meiose (Hertzsch,
1960; De Wet, 1971; Stebbins, 1971; Ramsey & Schemske, 2002). A
segregacao tetrassdmica verificada nos autopolipléides conduz ao declinio da
fertilidade devido a possibilidade de formacao de gametas nao balanceados

(Hertzsch, 1960; Otto & Whitton, 2000).

Com fertilidade em geral mais baixa, os autopolipléides produzem
menos sementes (Levan, 1939; Stebbins, 1971; Hertzsch, 1960; Dewey, 1980),
dificultando os cruzamentos neste nivel. Portanto, melhoramento de cereais,
plantas produtoras de 6leo e outras que necessitem de sementes, utilizando
polipléides, se torna mais dificil. O crescimento dos polipldides € mais lento,
devido ao mais lento ritmo mitético. Por isso, variedades duplicadas podem
crescer e produzir mais no final das estagdes. Essas consideragdes indicam
que novos autopolipléides podem ser promissores em plantas forrageiras e

capacitam a utilizacdo de muitas formas gigantes (Hermsen, 1984b).

Levan (1939) salientou que a diminuicdo na quantidade de sementes
nas formas tetraploides de Trifolium pode ser uma dificuldade crucial. O
inadequado conjunto de sementes de trevo vermelho tetrapldide € a maior

limitacdo para sua ampla exploracdo comercial.

Stebbins (1947) citou trés causas que levam plantas autotetrapldides
a esterilidade: 1°) distribuicdo irregular dos cromossomos causada por
separagao desigual dos multivalentes; 2°) distribuicdo irregular dos

cromossomos causada por irregularidade meidticas, de natureza fisioldgica,
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provavelmente sob controle genético; 3°) esterilidade genética-fisiologica, de

natureza nao explicada, mas nao associada com irregularidades meidticas.

Mais recentemente, Ramsey & Schemske (2002) afirmaram que nao
foram encontradas evidéncias de que a fertilidade dos autopoliploides seja
menor que dos alopolipldides, ja que a ocorréncia de associag¢des bivalentes &
freqiente durante o pareamento cromossémico na meiose. Com isso, 0s
autores mostraram que a regularizagado do pareamento € um processo bastante
rapido.

Alguns estudos citologicos demonstraram que associagdes
bivalentes predominam em formas tetrapléides oriundas de poliploidizagdes no

género Trifolium.

Schifino & Moraes Fernandes (1986; 1987), ao analisarem o
comportamento meidético de plantas de Trifolium riograndense poliploidizadas
com colchicina, constataram a prevaléncia de associag¢des bivalentes e baixo
numero de quadrivalentes, trivalentes e univalentes, sugerindo um controle
genético para o pareamento cromossdmico. Houve uma correlagdo positiva
entre indice meiotico, fertilidade do pélen e produgao de sementes.

Souza et al. (1988) verificaram altas quantidades de sementes em
Trifolium riograndense tetrapldide. Estes resultados indicaram que, em
autotetrapldides de T. riograndense, a fertilidade néo foi reduzida e algumas
vezes foi equivalente aos dipldides.

Em hibridos tetrapléides de progénie originada de cruzamentos 4X —
2X em trevo vermelho, plantas tripldides apresentaram 4,34 associagdes

trivalentes, 2,7 bivalentes e 2,58 univalentes. Ja nos tetraploides produzidos
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através de gametas nao reduzidos, muitas associagbes foram de
quadrivalentes (2,33), mas a maioria das configuracbes meidticas foi de
bivalentes (8,05) e 88% dos gréos de pdlen avaliados foram estaveis (Taylor &
Wiseman, 1987).

Tofte & Smith (1989) examinaram citologicamente plantas
tetrapldides sexuais de trevo vermelho derivadas de cruzamentos bilaterais. A
maioria das associagbes cromossOmicas, tanto de individuos euploides
(2n=4x=28) quanto aneuploides (2n=25,26,27,30), foi de bivalentes. Uma
planta com 25 cromossomos teve menor frequéncia de bivalentes (4,1) e duas
plantas com 30 cromossomos tiveram mais bivalentes (7,75) dentre as

analisadas.

2.3. Método de selecao para trevo vermelho

O uso de gametas nao reduzidos para multiplicar o complemento
cromossbmico em trevo vermelho oferece uma possibilidade para mais
facilmente incorporar materiais adicionais dentro de cultivares tetraploides,
devido ao aumento da base genética (Taylor & Giri, 1983).

Porém, algumas caracteristicas desejaveis, como altas frequéncias
de producdo de gametas ndo reduzidos, nao aparecem logo na primeira
geragdo em uma populagdo. Algum método de selecao deve ser usado para
aumentar a freqiéncia dos genes da caracteristica e revelar sua variagédo
(Taylor & Quesenberry, 1996). Mesmo depois de obtidas as plantas polipldides,

€ necessario que a duplicagdo cromossémica seja seguida por um tipo de
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selecao recorrente que permita a formagdo de combinagdes 6timas de genes
em nivel tetraploide (Taylor, 1987).

Para o desenvolvimento de trevo vermelho tetrapldide, uma
relativamente alta freqliéncia de producdo de gametas 2n em populagdes
dipléides torna-se necessaria. Plantas selecionadas podem ser intercruzadas
para desenvolver uma nova populagao para testes e/ou selegao. A repeticao
continuada deste processo, chamada de selegao fenotipica recorrente, mantém
os melhores materiais para a proxima geragao ou ciclo de selegao (Taylor &
Smith, 1979; Parrott & Smith, 1984).

O método de selegao fenotipica recorrente € muito utilizado para
selecionar varias caracteristicas desejaveis em trevo vermelho (Taylor & Smith,
1979). Taylor (1987) e Paim (1994) salientaram que este método de selegao é
efetivo para caracteristicas de heranca simples e de alta herdabilidade e que
sao facilmente identificadas e reconhecidas (resisténcia a doencas, conteudo
de tanino, tamanho de sementes).

Malm & Hittle (1963) observaram que este método de selecao foi
eficiente para melhorar a persisténcia de trevo vermelho e ainda manter a
espécie com caracteristicas desejaveis. Os autores conseguiram, em trés
ciclos de selecdo fenotipica recorrente, plantas superiores para persisténcia,
habito de crescimento e vigor.

Mokhtarzadeh et al. (1967) selecionaram linhas maternas e
realizaram selecao fenotipica com a finalidade de aumentar a persisténcia em
trevo vermelho. No terceiro ciclo, o objetivo foi alcangado. Os autores

observaram que o aumento da persisténcia diminuiu a produg¢ao de forragem
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no primeiro ano, mas aumentou no segundo ano, concluindo ser eficiente este
meétodo de selecéo.

Taylor et al. (1985) verificaram que a selegao fenotipica recorrente
foi eficiente para selecionar plantas com inflorescéncias de multiplos capitulos.
Foram necessarias seis geragdes de selegcao para aumentar linearmente o
numero de inflorescéncias de um para 7,4. Os autores concluiram que este tipo
de selecao é eficiente em produzir gendtipos extremos, sugerindo que muitas
caracteristicas podem ser desenvolvidas dentro de variedades locais
adaptadas. O maior problema, segundo os autores, € a dificuldade de mudar
uma caracteristica morfolégica sem mudar outras caracteristicas indesejaveis.
A selecao contra pode ser dificil, ou até impossivel em certos programas.

Broda et al. (1991) testaram o efeito da selecao fenotipica recorrente
para producdo de sementes em uma populagdo de trevo vermelho obtida
através de cruzamentos 2X — 4X. A produgao de sementes aumentou de 36,7-
43,7 na geragao F1 para 71-85% nas geracgdes F8 e F10.

Em programas de melhoramento com trevo vermelho, ciclos de
selecdo recorrente para producdo de pélen 2n foram usados com sucesso
(Taylor & Smith, 1979; Parrott & Smith, 1986¢c), e mostraram ser eficientes
também em outras culturas, como alfafa (Tavoleti et al., 1991a; 1991b).

Parrott & Smith (1986c¢) utilizaram ciclos de selegdo fenotipica
recorrente para aumentar a média de producao de pdlen 2n em populacdes
selecionadas de trevo vermelho. Em trés ciclos de selegdao, a producdo de
gametas 2n aumentou de 0,04%, na populagao original, até 47,38% no terceiro

ciclo de selecado, com herdabilidade estimada para a produgao de pélen 2n de
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0,50. Os autores concluiram que este método de selecdo é efetivo para

aumentar a frequéncia de producgao de pdélen 2n em trevo vermelho.
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3. MATERIAL E METODOS

Todas as etapas deste trabalho, envolvendo estabelecimento das
plantas, avaliacbes, selecdo, cruzamentos e coleta de sementes foram
realizados nas dependéncias (casa de vegetagdo e Laboratérios de
Citogenética e Microscopia Optica) do Departamento de Plantas Forrageiras

e Agrometeorologia da Faculdade de Agronomia (UFRGS).

O trabalho realizado foi conduzido em dois experimentos,

identificados como Experimento 1 (Exp. 1) e Experimento 2 (Exp. 2).

3.1. Experimento 1
Este experimento teve inicio em abril de 2000 e término em janeiro

de 2004.

3.1.1. Semeadura
Em abril de 2000, sementes de trevo vermelho da cultivar Quiniqueli
(encontradas no comércio) foram inoculadas com Rhizobium especifico para
Trifolium e peletizadas com carbonato de calcio.
Apods a inoculacdo, cerca de 3000 sementes foram postas para

germinar em placas de petri previamente desinfectadas com alcool etilico,
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forradas com papel filtro e mantidas Umidas para estimular o processo

germinativo.

3.1.2. Transplante para vasos

As plantulas nas quais emergiram cotilédones foram transferidas
para sementeiras e, apds o surgimento da primeira folha unifoliolada, foram
transferidas para copos de plastico (com capacidade de 500ml) com terra,
com identificagdo (n° 1 até n). Estes vasos foram mantidos em casa de
vegetacdo com fornecimento de Iluz artificial através de I|ampadas
fluorescentes e incandescentes, totalizando um fotoperiodo de 16 horas,
com o objetivo de induzir as plantas ao florescimento. Cerca de 500 plantas
efetivamente cresceram e as que floresceram foram avaliadas como descrito

a segquir.

3.1.3. Determinagoes do experimento

3.1.3.1. Analise de graos de podlen para identificagao de plantas
produtoras de podlen 2n

Uma diferenga que distingue o trevo vermelho dipléide do tetrapléide
€ a forma e o tamanho do grdo de pdlen maduro. Tais diferengas servem para
uma rapida triagem de plantas para indugéo de tetraploidia (Taylor et al., 1976)
ou identificacdo de plantas produtoras de gametas 2n (Parrott & Smith, 1984).
Neste trabalho, a detec¢cdo de graos gigantes serviu para a selegdo de plantas

produtoras de grdaos de pdlen gigantes e como um indicativo de que estes
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poderiam ser nao reduzidos. Em laboratério, foi verificada a freqiéncia de
aparecimento de graos gigantes nas amostras coletadas.

Quando maduras, algumas flores foram retiradas ao acaso das
inflorescéncias para serem analisadas imediatamente ou, havendo
necessidade, uma inflorescéncia de cada planta foi coletada e fixada em
fixador Carnoy 3:1 (alcool etilico: acido acético) durante aproximadamente 24
horas, a temperatura ambiente. Decorrido este periodo, o material foi estocado
em alcool etilico 70% e mantido sob refrigeragao para analises posteriores.

Para a preparacdo das laminas, as anteras de trés flores de uma
mesma inflorescéncia foram dissecadas (sob observacdo em lupa)
separadamente por planta. Apds, sobre a lamina, essas foram maceradas,
coradas com carmim propidnico e cobertas com laminula. A analise foi
realizada em microscépio Optico comum, em um aumento de 200X.

No total, trés Iaminas por planta foram preparadas. Em cada lamina,
foram observados cerca de 500 graos. Destes, cinco graos normais por lamina
foram medidos, em micrdmetros (um), para efeitos de comparacdo com os
graos de tamanho maior. Esta medida foi feita com o auxilio de uma régua
micrométrica que ficava acoplada a ocular do microscopio. Para a medicao,
tomou-se o tamanho do didmetro de dois eixos imaginarios, citados como eixo
maior e eixo menor, ou mais especificamente, comprimento e largura do grao
de pdlen, uma vez que a forma dos grdos normalmente n&o é redonda.

Durante o rastreamento, quando apareceram grédos maiores do
gue os normais, estes eram registrados e alguns deles também eram medidos.
No total, 1500 grédos de polen por planta foram avaliados. N&do houve uma

definicdo absoluta entre grdos normais e gigantes, apenas uma aparente
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demarcagao, que possivelmente poderia diferenciar o tamanho dos graos.

Graos considerados normais foram os que apresentaram no, maximo, 55,9 um

de comprimento e 53,75 um de largura. Evans (1955) escolheu uma medida
minima para os graos gigantes. Neste experimento, grdos considerados
gigantes foram os que apresentaram medidas minimas de 585 um

(comprimento) e 55,9 um (largura), na maioria das investigacoes.

As plantas que apresentaram no minimo 15 graos gigantes, ou seja,
1% do total analisado, como sugerido em Parrott & Smith (1984), foram
selecionadas para posterior realizagdo de cruzamentos. As plantas em que nao
foram verificadas anormalidades na produgdao de graos de podlen, ou seja,
apresentaram menos de 1% de graos gigantes, foram descartadas apds cada

analise.

3.1.3.2. Polipléides importados

Sementes produzidas em cruzamentos 2X-4X e 4X-2X,
desenvolvidas na Universidade de Kentucky, Lexington, Estados Unidos, foram
enviados pelo Dr. Norman Taylor em 2000 para serem utilizadas neste
experimento. Os tetrapléides deste material foram obtidos através de
poliploidizacdo com o&xido nitroso pelo referido pesquisador € os genitores
dipldides foram selecionados por produzires graos de podlen de tamanho
gigante. Inicialmente, 200 sementes deste material foram peletizadas, postas a
germinar e transferidas para vasos com terra, idem ao citado nos itens 3.1.1 e
3.1.2. A determinagcdo do numero cromossémico foi realizada em todos os

individuos adultos. As plantas que floresceram foram analisadas quanto ao
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tamanho de graos de pdlen. A denominagcdo das plantas ficou assim
estabelecida: plantas T1-1, T1-2,...,T1-n: vindas dos cruzamentos 4X-2X e

plantas T2-1, T2-2,..., T2-n vindas dos cruzamentos 2X-4X.

3.1.3.2.1. Analises de graos de pdlen

O procedimento de preparagao das laminas e o método para medir
os graos de polen foram os mesmos dos citados no item 3.1.3.1. Neste caso,
porém, foram feitas medidas em 10 graos de pdlen por lamina preparada para
cada planta. No total, 30 grdos foram medidos e, no final, uma média da
medida dos graos por planta foi obtida para que fosse feita uma comparagao
entre o tamanho destes grdos com aqueles graos gigantes encontrados nas
plantas dipléides selecionadas. Esta comparacao foi efetuada para verificar se,
de fato, as plantas dipldides deste trabalho, que foram consideradas
possivelmente produtoras de gametas nao reduzidos, apresentavam tamanhos
de graos de podlen gigantes pelo menos semelhantes ao dos grédos das plantas

polipldides do Dr. Taylor.

3.1.3.2.2. Determinagao do niumero cromossomico

Para confirmar a condicdo tetrapldide das plantas obtidas das
sementes importadas, pontas de raiz foram removidas das plantas adultas
mantidas em casa de vegetacgao, pré-tratadas com uma solugédo saturada de
paradiclorobenzeno (PDB) e mantidas sob refrigeragdo por cerca de 18 a 20h.
Decorrido este periodo, as pontas foram fixadas por 24h em uma solucéo 3:1
(alcool etilico: acido acético) e depois estocadas em alcool etilico 70% sob

refrigeragao até que se procedessem as analises.
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Para as analises, as pontas foram hidrolisadas em HCI 1N (acido
cloridrico um normal), permanecendo por cerca de cinco minutos a 60°C. Para
coloracao das pontas de raiz, estas ficaram ao abrigo da luz mergulhadas em
corante Feulgen por um periodo de duas a quatro horas, aproximadamente
(metodologia descrita por Cardoso et al., 2000). A preparagao das laminas foi
realizada sob lupa, com a extragcdo da ponta da raiz corada, maceracgao,
aplicagao de carmim propidnico e cobertura por uma laminula para visualizagao
sob microscépio 6ptico, em um aumento de 1000X. A contagem cromossdémica
foi feita em células intactas com cromossomos bem espalhados em pro-
metafase ou metafase. No minimo, dez células foram avaliadas para cada
planta examinada. Anormalidades ocorrentes também foram registradas.

As plantas nas quais foi confirmada a duplicagdo cromossOmica,
foram utilizadas como genitores femininos em cruzamentos unilaterais que

envolveram as plantas dipldides selecionadas como doadoras de pélen.

3.1.3.3. Cruzamentos e ciclos de seleg¢ao

Apds a primeira etapa das analises, as plantas que foram
selecionadas para a realizacdo dos cruzamentos. Inicialmente, as plantas
dipléides selecionadas foram isoladas das demais para serem polinizadas por
insetos. Porém, ndo houve presenca de polinizadores no local em que as
plantas estavam e, consequentemente, ndo houve polinizagdo e producio de
sementes. Foi necessario, entdo, que se partisse para o processo de
polinizagbes manuais. As plantas ficaram alguns meses (de dezembro/2000 a

janeiro/2001) sem produzir sementes (a espera de polinizadores naturais) e,
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quando se decidiu realizar polinizagdes manuais, muitos individuos
selecionados haviam morrido, devido ao calor intenso, e o florescimento havia
sofrido uma queda acentuada. Por isso, as plantas restantes foram utilizadas
como genitoras masculinas (doadoras de pélen) nas polinizagbes manuais e os
polipléides importados serviram de genitores femininos, pois estavam bem
estabelecidos e em pleno florescimento (cruzamentos unilaterais na dire¢cao 4X
- 2X).

O procedimento de polinizagdo manual seguiu aquele sugerido por
Taylor & Smith (1979) e Taylor (1980, 1987). Para exposi¢cao do estigma das
flores, foi necessario o uso de um pequeno palito de madeira com ponta fina.
Com uma quilha feita de papel firme, foi retirado o pdlen dos doadores e
colocado nas flores dos genitores femininos. A Figura 1 ilustra o procedimento

adotado nas polinizagdes manuais.

b

FIGURA 1 — llustragdo do procedimento utilizado para realizar as polinizades
manuais: a) exposi¢ao do estigma no genitor feminino; b) coleta
de pdlen no genitor masculino (Faculdade de Agronomia,
UFRGS, Porto Alegre, 2000).
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As informacdes referentes as polinizagdes foram anotadas: numero
correspondente da planta polinizada e das doadoras de pdélen, numero de
flores polinizadas, numero de sementes produzidas em cada inflorescéncia.

Apos a efetivagcao dos cruzamentos, esperou-se no minimo 21 dias
antes da coleta das sementes, ja que este é o periodo recomendado por Taylor
& Smith (1979). Uma vez coletadas, estas foram mantidas separadas e

identificadas para o proximo ciclo de selecéao.

3.1.3.4. Andlises gerais das progénies

Neste Experimento 1, foram realizadas analises gerais de todos os
individuos que alcangaram a fase adulta, resultantes dos cruzamentos

realizados durante os quatro ciclos em que o trabalho foi conduzido.

As analises foram em relagao as condigcbdes reprodutivas (niveis
de ploidia, viabilidade dos gréos de podlen e produgdo de sementes) e a
persisténcia das progénies. Também foi verificada a possibilidade do uso de

plantas tripléides como uma ponte para a formacéao dos tetrapléides.

A analise da viabilidade dos graos de podlen é uma maneira de
estimar as condi¢des reprodutivas em que a progénie se apresenta no decorrer
das geracdes. O método de preparagdo de laminas para essas analises foi
idéntico ao exposto no item 3.1.3.1. Neste caso, em cada lamina, também se
analisou 500 graos, mas estes foram classificados entre cheios de tamanho
normal e cheios de tamanho gigante (considerados férteis) e graos inviaveis

(vazios, parcialmente cheios, micropdlens cheios, parcialmente cheios e
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vazios). A ocorréncia de cada um dos tipos de graos foi expressa em

porcentagem. Este procedimento foi repetido em todas as geracdes avaliadas.

A contagem do numero cromossémico em células mitéticas de
pontas de raiz das plantas para deduzir sobre o nivel de ploidia seguiu a
mesma metodologia explanada no item 3.1.3.2.2. Este procedimento foi

adotado em todas as plantas de todos os ciclos deste experimento.

Observagdes quanto a persisténcia, habito de crescimento e vigor

foram constantemente avaliados em todas as etapas do trabalho.

3.2. Experimento 2

Este experimento iniciou em junho de 2001 e estendeu-se até
dezembro de 2003.

Inicialmente, trés cultivares foram utilizadas para a realizagdo das
analises: Quiniqueli, Keenland e Redland. Estas duas ultimas foram enviadas
pelo Dr. Julio Viegas, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) em
2001. Todo o procedimento de semeadura, transplante para vasos, cuidados
culturais até o florescimento e analises de graos de podlen, selecédo e
cruzamentos foram feitos como as avaliagdes do Experimento 1.

Neste segundo experimento foi possivel realizar os ciclos de selegcao
fenotipica recorrente, ja que aqui os cruzamentos foram bilaterais (2X — 2X),
envolvendo somente o nivel dipldide. As plantas adultas em cada nova geragéao
foram avaliadas para produgcao de graos de pdlen gigantes e os cruzamentos

reciprocos manuais ocorreram entre as plantas selecionadas.



53

A cada novo ciclo, foram realizados os seguintes procedimentos: (1)
verificagdo da frequéncia de surgimento de graos de polen gigantes em cada
planta individualmente; (2) medidas de uma amostra de 15 grdos normais e de,
no minimo, 15 graos gigantes por planta; (3) sele¢cdo das plantas com mais alta
producdo de graos maiores; (4) cruzamentos manuais entre os individuos
selecionados; (5) producdo de sementes; (6) germinagdo das sementes
coletadas e estabelecimento de plantulas para o novo ciclo.

Neste experimento, a partir do segundo ciclo de avaliagdes,
procedeu-se nao sO a identificacdo de gréos gigantes e suas respectivas
medidas, mas também se verificou a viabilidade dos grdos de pdlen das
plantas, como consta no item 3.1.3.4.

No primeiro ciclo, foram selecionadas as plantas que produziram no
minimo 1% de gréos de polen gigantes (seguindo a referéncia de Parrott &
Smith, 1984); no segundo ciclo, plantas com produg¢do de no minimo 2% de
macropolens foram selecionadas e no terceiro ciclo, plantas com no minimo 3%
de grdos maiores foram selecionadas. No ultimo ciclo, as plantas com as mais
altas porcentagens de graos gigantes foram submetidas a analises de pontas
de raiz para verificar se alguma progénie tripldide, tetrapldide ou algum
aneuploide havia surgido nesta descendéncia. A metodologia para estas

analises é a mesma descrita no item 3.1.3.2.2.

3.3. Analises dos dados

3.3.1. Experimento 1
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No primeiro ciclo, a analise dos dados foi principalmente descritiva, ja
que neste houve um sé tratamento, tanto na populacdo dipldide (cultivar
Quiniqueli) quanto na populagédo tetraploide analisada. Como cada planta
individual ndo possuia repeticao, nao foi possivel realizar analises de variancia
para porcentagem de producio e porcentagem de aumento de graos de pdlen
gigantes. Neste caso, a variabilidade individual foi considerada variagcéo
intrinseca ou erro aleatério. Foi possivel fazer tabelas com médias e amplitudes
de variagao de cada planta individualmente para a variavel tamanho dos graos
de polen.

Ganhos de selecao e diferencial de selegao para frequéncia de
surgimento de graos de pdlen gigantes foram feitos nas plantas da cultivar
Quiniqueli, comparando a populagéo original avaliada, sem selegao prévia, com
a populacao selecionada. As formulas utilizadas para realizar estes calculos
foram:

DS (diferencial de selegcdo) = média da populacdo melhorada — média da
populagao original.

GS (ganho de selegéo) (%) = DS x 100/média da populagéo original

No terceiro ciclo, devido ao baixo numero de plantas obtidas,
também so foi possivel realizar uma analise descritiva.

Nos ciclos dois e quatro, o delineamento experimental utilizado foi o
completamente casualizado e as familias compostas dos meio-irmaos de cada
planta mde do ciclo anterior foram consideradas tratamentos. Entdo, as
repeticoes foram as plantas irmas dentro das familias. Foram realizadas
analises de variancia para porcentagem de produgdo de grdos de polen

normais, gigantes e inviaveis. O teste F realizado n&do mostrou diferenca
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significativa para nenhuma das variaveis, a um nivel de significancia de 5%.
Estas analises foram realizadas com o programa de analises genéticas GENES
(Cruz, 2001).

Na Figura 2 esta representado o esquema dos cruzamentos

realizados durante os quatro ciclos deste Experimento 1.

Pais Genitores femininos X Genitores masculinos
(cicloum) (plantas tetraploides importadas) (plantas dipléides
selecionadas)

1°geracao T1-211 T1-4 1 T1-1411 T1-2111 T2-511 T2-1111 T2-12 11

(ciclo dois) T1-4 12 T1-2112 T2-512 T2-1113
T1-4 13 T2-513 T2-1114
T1-4 14
T1-4 15

X X X X X X X
T1-4 16

2° geracgao a b c d e

(ciclo trés) X X X

3° geragao al, a2, a3, a4, a5, el, e2, e3,

(ciclo a6, a7, a8 e4, e5

quatro)

| = irmé&o;

X = progénies sem descendentes.

FIGURA 2 — Esquema dos cruzamentos realizados nos quatro ciclos de
selecao do Experimento 1.
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3.3.2. Experimento 2
O delineamento experimental utilizado foi o completamente
casualizado com numero variavel de repeticdes. No primeiro ciclo, cada cultivar
utilizada foi considerada um tratamento (Quiniqueli, Redland e Keenland), e
cada planta selecionada, dentro das cultivares, foi considerada como uma
repeticdo. As variaveis comparadas pelo teste F a um nivel de significancia de
5% foram: porcentagem de aumento dos gréos gigantes e porcentagem de
ocorréncia de graos gigantes. A variavel porcentagem de aumento dos graos
gigantes foi analisada considerando-se somente a medida do comprimento dos
graos. Essas analises foram realizadas com o programa GENES (Cruz, 2001).
Um teste T-student, a um nivel de significAncia de 5%, foi realizado para
verificar se a propor¢gao de aumento dos graos gigantes era de, no minimo,
30% em relagdo aos grdaos normais, o que indicaria que eram de fato nao
reduzidos, como consta nos dados da literatura. Para esta avaliagdo, foi
realizada uma medida de area dos graos de pélen, ja que estas possuem forma
eliptica, utilizando a seguinte férmula:
A= (ffxaxb)/4,
onde a representa a medida do comprimento dos graos e b representa a
medida da largura dos graos. Esta analise foi realizada no software SAS versao
8.2 e SPSS verséo 8.0.
No ciclo dois, foram realizadas as mesmas analises do ciclo um,
0s mesmos procedimentos e os mesmos pacotes estatisticos. Nesta geracéao,
foram avaliadas as filhas das plantas selecionadas de cada cultivar do ciclo

anterior, porisso aumentou o numero de tratamentos. As familias de meio
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irmaos foram identificadas por letras e cada planta selecionada dentro das
familias, foi considerada uma repeticao. Por exemplo, as plantas descendentes
da familia Q178, que foi uma das plantas selecionadas no primeiro ciclo, foram
classificadas como tratamento “Q”; as plantas vindas das maes R4 do primeiro
ciclo, foram inseridas no tratamento “B”; as plantas originadas da mae K88,
pertenceram a familia “H”, e assim por diante. No total, 12 tratamentos foram
avaliados. Quando houve diferencga significativa pelo teste F para as variaveis
porcentagem de aumento dos grdos gigantes ou porcentagem de graos
gigantes, o teste de Tukey a 5% de significancia foi aplicado para as
comparacgoes entre as médias das familias.

No ciclo trés, as mesmas variaveis do ciclo dois foram avaliadas e os
tratamentos foram definidos de acordo com as plantas mae selecionadas que
derivaram as sementes no ciclo anterior. Por exemplo, da descendéncia da
familia "E” do ciclo dois, trés plantas, identificadas como E48, E5S0 e E55 foram
selecionadas e originaram trés familias no ultimo ciclo. Foi considerada
repeticdo cada planta irma dentro de cada familia. No total, foram avaliados 18
tratamentos neste ciclo.

A viabilidade do pdlen e a porcentagem de flores polinizadas que
produziram sementes em cada familia foram analisadas descritivamente nos
trés ciclos de selecéo.

Os calculos de ganhos de selecdo e diferencial de selegdo para
freqUéncia de surgimento de gréaos de pdlen néo reduzidos foram realizados
primeiramente nos trés ciclos, em avaliacbes independentes por ciclo. Esta

verificagcdo comparou o desempenho geral das familias em cada ciclo de
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selecdo quanto a capacidade de produzir graos de polen gigantes. A analise
considerou, em todas as geragdes, todas as plantas descendentes, como
repeticoes, dentro das trés cultivares. Entdo, para estes calculos, houve
sempre trés tratamentos, Q, R e K, referentes as cultivares Quifiiqueli, Redland
e Keenland, respectivamente. Esta analise teve por objetivo verificar a
eficiéncia do processo seletivo utilizado em cada ciclo de selegdo. A média
geral de ocorréncia de graos gigantes nas populagdes originais de cada ciclo
(todas as plantas avaliadas dentro de cada cultivar) foi confrontada com a
meédia de ocorréncia nas populacdes selecionadas.

Com a utilizacdo do programa estatistico SANEST, foi realizada uma
analise de variancia para comparar a capacidade geral de cada familia em
produzir graos de polen gigantes. Também foram feitas analises desta variavel
para o progresso feito pelas familias nos ciclos de selecdo e para o progresso
geral das populagdes selecionadas neste experimento nos trés ciclos de
selecdo. Esta variavel foi analisada com valores médios (das familias ou dos
ciclos) de porcentagem de produgao de graos de podlen gigantes, e foi mantida
a estrutura original das trés familias, composta pelas cultivares Quifiqueli,
Redland e Keenland. A comparacao destas médias foi feita pelo teste de Tukey
a um nivel de significancia de 5%.

Também foram realizados calculos de diferencial de selecdo e
ganhos de selegcdo comparando as médias de producado de gametas gigantes
na populacéao original do primeiro ciclo, envolvendo a média das trés cultivares,
com a média final de producio do ultimo ciclo de selecao, onde foi tomada a

média de producdo da populacao selecionada.
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Convém salientar que, embora a estrutura familiar tenha sido
mantida durante a selecdo, as familias contribuiram com uma progénie de
diferentes numeros para as geragdes seguintes. Isto acarretou em dificuldades
para analisar e concluir sobre os resultados. Uma particularidade das analises
feitas com o programa estatistico SANEST deve ser mencionada. Para realizar
a anadlise de variancia, este programa diluiu as médias dos tratamentos (no
caso, cultivares) utilizando, para isso, valores de todos os ciclos, com a
finalidade de balancear o numero de repeticbes e assim, poder conduzir as
analises. Por isso, as médias de frequéncia de producido obtidas com este
programa diferem das médias obtidas para os calculos de diferencial de
selecdo e ganhos de selecdo que foram discutidos em cada ciclo
individualmente e que foram feitos manualmente, respeitando o numero real de

plantas existentes em cada familia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Consideragcdoes sobre a implantagcdao e conduc¢ao do

experimento

Apos as plantulas terem sido transferidas para os copos com terra
em casa de vegetacdo, tanto no Experimento 1 quanto no Experimento 2,
em todos os ciclos avaliados, observou-se uma baixa no numero total de
individuos transplantados, decorrente da dificuldade de estabelecimento das
plantulas. Como resultado, o numero final de plantas adultas que entraram
em fase de florescimento para serem avaliadas foi muito abaixo do numero
inicial de sementes postas a germinar. Um fator observado que atuou com
grande intensidade no estabelecimento das plantulas foi as altas
temperaturas ocorrentes nos meses iniciais de cada ano, quando cada novo
ciclo era estabelecido. Isto limitou o crescimento inicial e o estabelecimento
de muitas plantas. Para contornar este problema, no ultimo ano (quarto ciclo
do Experimento 1 e terceiro ciclo do Experimento 2), as sementes coletadas
do ciclo anterior foram postas para germinar no inicio do outono, em meados

de abril de 2003.
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4.2. Experimento 1

4.2.1. Testes de germinagao

Testes de germinagdo foram realizados no inicio do trabalho, em
uma amostra das sementes que foram submetidas as avaliacbes. O teste
verificou que, a uma temperatura de 20°C, a germinagao das sementes foi
superior a 70%, com os cotilédones ainda fechados, quatro dias depois de

terem sido postas a germinar.

4.2.2. Primeiro ciclo de selegao
4.2.2.1. Andlises dos graos de poélen e selecao de plantas
dipléides

As plantas diploides da cultivar Quifiqueli estabelecidas em casa de
vegetacao e que floresceram foram avaliadas nesta primeira etapa. A Figura 3
ilustra a visao geral das plantas adultas em casa de vegetacéo, detalhes das
inflorescéncias e uma inflorescéncia de trevo vermelho em destaque.

Quanto ao tamanho das amostras coletadas para as analises de

graos de polen neste experimento, este foi considerado suficiente para realizar
as avaliagdes depois de analisar alguns trabalhos anteriores. As avaliagdes de

graos de podlen em experimentos de trevo vermelho consultadas foram as
seqguintes: Giri et al. (1983) mediram a viabilidade de pdlen corado em 500
graos de pdlen por planta. Parrott & Smith (1984) detectaram a produgao de
graos nao reduzidos em 1000 graos por planta em 600 plantas avaliadas. O
exame de 250 graos foi usado para detectar plantas com altas frequéncias de

producao de graos 2n por Parrott & Smith (1986c¢). Taylor & Wiseman (1987)
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FIGURA 3 — a) aspecto geral da casa de vegetagdo com as plantas da
populagdo diploide estabelecidas no primeiro ciclo de selegéo
(Exp. 1); b) aspecto das inflorescéncias de trevo vermelho; c)
inflorescéncia de trevo vermelho visto em detalhe (Faculdade de
Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, 2000).
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observaram 500 graos de pdlen nas plantas obtidas de cruzamentos 4X — 2X.
Mousset-Déclas et al. (1992) avaliaram a frequéncia de gametas 2n em trevo
vermelho observando a morfologia dos graos de podlen “secos” (sem a
utilizacao de corantes) em amostras de 300 grdos de cada uma das trés

inflorescéncias por planta.

A média geral de graos gigantes na populagdo original das 226
plantas analisadas foi de 0,59%, com variacédo de 0% até 9,07%. Em 57
plantas, ndo foram observados graos maiores nas amostras avaliadas e, em
124 plantas, houve produgdo de menos de 1% de pdlen gigante. Em 45 plantas
(representando 19,91% do total de plantas avaliadas), a produgdo média de
pélen gigante foi de 2,02%, variando de 1% a 9,07% (Tabela 1). Estas plantas
foram selecionadas para a realizagdo dos cruzamentos.

No calculo de diferencial de selecdao, houve um aumento na
frequéncia de produgao de graos maiores de 1,43% na populagao selecionada
sobre a populagao original. Isto representou um ganho de seleg¢éao realizado de
242,37%. Isto significa que, ja na primeira triagem para detec¢ao de plantas
produtoras de graos de podlen nao reduzidos, foi possivel obter uma populagao
melhorada com uma alta frequiéncia de producado de gametas gigantes.

Quanto a frequéncia de surgimento de pdlen gigante nas plantas
selecionadas, 30 plantas (66,67% do total selecionado) produziram entre um e
2% de gréaos gigantes (Tabela 2). Em uma planta, numero “20”, foi observada a
maior frequéncia de surgimento de gréos gigantes entre esta populacao, 9,07%

(Tabela 1).



TABELA 1 — Tamanho médio dos graos de pdlen normais e gigantes, porcentagem de aumento, numero e porcentagem de
producao de graos gigantes das plantas selecionadas da cultivar Quifiiqueli no primeiro ciclo (Exp. 1).

Plantas Tamanho médio Tamanho médio % aumento N° de gréaos % de graos
selecionadas dos graos normais dos graos dos graos gigantes gigantes
(Mm)* gigantes (um)* gigantes™*

3 52,30-50,74 63,14-62,65 20,71 15 1,0
8 52,60-49,88 65,29-62,88 24,11 21 1,4
18 53,16-49,02 65,72-62,14 23,61 22 1,5
20 52,03-48,30 66,28-61,64 27,40 136 9,1
34 52,95-48,26 66,11-62,07 24,85 16 1,1
36 55,18-52,17 68,39-63,66 23,92 27 1,8
48 53,75-52,76 63,18-62,57 17,56 19 1,3
83 52,17-46,58 65,33-59,83 25,21 26 1,7
87 52,03-50,09 66,07-62,75 26,98 34 2,3
100 51,60-49,17 65,76-62,09 27,45 49 3,3
102 52,74-51,88 66,65-64,50 26,37 23 1,5
109 48,87-45,58 65,53-59,49 34,09 58 3,9
118 53,58-51,06 64,50-62,35 20,38 55 3,7
136 55,08-49,17 68,24-61,79 23,89 69 4,6
149 53,97-52,46 64,73-59,14 19,96 27 1,8
151 55,38-53,41 67,94-64,17 22,67 20 1,3
161 54,76-52,98 66,28-63,86 21,04 43 2,9
171 52,31-50,46 64,97-63,86 24,21 20 1,3
184 53,97-51,17 65,79-62,14 21,91 24 1,6
202 50,74-47,02 63,43-60,20 25,00 22 1,5
211 51,82-50,31 63,36-61,21 22,28 30 2,0
234 52,31-49,02 66,95-62,95 27,99 21 1.4
238 55,77-50,76 64,39-59,51 15,46 27 1,8

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;

** a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos graos de polen.
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...continuacéao
TABELA 1 — Tamanho médio dos graos de pdolen normais e gigantes, porcentagem de aumento, numero e porcentagem de
producao de graos gigantes das plantas selecionadas da cultivar Quifiiqueli no primeiro ciclo (Exp. 1).

Plantas Tamanho médio Tamanho médio % aumento N° de graos gigantes % de graos gigantes
selecionadas dos graos normais dos graos gigantes dos gréaos
(Hm)* (Hm)* gigantes™
257 52,82-51,13 64,22-62,07 21,57 19 1,3
262 54,83-52,82 66,22-64,50 20,78 20 1,3
287 55,10-51,60 64,93-62,78 17,83 19 1,3
292 54,76-49,17 61,28-55,64 11,90 15 1,0
293 52,78-51,60 66,65-65,45 26,27 21 1,4
298 51,27-49,12 64,76-62,88 26,28 15 1,0
299 50,96-46,87 66,41-59,53 30,34 55 3,7
307 54,46-53,11 66,28-65,40 21,71 30 2,0
313 52,89-50,74 61,28-59,38 15,85 23 1,5
323 50,16-47,58 66,65-64,03 32,87 32 2,1
355 53,47-49,73 65,94-63,79 23,32 20 1,3
361 52,46-49,45 68,16-62,14 29,92 20 1,3
365 57,12-48,22 66,11-65,29 15,73 16 1,1
369 49,88-47,88 65,29-63,14 30,90 22 1,5
377 54,05-49,42 64,22-59,62 18,81 37 2,5
393 53,75-51,32 64,50-60,67 20,00 20 1,3
430 52,74-50,59 65,27-61,36 23,77 20 1,3
465 52,61-51,17 61,92-61,81 17,69 49 3,3
478 53,38-51,23 70,74-65,53 32,50 31 2,1
479 54,61-50,31 68,80-62,63 25,98 16 1,1
480 55,90-53,94 66,71-64,50 19,35 35 2,3
531 55,69-51,39 66,88-61,40 20,11 27 1,8
Médias 53,21-50,24 65,63-64,46 23,34% 30,36 2,02%

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;
** a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos gréos de pdlen, respectivamente.



TABELA 2 - Frequéncias de producao de graos de podlen gigantes observadas
nas plantas dipléides selecionadas no primeiro ciclo de selegéo (Exp. 1).

N° de plantas % de poélen gigantes
30 (66,67%) 1 2%
8 (17,78%) 2 3%
5(11,11%) 3 4%
1(2,22%) 4 5%
1(2,22%) +9%

Total: 45 (100%)

A literatura afirma que, em plantas n&o hibridas, a freqiéncia de
producédo de gametas néo reduzidos € menos de 1% (Ramsey & Schemske,
1998). Veilleux (1985) afirmou que a frequéncia de formagédo de gametas 2n
€ baixa e altamente variavel. Na populacdo total avaliada, 226 plantas,
54,87% delas (124 plantas) produziram gréos gigantes em frequéncias
menores de 1%, ou seja, valores encontrados que confirmaram os dados da

literatura.

Em alguns casos, houve variagdo de produgao de graos gigantes
entre as flores de uma mesma inflorescéncia. Em determinadas plantas, foram
observados casos onde uma mesma flor concentrou um grande numero de
macropolens. Pode ser destacada a planta “20”, que, além de apresentar a
maior porcentagem de producdo de graos maiores (9,07%, 136 graos), foram
encontrados 128 deles em uma unica flor (Apéndice 1). Estes dados nédo foram
comparados com os da literatura porque os trabalhos consultados nao
descriminaram os resultados flor a flor.

Esta variacdo individual observada dentro desta populacéo pode ser
atribuida ao efeito do ambiente influenciando na producdo de gametas 2n,

como ja foi registrado (Veilleux, 1985) ou ainda, pelos diferentes graus de
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penetrancia e expressividade dos alelos que governam a producédo destes
gametas (Bretagnolle & Thompson, 1995).

A producgao de podlen gigante encontrado por Parrott & Smith (1984)
em populacgdes dipldides de trevo vermelho variou de um a 84% em plantas
individuais. Os autores encontraram 18 plantas produtoras de, no minimo 1%
de pdlen gigante, entre 600 individuos analisados. Este valor representa 3% da
populacdo avaliada que produziram gametas possivelmente nido reduzidos.
Esta porcentagem é menor do que a encontrada na populagdo de plantas da

cultivar Quidiqueli deste estudo, que foi de 19,91%.

McCoy (1982) encontrou ampla variagdo na frequéncia de formagao
de pdlen 2n na alfafa dipldide. A variagcdo ocorreu em diversas condi¢des
ambientais e também entre diferentes flores de um mesmo clone dentro de um
determinado ambiente. O autor encontrou, em um dos clones, producao de

pélen 2n variando de quatro até 37% em trés flores analisadas.

Em azevém perene, Wangenvoort & Den Nijs (1992) encontraram
uma freqiéncia de gametas 2n que variou de zero a 16% entre os 17 gendtipos
avaliados. Em Lotus tenuis, houve variagao de um a 11% de graos gigantes, de
acordo com o experimento conduzido por Negri (1992). Conicella et al. (1992)
encontraram uma variagao de zero a 90% de frequéncia de aparecimento de
graos de polen gigante em clones de hibridos dipldides em espécies de

Solanum.

Na amostra dos graos maiores medidos nas plantas selecionadas,
obteve-se um aumento no tamanho dos grdos variando de 11,9 a 32,87%

quando comparados com os graos normais. A média geral da populagao foi de
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23,34% de aumento. Estes limites (medidas minimas para os graos serem
considerados gigantes) representam um aumento médio de, no minimo 11%
sobre o tamanho dos graos reduzidos (n). Ramsey & Schemske (1998) citaram
que os graos nao reduzidos devem ser de 30 a 40% maiores que os graos
normais n.

A Figura 4 apresenta duas ilustragdes com graos normais e graos
gigantes encontrados nas amostras observadas. Geralmente, este foi o
aspecto observado sempre que se procurou graos com medidas maiores que
0S graos normais.

No Apéndice 2 estdo apresentadas as meédias de tamanho e os
limites de variagdo de comprimento e largura dos grdos normais e gigantes

encontrados nesta populagao selecionada.

FIGURA 4 - Aspecto dos grdos de pdlen normais (menores) e gigantes
(maiores) encontrados nas amostras analisadas durante a fase de
detecgdo de plantas produtoras de gametas nao reduzidos.
Escala: 10 ym.
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Schifino & Moraes-Fernandes (1986) compararam o tamanho do
polen de plantas de Trifolium riograndense diploides e tetrapléides induzidos
por colchicina. Em média, o didmetro dos graos das plantas diploides foi de
26,04um (eixo maior) e 25,07um (eixo menor) e das plantas autotetraploides foi
de 34,04um (eixo maior) e 32,71um (eixo menor). Os graos das plantas
tetraploides foram, em média, 30% maiores que os graos das plantas diploides.

Bretagnolle (2001) observou a producdo de pdlen 2n e a
poliploidizacdo espontanea de populagdes dipldides de Anthoxanthum alpinum.
Seu estudo mostrou que o didmetro dos graos de podlen gigantes aumentou
55% em comparagdo com os graos normais das plantas dipldides. O autor
também comentou que, embora a analise morfologica seja aplicada para
distinguir grédos n e 2n em muitas populagdes de plantas, este método pode
fornecer uma estimativa aproximada de detecg¢ao de graos de podlen 2n.

Becerra Lopez-Lavalle & Orjeda (2002) analisaram graos de podlen
em amostras de batata doce e observaram que o tamanho do pélen 2n foi 30%
maior do que o tamanho do pdlen n, sendo facilmente identificados, medidos e
quantificados.

Em um trabalho que procurou plantas produtoras de podlen 2n
associadas com resisténcia ao fungo Phytophthora infestans em espécies
selvagens de Solanum, os autores consideraram que os graos de podlen
gigantes eram aproximadamente 1,25 a 1,4 vezes maiores em diametro do que

o pélen normal n (Zlesak & Thill, 2002).

4.2.2.2. Avaliagées das plantas polipléides importadas
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Das 200 sementes inicialmente estabelecidas, a germinagao foi de
44 5%, ou seja, 89 sementes germinaram. Destas, 34 se tornaram plantas
adultas e 27 floresceram (74,41% das plantas adultas).

A maioria dos individuos avaliados para contagem do numero
cromossOmico apresentou no minimo dez células com 28 cromossomos,
confirmando que eram tetrapléides. Algumas anormalidades foram observadas,
como plantas com células com menos de 28 cromossomos e/ou com mais de
28 cromossomos. Essas irregularidades sugeriram a ocorréncia de raizes
quiméricas nesses polipléides. Somente na planta T2-2 nao foi registrado o
namero cromossOmico € a planta T2-14 foi a que apresentou as maiores
irregularidades, ficando indefinido o seu nivel de ploidia (Apéndice 3).

Algumas células analisadas estdo representadas na Figura 5. A
Figura 5a mostra a planta T2-5 com 28 cromossomos, como na maioria das
células das plantas desta populacdo. A planta T1-8 (Figura 5b, 5¢c e 5d)
representa um exemplo de anormalidades na contagem cromossémica: célula
com mais de 28 cromossomos, com menos de 28, e com o0 esperado para a
sua condicao tetrapldide: 28 cromossomos. A Figura 5e mostra uma célula com
14 cromossomos, da planta T2-17.

Em polipléides induzidos, € comum a ocorréncia de mitoses
irregulares, com a consequente formagao de quimeras. Assim, células com
mais ou menos cromossomos do que o numero esperado para o polipléide
ocorrem com frequéncia (Sybenga, 1992). Neste caso, a ocorréncia de células

com mais ou menos 28 cromossomos confirmou esta afirmacao.
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FIGURA 5 — Planta T2-5 (28 cromossomos); b, c, d) planta T1-8: mais de 28
cromossomos, menos de 28 cromossomos e 28 cromossomos,
respectivamente; e) planta T2-17 (14 cromossomos). Escala:

10um.
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Em trevo vermelho, pode-se obter polipldides com a aplicagao de
oxido nitroso (Giri et al., 1983). Segundo Taylor & Quesenberry (1996), este
tipo de indugcdo quimica nao produz quimeras nas plantas, diferente do que
ocorre com as tetraploidizadas com colchicina. As plantas deste experimento
apresentaram as anormalidades referidas, e nas geracbes mais avangadas
(ciclos dois, trés e quatro deste experimento), notou-se um aumento no numero
de raizes quiméricas, sendo impossivel determinar o numero cromossémico de
alguns individuos.

Os resultados das avaliagdes do tamanho médio dos graos de pélen
das 27 plantas florescidas estdo na Tabela 3. Na média geral dos individuos da
populagdo, o comprimento dos graos foi de 64,0 um e a largura foi de 62,19
Mm, com as menores medidas, 49,66-48,32 um, da planta T2-2 e as maiores
medidas, 69,29-67,57um, da planta T2-9. Nas plantas dipldides selecionadas
(Tabela 1), a média geral dos graos gigantes foi de 65,53 ym e 62,31 um
(comprimento e largura, respectivamente), com variagcdo de 61,28-55,64 um
(planta n° “292”) até 70,74-65,53 ym (planta n® “478”). Comparando estas
medidas, € provavel que os graos gigantes encontrados nas plantas diploides
deste experimento sejam nao reduzidos. Entédo, conclui-se que a selegao feita
em busca de gametas nao reduzidos neste trabalho foi realizada com éxito.

Mcoy (1982) comparou o didmetro dos graos de pdolen em alfafa,
considerando pdlen 2n os que tinham o tamanho do pdlen normal de plantas
tetrapldides e pdlen n os que tinham o tamanho normal de plantas diploides.

Em um trabalho recente, Beuselinck et al. (2003) observaram que os
graos de polen das plantas tetrapldides de Lotus corniculatus foram

morfologicamente semelhantes ao pdlen da espécie dipléide L. glaber, porém
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maiores. O comprimento e a largura média do pdlen gigante foi 1,56 e 1,58

vezes maior, respectivamente, do que o pdlen das plantas diploides.

Neste experimento, o critério usado para distinguir grdos normais e
nao reduzidos seguiu esta mesma regra de comparagao, com base nos dados
coletados das plantas diploides e tetrapldides avaliadas.

TABELA 3 - Tamanho médio e limites de tamanho dos graos de pdlen das

plantas tetrapldides avaliadas no primeiro ciclo de selegdo do
Experimento 1.

Individuo Tamanho médio dos gréaos de Limites
polen (um)* comprimento/largura (um)*
T1-1 65,14-64,00 62,35-68,8/60,2-66,65
T1-2 65,51-63,64 60,2-68,8/55,9-68,8
T1-4 68,00-66,28 62,35-73,1/62,35-70,95
T1-6 62,48-60,56 60,2-64,5/55,9-64,5
T1-7 68,71-66,52 64,5-79,55/62,35-77,4
T1-8 50,67-48,86 47,3-58,05/43,0-55,9
T1-9 63,64-61,98 55,9-68,8/55,9-64,5
T1-10 68,47-66,54 60,2-79,55/55,9-75,25
T1-14 65,07-64,86 55,9-75,25/55,9-75,25
T1-18 64,0-62,07 60,2-68,8/55,9-68,8
T1-21 62,41-59,61 58,05-66,65/55,9-64,5
T1-22 51,38-48,74 49,45-55,9/45,45-51,6
T2-2 49,66-48,32 43,0-51,6/43,0-51,6
T2-4 63,47-62,0 58,05-66,65/55,9-66,65
T2-5 68,30-67,01 55,9-77,4/55,9-77,4
T2-6 66,0-63,73 58,05-73,1/55,9-68,8
T2-7 67,08-65,79 60,2-70,95/60,2-70,95
T2-8 69,23-66,43 58,05-88,15/55,9-77,4
T2-9 69,29-67,57 64,5-73,1/62,35-70,95
T2-11 64,0-63,25 55,9-66,65/53,75-66,65
T2-12 67,50-66,22 62,35-77,4/62,35-75,25
T2-13 64,5-63,21 60,2-66,65/58,05-66,65
T2-14 68,64-66,43 62,35-81,7/62,35-81,7
T2-16 63,74-61,98 55,9-73,1/55,9-68,8
T2-17 57,25-53,90 49,45-73,1/45,15-68,8
T2-18 67,23-65,36 62,35-70,95/60,2-70,95
T2-19 66,11-64,56 53,75-73,1/53,75-73,1
Média geral 64,0-62,19

**as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de

polen, respectivamente.
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Trés plantas poliploides que se destacaram pelo pequeno tamanho
de seus graos foram: T1-8, T1-22 e T2-2, cujos valores médios do tamanho dos
graos foram: 50,67-46,86um, 51,38-48,74um, 49,66-48,32um (comprimento e
largura), respectivamente, ou seja, do tamanho dos graos considerados
normais das plantas dipléides. Como o nivel de ploidia nao foi registrado na
planta T2-2, ndo esta descartada a hipétese de que esta nao seja de fato um
polipldide, explicando o tamanho menor de seus graos. Ja nas plantas T1-8 e
T1-22, em que foi confirmada sua condigao tetrapldide, supbe-se que, apesar
destas plantas terem raizes tetraploides, a parte aérea pode ter apresentado
quimeras, devido ao fato de que seus genitores foram induzidos quimicamente
para poliploidizagdo, como ja citado anteriormente, e essas quimeras passaram
para a geragao seguinte. Entdo, é possivel que uma inflorescéncia com flores
dipldides tenha sido analisada, o que justificaria o tamanho dos graos
encontrado nestas plantas. Outra explicagdo € que realmente o pdlen destas

plantas fosse de tamanho menor, apesar de serem tetraploides.

4.2.2.2.1. Consideragdes sobre a persisténcia dessas plantas

Na Tabela 4, esta registrado o tempo de vida dos poliploides. Nota-
se que estes permaneceram vivos por um periodo de tempo grande, a maioria
com duracdo de mais de um ano, comprovando que plantas polipléides de
trevo vermelho sdo mais persistentes do que seus dipldides relacionados, ja
que, pelo menos neste trabalho, foram cultivadas nas mesmas condi¢des de
temperatura e ambiente. As plantas dipldides selecionadas que ficaram em

casa de vegetacao até sua morte ndo ultrapassaram mais de um ano nestas
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condi¢cdes, normalmente n&o suportando as altas temperaturas do veréao e

morrendo nas épocas mais quentes.

TABELA 4 - Tempo de vida das 34 plantas polipléides mantidas em condi¢des
de casa de vegetagao no primeiro ciclo de selegdo do Experimento

1.
Individuo Data da germinagao Data da morte Tempo aproximado de
sobrevivéncia

T1-1 21/09/2000 04/2002 1,6 ano
T1-2 21/09/2000 03/2003 2,5 anos
T1-3 21/09/2000 04/2003 2,6 anos
T1-4 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T1-6 21/09/2000 06/2001 9 meses
T1-7 21/09/2000 02/2003 2,4 anos
T1-8 21/09/2000 12/2002 2,2 anos
T1-9 21/09/2000 04/2003 2,6 anos
T1-10 21/09/2000 08/2001 11 meses
T1-13 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T1-14 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T1-16 21/09/2000 06/2001 9 meses
T1-17 21/09/2000 04/2001 7 meses
T1-18 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T1-20 21/09/2000 08/2001 11 meses
T1-21 21/09/2000 04/2002 1,6 ano
T1-22 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T2-1 21/09/2000 03/2002 1,5 ano
T2-2 21/09/2000 03/2001 6 meses
T2-3 21/09/2000 05/2002 1,7 ano
T2-4 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T2-5 21/09/2000 04/2003 2,6 anos
T2-6 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T2-7 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T2-8 21/09/2000 10/2001 1,2 ano
T2-9 21/09/2000 02/2002 1,4 ano
T2-11 21/09/2000 03/2002 1,5 ano
T2-12 21/09/2000 01/2002 1,3 ano
T2-13 21/09/2000 02/2003 2,4 anos
T2-14 21/09/2000 Viva em dezembro de 2003
T2-16 21/09/2000 11/2001 1,2 ano
T2-17 21/09/2000 03/2002 1,5 ano
T2-18 21/09/2000 04/2003 2,6 anos
T2-19 21/09/2000 03/2002 1,5 ano

Atencao especial deve ser dada ao individuo T2-14, que, até

dezembro de 2003, se manteve vivo, persistindo por mais de trés anos, apesar

de so ter florescido no primeiro e no ultimo ano.
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Também foi verificado, de uma maneira geral, que estas plantas
foram menos susceptiveis a insetos e fungos, que atacam comumente esta
espécie nos meses mais quentes do ano. Suas folhas sdo maiores e de
coloracdo verde escuro, diferente das formas dipléides. Também as
inflorescéncias das plantas tetrapléides sao maiores do que as inflorescéncias
das plantas dipléides (Figura 6). Estas diferencas comprovam mudancgas
fenotipicas que ocorrem quando o numero cromossémico das plantas é

duplicado.
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FIGURA 6 — Diferengcas morfologicas encontradas em plantas dipléides e
tetrapldides: a) folhas (esquerda, planta diploide e direita, planta
tetrapldide); b) inflorescéncias (esquerda, planta dipléide e
direita, planta tetrapléide). Faculdade de Agronomia, UFRGS,
Porto Alegre, 2000.

Sob condigbes de campo, Giri et al. (1983) verificaram que
hipopldides (2n-1) de trevo vermelho foram menos vigorosos e produziram
menos sementes do que os gendtipos eupldides (2n=28) derivados de 6xido
nitroso. Porém, os hiperpldides (2n+1, 2n+2) tiveram caracteristicas similares

as dos eupldides.
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4.2.2.3. Cruzamentos reciprocos e producao de sementes

Nos cruzamentos manuais, foram polinizadas 900 flores e 41
inflorescéncias de 21 plantas tetrapléides. Foram coletadas 59 sementes
(6,55% das flores polinizadas produziram sementes). Na Tabela 5, esta
apresentado o numero de sementes coletadas em cada planta-mae polinizada.
O registro dos pais envolvidos em cada polinizagao realizada encontra-se no
Apéndice 4.

TABELA 5 - Produgédo de sementes dos cruzamentos 4X-2X no primeiro ciclo
de selegdo do Experimento 1.

Planta Numero de flores N° total de % de flores que

mae polinizadas* sementes produziram sementes™*

coletadas

T1-1 20 2 10

T1-2 26+16+17+22+20=101 5 4,95

T1-4 30 12 40

T1-6 21 0 0

T1-7 24+20+30+32=106 4 3,77

T1-9 18 0 0
T1-10 23+16+30=69 2 2,89
T1-14 18+24+30=72 3 4,17
T1-18 24+32+21=77 6 7,79
T1-21 17+24+21=62 5 8,06

T2-2 16 0 0

T2-4 20 0 0

T2-5 21+18+21+20=80 3 3,75

T2-7 22 0 0

T2-8 15+19=34 2 5,88

T2-9 18 0 0
T2-11 20 4 20
T2-12 23 2 8,69
T2-13 20 1 5
T2-14 26+15=41 0 0
T2-17 30 8 26,67
TOTAL 900 59 Média = 6,56

*0 somatodrio ocorreu quando foi polinizada mais de uma inflorescéncia por individuo;

** em relagdo ao numero de flores polinizadas.
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O pequeno conjunto de sementes obtidos nestes cruzamentos, com
uma porcentagem de flores polinizadas que produziram sementes variando de
zero a 40% em cada planta mae polinizada, pode ser atribuido a baixa
frequéncia de producdo de pdélen 2n nas plantas diploides selecionadas e
utilizadas como doadoras de podlen. Esta explicagao foi discutida por Beuselinck
et al. (2003), que trabalhou com o género Lotus. Os graos de pdlen n, em maior
numero e, portanto, em vantagem competitiva, impediram o desenvolvimento
de mais sementes polipldides, ja que o desenvolvimento de sementes tripldides
€ mais dificil, devido ao desbalanco endosperma embrido (Ramsey &
Schemske, 1998), tornando complicado realizar cruzamentos envolvendo
diferentes niveis de ploidia.

A baixa porcentagem de sementes produzidas também foi verificada
por outros autores em culturas de trevo vermelho. Armstrong & Cleveland
(1970) polinizaram 459 flores de trevo vermelho em cruzamentos 4X — 2X. Os
autores conseguiram coletar apenas quatro sementes cheias e seis sementes
murchas. Todas as sementes cheias germinaram, porém, apenas uma planta
hibrida foi obtida.

Em cruzamentos na direcéo 2X — 4X de trevo vermelho, Taylor & Giri
(1983) coletaram de 15 a 16000 sementes em oito gaiolas de polinizagao,
constituidas de clones de dipldides e tetrapldides obtidos por 6xido nitroso. Os
pesquisadores nao tiveram controle sobre o numero de flores polinizadas, pois
a polinizagao foi feita com abelhas meliferas. O niumero de plantas adultas
obtidas variou de 31 a 154 entre as gaiolas.

McCoy (1982) conseguiu uma correlagao positiva entre produgao de

sementes e frequéncia de surgimento de pdlen 2n em cruzamentos 4X — 2X de
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alfafa: quanto maior foi a porcentagem de pdlen 2n encontrada entre as plantas
doadoras de pdlen, maior foi o conjunto de sementes coletadas em cada planta
mae polinizada.

No trabalho de Beuselinck et al. (2003), foram coletadas apenas 17
sementes em 692 flores polinizadas nos cruzamentos entre Lotus corniculatus

(4X) x L. glaber (2X).

4.2.3. Segundo ciclo de selegao

4.2.3.1. Anadlises gerais da progénie

Das 59 sementes coletadas nos cruzamentos do primeiro ciclo, 48
germinaram (viabilidade de 81,35%), o que mostra a alta fertilidade das

sementes.

Em vasos, 17 plantas adultas foram avaliadas quanto ao numero
cromossbmico e viabilidade do pdélen (Tabela 6, Apéndices 5 e 6). Foram
encontradas trés plantas tetraploides (2n=4x=28), e oito individuos analisados
foram tripldides (2n=3x=21). A Figura 7 mostra uma planta desta geragao, T1-2
I1. A Figura 8 mostra os cromossomos da tripldide T2-12 11 e da tetrapldide T1-
4 12. Em quatro plantas (T1-4 16, T2-5 12, T2-5 I3 e T2-11 13), n&o foi possivel
avaliar o numero cromossOmico, pois ndo houve coleta suficiente de pontas de
raiz proprias para as analises. Em uma planta, T2-11 12, ficou a duvida se esta

poderia ser um tripléide, j4 que somente sete células foram analisadas e
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TABELA 6 - Tamanho dos graos de pdlen, numero cromossdmico e estabilidade do pdlen de plantas de trevo vermelho
pertencentes ao segundo ciclo de selecéo (Exp. 1).

Individuo N° Tamanho médio dos Limites % polen normal % podlen % graos inviaveis
cromossdémico | graos normais (Um)* comprimento/ gigante
largura (um)*

T1-2 11 28 (?) 62,28-59,34 55,9-68,8/55,9-64,5 42,87 40,27 16,86
T1-4 1 21 64,99-63,70 53,75-73,1/51,6-70,95 38,27 14,73 47,0
T1-4 12 28 nf Nf nf nf nf
T1-4 13 21 68,93-67,78 55,9-86/53,75-86 38,53 32,73 28,74
T1-4 14 28 61,12-59,34 53,75-66,65/53,75-64,5 40,13 34,6 25,27
T1-4 15 21 3nf Nf nf nf nf
T1-4 16 NR 65,42-63,42 62,35-68,8/58,05-66,65 54,2 14,67 31,13
T1-14 11 28 nf Nf nf nf nf
T1-21 11 21 nf Nf nf nf nf
T1-21 12 21 64,99-61,98 53,75-75,25/51,6-70,95 41,87 38,47 19,66
T2-511 21 59,77-57,19 51,6-68,8/49,45-66,65 42,87 4,4 52,73
T2-512 NR 55,83-54,18 49,45-64,5/49,45-64,5 64,67 13,53 21,8
T2-513 NR 64,99-60,04 51,6-86/51,6-75,25 54,4 9,88 35,72
T2-11 11 21 65,79-64,71 53,75-75,25/53,75-73,1 21,73 19,33 58,94
T2-11 12 21 (?) nf nf nf nf nf
T2-11 13 NR nf nf nf nf nf
T2-12 11 21 54,76-53,04 49,45-62,35/49,45-60,2 51 15,2 33,8
Média 62,62-60,43 44,59 21,61 33,78

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;

| =irmao;

NR= n&o registrado;
nf= nao floresceu.




81

FIGURA 7 — Planta T1-2 I1, pertencente ao segundo ciclo de selegédo (Exp. 1)
(faculdade de Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, 2001).

FIGURA 8 — Cromossomos das plantas do segundo ciclo de selecédo (Exp. 1):
a) T2-12 1 (tripléide); b) T1-4 12 (tetrapldide). Escala: 10 ym.
apresentaram 21 cromossomos. Além disso, como esta planta nao floresceu,
faltaram analises de tamanho e estabilidade do pdlen para poder comparar e
inferir sobre seu nivel de ploidia. A planta T1-2 |1 também ndo pbde ser

determinada, pois, apds inumeras tentativas, seis células foram analisadas;
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destas, com certeza, quatro apresentaram 28 cromossomos. Nesta geracao
também ocorrerem muitas raizes quiméricas, assim como na analise dos
genitores femininos (tetrapldides) no primeiro ciclo de selegao (Apéndice 6).

Do total de flores polinizadas (900), 0,89% delas produziram
progénie tripldide e 0,33% produziram progénie tetrapldide, portanto, a
producao de tetrapldides nestes cruzamentos foi de 3,33 para cada 1000 flores
polinizadas.

A presenga de plantas tetrapldides nesta populagdo pode indicar a
funcionalidade de gametas nao reduzidos que fecundaram a planta mae. Se
isto ocorreu, pode-se afirmar que a selegao das plantas produtoras de gametas
nao reduzidos foi eficiente nesta etapa do experimento. Veilleux (1985) relatou
que as plantas que apresentam niveis de ploidia ndo esperados nas progénies
de cruzamentos 4X — 2X ou 2X — 4X sao utilizadas para confirmar a ocorréncia
de gametas nao reduzidos nesses organismos.

Na diregao 4X — 2X, Taylor & Wiseman (1987) utilizaram plantas de
trevo vermelho tetrapléides com folhas brancas (carater recessivo) como
critério para separar a progénie hibrida daquela vinda de autofecundacao. Das
218 sementes produzidas nas gaiolas de polinizagdo (com clones dos
progenitores femininos), 14 plantas morreram, 119 plantas apresentaram flores
brancas, confirmando a autofecundacéo e 36 plantas tinham flores vermelhas
(hibridas). Nestas, foram encontradas 33 triploides e 3 tetrapldides. Os autores
estimaram que a frequéncia de aparecimento de tripléides foi de um para cada
954 flores polinizadas e a frequéncia de tetraploides foi de um para cada 10000
flores polinizadas. Os autores concluiram que, provavelmente, os tetrapldides

surgiram via nao redugao gamética.
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Taylor & Berger (1989) também examinaram a progénie de
cruzamentos 2X — 4X e 4X — 2X em gaiolas de polinizagdo com trevo vermelho.
Na direcao 2X — 4X, houve uma baixa porcentagem de tripldides (de zero a
2,3%) e uma alta porcentagem de plantas tetrapléides (de 0,6 a 66,2%). A
presenca de 4X nestes cruzamentos indicou a provavel nao redugao gamética
feminina. Nos cruzamentos 4X-2X, 13,3% da progénie foi de tripldides e 86,7%
das plantas foram tetraploides. Os autores concluiram que cruzamentos 4X —
2X foram mais eficientes para produzir tripléides e tetrapléides do que
cruzamentos 2X — 4X, mas salientaram a necessidade de algum marcador
morfoldgico (caracteristica de folha marcada ou outro marcador genético) para
eliminar progénie de autofecundacdo nos cruzamentos 4X — 2X. Este
procedimento, porém, ndo € necessario em cruzamentos 2X — 4X, pois a
simples presenca de plantas tripléides e tetrapldides no progenitor feminino

dipldide ja é suficiente para identificar progénie hibrida.

Bingham (1968) obteve plantas de alfafa com diferentes niveis de
ploidia ao realizar cruzamentos 4X — 2X: a progénie hibrida foi constituida de
31 tripldides e 53 tetraploides em 9000 flores polinizadas. A frequéncia de
producao de tripléides foi de quatro em cada 1000 flores polinizadas. Nas
discussoes deste trabalho, o autor salientou que ha uma eficiente transferéncia
de germoplasma em cruzamentos 4X — 2X, baseado no numero de tetrapléides
hibridos obtidos, podendo ser transferido genes da alfafa dipléide. Individuos
tripldides sao valiosos em estudos citogenéticos e podem ser usados para
transferir genes para o nivel dipldide ou tetrapldide por retrocruzamento para o

nivel de ploidia desejado.
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Uma outra possibilidade do surgimento de plantas tetraploides
nestes cruzamentos € que tenha ocorrido quebra do sistema de auto-
incompatibilidade, também chamada de pseudo-autocompatibilidade. Otto &
Whitton (2000) afirmaram que sistemas genéticos auto-incompativeis tendem a
ser quebrados em polipldides, resultando em mais altas taxas de
autofecundacado nos polipléides do que nos progenitores dipldéides. O trevo
vermelho, o branco e o “alsike” podem ser autofecundados através da pseudo-
autocompatibilidade, que é variavel entre as plantas e € um carater herdavel
(Taylor, 1987).

Quebra de auto-incompatibilidade foi observada em Kentucky, em
gaiolas com clones de plantas de trevo vermelho com marcadores de folha.
Observou-se que nas gaiolas com alta porcentagem de autofecundacao a
producao de sementes foi menor do que naquelas com mais alta porcentagem
de fecundagao cruzada (Taylor & Anderson, 1980), comprovando a tendéncia
de que o sistema de reproducdo predominante e preferencial em trevo

vermelho € a alogamia.

Pseudo-autocompatibilidade também explicou a origem de
sementes dipldides em cruzamentos 2X — 4X de trés cultivares de trevo
vermelho, em que os dipldides eram clones e os tetrapldides eram derivados

de 6xido nitroso (descritos por Taylor et al., 1976) (Taylor & Giri, 1983).

Meglic & Smith (1992) compararam sementes produzidas por
autofecundacéao e por fecundacéo cruzada (através de polinizagado manual) em
populacdes tetraploides de trevo vermelho. Houve producdo de sementes em

plantas autofecundadas (frequéncia de 0,14% em cruzamentos efetuados para
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obtencéo de poliploides sexuais, 0,14% em plantas duplicadas com colchicina
e 0,08% nas duplicadas com 6xido nitroso), indicando a habilidade das plantas
em expressar alelos S comuns. E possivel que no minimo dois alelos em
comum sejam capazes de romper o sistema de auto-incompatibilidade.

Na revisdo de Bretagnolle & Thompson (1995), os autores
afirmaram que a fertilidade dos tripldides € mais baixa do que dos diploides ou
dos tetrapldides, com frequentes diferencas entre os gametas masculinos e
femininos.

Esta baixa viabilidade descrita para tripléides encontrou apoio no
presente trabalho, pela verificacdo dos indices de graos viaveis e inviaveis
(Tabela 6). Graos de polen considerados de tamanhos normais e corados,
portanto viaveis, variaram de 21,73 a 51,0% entre as plantas tripldides desta
geracao, com média geral de 39,04%. Este indice pode ser considerado baixo,
se for comparado com a viabilidade dos graos de plantas dipléides observadas
nos trés ciclos de selecdo do Experimento 2 deste trabalho.

Graos de pdlen inviaveis variaram de 19,66 até 58,94% nas plantas
tripldides, com média de 34,51%. A planta T2-11 |1 apresentou a mais baixa
porcentagem de graos normais e a mais alta porcentagem de graos inviaveis
dentro da populagdo. Na planta tetrapléide que floresceu, T1-4 14, graos
inviaveis apareceram em 25,27% das amostras avaliadas e, somando a
porcentagem de grdos normais e gigantes verificada nesta planta, a
porcentagem de viabilidade foi de 74,73%, proxima a viabilidade do tripléide
T1-21 12 (80,34%), da planta T2-5 12 (78,2%), sem definicdo do nivel de ploidia
e da planta T1-2 11 (83,14%), que pode ser um tetrapléide. Verificou-se que a

viabilidade dos graos de pdélen é maior neste tetrapléide, quando comparado a
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maioria dos tripldides analisados. Porém, como houve poucas plantas
avaliadas, ficou dificil deduzir sobre a maior estabilidade para a produgao de
polen nesta progénie, que apresentou raizes com diferentes niveis de ploidia e
muitas irregularidades na microsporogénese. Um aspecto geral dos graos de
polen da planta T1-4 16 € um exemplo da ocorréncia das irregularidades

meidticas (Figura 9).

FIGURA 9 - Planta T1-4 16: aspecto dos graos de pdlen: normal, gigante e
inviaveis (parcialmente chio e micropélen vazio). Escala: 10 uym.

Giri et al. (1983) encontraram maior estabilidade do pdlen na
progénie eupldéide (80%, em média) do que na descendéncia aneupldide
(média de 57%) na populagao tetraploide derivada de 6xido nitroso em trevo
vermelho. Taylor & Wiseman (1987) também detectaram que plantas dipldides
e tetraploides de trevo vermelho apresentaram maior viabilidade de pdlen do
que os individuos eutripléides (2n=3X=21) e aneutriploides (2n=3X=22)
derivados de cruzamentos 4X — 2X. Em uma planta tetrapléide vinda de

fecundagdo cruzada, a estabilidade do podlen foi de 88%. Nas plantas
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tetrapldides autofecundadas, foi de 78 e 75% e nos dipldides parentais foi

superior a 90%. Os triploides tiveram, em média, 71% de pdlen viavel.

A analise de variancia para porcentagens de producédo de pdlen
normal, gigante e inviaveis realizada, considerando cada familia de meio irmao
como um tratamento, ndo mostrou diferenca significativa para estas variaveis
pelo teste F (Apéndice 7).

A média do tamanho dos grdos de podlen (62,62 - 60,43um,
comprimento e largura, respectivamente) pode ser comparada ao tamanho dos
graos gigantes encontrados nas plantas diploides do primeiro ciclo de selegao
(média geral de 65,53 e 64,46 um, comprimento e largura, respectivamente).
Também nao ha diferenca para o tamanho médio dos graos de pdlen entre as
familias avaliadas. O tamanho médio dos grdos normais das plantas T2-5 12 e
T2-12 11 foi semelhante, mais baixo do que os demais observados e os mais
distintos do restante da populagéo.

Foi dificil distinguir grdos normais e graos gigantes, apesar de
estarem separados na tabela, pois, muitas vezes, as diferengas de tamanho
foram muito sutis. A tendéncia observada foi que os grdos normais tinham
tamanhos meédios comparaveis com o tamanho estabelecido para os graos
gigantes. Convém salientar ainda, que os graos gigantes encontrados né&o
necessariamente sao 2n, podem ser graos aneupléides: 2n+1, 2n+2, 2n-1, 2n-

2, etc., portanto, tornando ainda mais dificil sua classificagao.
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Yan et al. (1997) estimou a frequéncia de gametas 2n em Actinidia
através do seguinte calculo: (2D+Tr)/(2D+3Tr+4T), onde D € o numero de
diades, Tr é o numero de triades e T € o niumero de tétrades ocorrentes na
telofase Il da meiose. Se este calculo fosse realizado, com base em analises
de células mae de graos de polen, seria mais precisa a determinagao dos
graos de podlen gigantes, e seria possivel distinguir grdos n e graos 2n.
Entretanto, esta avaliagdo ndo pbde ser feita no presente trabalho. Apds
inumeras tentativas, ndo foram encontrados botdes florais no estagio de tétrade
entre as amostras observadas. Além disso, devido ao volume de trabalho, nao

foi possivel despender mais tempo para estas analises.

O desenvolvimento de sementes hibridas tripléides em trevo
vermelho, embora em numero reduzido, neste experimento, parece ser
justificado pela capacidade que algumas plantas tem de tolerar balangos
diferentes dos tecidos endospérmicos e embrionarios (maiores detalhes na
Revisao Bibliografica, paginas 20 e 21). Nos cruzamentos reciprocos
interploidia, quando o progenitor feminino é tetrapléide, a produgdao dos
tripldides € mais eficaz, devido a exigéncia imposta pelo conceito do Balango
Endosperma-Embrido (Bretagnolle & Thompson, 1995). Parrott & Smith (1984)
realizaram cruzamentos 4X — 2X para determinar a funcionalidade do pdélen de
plantas selecionadas para produgcdo de gametas nao reduzidos. Os autores
descreveram que trevo vermelho tem um forte bloco tripléide que age como
uma forca seletiva em cruzamentos interploidia, onde embrides 4X sobrevivem
enquanto 3X abortam. Seguindo esta norma, espera-se que somente progénies

tetrapldides ocorram, resultado de gametas 2n funcionais do progenitor
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masculino ou quebra do sistema de auto-incompatibilidade do progenitor
feminino. Os pesquisadores nao registraram nenhuma planta 3X no
experimento. Toda a progénie tetrapldide nos cruzamentos 4X-2X indicou a
funcionalidade dos gametas masculinos nao reduzidos.

Analises meidticas nas plantas descendentes dos cruzamentos 4X
— 2X de trevo vermelho do trabalho de Taylor & Wiseman (1987), mostraram
segregacgdes desiguais nas progénies eutripldides e aneutripldides. Este dado
indica que segregacdes desiguais que ocorrem durante a meiose em individuos
autopolipldides levam a tamanhos variaveis de graos de polen, embora nao se

possa esclarecer se sao funcionais.

Também nesta etapa deste experimento foi observado que, em
nivel tripléide, ocorreu uma mistura de formas e tamanhos de graos de pdélen,
como mostra os valores apresentados na Tabela 6.

Segundo Stebbins (1971), a formacdo de quadrivalentes,
trivalentes e univalentes no lugar de bivalentes durante a meiose, causam
irregularidades na segregragao cromossOmica, tendo como consequéncia a

formagao de gametas com numeros cromossémicos nao balanceados.

A literatura confirmou o que foi observado nesta etapa do
experimento: em casos de autopoliploidia, tripléides sédo tdo vigorosos quanto
os tetrapléides e morfologicamente indistinguiveis (Bretagnolle & Thompson,
1995). Taylor & Wiseman (1987) afirmaram que tetrapléides s&o mais faceis de
distinguir dos dipléides em condi¢cbes de crescimento, mas os tripléides devem

apresentar—se como uma mistura entre dipléides e tetrapléides.
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As plantas tripldides e tetraploides obtidas neste experimento
assemelharam-se, morfologicamente, mais entre si, do que com os dipléides

estabelecidos.

4.2.3.2. Cruzamentos reciprocos e producao de sementes

Seis plantas que floresceram nesta etapa foram utilizadas nos
cruzamentos reciprocos para dar continuidade as avaliagbes. Oito
inflorescéncias e 143 flores foram polinizadas, resultando em 31 sementes
cheias (21,46% das flores polinizadas produziram sementes) (Tabela 7).
Nenhum dos cruzamentos envolveu ambos os pais com o nivel de ploidia
determinado, pois foram poucas plantas que serviram como progenitoras. Isto
deixou duvidas quanto a capacidade de cruzamentos entre diferentes niveis de

ploidia nesta etapa.

TABELA 7 - Producédo de sementes nas plantas de trevo vermelho no segundo
ciclo de selecéo (Exp. 1).

Planta-mae X Nivel de N° flores N° sementes % flores que
polen ploidia polinizadas coletadas produziram
envolvido sementes®
T1-211 XT2-512 4X -7 3 3 100
T1-416 X T1-21 12 ?-3X 25 25 100
T1-2112 X T1-4 16 3X-? 30 1 3,33
T2-511 XT2-512 3X-? 28 1 3,57
T2-512 XT2-511 ?-3X 21 1 4,76
T2-512 XT2-513 ?-7? 8 0 0
T2-512XT1-2 11 ?-4X 10 0 0
T2-513 X T2-5 12 ?-7 18 0 0
T1-413 x?? 3X-7? NP 1 -
Totais 143 31 +1(NP) Média = 21,46
*em relagéo ao numero de flores polinizadas;
| = irmao;

NP=n&o polinizada;
?= numero cromossémico nao registrado;
??=sem controle do pai;
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Ainda assim, com certa cautela, pode-se dizer que plantas 3X sao
férteis entre si e com plantas 4X, indicando que tripléides sdo apenas semi-
estéreis. Esta afirmativa s6 levou em consideragao o fato de que, em algum
desses cruzamentos que produziu sementes, deve ter havido a unido de
gametas com numeros cromossOmicos desbalanceados.

Taylor & Chen (1988) examinaram a fertilidade da progénie de
cruzamentos em trevo vermelho: 2X — 3X, 3X — 2X, 3X — 3X, 3X —4X e 4X —
3X. Todos os cruzamentos produziram sementes, com germinagao media de
66%. Os autores verificaram que a fertilidade dos cruzamentos 3X — 4X foi
significativamente mais baixa do que dos cruzamentos 2X — 3X. Eutripléides
(2n=3x=21) foram mais férteis do que os aneutripldides (2n=3x=22),
provavelmente devido a presenca do cromossomo extra nestas ultimas. A
porcentagem de germinagao dos cruzamentos 3X — 4X foi significativamente
mais baixa dos que dos cruzamentos 4X —-3X. Neste ultimo, 100% das
sementes eram cheias. Os autores concluiram que esta diferenga entre os
cruzamentos parece ter pequena relevancia bioldgica.

Ramsey & Schemske (1998) e Bretagnolle & Thompson (1995)
confirmaram a possibilidade de formacado de plantas tetraploides através da
chamada “ponte tripldide”, onde individuos 3X sdo um passo inicial para
formagao dos tetraploides desejados.

O baixo numero de sementes produzidas nos cruzamentos também
pode ser atribuido a depressdao endogadmica das unides entre irmaos,
principalmente na familia T2-5, onde varios irmaos foram cruzados entre si,
com produgao de no maximo uma semente em cada inflorescéncia polinizada.

Por outro lado, os cruzamentos que obtiveram mais sucesso (100% das flores



92

polinizadas produziram sementes) foram justamente os que envolveram
plantas de familias diferentes: T1-4 16 X T1-21 12 e T1-2 11 X T2-5 12.

Uma semente foi produzida na planta T1-4 13 (2n=3x=21) que nao
havia sido polinizada manualmente (Tabela 7). Esta semente pode ser
resultante da quebra do sistema de autoincompatibilidade, como ja foi relatado
em trevo vermelho (Taylor & Giri, 1983; Parrott & Smith, 1984; Meglic & Smith,

1992).

4.2.4. Terceiro ciclo de selecao

4.2.4.1. Anadlises gerais da progénie

Todas as 32 sementes coletadas no segundo ciclo de selegao foram
postas para germinar em 25/04/2002. A germinagéao foi de 100%. Porém, apds
o transplante para vasos em casa de vegetacdo, apenas cinco plantas
sobreviveram. Os individuos que reataram eram irmaos, ou seja, suas
sementes foram coletadas da mesma planta mae, T1-4 16, que foi polinizada
por um unico progenitor masculino: T1-21 12. As plantas sobreviventes foram
assim denominadas: a, b, ¢, d, e.

A Tabela 8 e os Apéndices 8 e 9 apresentam os dados coletados
destas plantas quanto ao tamanho médio e viabilidade dos graos de pdlen e
contagem cromossémica para determinar o nivel de ploidia. Nota-se uma baixa
viabilidade do pdlen, como ja foi verificado também nas plantas do segundo

ciclo, com valores semelhantes nas trés plantas avaliadas.
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TABELA 8 - Numero cromossémico, tamanho médio e porcentagem de estabilidade do pdolen de plantas de trevo vermelho
pertencentes ao terceiro ciclo de selecéo (Exp. 1).

Individuo N° Tamanho médio Limites % polen % polen % graos
cromossomico | dos graos normais Comprimento/ normal gigante inviaveis
(um)* largura (um)*
a 21 (?) 68,25-65,92 60-72,5/55-70 65,0 6,4 28,6
b 28 nf Nf nf nf nf
C 28 (?7) 68,25-65,32 57,5-77,5/57,5-75 49,27 21,26 29,47
d NR nf Nf nf nf nf
e ? 66,57-64,92 60-77,5/57,5-70 56,53 14,07 29,4
Média 67,69-65,39 56,93 13,91 29,16

*a medida foi feita tomando o comprimento e largura dos gréos de pdlen, respectivamente;
NR= néo registrado;
nf= nao floresceu;
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O tamanho dos graos foi, em média, menor do que os valores
obtidos no segundo ciclo, mas aqui também houve uma mistura de tamanhos e
formas dos grdos em todas as amostras analisadas, confirmando a dificuldade
de distinguir graos normais e graos gigantes em plantas vindas de cruzamentos
interploidia.

Inimeras células com numeros cromossdmicos variaveis foram
encontradas nas pontas de raiz das plantas hibridas. Por isso, ficou dificil
confirmar o nivel de ploidia, principalmente dos individuos “c” e “e”. A Figura 10
mostra algumas células de raiz destas plantas, com a variagdo observada nos
numeros cromossOmicos.

Os dados obtidos neste experimento nado foram suficientes para
concluir sobre a ocorréncia de algum individuo aneupléide, embora nao seja
descartada esta possibilidade, ja que em varios casos individuais observados,
foram registradas células de raiz com 22, 23, 24 e 27 cromossomos. Porém,
devido a algumas células apresentarem sobreposicdo dos cromossomos,
ficaram duvidas quanto a possibilidade de ocorréncia de plantas aneupldides

nesta populacgao.

Para deduzir melhor sobre o nivel de ploidia destas plantas e eliminar
as incertezas, seria necessario analisar células meioticas no estagio do botéo
floral. Porém, isso nao foi possivel, pois o estagio de florescimento foi muito
curto, as plantas produziram poucas flores e estas foram utilizadas para a
realizacdo dos cruzamentos. Mesmo assim, em varias etapas deste trabalho,
tentou-se verificar a meiose em alguns botdes florais coletados no decorrer das

avaliagdes. Porém, esta pratica ndo obteve sucesso. Nao foi possivel examinar
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FIGURA 10 — Cromossomos das plantas do terceiro ciclo de selegédo (Exp. 1):
a) planta “b” (28 cromossomos); b, c) planta “c” (21 e 28
cromossomos, respectivamente); d, e, f) planta “e” (9,12 e 28
cromossomos, respectivamente). Escala: 10um.
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o comportamento meidtico das plantas, porque nao foi encontrada nenhuma
célula neste estagio nos botdes florais analisados. Evans (1955), apds
inumeras tentativas, concluiu que, em trevo vermelho, o ciclo mei6tico € muito
curto, o que tornou impossivel a contagem cromossémica em células mae de

polen e em anteras jovens no seu experimento.

4.2.4.2. Cruzamentos reciprocos e producao de sementes
Houve polinizagdo em somente uma ocasidao de florescimento e o

resultado esta na Tabela 9.

TABELA 9 - Producdo de sementes dos cruzamentos manuais realizados em
plantas de trevo vermelho no terceiro ciclo de selecéo (Exp. 1).

Planta méae X Nivel de ploidia N° flores N° sementes % de flores
polen envolvido polinizadas coletadas que
produziram
sementes
axe 3X -7 16 11 68,75
exa ?7-3X 15 15 100
Totais 3 26 Média = 83,87

? = numero cromossémico nao determinado

Houve uma consideravel produgdo de sementes, ja que o indice de
83,87% de sementes coletadas sobre o total de flores polinizadas representa
um alto valor de produgao de sementes. A fertilidade de tripldides e tetraploides
€ de grande importancia, pois pode facilitar a transferéncia de caracteristicas

desejaveis em niveis de ploidia diferentes (Taylor & Wiseman, 1987).

4.2.5. Quarto ciclo de selegao

4.2.5.1. Analises gerais da progénie
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As 26 sementes foram postas para germinar em abril de 2003. Das
11 sementes da planta mae “a”, dez germinaram (90,90%), e das 15 sementes
da planta mée “e”, a germinagdo foi de 100%. Esta alta porcentagem de
geminacao confirma o sucesso obtido nestes cruzamentos com plantas com

niveis de ploidia provavelmente diferentes.

Em vasos, foram transferidas 13 plantulas que sobreviveram e se
tornaram adultas: oito plantas da mae “a”, denominadas: a1, a2, a3, a4, a5, a6,

a7 e a8 e cinco plantas da méae “e” denominadas: e1, e2, e3, e4 ¢ e5.

Nas Tabelas 10 e 11 e no Apéndice 10 estdo apresentados os dados
referentes a numero cromossOmico, tamanho médio e porcentagem de
viabilidade do pdlen das plantas deste quarto ciclo de selegcdo. Nem todas
floresceram, apesar de terem alcancado a fase adulta.

A analise de variancia para porcentagem de graos normais, gigantes
e inviaveis ndo mostrou diferenga significativa a um nivel de significancia de
5%, na comparagao de médias das plantas das duas familias desta geragao:
“a” e “e” (Apéndice 11). Porém, observando a Tabela 10, nota-se diferenca
entre os individuos para estas trés variaveis, mas ndo para tamanho médio de
graos de pdlen.

Nesta geragdo, como na anterior, foram observadas altas
porcentagens de grdos de podlen inviavies, ultrapassando 50% das amostras
analisadas em algumas plantas.

A alta porcentagem de graos inviaveis nas plantas deste

experimento mostra que as irregularidades durante a divisdo celular ocorrem

na fase meidtica em botdes florais, e ndo s6 em células somaticas de pontas
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TABELA 10 - Numero cromossdmico e porcentagem de estabilidade do pdlen de plantas de trevo vermelho pertencentes ao
quarto ciclo de selegao (Exp. 1).

Individuo N° cromossomico Tamanho médio dos Limites % polen % poélen % graos
graos pélen (um)* Comprimento/ normal gigante inviaveis
largura(um)*
at ? 71,0-69,0 57,5-80/55-80 48,47 20,93 30,6
a2 ? 68,17-65,32 57,5-75/57,5-75 65,14 8,73 26,13
a3 ? nf nf Nf nf nf
a4 ? 69,75-67,42 57,5-77,5/57,5-77,5 48,33 12,2 39,47
ab 21(?) 58,34-57,19 51,6-66,65/51,6-64,5 44,0 4,27 51,73
ab 21 (?) 72,17-69,75 60-85/57,5-77,5 13,2 9,2 77,6
a7 ? 58,84-56,69 53,75-66,65/51,6-62,35 59,8 6,8 33,4
a8 ? nf nf Nf nf nf
el 21(?) 58,98-57,98 51,6-70,95/51,6-68,8 20,94 4,93 74,67
e2 21(?) 70,25-68,57 62,5-75/60-75 55,4 8,07 36,53
e3 ? nf nf nf nf nf
ed ? nf nf nf nf nf
e5 21(?) 58,76-56,90 51,6-62,35/49,45-62,35 60,53 4,07 35,4
Média geral 59,67-57,91

* medidas feitas tomando o comprimento e largura dos graos de pdlen, respectivamente;

? = ndmero cromossdmico nao determinado;

nf = ndo floresceu.
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de raiz. Isto traz como consequéncia uma maior produ¢cdo de gametas com
numeros cromossOmicos desbalanceados nestas plantas, diminuindo a

fertilidade destes individuos.

TABELA 11 — FreqUéncias de diferentes niumeros cromossdmicos somaticos
registrados nas plantas do quarto ciclo de selecéo (Exp. 1).

NuUmero cromossémico

21 28 menosde entre21 maisde N° total de N° cromossémico
Planta 21 e 28 28 células determinado
analisadas
Numero de células
at 4 2 0 19 2 27 ?
a2 6 4 3 22 0 35 ?
a3 9 1 9 13 0 32 ?
a4 8 7 1 10 0 26 ?
a5 24 2 2 18 0 46 21(?)
a6 15 4 1 13 0 33 21 (?)
a7 9 2 5 11 0 27 ?
a8 2 3 0 8 1 14 ?
el 22 4 3 22 1 52 21(?)
e2 16 1 9 10 0 36 21 (?)
ed 4 4 3 6 5 22 ?
e4 0o 11 8 12 2 33 ?
e5 13 1 1 7 0 22 21 (?)
al 4 2 0 19 2 27 ?

? = numero cromossdmico n&o determinado

Assim como nas geracdes anteriores deste experimento, foi muito
dificil determinar o nivel de ploidia destas plantas, baseado em analises de
pontas de raiz. Nao houve definicdo clara em nenhuma das plantas. Todas as
plantas desta geragao apresentaram mais quimeras que as plantas dos ciclos
anteriores. Pode haver plantas tripldides, tetrapldides ou ainda alguns
aneuploides, ja que foram verificadas células com os mais variados numeros
cromossOmicos. Porém, em alguns individuos, a tendéncia pareceu ser de
plantas triploides. As plantas a5, a6, e1, e2 e e5 foram as que apresentaram

mais células com 21 cromossomos. Porém, estas mesmas plantas, bem como
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todas as outras, tinham muitas células com numeros cromossdémicos que
variaram de 21 até 28. Poucas células tinham mais de 28 cromossomos. A
planta e4 foi a que apresentou mais células com 28 cromossomos (11 células)

(Tabela 11, Figura 11).
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FIGURA 11 — Cromossomos da planta “e4” do quarto ciclo de selegao (Exp. 1):
a) 28 cromossomos; b) menos de 28 cromossomos. Escala: 10

pm.

Observou-se, ao longo dos quatro ciclos de selecdo que foram
avaliados, a tendéncia para o aumento de raizes quiméricas conforme
avangaram as geragdes. No primeiro e segundo ciclos, houve mais
facilidade para definir o nivel de ploidia das plantas. Ja no terceiro ciclo, com
o0 aumento de quimeras nas pontas de raiz, ficou dificil saber qual foi o nivel
de ploidia daquelas plantas e, neste ultimo ciclo, ndo foi possivel determina-
lo em nenhuma das plantas. Entdo, as avaliagdes envolvendo a progénie
destas plantas contradizem o argumento de Taylor & Quesenverry (1996)
sobre a ndo ocorréncia de plantas mixaploides quando duplicadas com o6xido
nitroso, ao menos quando se trata de geragdes subsequentes originadas de

progenitores tetraploidizados com éxido nitroso.
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Becker et al. (1986) identificaram cinco individuos mixapléides (no
estagio de célula mae de pdlen) em 21 polipléides de Trifolium riograndense
induzidos quimicamente com colchicina. Segundo Sybenga (1992), em plantas
tratadas com colchicina para duplicagdo do numero cromossémico, a
ocorréncia de quimeras e, consequentemente, o surgimento de individuos
mixaploides € comum, porque somente células mitoticamente ativas no
momento do tratamento (em pontas de raiz) tém chances de duplicar seu
namero cromossémico. O tecido afetado & desorganizado, conduzindo a
algumas irregularidades no numero cromossdmico. Isto parece explicar o que
ocorreu nas plantas deste experimento, apesar dos autores referirem-se a
duplicagdo cromoss6mica com colchicina.

Em um grupo de plantas de Phalaris arundinacea, Schifino et al.
(1985) observaram inumeras irregularidades meiéticas. Muitas associagdes
univalentes e multivalentes foram constantes em células maes de poélen:
pontes, cromossomos retardatarios, univalentes em divisdo e bivalentes com
disjuncao tardia foram observados na anafase |. Também no estagio de tétrade
foram encontradas muitas anormalidades. O numero cromossémico variou em
células mae de pdélen (CMP), geralmente sendo mais alto que 30 (normal=28).
Para evitar as dificuldades das amostras de CMP, pontas de raiz foram
analisadas, mas diferencas no numero cromossémico também foram
verificadas. Os autores discutiram que reducdo somatica e variagao no nivel de
ploidia ou aneuploidias entre células do mesmo individuo € mais comum em
hibridos ou em anfipldides induzidos. Além disso, pré-tratamentos quimicos

utilizados para aumentar o nivel de ploidia ndo pareceram ser a causa da
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ocorréncia das anormalidades em pontas de raiz; eles somente aumentam um
processo que ocorre naturalmente.

Taylor & Giri (1983) observaram a ocorréncia de gametas femininos
n&o reduzidos em trevo vermelho analisando a descendéncia dos cruzamentos
2X — 4X. Metade dos tetrapldides produzidos exibiram aneupldides com 27, 29
ou 30 cromossomos. A estimativa da frequéncia de produgao de oosferas 2n foi
de um a 1500 até um para cada 11000 flores.

Taylor & Berger (1989) obtiveram, na progénie tetrapléide de
cruzamentos 2X — 4X de trevo vermelho, plantas com 27, 28, 29 e 30
Cromossomos, e na progénie dos cruzamentos 4X — 2X, plantas com 21, 22,
27, 28, 29 e 30 cromossomos. O numero cromossémico foi determinado por
analises de pontas de raiz.

Nesta geracdo, como nas anteriores, apesar de 0s grados normais e
os graos gigantes estarem distintos (Tabela 10), ficou dificil determinar a
categoria dos graos, pois houve uma mistura de formas e tamanhos. As altas
porcentagens de graos inviaveis e diferengcas nos tamanhos dos graos
encontradas em cada flor analisada confirmam que estas plantas sé&o

originadas de progenitores com diferentes niveis de ploidia.

4.2.5.2. Cruzamentos reciprocos e producao de sementes
A Tabela 12 apresenta os cruzamentos que foram realizados nas

plantas que floresceram neste ultimo ciclo de selecéo.
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TABELA 12- Producédo de sementes dos cruzamentos manuais realizados em
plantas de trevo vermelho no quarto ciclo de selegéo (Exp 1).

Planta-mae X N° flores N° sementes % de flores que produziram
polen polinizadas coletadas sementes®
al X a4 14 13 92,86
al Xe2 15 5 33,33
al X a6 10 13 130,0
a2 X a4 20 5 25,0
az2Xe2 15 5 33,33
a2 X a1 17 16 94,12
a2 XxXe2 20 9 45,0
a4 Xe2 20 12 60,0
a4 X a2 18 15 83,33
a6 X a4 28 4 14,28
a6 X a1 20 1 5,0
e2 X a1l 12 8 66,67
e2 X a2 19 16 84,21
e2 X a2 10 14 140,0
e2 X a6 25 9 36,0
a1 xX? NP 2 -
a1 XxX? NP 8 -
a2Xx? NP 11 -
a2x? NP 12 -
a2 xX? NP 3 -
Total 263 145+36 (NP) Média = 55,04

?= sem controle do pai
NP= nao polinizada
* em relacdo ao numero de flores polinizadas

Neste ciclo, foram realizadas mais polinizacdes que nos demais: 15
inflorescéncias e 263 flores foram polinizadas. Como consequéncia, foram
obtidas mais sementes. Porém, em porcentagem de flores que produziram
sementes, ocorreu uma pequena diminuicdo, quando comparada com a
porcentagem da geracao anterior (terceiro ciclo). Trinta e seis sementes foram
coletadas sem ter ocorrido polinizagdes manuais e, em uma inflorescéncia da
planta “e2” e em uma da planta “a1”, foram coletadas mais sementes do que o
numero de flores polinizadas. Estes dados confirmam a possibilidade da
quebra do sistema de auto-incompatibilidade ou a presenca de algum inseto

polinizador na casa de vegetagéo.
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4.2.6. Anadlises gerais do Experimento 1

Pelos dados coletados de produgdo de sementes, observou-se um
aumento na produgcdo de sementes nos trés primeiros ciclos de selecédo deste
experimento. No primeiro ciclo, envolvendo os pais 4X — 2X, apenas 6,56% das
flores produziram sementes. No segundo ciclo, houve uma producédo de
21,68%; no terceiro ciclo, a produ¢ao de sementes foi de 83,87% e no quarto
ciclo, foi de 55,14%.

Na primeira, segunda e terceira geragbes, 0 numero de sementes
diminuiu, mas houve aumento na porcentagem de producéo.

A comparagao nos dois ultimos ciclos ficou mais dificil, porque no
terceiro houve somente dois cruzamentos e no quarto, houve muito mais
polinizagdes, mas percebe-se uma pequena queda na produgcao de sementes,
que pode ser atribuida a fatores ambientais.

A capacidade de produzir mais sementes conforme avangam as
geracbes pode ter ocorrido porque as plantas sobreviventes foram
selecionadas naturalmente para o aumento da estabilidade meidtica,
produzindo mais gametas viaveis do que as plantas das primeiras geragoes.
Mas, observando as Tabelas 6, 8 e 10, onde esta apresentada a viabilidade do
polen das plantas do segundo, terceiro e quarto ciclos, ndo se percebe uma
diminuicdo aparente da porcentagem de gréos de pdlen inviaveis. Entdo, a
maior capacidade competitiva de gametas viaveis sobre os gametas inviaveis,
devido ao aumento da forca seletiva na competicdo com o tubo polinico e uma
intensa pressdo de selecdo no momento da fertilizagdo, poderia explicar a

maior eficiéncia na produgao de sementes nas duas ultimas geragoes.
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Giri et al. (1983) tetraploidizaram com 6xido nitroso uma populagao
de trevo vermelho e examinaram comportamento meidtico, numero
cromossOmico, viabilidade de pdlen e fertilidade de plantas para verificar se a
frequéncia de aneuploidias e irregularidades mudavam ao longo de seis
geracoes. A frequéncia de aneupldides foi similar na primeira, terceira e sexta
geracdes (42,3%, 46%, 39%, respectivamente). A meiose nao mostrou
significantes diferencas entre a primeira e sexta geragdes. O polen mostrou-se
mais estavel nos eupldides e houve maior producédo de sementes em
cruzamentos envolvendo eupldides somente do que o0s que envolveram
euploides X aneupldéides. Os autores concluiram que: 1) tais cruzamentos, sem
selecdo, durante as sucessivas geragdes de aumento de produgdo de
sementes, € ineficaz para eliminar aneupléides; 2) seis geragcbes de
cruzamentos ao acaso nao foram suficientes para mudar as configuragdes
meidticas, estabilidade do pdélen e producdo de sementes; 3) a selecao direta
para altas produgdes de sementes pode ser mais efetiva do que selecao para
auséncia de aneupldides.

Comparando os dados destes autores citados com os dados deste
experimento, notaram-se semelhancas: quatro geracdes também nao foram
suficientes para eliminar mixaploides e possiveis aneupldides, ja que o nivel de
ploidia das plantas das ultimas geracbes ndo foram bem definidas devido as
quimeras, nado descartando a hipotese de ocorréncia de aneupléides nestas
geragbes. Também nao houve mudanga na estabilidade do pdlen,
permanecendo altos indices de graos inviaveis desde a segunda até a ultima

geragao.
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Deve-se salientar que o pequeno tamanho das amostras neste
experimento, com poucas plantas obtidas em cada ciclo e casos em que foram
feitas poucas polinizagdes, prejudicou a analise dos dados, podendo
comprometer a discussdo e conclusdo dos resultados. Ainda assim, pode-se
afirmar que os tripléides podem ser Uteis na geragcao de plantas com niveis

mais altos de ploidia (Taylor & Wiseman, 1987).

4.3. Experimento 2

4.3.1. Primeiro ciclo de selegao

4.3.1.1. Analises dos graos de pdlen e selegao de plantas

No total, foram avaliadas 144 plantas das trés cultivares utilizadas

neste experimento (Quidiqueli, Keenland e Redland). Destas, 53 (36,80% da
populagao total) produziram, no minimo, 1% de gréos de pdlen gigantes e
foram selecionadas para realizagdo de cruzamentos reciprocos. Os dados de
freqiéncia de surgimento de graos gigantes por flor de todas a plantas
analisadas esta no Apéndice 12; o resumo desta avaliagdo esta na Tabela 13.
Nao ha diferenga, entre as trés cultivares, em produzir pélen gigante. Todas
apresentaram cerca da metade das plantas avaliadas com alguma frequéncia

de graos gigantes.

Pelo calculo de diferencial de selecédo para freqiéncia de produgéao
de pdlen gigante, feito para as trés cultivares independentemente, notou-se um
aumento na frequéncia nas trés populagdes selecionadas em relacdo as

populagdes originais. Na cultivar Quifiqueli, a populagao original produziu uma
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TABELA 13 - Numero de plantas produtoras de pdlen gigante nas trés
populacdes diploides de trevo vermelho avaliadas no primeiro
ciclo de selecao (Exp. 2).

N° plantas produtoras de pdlen gigante (%)

Populacao* N° plantas 0% Menos de 1% 1% ou mais
analisadas

Q 78 34 (43,59%) 24 (30,77%) 20 (25,64%)

R 41 18 (43,90%) 3 (7,32%) 20 (48,78%)

K 25 12 (48,0%) 0 13 (52,0%)

*Q= cultivar Quifiqueli;

R=cultivar Redland;

K=cultivar Keenland;

média de 0,98% de graos maiores e a populagdo selecionada produziu em
média 3,57% de grédos gigantes. O diferencial de selegdo foi de 2,59% de
aumento de produgdo, com um ganho de selecao realizado de 264,28%. Na
populagao original da cultivar Redland, a produgdo média foi de 2,02% e a
producéo na populagao selecionada foi de 4,12%; um ganho de 103,96%, com
diferencial de selecdo de 2,1%. Na populagado original da cultivar Keenland,
2,02% também foi a média, e 3,87% foi a média de produgédo da populagao
selecionada. Isto representou um ganho de selegéao realizado de 91,58%, com
diferencial de selegao de 1,85%. Estes dados confirmam que, assim como
ocorreu na primeira geragdo do Experimento 1, foi possivel conseguir

populagdes melhoradas com mais altas frequéncias de produgao de gréos de

polen gigantes ja no primeiro ciclo de selegéao.

Da cultivar Quiniqueli, foram avaliadas 78 plantas e selecionadas
20 (25,64% da populacéo original desta cultivar) (Tabela 14). Os graos
gigantes foram, em média, 27,09% maiores que os graos normais medidos,

com variagao de 12,38 a 38,84% entre as plantas.

A cultivar Redland teve 41 plantas avaliadas e 20 delas foram

selecionadas (48,78% da populagdo original avaliada) (Tabela 14), com
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TABELA 14 — Tamanho médio dos graos de pdlen normais e gigantes, porcentagem de aumento, numero e porcentagem de
producdo de grdos gigantes das plantas selecionadas das cultivares Q (Quidiqueli), R (Redland) e K
(Keenland) no primeiro ciclo (Exp. 2).

Plantas Tamanho meédio dos % aumento do N° graos % ocorréncia de
selecionadas Tamanho médio dos grdos  graos gigantes (um)* tamanho dos gigantes graos gigantes
normais (um)* graos gigantes™*
Q25 56,98 - 53,38 64,03-61,86 12,38 65 4,33
Q26 49,73 - 43,43 65,75-64,05 13,34 49 3,27
Q54 51,32 - 46,87 64,74-62,46 16,33 63 4,2
Q61 51,88 - 48,74 65,38-63,49 16,53 34 2,27
Q115 56,98 - 54,29 66,25-62,41 19,08 29 1,93
Q122 51,32 - 47,30 63,58-61,28 23,44 34 2,27
Q159 52,74 - 48,31 62,80-60,05 23,88 32 2,13
Q175 50,794 - 47,73 66,28-64,13 24,94 56 3,73
Q176 48,01 - 44,29 66,65-64,35 26,03 50 3,33
Q178 56,46 - 53,04 65,79-62,78 26,14 56 3,73
Q194 58,14 - 48,31 65,90-63,75 29,95 76 5,07
Q274 53,75 - 49,75 66,35-64,01 30,49 69 4,6
Q296 48,87 - 45,43 65,51-63,79 30,63 39 2,6
Q297 49,17 - 45,43 64,50-61,77 30,65 46 3,07
Q325 52,03 - 48,74 67,90-65,75 31,19 73 4,87
Q337 53,04 - 49,45 66,26-64,31 31,33 65 4,33
Q346 51,17 - 47,73 66,50-63,64 32,22 45 3,0
Q352 48,87 - 45,00 66,65-64,22 34,05 59 3,93
Q358 50,59 - 43,15 66,44-64,39 36,39 63 4,2
Q373 51,02 -47,73 66,65-64,50 38,84 68 4,53
Médias 52,14 - 47,90 65,69-63,35 26,39 53,55 3,57

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;
** a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos graos de polen.
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...continuacéao

TABELA 14 — Tamanho médio dos graos de pdlen normais e gigantes, porcentagem de aumento, numero e porcentagem de
producao de graos gigantes das plantas selecionadas das cultivares Q (Quiniqueli), R (Redland) e K
(Keenland) no primeiro ciclo (Exp. 2).

Plantas Tamanho médio dos % aumento do N° graos % ocorréncia de
selecionadas Tamanho médio dos grdos  graos gigantes (um)* tamanho dos gigantes graos gigantes
normais (um)* graos gigantes™*

R1 51,88-48,59 66,52-64,50 28,23 32 2,13
R3 51,02-47,45 67,40-65,04 32,11 66 4.4
R4 53,04-49,02 64,37-61,28 21,37 73 4,87
R5 50,89-47,73 65,21-63,36 28,14 54 3,6
R11 51,02-46,59 65,90-64,07 29,16 74 4,93
R14 54,83-52,14 63,92-60,35 16,58 90 6,0
R27 51,32-48,74 64,22-62,07 25,14 35 2,33
R32 51,60-48,59 71,92-69,21 39,37 113 7,53
R34 49,30-46,16 65,79-63,36 33,46 37 2,47
R49 49,73-46,16 66,37-63,64 33,46 47 3,13
R52 49,30-47,73 63,06-60,35 27,91 51 3,4
R55 52,74-49,17 68,11-65,27 29,16 89 5,93
R56 49,45-46,44 65,64-62,93 32,73 61 4,07
R59 58,54-54,24 66,74-62,89 14 70 4,67
R60 51,45-48,01 65,75-64,05 27,8 88 5,87
R61 53,28-49,15 66,03-63,38 23,92 83 5,53
R62 51,02-47,88 66,50-64,80 30,34 21 1,4
R72 50,44-47,45 65,10-62,95 29,07 55 3,67
R87 53,32-49,60 64,37-62,61 20,72 47 3,13
R108 50,74-46,72 64,76-62,97 27,63 49 3,27
Médias 51,75 - 48,38 65,88-63,45 27,51 61,75 4,12

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;

** a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos graos de polen.
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...continuacéao

TABELA 14 — Tamanho médio dos graos de pdlen normais e gigantes, porcentagem de aumento, numero e porcentagem de
producdo de grdos gigantes das plantas selecionadas das cultivares Q (Quidiqueli), R (Redland) e K
(Keenland) no primeiro ciclo (Exp. 2).

Plantas Tamanho médio dos % aumento de N° graos % ocorréncia de
selecionadas Tamanho médio dos grdos  graos gigantes (um)* tamanho dos gigantes graos gigantes
normais (um)* graos gigantes™*
K5 53,17-50,03 65,42-62,78 23,05 46 3,07
K17 50,74-46,72 66,37-64,65 30,8 54 3,6
K45 47,15-49,30 67,77-65,53 43,74 85 5,67
K49 51,32-46,59 64,76-61,81 26,19 44 2,93
K52 50,05-46,53 63,58-60,97 27,01 34 2,27
K75 50,31-46,59 67,14-64,78 33,45 65 4,33
K77 52,03-48,01 66,33-64,18 27,47 83 5,53
K78 55,19-53,04 61,60-57,96 11,61 42 2,8
K86 51,60-47,60 64,80-62,87 25,58 69 4,6
K87 52,20-48,98 63,15-64,35 20,96 35 2,33
K88 51,32-48,01 64,63-63,02 25,94 41 2,73
K92 52,61-49,02 65,47-63,0 24,44 53 3,53
K97 51,88-48,44 66,09-64,22 25,32 108 7,2
Médias 65,16-63,09
51,50-48,37 26,58 58,38 3,89
MEDIA GERAL 65,16-63,09
51,80-47,37 27,16 57,89 3,87

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;

** a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos graos de pdlen.
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porcentagem de aumento dos graos variando de tamanho de 14,0 a 39,37%,

com média geral de 27,51%.

Da cultivar Keenland, foram 25 plantas avaliadas e 13 individuos
selecionados (52,0% do total avaliado nesta cultivar), com grdos gigantes
variando de 11,61 a 43,73% maiores que 0s graos normais por planta, com a

média de 26,74% (Tabela 14).

Observando os dados, vé-se que a média de aumento dos graos
gigantes foi semelhante nas trés cultivares e nao diferiu estatisticamente pelo
teste F (Apéndice 13). Pelo teste T realizado, que considerou a medida da area
dos graos, o aumento médio dos graos gigantes, avaliando todas as cultivares,
foi de 39,6%, com desvio padrdao de 0,071. Este valor foi significativamente
superior a 30%, que foi 0 aumento minimo esperado. Esta andlise apdia dados
de literatura, que afirmaram que gametas 2n sdo 30 a 40% maiores em
tamanho do que os grdos normais (Hermsen, 1984b; Ramanna, 1992). Além
disso, comparando o tamanho médio dos graos gigantes desta populagdo com
os graos medidos na populacéo tetrapléide do Experimento 1 (Tabela 3), mais
uma vez se confirma a hipotese de que estes podem ser nao reduzidos.

A Tabela 15 mostra as frequéncias de graos de pdlen, niumero e
percentagem de plantas que apresentaram determinada classe de

frequéncia entre as plantas selecionadas.

Na cultivar Quidiqueli, apenas 5% das plantas produziram entre
um e 2% de pdlen gigante, sendo a maior freqléncia de plantas observadas
com porcentagens de producdo maiores, com mais de 3%. Porém, nao

houve muita variagado de produgao entre as plantas. A maior porcentagem de
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produgcado nesta cultivar foi a planta Q194, com 5,07% de surgimento de

graos gigantes.

TABELA 15 - FreqUéncias de surgimento de graos de pdlen gigantes
observadas nas plantas selecionadas da populacédo dipldide
no primeiro ciclo de selecéo (Exp. 2).

N° plantas (%) % polen gigante
cv. Quiniqueli
1 (5%) 102
5 (25%) 203
6 (30%) 3114
7 (35%) 4 115
1 (5%) +5
Total: 20 (100%)
cv. Redland
1(5%) 102
3 (15%) 2113
6 (30%) 314
5 (25%) 415
3 (15%) 51016
1 (5%) 6017
1 (5%) +7
Total: 20 (100%)
cv. Keenland
0 102
5 (38,46%) 2113
3 (23,08%) 314
2 (15,38%) 415
2 (15,38%) 507
1(7,69%) +7

Total: 13 (100%)

Metade das plantas selecionadas da cultivar Redland apresentaram
frequéncia de graos gigantes entre um e 4% e a outra metade dos individuos
apresentou frequéncias superiores a 4%, sendo o maximo de 7,53% da planta

R32.

Todas as plantas selecionadas da cultivar Keenland tiveram mais de

2% de pdlen gigante, sendo 38,46% delas com porcentagens de surgimento de
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graos gigantes entre dois e 3%. Uma planta, K97, teve a maior freqiéncia,

7,2% de produgao de grédos maiores.

A analise estatistica que comparou as trés cultivares para
porcentagem de producgdo de graos gigantes nao diferiu pelo teste F a 5% de
probabilidade (Apéndice 14), embora tenha sido encontrada variacao entre
flores de um mesmo individuo e entre as plantas (Apéndice 12 e Tabela 14).
Como foi discutido no Experimento 1, esta variacdo pode ser atribuida a fatores
ambientais, ndo deixando também de destacar a variabilidade intrinseca de
cada individuo. A média geral das trés cultivares foi de 3,87%, e a média de
cada cultivar foi: 3,57% (cultivar Q), 4,16% (cultivar R) e 3,89% (cultivar K).
Estes dados mostram que qualquer uma das trés cultivares pode ser utilizada

para avaliagdes e seleg¢ao de plantas produtoras de gametas nao reduzidos.

No Apéndice 15 encontram-se os dados referentes aos limites nos

tamanhos dos graos de polen normais e gigantes avaliados nesta populagéo.

Parrott & Smith (1984) avaliaram seis cultivares de trevo vermelho
(100 plantas de cada cultivar) para produgao de graos de pdlen nao reduzidos.
Selecionaram 18 plantas produtoras de, no minimo, 1% de pdlen 2n. Em cada
cultivar, o niumero de plantas selecionadas foi o seguinte: cv. Arlington: quatro
plantas; cv. Chesapeake: uma planta; cv. Florex: cinco plantas; cv. Kenstar:
uma planta; cv. Pennscott: cinco plantas e cv. Redman: duas plantas. O
alcance de produgdo das plantas selecionadas foi de um até 84%. Este alto
indice foi verificado na planta denominada C-51 (cv. Chesapeake) que, apés
analises meidticas, foi considerada um mutante sinaptico, por ter produzido

quase que exclusivamente graos de pdlen nao reduzidos.
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Muitos trabalhos com o género Leucaena mostraram o aparecimento
de graos de podlen gigantes em espécies dipléides, com até 12% de ocorréncia
no total das amostras de pdélen analisadas (Schifino-Wittmann & Simioni, 1999;
Schifino-Wittmann et al.,, 2000). Em hibridos tetrapldides entre Leucaena
leucocephala X L. diversifolia, verificou-se até 4,30% de gréos de podlen nao
reduzidos (Schifino-Wittmann et al., 1997). Em outra investigagdo, a média
entre familias hibridas das mesmas espécies variou de 0,58 até 12,12%, e
plantas individuais apresentaram até 29,77 e 29,82% de graos gigantes

(Schifino-Wittmann & Simioni, 1998).

Bretagnolle (2001) registrou a ocorréncia de plantas produtoras de
polen 2n em trés populacbes naturais de Anthoxanthum alpinum. A
porcentagem de plantas produtoras foi de 9, 9,7% e 12,3% nas populagodes.

Em populagbes de Solanum avaliadas para formagao de pdlen 2n e
macho fertilidade, a porcentagem de gendtipos que produziram pdlen 2n entre
as espécies variou de 0% (S. guerreroense) até 63,6% (S. pinnatisectum). Foi
observada a ocorréncia de pélen 2n em 11 das 12 espécies analisadas (Zlesak

& Thill, 2002).

4.3.1.2. Cruzamentos reciprocos e producgao de sementes

Apoés a selegao das plantas produtoras de grdos de pdlen gigantes,
foram realizadas as polinizagdes manuais: foram polinizadas 29 plantas, 55
inflorescéncias e 1421 flores, com producao de 958 sementes cheias (67,42%
das flores polinizadas produziram sementes) (Tabela 16, Apéndice 16).

Convém salientar que alguns progenitores masculinos utilizados nestes
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cruzamentos foram selecionados no ciclo um do Experimento 1. Isto ocorreu
porque estas plantas estavam vivas em casa de vegetacado e por isso foram
utilizadas nos cruzamentos.

TABELA 16 - Producédo de sementes nas plantas da populagdo selecionada no
primeiro ciclo de selecao (Exp. 2).

Planta m&e N°total de flores  N° total de sementes % de flores que produziram

polinizadas coletadas sementes*
Q25 102 75 73,53
Q54 70 41 58,57
Q159 75 48 64,0
Q175 45 8 17,77
Q178 52 53 101,92
Q194 30 8 26,67
Q274 30 54 180
Q337 32 30 93,75
Q346 28 11 39,28
R1 40 26 65,0
R3 30 0 0
R4 45 22 48,49
R11 52 15 28,85
R14 135 153 113,33
R27 83 59 71,08
R49 38 31 81,58
R52 20 13 62,0
R59 67 54 80,59
R60 34 32 94,11
R61 30 16 53,33
R62 20 7 35,0
R87 30 26 86,67
K17 20 0 0
K49 85 45 52,94
K52 20 17 85,0
K69 12 2 16,67
K78 34 10 29,41
K86 74 54 72,97
K88 88 48 54,54
Totais 1421 958 Média = 67,42

* em relagdo ao numero de flores polinizadas.
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Observa-se que algumas inflorescéncias ndo produziram sementes,
ou produziram poucas, em relacdo ao numero de flores polinizadas. As médias
de produgao de sementes por planta mae foram: 36,44 (cultivar Quidiqueli),
34,92 (cultivar Redland) e 25,14 (cultivar Keenland). Em média, houve pouca

variagao entre as trés cultivares.

Algumas sementes foram coletadas de flores que nao tinham sido
polinizadas: da planta Q54, foram coletadas trés sementes e da planta R4,
foram obtidas 55 sementes sem ter havido polinizagdo manual. Também houve
casos em que foram coletadas mais sementes do que o numero de flores que
haviam sido polinizadas (Apéndice 16). Isso ocorreu em algumas
inflorescéncias de alguns individuos. E importante salientar que a coleta de
sementes foi realizada flor a flor. Por isso, pode-se afirmar, com certeza, que
cada flor produziu somente uma semente. Entdo, os casos de coleta de mais
sementes do que o numero de flores polinizadas foram devido a outros fatores

que nao a producao de mais de uma semente por legume.

Outras explicagdes foram necessarias para esses casos especificos:
no caso das sementes coletadas em plantas maes nao polinizadas, pode ter
ocorrido quebra do sistema auto-incompatibilidade (Taylor & Smith, 1979) ou a
presenga de algum inseto polinizador dentro da casa de vegetagédo. Ja nas
inflorescéncias onde foram coletadas mais sementes do que o numero de
flores polinizadas, pode ter havido contaminagao da quilha ou do palito utilizado
para retirar o pdlen da planta doadora no momento da polinizagdo. Esses
objetos podem ter encostado em alguns estigmas e o pdlen presente pode ter

fecundado algumas oosferas sem o controle esperado. Também pode ter
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havido engano no momento das polinizagdes e a contagem pode ter sido
errada, nao relatando o exato numero de flores polinizadas, apesar do grande
cuidado. Na planta Q274, foram contadas 30 flores polinizadas e foram
coletadas 54 sementes. Como é improvavel algum engano neste caso, a
autofecundacao pode ser a mais razoavel maneira de explicar a producao de

sementes nesta planta.

4.3.2. Segundo ciclo de selecao

4.3.2.1. Andlises dos graos de pdlen e selegao de plantas

Em abril de 2002, 951 sementes obtidas no primeiro ciclo foram
postas para germinar. Da cultivar Quifiiqueli, foram colocadas 328 sementes
em placas de petri, com germinagao de 267 (81,40%); da cultivar Redland,
foram 447 sementes, com germinagao de 372 (83,22%) e da cultivar Keenland,
foram 176 sementes, com germinacao de 125 (71,02%). Na média total de
sementes germinadas (764), obteve-se uma alta porcentagem de germinacao,
80,34%.

Em casa de vegetagao, 145 plantas adultas fizeram parte da nova
populagdo para serem submetidas as analises. Destas, 106 foram avaliadas
quanto a viabilidade dos graos de pélen e produgcédo de graos gigantes, sendo
selecionadas 44 plantas (41,51% do total da populagdo) que produziram um
minimo de 2% de macropdlen. A porcentagem de pdélen normal em geral foi
alta, superior a 80%, o0 que era de se esperar em uma populacéo dipléide de
trevo vermelho (Tabela 17, Apéndice 17). As plantas deste ciclo foram

identificadas como familias de meio-irmaos. Foi necessario adotar uma nova
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identificacdo para elas, com a utilizagao de letras, que constituiram cada

tratamento (familia), com a finalidade de facilitar as analises (Tabela 17).

Foram avaliadas sete plantas vindas da cultivar Quidiqueli, 75
plantas da cultivar Redland e 24 plantas da cultivar Keenland. Destas, foram
selecionadas: uma (14,28%), 30 (40%) e 13 (54,17%) plantas em cada cultivar,

respectivamente.

As sementes coletadas sem polinizagdo (denominadas “NP”) no
primeiro ciclo, também foram postas a germinar: das trés sementes da planta
Q54, apenas uma germinou, e das 55 sementes da planta R4, 19 delas
germinaram. Oito plantas adultas da mae R4 foram analisadas para producgéao
de podlen 2n e foram denominadas: R4 11 NP, R4 16 NP, R4 19 NP, R4 111 NP,
R4 113 NP, R4 114 NP, R4 115 NP e R4 118 NP. Somente a planta R4 16 NP foi
selecionada por produzir 3,53% de pdlen gigante. A média de suas variaveis foi

inserida na Tabela 17.

Considerando a populacao total avaliada, a frequéncia de ocorréncia
de gréos de podlen gigante variou de zero a 51,0% entre as plantas individuais
(Apéndice 17). Dez plantas ndo produziram graos gigantes, incluindo trés
plantas oriundas de sementes nao polinizadas; 36 produziram menos de 1%,
incluindo quatro plantas vindas de sementes nao polinizadas, e 16 plantas
produziram entre um e 2% de pdlen gigante. A Tabela 18 mostra as
frequéncias de surgimento de graos gigantes nas plantas selecionadas desta

populacéo.
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TABELA 17 — Tamanho médio de graos de pdlen normais e gigantes, porcentagem de aumento, viabilidade do podlen e
ocorréncia de graos gigantes nas plantas selecionadas no segundo ciclo do Experimento 2.

Plantas Identificacao Tamanho Tamanho % de N° de gréaos % de grdos % de pdlen % de pdlen
selecionadas médio dos médio dos  aumento de gigantes gigantes normal inviavel
graos graos tamanho dos
normais gigantes graos
(Mm)* (Um)* gigantes™
R1I1 A1l 51,39-47,52 60,42-56,8 17,57 114 7,6 89,67 2,73
R4 12 B5 50,80-49,30 62,57-55,5 23,15 362 2413 64,07 11,8
R4 13 B6 54,83-50,53 60,85-56,3 10,98 462 30,8 38,46 30,74
R4 16 NP NP 52,00-48,16 63,64-59,3 22,97 53 3,53 92,73 3,74
R11 1 C12 50,68-47,58 62,57-59,8 23,46 36 24 95,27 2,33
R1113 C14 49,73-48,16 61,49-58,9 23,65 31 2,07 94,8 3,13
R1119 C20 50,31-47,15 61,92-58,9 23,08 36 24 91,4 6,2
R11 110 C21 49,51-46,66 60,42-58,9 22,01 49 3,27 94,47 2,26
R14 1 D22 53,28-50,03 63,21-59,8 18,64 86 5,73 90,53 3,74
R14 12 D23 53,38-52,40 62,35-60,2 16,79 74 4,93 90,60 4.47
R14 13 D24 52,83-51,45 61,28-58,7 15,99 52 3,47 90,27 6,26
R14 112 D33 53,00-50,48 64,07-60,8 20,89 225 15,0 84,54 0,46
R14 115 D36 52,98-50,37 61,28-58,1 15,66 87 5,8 90,47 3,73
R14 119 D40 51,88-49,67 63,43-60,0 22,25 139 9,27 86,93 3,8
R14 123 D44 50,68-49,30 61,92-58,5 22,19 34 2,27 88,0 9,73
R14 125 D46 51,97-49,17 62,14-58,7 19,57 44 2,93 95,87 1,2
R14 126 D47 51,11-49,82 59,77-57,2 16,95 30 2,0 95,53 2,47
R59 1 E48 53,54-51,97 61,49-57,6 14,86 136 9,07 89,33 1,6
R59 12 E49 50,31-48,74 61,06-58,1 21,37 36 2,4 96,33 1,27
R59 13 ES50 49,73-46,59 59,13-57,4 18,89 85 5,67 89,4 4,93
R59 14 E51 51,88-48,74 64,93-58,9 25,15 87 5,8 93,60 0,6
R59 18 E55 51,88-49,60 65,15-60,0 25,57 30 2,0 97,53 0,47
R59 19 E56 53,81-49,86 64,07-58,5 19,06 55 3,66 94,8 1,54
= irmao;

NP= planta n&o polinizada;
*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;
** a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos graos de polen.
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...continuacéao
TABELA 17 — Tamanho médio de graos de pdlen normais e gigantes, porcentagem de aumento, viabilidade e ocorréncia de
graos gigantes nas plantas selecionadas no segundo ciclo do Experimento 2.

Plantas Identificacao Tamanho Tamanho % de N° de graos % de grdaos % de pdlen % de pdlen
selecionadas meédio dos médio dos  aumento de gigantes gigantes normal inviavel
graos graos tamanho dos
normais gigantes graos
(Um)* (Um)* gigantes™*
R59 [11 E58 52,09-49,24 61,92-60,8 18,86 49 3,27 84,87 13,86
R60 11 F59 50,74-49,67 61,49-59,3 21,19 44 2,93 96,33 0,74
R60 13 F61 55,53-52,40 64,72-60,2 16,67 56 3,73 90,33 5,94
R27 12 G69 50,16-48,59 63,86-60,8 27,30 57 3,8 94,60 1,6
R27 19 G76 45,37-42,53 58,91-56,1 29,86 30 20 96,54 1,46
R27 111 G78 56,76-50,74 65,15-59,8 14,77 765 51,0 48,46 0,54
R27 113 G80 49,88-45,09 61,06-58,7 22,41 75 50 92,13 2,87
K78 I1 H85 53,26-48,44 61,28-57,8 15,06 74 4,93 91,6 3,47
K78 14 H88 52,03-48,65 63,86-57,8 22,73 169 11,26 84,33 4,41
K86 I1 189 52,59-51,30 63,86-58,9 21,42 109 7,27 87,73 50
K86 I3 191 50,89-47,67 63,43-58,1 24,63 62 4,13 92,6 3,27
K86 14 192 53,17-49,67 61,49-58,9 15,65 35 2,33 96,73 0,94
K86 18 196 49,60-48,44 61,28-58,1 23,53 46 3,07 92,6 4,33
K88 13 J99 53,64-48,63 61,49-57,0 14,63 123 8,2 88,07 3,73
K88 14 J100 50,37-46,59 60,85-55,7 20,78 71 4,73 89,8 5,47
K88 15 J101 51,23-49,45 67,30-64,5 31,34 123 8,2 49,2 42,6
K88 16 J102 53,32-49,73 64,50-63,6 20,97 167 11,13 87,4 1,47
K88 18 J104 51,90-49,21 66,44-60,4 28,0 53 3,87 93,66 2,47
K88 19 J105 50,96-47,79 62,57-59,3 22,78 90 6,0 92,87 1,13
K5212 0115 51,23-48,22 64,29-59,8 25,47 67 4,47 93,47 2,06
Q178 12 Q119 54,35-50,68 64,07-59,6 17,88 301 20,07 74,53 54
Médias 51,83-48,99 62,56-58,91 20,75 163,63 10,91 83,43 5,25

I= irmao;NP= planta nao polinizada;

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;
**a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos graos de polen.
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A maioria das plantas selecionadas, 68,18%, produziram de dois a
6% de graos de pdlen gigantes e em alguns individuos foi verificada uma alta
porcentagem de graos gigantes. A planta R27 111 (G78) apresentou a mais alta

porcentagem de producgao, 51%.

TABELA 18 - FreqUéncias de surgimento de graos de pdlen gigantes
observadas nas plantas selecionadas da populagdo no
segundo ciclo de selecéo (Exp. 2).

N° plantas (%) % polen gigante
11 (25%) 2113%
9 (20,45%) 3114%
5(11,36%) 411 5%
5(11,36%) 5 [16%
1(2,27%) 60 7%
2 (4,55%) 70 8%
2 (4,55%) 8 9%
2 (4,55%) 91 10%
3 (6,82%) 10 0 20%
2 (4,55%) 20 [1 30%
1(2,27%) 30 [1 40%
1(2,27%) +50%

Total: 44 plantas (100%)

Nesta geragao, assim como na anterior, observou-se a eficiéncia da
selecdo em busca de graos gigantes, observando a média de produgao das
plantas nas trés cultivares selecionadas quando comparadas as populacdes
originais deste mesmo ciclo. As sete plantas avaliadas, vindas de sementes de
plantas da cultivar Quidiqueli apresentaram uma média de produgao de 3,43%
de grdos maiores e a populagdo selecionada, representada por um unico
individuo selecionado, produziu 20,07% de graos gigantes. O diferencial de
selecdo foi de 16,64% de aumento de produgao, com um ganho de selegéo
realizado de 485,13%. Este percentual € muito alto, porém, ndo se deve deixar
de salientar o pequeno tamanho desta amostra, pois uma unica planta
selecionada pode superestimar os ganhos de selegcdo dentro desta cultivar

neste ciclo. Também, um fato que ocorreu com esta planta foi que, dos 301
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graos maiores encontrados, 227 deles estavam concentrados em uma das trés

flores analisadas (Apéndice 17).

Nas 75 plantas avaliadas na populagao original da cultivar Redland,
3,42% foi a produgdo média de gréos gigantes e a produgdo média nas 30
plantas selecionadas foi de 7,60%. Isto representou um ganho de selecao de

103,96%, com diferencial de selecao de 4,18%.

Na populagao original da cultivar Keenland (24 plantas), a média foi
de 3,61% e a média de producdo da populagédo selecionada foi de 5,89%; o
ganho de selegdo realizado foi de 63,16%, com diferencial de selegcao de

2,28%.

Considerando os dados das duas ultimas cultivares, percebe-se um
maior ganho de sele¢gdo e um maior diferencial de selegao entre as plantas da
cultivar Redland.

A porcentagem de aumento dos graos da populagdo selecionada,
considerando somente o comprimento dos graos, nao variou estatisticamente
entre as 12 familias comparadas por suas médias (Apéndice 18). Na analise
realizada para verificar se 0os graos maiores eram, no minimo, 30% maiores
que os graos normais, ndo houve diferenga, pelo teste T, entre as médias do
tamanho dos graos gigantes em comparagdo com o0s grdos normais. O
aumento médio, considerando todas as plantas da populagao selecionada, foi
de 30,9%, com desvio padrao de 0,05. Uma das causas que pode explicar esta
falta de diferenca neste segundo ciclo pode ser atribuida a erros de
amostragem, ja que os graos medidos sao escolhidos aleatoriamente. A menor

diferenca de tamanho encontrada em algumas amostras pode ser porque



123

naquelas tenha ocorrido uma maior uniformidade dos tamanhos dos graos. As
medidas de tais grdos podem ter conduzido a pouca diferengca de tamanho
entre grdaos normais e gigantes, porém, isto nao significa que estes graos
maiores nado sejam nao reduzidos nesta geracdo de avaliacdo. Os valores
referentes a médias e amplitude de variagido de tamanho dos graos

considerados normais e gigantes neste ciclo estdo no Apéndice 19.

A porcentagem de produgao de graos de polen gigantes indicou
diferencga estatisticamente significativa entre as familias, pelo teste F (Apéndice
20). A complementacao da analise evidenciou diferengas entre as produgdes
médias das familias (Tabela 19). As maiores produgdes foram nas familias “B”
e “Q", que se destacaram por valores de produgcao médio superiores a 20%.
Porém, como a familia “Q” foi composta por apenas um individuo e a familia
“B”, por dois, estes valores refletem uma alta producéo individual. Houve
variagao entre as plantas, considerando a populagao total, como pode ser visto
pelos dados da Tabela 17, com destaque para a planta G78, da familia “G”,
que produziu 51% de graos gigantes. Este valor elevou a média da familia, que
ficou em 15,45%. Os demais valores individuais ndo foram tao discrepantes,

mostrando produgdes mais ou menos uniformes entre as plantas.

4.3.2.2. Cruzamentos reciprocos e producao de sementes

Nesta etapa dos cruzamentos manuais, 29 plantas foram utilizadas

com progenitores femininos, sendo polinizadas um total de 68 inflorescéncias e
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TABELA 19 - Comparacado entre as médias das 12 familias avaliadas para
porcentagem de produgéo de polen gigante no segundo ciclo de
selecao (Exp. 2).

Familias (tratamentos) % producao pdlen gigante

B 27,46 a

Q 20,07 b

G 1545 bc

H 8,09 cd

A 7,60 d

J 7,52 de

D 5,71 e

(0] 4,47 e

E 4,55 e

I 4,20 ef

F 3,30 f
2,53 f

médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a um nivel de significancia de 5%.

1752 flores. Foram coletadas 975 sementes (55,65% das flores polinizadas
produziram sementes) (Tabela 20, Apéndice 21). Estas fizeram parte do

terceiro ciclo de selecéo.

Neste ciclo, houve somente uma inflorescéncia, na planta Q119,
onde foram coletadas mais sementes (32) do que o numero de flores
polinizadas (30). Este caso deve ter sido de contaminagédo do palito ou quilha
utilizados para polinizagdo, ou algum engano no momento de contagem do

numero de flores polinizadas.

O indice de porcentagem de flores que produziram sementes variou
de 0 a 88,9% entre as plantas méae polinizadas. Baixos indices de produgao de
sementes em algumas plantas mae nao confirmaram os dados de viabilidade

do pdlen, que apresentaram altos indices de produgao de graos normais.
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TABELA 20 - Producédo de sementes nas plantas da populagao selecionada no
segundo ciclo de selegao (Exp. 2).

Planta N°total de flores  N° total de sementes % de flores que
mae coletadas produziram sementes®
polinizadas
A1 75 61 81,53
B5 20 5 25,0
B6 75 45 65,0
C14 65 33 50,77
C20 60 46 76,67
D22 50 28 56,0
D24 40 32 80,0
D36 50 9 18,0
D40 90 26 28,89
D47 20 17 85,0
E48 145 85 58,62
E50 209 76 36,36
E55 25 15 60,0
F59 30 11 36,67
F61 56 26 46,43
G69 42 37 88,09
G76 86 70 81,39
G78 63 16 25,39
G80 50 25 50,0
H88 60 39 65,0
189 18 0 0
192 35 20 57,14
J99 65 38 58,46
J100 76 65 85,53
J102 35 20 57,14
J104 41 28 68,29
J105 28 21 75,0
Q119 85 56 65,88
Totais 1752 975 Média = 55,65

*em relagcao ao numero de flores polinizadas.

4.3.3. Terceiro ciclo de avaliagdes e selegao

4.3.3.1. Andlises dos graos de podlen e selecao de plantas

Em abril de 2003, 947 sementes foram postas para germinar. No

total, 750 germinaram (germinacédo de 79,19% das sementes).

Neste ultimo ciclo, mais de 500 plantas foram estabelecidas em casa

de vegetacgdo e se tornaram adultas.
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No Apéndice 22, estdo listadas as 200 plantas analisadas, a
porcentagem de produgao de graos gigantes em cada uma delas e em cada
flor individual avaliada, e a porcentagem de viabilidade dos graos de pélen. Em
39 plantas, nao foi registrado nenhum grao de pdélen nao reduzido; entre zero e
1% de produgédo de graos gigantes foi observado em 78 plantas; entre um e 2%
foi registrado em 18 plantas e entre dois e 3% foi verificado em 10 plantas. Em
55 plantas, a porcentagem de ocorréncia de graos gigantes variou de trés até
46,73% e estas plantas foram selecionadas para os cruzamentos reciprocos

(Tabela 21).

Das plantas descendentes da cultivar Quifiqueli, foram analisadas 20
e selecionadas sete (35%). No ciclo anterior, foi selecionada apenas uma
planta desta cultivar, que produziu 20,07% de graos maiores. Sua
descendéncia selecionada produziu, em meédia, 5,76% de pdlen gigante. A
capacidade desta progénie em produzir macropélen em altas frequéncias nao

repetiu, provavelmente devido as flutuagdes das condicbes ambientais.

Da cultivar Redland, foram analisadas 131 plantas e selecionadas
40 (30%). Na descendéncia da cultivar Keenland, 49 plantas foram analisadas

e oito delas (16,32%) foram selecionadas para produgéo de macropolen.

Neste ciclo, apesar das progénies apresentarem-se com numeros
diferentes, notou-se que a habilidade das plantas vindas da cultivar Keenland
em produzir graos gigantes sofreu uma queda, quando comparada com os
ciclos anteriores. Porém, deve-se salientar que, mesmo com poucas plantas

selecionadas, a progénie desta cultivar foi a que apresentou os maiores indices
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TABELA 21 — Tamanho médio dos graos de pdlen normais e gigantes, porcentagem de aumento, viabilidade do podlen e

ocorréncia de graos gigantes nas plantas selecionadas no terceiro ciclo do Experimento 2.

Plantas Tamanho médio Tamanho médio dos % aumento de N° de graos % de graos % de gréos % de gréaos
selecionadas dos gréos normais  graos gigantes (um)* tamanho dos graos gigantes gigantes normais inviaveis
(um)* gigantes™*
A1-6 50,65-49,69 65,64-58,91 29,58 73 4,87 91,2 3,93
B6-8 52,25-51,17 70,09-56,98 34,16 51 34 82,6 14,0
C20-4 48,31-47,15 62,78-60,91 29,95 51 34 93,4 3,2
D22-11 52,68-50,74 71,81-67,73 36,32 50 3,33 93,53 3,14
D22-13 53,04-52,46 62,65-59,73 18,26 88 5,87 90,87 3,26
D40-3 50,35-49,45 60,85-57,62 20,84 83 5,53 88,53 5,94
D40-9 46,29-44,57 64,07-61,49 38,41 135 9,0 57,8 33,2
D40-16 55,19-52,89 64,35-61,77 16,59 61 4,07 60,67 35,26
D40-18 49,45-48,01 64,76-62,65 30,95 102 6,8 89,53 3,67
D47-2 53,47-50,89 68,22-65,79 27,58 250 16,67 82,2 1,13
E48-11 51,60-50,42 63,21-60,91 22,5 219 14,6 76,07 9,33
E48-15 54,29-52,61 61,21-58,20 12,75 48 3,2 93,87 2,93
E48-16 53,17-52,18 67,73-65,79 27,38 90 6, 91 3,0
E48-28 51,75-50,46 62,20-58,63 20,19 47 3,13 93,4 3,47
E48-33 54,46-52,18 70,80-60,48 30 137 9,13 88,27 2,6
E48-44 47,30-46,44 59,77-56,33 26,36 75 50 93,6 1,4
E48-47 54,03-52,46 70,09-65,64 29,72 244 16,27 71,13 12,6
E48-48 53,75-52,18 66,93-65,36 24,52 112 7,47 91,07 1,46
E48-52 50,03-48,59 64,78-62,78 29,48 55 3,67 91,53 4,8
E48-54 50,89-47,73 69,40-64,65 36,75 67 4,47 90,67 4,86
E48-69 53,32-50,37 59,13-57,62 10,88 45 3,0 91,53 5,47
E48-70 49,24-47,52 68,52-65,79 39,17 468 31,2 66,87 1,93
E48-73 51,39-50,10 62,57-59,99 21,76 52 3,47 54,27 42,26
E50-6 53,04-51,17 62,78-56,61 18,37 51 3.4 87,34 9,26
E50-17 53,54-52,03 65,36-62,78 22,09 57 3,8 92,6 3,6
E50-28 50,89-50,16 60,85-59,13 19,56 47 3,13 93,87 3,0
E55-10 51,45-49,02 61,64-57,53 19,81 52 3,47 88,2 8,33
E55-13 51,75-50,16 62,35-59,06 20,48 46 3,07 91,33 5,6
E55-15 52,89-51,60 60,85-57,19 15,04 53 3,53 91,34 5,13
E55-31 52,76-51,60 61,77-58,20 17,07 53 3,53 66,87 29,6
E55-32 49,30-48,01 59,81-57,86 21,32 86 5,73 92,2 2,07

* as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos gréos de pdlen, respectivamente;

** a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos graos de pdlen.
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TABELA 21 — Tamanho médio dos gréos de pdlen normais e gigantes, porcentagem de aumento, viabilidade do pdlen e

ocorréncia de graos gigantes nas plantas selecionadas no terceiro ciclo do Experimento 2.

Plantas Tamanho médio Tamanho médio dos % aumento  N°de grdos % de graos % de gréaos % de gréaos
selecionadas dos gréos normais  graos gigantes (um)* dos graos gigantes gigantes normais inviaveis
(um)* gigantes**
F61-14 50,03-48,74 64,50-59,06 28,92 45 3,0 95,33 1,67
F61-15 53,75-52,61 65,36-61,77 21,6 210 14,0 80,54 5,46
G69-3 51,17-49,02 67,66-61,64 32,23 91 6,07 91,87 2,06
G69-9 52,46-50,89 68,16-59,77 29,92 110 7,33 88,4 4,27
G69-24 55,19-52,46 72,09-68,22 30,62 192 12,8 86,73 0,47
G76-16 51,82-48,44 63,06-57,62 21,7 59 3,93 90,07 6,0
G78-2 56,76-53,32 62,22-60,20 9,62 701 46,73 46,73 6,54
G78-5 52,03-51,39 63,79-60,48 22,6 524 34,93 33,67 31,4
G78-15 50,16-48,44 61,64-56,27 22,89 49 3,27 95,2 1,53
H85-10 52,89-51,88 64,78-57,90 22,48 223 14,87 79,47 5,66
J99-14 59,34-56,05 70,24-66,37 18,37 421 28,07 69,67 2,26
J100-2 53,32-51,75 58,91-57,19 10,48 169 11,27 84,6 4,13
J100-30 50,46-48,16 61,64-57,19 22,16 47 3,13 92,93 3,94
J100-32 53,90-52,59 63,17-59,66 17,16 56 3,73 90,93 5,34
J100-35 53,47-50,59 63,06-53,75 17,93 134 8,93 88,07 3,0
J100-37 52,31-51,30 67,66-64,78 29,35 91 6,07 84,46 9,47
J104-4 49,45-48,74 60,48-59,62 22,3 88 5,87 78,93 15,2
Q119-7 51,60-48,59 64,78-59,34 25,54 47 3,13 96 0,87
Q119-9 50,74-49,02 64,22-58,91 26,57 61 4,07 83,67 12,26
Q119-11 48,27-49,06 69,66-62,52 44,32 52 3,47 74,6 21,93
Q119-14 51,88-49,82 60,20-57,19 16,04 45 3,0 87,33 9,67
Q119-17 51,45-50,46 62,07-56,48 20,64 101 6,73 91,07 2,2
Q119-24 55,04-51,75 63,36-57,34 15,12 91 6,07 91 2,93
Q119-28 52,89-50,03 70,09-59,62 32,52 208 13,87 82,2 3,93
Médias 52,05-50,35 64,54-60,31 24,16 124,78 8,32 83,83 7,85

* as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos gréaos de podlen, respectivamente;

** a porcentagem de aumento foi calculada com base no comprimento dos graos de pdlen.
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de ganhos de selecao e diferencial de selegdo para producdo de graos

maiores dentro das plantas.

Na Tabela 22 esta a frequéncia de ocorréncia de graos gigantes

nas plantas selecionadas.

TABELA 22 - Frequéncias de surgimento de graos de podlen gigantes
observadas nas plantas selecionadas da populacdo do terceiro
ciclo de selecao (Exp. 2).

N° plantas (%) % polen gigante

23 (41,82%) 304
4 (7,27%) 4105
5(9,09%) 506
6 (10,90%) 6017
2 (3,64%) 708
1(1,82%) 8119
2 (3,64%) 91110
8 (14,54%) 10 11 20
1(1,82%) 20 1 30
2 (3,64%) 30 [ 40
1(1,82%) +40

Total: 55 (100%)

Nesta geracdo, pbde-se verificar que quase 50% das plantas
selecionadas produziram até 5% de gréos gigantes. Em doze plantas houve
producdo de mais de 10%. Naqueles individuos em que foram verificadas
porcentagens de produgéo superior a 20%, plantas G78-2, G78-5, J99-14 e
E48-70, anadlises complementares de contagem cromossémica em pontas de
raiz foram realizadas para verificar se estas plantas eram mesmo dipléides ou
se alguma progénie poliploide havia surgido nesta populagdo. Porém, dados de
contagem confirmaram a condicdo diploide destes individuos. Nenhuma

anormalidade foi verificada nestas analises.

Apesar do baixo numero de sementes tetrapldides encontradas nos

cruzamentos 2X — 4X em trevo vermelho, Taylor & Giri (1983) concluiram que
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algum clone das plantas dipldides produziu megasporos e/ou micrésporos nao
reduzidos e mais, o surgimento de plantas tetrapldides comprovaram que o
polen monopldide, em alguns casos, € excluido na competicdo com o pdlen
dipléide.

Parrott & Smith (1986¢) encontraram duas plantas tetrapléides em
cruzamentos 2X — 2X, entre plantas selecionadas por produzirem graos de
polen gigantes. Os autores concluiram que a poliploidizacdo sexual bilateral foi

a explicagao mais provavel para a origem destes tetraploides.

Como ja relatado na Revisdo Bibliografica, Parrott et al. (1985)
tentaram obter plantas polipléides em cruzamentos bilaterais 2X — 2X em trevo
vermelho, sem realizar selecdo para plantas produtoras de oosferas 2n.
Apenas o progenitor masculino foi selecionado por produzir alta porcentagem
de podlen gigante (estudo prévio realizado por Parrott & Smith, 1984), e foi
utilizado nos cruzamentos. Uma planta triploide e quatro plantas tetraploides,
representando 13% do total de sementes coletadas, que foi de 57, foram
obtidas. Os autores estimaram que a frequéncia de oosferas nao reduzidas foi
de 0,138 para cada 1000 flores polinizadas. Mesmo sem selegao de genitores
femininos, plantas tetrapléides surgiram neste experimento. Os autores
comentaram que poliploidizacdo sexual bilateral pode ser uma fonte de

tetrapléides em trevo vermelho.

Nesta geragcdo, 18 familias de meio-irmaos constituiram os
tratamentos. N&o houve diferenga estatisticamente significativa para
porcentagem de aumento dos graos de pdlen. Para porcentagem de produgao

de graos maiores, houve diferenga entre as médias das familias (Apéndice 24).
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A complementacao da analise, comparando as meédias, esta na Tabela 23. As

plantas da familia G78 produziram a mais alta porcentagem de graos gigantes

(28,31%). Estas vieram da mae G78 do ciclo dois que, como ja foi comentado,

produziu 51% de graos gigantes naquele ciclo. Neste, sua descendéncia

confirmou a alta capacidade desta familia em produzir macropdlen. A familia

J99 foi representada por apenas uma planta selecionada nesta geragado, mas

esta apresentou, juntamente com a familia G78, a mais alta produc¢ao de pdlen

gigante (28,07%). Neste ultimo ciclo, variagbes individuais também ocorreram

(Tabela 21 e Apéndice 22).

TABELA 23 - Comparacado entre as médias das 18 familias avaliadas para
porcentagem de produgao de pdlen gigante no terceiro ciclo de

selecao (Exp. 2).

Familias % producao podlen gigante
(tratamentos)

G78 28,31 a

J99 28,07 ab

D47 16,67 bc

H85 14,87 cde
G69 8,73 cde
E48 8,51 cde
F61 8,50 def

J100 6,62 ef
D40 6,35 ef

J104 5,87 ef

Q119 5,76 ef
A1 4,87 efg
D22 4,60 efg
G76 3,90 fg
E50 3,44 fg
B6 3,40 fg
C20 3,40 fg
E55 2,52 g

médias seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%.
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A producédo de graos de pdlen normais em geral foi alta, com
valores superiores a 80% na maioria das plantas. Em duas plantas onde
foram encontradas as mais baixas producdes de pdlen normal, G78 -2 e
G78 — 5, foram as que apresentaram a maior produgcao de graos gigantes,
46,73% e 34,93%, respectivamente (Tabela 21). A alta produgdo de
macropolens nas plantas da familia G78 elevou sua média e colocou-a na
primeira posi¢cao para porcentagem de produgao de graos gigantes, como ja

foi verificado.

No Apéndice 25 estdo os limites de tamanho dos gréaos

encontrados em cada planta avaliada.

O teste estatistico T, realizado para verificar a porcentagem
minima de aumento dos graos, detectou diferenca no aumento minimo de
30% dos graos maiores sobre os normais nesta ultima geragdo. A média
geral da populagéao foi 32% de aumento, com desvio de 0,07. Nesta geragéo,
repetiu-se 0 que ocorreu com a primeira: 0os graos maiores medidos foram,
no minimo, 30% maiores, confirmando a ndo reducao desses graos nesta

geragao.

Os calculos de ganhos de selecdo e diferencial de selegao
detectaram o aumento na frequéncia de produgdo de graos gigantes nas
plantas da populacido selecionada, quando comparadas com as plantas da

populagao original deste ciclo.

Na cultivar Quiniqueli, a média de producédo de graos maiores foi

de 5,76% na populagdo selecionada e 2,39% na populagcédo original. O
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diferencial de selecao foi de 3,37% de aumento de produg¢ao, com um ganho

de selegao realizado de 141,0%.

Em 131 plantas avaliadas na populacdo original da cultivar
Redland, 3,0% foi a produgédo média de graos gigantes e 8,38% foi a média
de producao das 40 plantas selecionadas. O diferencial de selecao foi de

5,38% e o ganho de selegao foi de 179,33%.

Nas 49 plantas da populagdo original da cultivar Keenland, a
média de producao de graos gigantes foi de 2,04%, e a média de producao
da populagdo selecionada foi de 10,24%. Com ja foi comentado
anteriormente, esta foi a cultivar que apresentou os maiores indices de
ganho de selegcédo realizado (401,96%) e diferencial de selegédo (8,2%),
quando comparadas com as demais cultivares. Neste ultimo ciclo, a sua
progénie seria a mais indicada para continuar o processo de avaliagcbes e

selecao em busca de maiores produgdes de gametas n&o reduzidos.

4.3.3.2. Cruzamentos reciprocos e producao de sementes
Nesta etapa, foi possivel realizar polinizagcdes em 28 plantas mae,
82 inflorescéncias e 2046 flores (Apéndice 26, Tabela 24).

Neste ciclo, a producdo de sementes também variou entre as
plantas, de 5% até 113,33%. Analisando individualmente cada inflorescéncia
(Apéndice 26), observaram-se casos em que foram coletadas mais sementes
do que o numero de flores polinizadas, justificando as porcentagens superiores
a 100% de produgdo de sementes. Aqui, novamente, as explicagbes se

baseiam na possivel quebra do sistema de auto-incompatibilidade e/ou
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presenca de insetos polinizadores na casa de vegetacdo. Em casos onde a
diferenca de numero de sementes coletadas em relacdo ao numero de flores
polinizadas foi muito pequena, provavelmente ocorreu contaminagéo do palito

ou quilha utilizados para polinizagdo ou houve erros de anotacgao.

TABELA 24 - Producédo de sementes nas plantas da populagao selecionada no
terceiro ciclo de selecao (Exp. 2).

Planta N° flores N° sementes coletadas % de flores que
mae produziram sementes®
polinizadas
A1-6 80 66 82,5
D22-13 27 21 77,78
D40-3 30 12 40,0
E48-11 70 36 51,42
E48-15 10 11 110,0
E48-16 40 20 50,0
E48-28 153 65 42,48
E48-44 48 37 77,08
E48-69 60 45 75,0
E48-70 40 23 57,5
E50-6 160 58 36,25
E50-10 40 31 77,5
E50-28 26 11 42,31
E55-10 255 173 73,72
E55-13 95 39 41,05
F61-5 20 15 75,0
G69-9 55 39 86,67
G69-24 30 20 66,67
G78-2 20 1 5,0
G78-5 50 36 72,0
H85-10 20 18 90,0
J100-2 25 20 80,0
J100-30 55 34 61,82
J100-32 65 44 67,69
J104-4 207 122 58,94
Q119-9 129 104 80,62
Q119-14 30 34 113,33
Q119-17 206 95 46,11
Total 2046 1230 Média = 60,12

*em relacdo ao numero de flores polinizadas.
As causas da ampla variagdo na producdo de sementes podem ser

explicadas pelas condigdes ambientais, como calor, umidade, idade do pdlen,
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que promovem ou nao as maiores taxas de produgdo de sementes.
Provavelmente as menores produg¢des nédo sdo devido a menor viabilidade do

polen, ja que estes foram bastante férteis, como ja comentado anteriormente.

4.3.3.3. Analises gerais do Experimento 2

Na comparagcdo de frequéncia de plantas produtoras de pdlen
gigantes em todos os ciclos, a situacéo foi a seguinte: no primeiro ciclo, do total
de 144 plantas avaliadas, 80 delas (55,56%) produziu grdos gigantes em
alguma porcentagem. Ja no segundo ciclo, esta porcentagem aumentou: 96
plantas, representando 90,56% da populacdo original (de 106 plantas),
produziram gametas 2n e no ultimo ciclo, o indice abaixou um pouco, em 200
plantas avaliadas, 161, ou seja, 80,5% da populacéo original, produziram
plantas com alguma porcentagem de macropdlen.

As flutuagdes no numero de plantas produtoras de gréos gigantes,
ou mesmo na frequéncia de produgao desses graos dentro das plantas e entre
as familias pode ser atribuido ao efeito ambiental. Os disturbios meidticos que
conduzem a formacdo de gametas ndo reduzidos sado influenciados pelo
ambiente. Por isso, a producéo de gréos de pdlen gigantes variou tanto dentro
das populag¢des quanto entre os trés ciclos de selecéo.

Hermsen (1984a) citou que a grande influéncia de condigdes micro e
macroambientais na ocorréncia e frequéncia de gametas 2n, na maioria dos
genotipos, complica muito a analise genética. Porém, ela oferece uma
possibilidade de explorar a variagdo ambiental para aumentar as frequéncias

ou iguala-las, para inducdo de formacédo de gametas 2n. O autor comentou



136

sobre a importancia desta abordagem em programas de poliploidizagdo sexual
iniciada em culturas dipléides onde ha falta de tetraploides relacionados.

Uma outra explicagdo para a ampla variagdo na frequéncia de
produgcdo de polen 2n encontrada € a mistura de genitores masculinos
utilizados nos cruzamentos, ja que nestas analises s6 foram consideradas as
maes nos trés ciclos de selecdo. Isto pode ter conduzido as alteragdes na
frequéncia de surgimento de pdlen gigante. Também pode ter contribuido para
as diferencas na porcentagem de producado de graos gigantes, as avaliagdes
de amostras com numero variado de repetigdes.

A analise de variancia que confrontou o desempenho geral das trés
familias, considerando sua estrutura original, composta pelas -cultivares
Quiniqueli, Redland e Keenland, o desempenho das familias em cada ciclo e o
progresso feito no decorrer dos trés ciclos de selegcao na populagao geral para
producao de graos gigantes esta no Apéndice 27. Todas as analises foram
estatisticamente significativas para esta variavel. As comparacdes de médias
estdo nas Tabela 25, 26 e 27, respectivamente.

TABELA 25 — Desempenho médio das trés familias quanto a freqiéncia de

producdo de graos de pdlen gigantes nas plantas selecionadas
nos trés ciclos de selegado do Experimento2.

Familias Médias de porcentagem de produgéo de graos
gigantes

Redland 12,66 a

Keenland 416 b

Quiniqueli 258 b

médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
um nivel de significancia de 5%.

Na Tabela 25 pode ser discutido o efeito materno, ja que a estrutura
das familias foi baseada nas plantas maes que originaram as sementes para

serem estabelecidas no ciclo seguinte. Nesta situagdo, as plantas originadas
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da cultivar Redland produziram as mais altas frequéncias de graos de pdlen
gigantes, em meédia.
TABELA 26 — Desempenho das familias dentro dos trés ciclos de selegéo

quanto a frequéncia de producdo de graos de podlen gigantes
nas plantas selecionadas do Experimento 2.

Familias/ ciclos Médias de porcentagem de
produgao de graos gigantes

Familia Quiniqueli

Ciclo um 4,20 a

Ciclo trés 2,37b

Ciclo dois 1,18 b
Familia Redland

Ciclo trés 19,72 a

Ciclo dois 13,41b

Ciclo um 484 c
Familia Keenland

Ciclo trés 4,82 a

Ciclo dois 4,68 a

Ciclo um 2,97 a

médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a um nivel de significancia de 5%.

Os dados da Tabela 26 demonstram que na cultivar Quidiqueli, a
maior frequéncia de producdo se concentrou no ciclo um, teve uma queda de
no ciclo dois e, no terceiro ciclo, aumentou um pouco. Este dado é muito
interessante, porque no segundo ciclo, apenas uma planta foi selecionada e
produziu 20,07% de pdlen gigante. E este foi justamente o ciclo onde sua
média de produgao foi a menor. Isto ocorreu porque, como ja foi salientado em
Material e Métodos, o programa estatistico ndo se baseou em apenas uma
repeticdo, mas sim, dissolveu estes valores entre as médias dos outros ciclos

para realizar a analise.
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Houve um progresso evidente na familia da cultivar Redland, ao
longo das trés geragdes, em produzir graos gigantes. Esta familia aumentou
significativamente a producéo dos graos maiores e confirmou o avango feito em
diregdo ao aumento de producao desses graos. Na descendéncia da familia
Keenland, a média de producdo nos trés ciclos foi semelhante, ndo havendo
diferenga nas trés geracoes.

Analisando estes dados, pode-se deduzir que a cultivar Redland foi
a que apresentou 0 maior desempenho para produgcdo de pdlen 2n, quando
comparada com as demais cultivares. Além disso, nos trés ciclos de selecéo,
eram selecionadas, no minimo, 30% das plantas desta cultivar que produziam
macropolen. Esta cultivar pode ser promissora para selecionar plantas
produtoras de gametas n&o reduzidos e, posteriormente viabilizar a
poliploidizagado sexual em trevo vermelho.

TABELA 27 — Frequéncia média de producgao de graos de polen gigantes das
plantas selecionadas nos trés ciclos de selecdo do Experimento

2.
Geracoes Médias de porcentagem de
producao de graos gigantes
Ciclo trés 8,97 a
Ciclo dois 6,42 b
Ciclo um 4,00 c

médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%.

Observando os dados da Tabela 27, fica claro que houve um
significante aumento de producédo em trés geragdes de avaliagbes. Tomando
como base a populagdo original do primeiro ciclo, ndo selecionada, cuja

porcentagem média de producao foi de 1,67% e comparando com a populagéo
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selecionada do ultimo ciclo (8,97%), houve um diferencial de selegao de 7,3%
com um ganho de selegéo realizado de 437,12%. Estes dados confirmam o
sucesso deste programa de melhoramento realizado para aumentar a
freqUéncia de producgao de graos de podlen gigantes.

Porém, serdo necessarias mais geracoes de selegdo e cruzamentos
sexuais bilaterais para aumentar ainda mais a produ¢cdo de gametas 2n. o
processo em busca de plantas com boa produ¢do de gametas nao reduzidos
devera ocorrer até que surjam os individuos tetraploides esperados.

A partir destes resultados, cresce a expectativa em torno da real
possibilidade de que poliploides sexuais possam surgir em populagdes
selecionadas de trevo vermelho, o que representa uma importante etapa para o

melhoramento desta espécie.
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5. CONCLUSOES

Em relacdo ao Experimento 1, pode-se afirmar que os cruzamentos
interploidia foram realizados com sucesso, ja que a descendéncia apresentou
plantas férteis. Estas analises comprovaram que tripléides podem ser utilizados
como ponte para producdo de tetraploides, mostrando que o chamado “bloco
tripléide” ndo é 100% eficaz. Também se confirmou a maior persisténcia de
plantas tetrapléides em condigdes de casa de vegetagao.

Os cruzamentos manuais realizados para produgcdo de sementes,
tanto no Experimento 1 quanto no Experimento 2, mostraram-se eficientes, pois
a tendéncia, no decorrer das geragdes, foi em direcdo ao aumento da
produgao.

Quanto ao Experimento 2, concluiu-se que as analises de detecgao
de graos de pdlen gigantes foram eficientes, bem como a selecdo em busca de
plantas selecionadas com as mais altas frequéncias de producdo de

macropolens.
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APENDICE 1 — Produgéo de graos de pélen gigantes, por flor, nas 226 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 1).

% total de gréaos

Plantas N° de gréos gigantes gigantes Selecionada (S)
avaliadas Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)

1 0 0 0 0 E
3 0 0 15 2,0 S
5 0 0 0 0 E
6 2 1 3 0,4 E
7 0 1 0 0,07 E
8 1 10 10 1,4 S
9 2 0 0 0 E
10 0 5 0 0,33 E
11 0 0 0 0 E
12 0 2 0 0,13 E
13 2 0 0 0,13 E
15 1 7 3 0,73 E
17 5 0 1 0,4 E
18 7 2 13 1,47 S
19 0 0 0 0 E
20 8 128 0 9,07 S
21 1 0 0 0,07 E
23 0 2 2 0,27 E
32 0 6 0 0,4 E
34 4 5 7 1,07 S
36 1 9 17 1,8 S
39 0 0 5 0,33 E
44 1 2 5 0,53 E
45 1 0 6 0,47 E
47 1 5 1 0,47 E
48 13 6 0 1,27 S
56 0 0 0 0 E
62 1 0 0 0,07 E
65 0 0 0 0 E
73 0 0 0 0 E
74 0 7 2 0,6 E
76 0 0 1 0,07 E
77 0 5 0 0,33 E
79 0 0 4 0,27 E
82 0 0 0 0 E
83 22 0 4 1,73 S
85 6 3 0 0,6 E
87 7 1 26 2,27 S
88 1 4 0 0,33 E
91 0 1 0 0,07 E
100 0 38 11 3,27 S
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...continuagao
APENDICE 1 — Producao de graos de pdlen gigantes, por flor, nas 226 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 1).

% total de graos

Plantas N° de gréos gigantes gigantes Selecionada (S)/
avaliadas Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
102 1 0 22 1,53 S
103 2 2 1 0,33 E
109 0 56 2 3,87 S
110 2 0 0 0,13 E
112 0 0 0 0 E
113 0 0 1 0,07 E
117 4 3 4 0,73 E
118 0 42 13 3,67 S
119 0 0 8 0,53 E
121 0 0 0 0 E
123 0 0 1 0,07 E
125 1 2 2 0,33 E
126 0 0 0 0 E
129 0 7 0 0,47 E
130 1 1 5 0,47 E
132 0 0 12 0,8 E
135 3 0 0 0,2 E
136 69 0 0 4,6 S
139 0 2 5 0,47 E
146 0 0 0 0 E
147 0 0 0 0 E
148 0 0 2 0,13 E
149 4 2 21 1,8 S
150 1 8 2 0,73 E
151 2 0 18 1,33 S
152 2 4 7 0,87 E
158 0 0 2 0,13 E
160 0 0 12 0,8 E
161 10 0 33 2,87 S
162 6 1 2 0,6 E
169 0 0 0 0 E
171 0 0 20 1,33 S
173 1 0 2 0,2 E
174 0 5 0 0,33 E
177 3 0 1 0,27 E
179 0 1 6 0,47 E
182 5 1 7 0,87 E
183 0 0 0 0 E
184 0 4 20 1,6 S
187 0 2 0 0,13 E
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...continuagao
APENDICE 1 — Producao de graos de pdlen gigantes, por flor, nas 226 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 1).

Plantas N° de gréos gigantes % total de graos Selecionada (S)/
avaliadas Flor 1 Flor 2 Flor 3 gigantes Eliminada (E)
192 1 0 0 0,07 E
193 0 4 0 0,27 E
196 8 0 2 0,67 E
197 2 0 0 0,13 E
201 0 0 0 0 E
202 21 0 1 1,47 S
206 0 0 0 0 E
208 0 0 0 0 E
209 0 1 0 0,07 E
211 13 3 14 2,0 S
212 1 0 0 0,07 E
214 0 2 3 0,33 E
218 0 1 4 0,33 E
221 0 0 1 0,07 E
228 0 0 0 0 E
230 0 0 2 0,13 E
234 1 0 20 1,4 S
236 0 0 0 0 E
237 0 5 0 0,33 E
238 10 9 8 1,8 S
239 0 0 0 0 E
241 0 1 2 0,2 E
242 1 0 0 0,07 E
243 0 0 0 0 E
245 0 2 0 0,13 E
250 0 0 0 0 E
251 1 0 1 0,13 E
253 3 1 4 0,53 E
255 5 0 0 0,33 E
257 0 7 12 1,27 S
260 0 7 5 0,8 E
262 0 0 20 1,33 S
263 0 8 0 0,53 E
270 2 0 0 0,13 E
272 0 0 1 0,07 E
273 2 4 2 0,53 E
275 0 2 0 0,13 E
277 0 0 0 0 E
278 0 6 0 0,4 E
279 0 5 0 0,33 E
280 3 0 0 0,2 E
281 0 1 4 0,33 E
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...continuagao
APENDICE 1 — Producao de graos de pdlen gigantes, por flor, nas 226 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 1).

Plantas N° de graos gigantes % total de gréos Selecionada (S)/
avaliadas Flor 1 Flor 2 Flor 3 gigantes Eliminada (E)
283 0 1 0 0,07 E
284 2 0 0 0,13 E
285 0 0 0 0 E
287 0 9 10 1,27 S
289 3 9 0 0,8 E
290 0 2 0 0,13 E
292 0 0 21 1,4 S
293 0 0 21 1,4 S
294 0 0 0 0 E
298 0 15 0 1 S
299 2 50 3 3,67 S
300 0 3 7 0,67 E
302 0 0 0 0 E
304 0 0 2 0,13 E
305 0 1 0 0,07 E
307 0 20 10 2,0 S
309 0 0 0 0 E
310 4 4 1 0,6 E
312 5 3 4 0,8 E
313 11 1 11 1,53 S
318 0 2 8 0,67 E
323 0 32 0 2,13 S
324 0 0 0 0 E
330 0 0 0 0 E
331 5 2 6 0,87 E
335 0 4 0 0,27 E
336 0 0 1 0,07 E
341 0 1 1 0,13 E
342 2 4 0 0,4 E
344 0 0 0 0 E
345 0 0 0 0 E
348 0 0 0 0 E
350 0 0 0 0 E
354 0 0 3 0,2 E
355 20 0 0 1,33 S
356 0 0 4 0,27 E
357 0 0 0 0 E
359 0 3 0 0,2 E
360 0 0 0 0 E
361 0 2 18 1,33 S
363 0 0 0 0 E
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...continuagao
APENDICE 1 — Producgao de graos de pdlen gigantes, por flor, nas 226 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 1).

Plantas N° de graos gigantes % total de gréos Selecionada (S)/
avaliadas Flor 1 Flor 2 Flor 3 gigantes Eliminada (E)
365 8 5 3 1,07 S
369 22 0 0 1,47 S
370 0 0 3 0,2 E
371 0 0 0 0 E
372 0 0 0 0 E
373 0 0 0 0 E
376 0 1 0 0,07 E
377 2 24 11 2,47 S
379 1 1 5 0,47 E
388 0 0 5 0,33 E
393 0 20 0 1,33 S
394 0 0 0 0 E
398 0 0 0 0 E
399 0 0 7 0,47 E
402 1 0 0 0,07 E
410 0 0 0 0 E
411 0 7 2 0,6 E
415 0 1 0 0,07 E
418 0 3 3 0,4 E
421 0 4 0 0,27 E
426 0 0 0 0 E
427 0 0 1 0,07 E
430 18 2 0 1,33 S
433 0 5 0 0,33 E
434 0 1 0 0,07 E
439 0 0 1 0,07 E
441 0 0 0 0 E
442 0 0 0 0 E
453 0 0 0 0 E
457 0 5 5 0,67 E
459 1 0 0 0,07 E
460 0 0 3 0,2 E
462 0 7 1 0,53 E
464 0 0 1 0,07 E
465 20 0 29 3,27 S
466 0 7 0 0,47 E
469 0 0 0 0 E
471 1 0 2 0,2 E
473 0 1 7 0,53 E
476 1 1 4 0,47 E
477 0 10 0 0,67 E
478 1 0 30 2,07 S
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...continuagao
APENDICE 1 — Producao de graos de pdlen gigantes, por flor, nas 226 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 1).

Plantas N° de graos gigantes % total de gréos Selecionada (S)/
Avaliadas Flor 1 Flor 2 Flor 3 Gigantes Eliminada (E)
480 20 15 0 2,33 S
481 0 0 0 0 E
482 0 0 0 0 E
483 0 0 0 0 E
485 0 0 0 0 E
486 0 2 0 0,13 E
487 1 2 1 0,27 E
500 0 9 3 0,8 E
508 0 0 0 0 E
510 0 0 0 0 E
512 0 0 0 0 E
513 0 0 1 0,07 E
517 3 4 0 0,47 E
518 5 3 2 0,67 E
520 3 3 6 0,8 E
519 1 0 0 0,07 E
527 0 0 0 0 E
529 0 3 0 0,2 E
531 0 0 27 1,8 S
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APENDICE 2 - Tamanho médio de grdos de pdlen normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos gréos

ocorrentes nas plantas selecionadas da cultivar Quifiiqueli no primeiro ciclo (Exp. 1).

Plantas
selecionadas

Tamanho médio

dos graos

normais (um)*

Limites comprimento/

largura (um)*

Tamanho médio

dos graos

gigantes (um)*

Limites comprimento/

largura (um)*

3
8
18
20
34
36
48
83
87
100
102
109
118
136
149
151
161
171
184
202
211
234
238

52,30-50,74
52,60-49,88
53,16-49,02
52,03-48,30
52,95-48,26
55,18-52,17
53,75-52,76
52,17-46,58
52,03-50,09
51,60-49,17
52,74-51,88
48,87-45,58
53,58-51,06
55,08-49,17
53,97-52,46
55,38-53,41
54,76-52,98
52,31-50,46
53,97-51,17
50,74-47,02
51,82-50,31
52,31-49,02
55,77-50,76

47,3-55,9/47,3-55,9
49,45-55,9/47,3-53,75

49,45-55,9/47,3-51,6
49,45-55,9/45,15-49,45
47,3-55,9/45,15-49,45

53,75-58,05/49,45-53,75
45,15-58,05/45,15-58,05

47,3-55,9/43,0-49,45
49,45-55,9-47,3-51,6
47,3-58,05/43,0-51,6
47,3-55,9/47,3-53,75
43,0-53,75/38,7-51,6
47,3-55,9/47,3-53,75
53,75-55,9/47,3-53,75
49,45-55,9/47,3-55,9

53,75-58,05/49,45-53,75

51,6-55,9/49,45-53,75
49,45-55,9/47,3-53,75
51,6-55,9/49,45-53,75
47,3-53,75/43,0-53,75
49,45-53,75/47,3-53,75
49,45-55,9/47,3-51,6
51,6-55,9/47,3-53,75

63,14-62,65
65,29-62,88
65,72-62,14
66,28-61,64
66,11-62,07
68,39-63,66
63,18-62,57
65,33-59,83
66,07-62,75
65,76-62,09
66,65-64,50
65,53-59,49
64,50-62,35
68,24-61,79
64,73-59,14
67,94-64,17
66,28-63,86
64,97-63,86
65,79-62,14
63,43-60,20
63,36-61,21
66,95-62,95
64,39-59,51

60,2-64,5/58,05-64,5
62,35-70,95/60,2-68,8
60,2-75,25/55,9-70,95
62,35-77,4/58,05-68,8
60,2-73,1/55,9-73 1
62,35-73,1/60,2-68,8
60,2-64,5/60,2-64,5
62,35-68,8/55,9-64,5
64,5-68,8/60,2-66,65
60,2-73,10/58,05-68,8
64,5-70,95/60,2-68,8
60,2-73,1/55,9-64,5
64,5-64,5/55,9-64,5
64,5-73,1/60,2-64,5
58,05-73,1/55,9-64,5
62,35-73,1/55,9-70,95
62,35-75,25/60,2-70,95
62,35-68,8/58,05-66,65
64,5-68,8/62,35-66,65
60,2-64,5/60,2-60,2

58,05-66,65/58,05-66,65

60,2-70,95/60,2-64,5
62,35-68,8/55,9-64,5

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;
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APENDICE 2 - Tamanho médio de grdos de pdlen normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos gréos

ocorrentes nas plantas selecionadas da cultivar Quifiiqueli no primeiro ciclo (Exp. 1).

Plantas

Tamanho médio
selecionadas dos graos normais

Limites comprimento/
largura (um)*

Tamanho médio
dos graos gigantes

Limites comprimento/
largura (um)*

(Hm)* (Hm)*
257 52,82-51,13 49,45-58 05/47,3-55,9 64,22-62,07 60,2-73,1/55,9-70,95
262 54,83-52,82 51,6-58,05/49,45-55,9 66,22-64,50 60,2-68,8/60,2-66,65
287 55,10-51,60 53,75-55,9/49,45-53,75 64,93-62,78 62,35-68,8/60,2-66,65
292 54,76-49,17 43,0-55,9/34,4-51,6 61,28-55,64 55,9-64,5/55,9-60,2
293 52,78-51,60 49,45-55,9/49,45-53,75 66,65-65,45 64,5-73,1/62,35-70,95
298 51,27-49,12 45,15-55,9/45,15-51,6 64,76-62,88 62,35-68,8/60,2-66,65
299 50,96-46,87 47,3-53,75/45,15-49,45 66,41-59,53 60,2-73,1/55,9-64,5
307 54,46-53,11 51,6-58,05/47,3-55,9 66,28-65,40 62,35-70,95/60,2-68,8
313 52,89-50,74 49,45-53 75/47,3-53,75 61,28-59,38 58,05-64,5/55,9-64,5
323 50,16-47,58 47,3-53,75/45,15-51,6 66,65-64,03 64,5-68,8/62,35-68,8
355 53,47-49,73 49,45-55,9/45,15-51,6 65,94-63,79 64,5-70,95/62,35-66,65
361 52,46-49,45 49,45-53,75/47,3-53,75 68,16-62,14 64,5-73,1/58,05-66,65
365 57,12-48,22 53,75-58,05/47,3-49,45 66,11-65,29 60,2-75,25/55,9-75,25
369 49,88-47,88 45,15-53,75/43,0-51,6 65,29-63,14 64,5-68,8/60,2-66,65
377 54,05-49,42 47,3-58,05/45,15-53,75 64,22-59,62 60,2-70,95/55,9-64,5
393 53,75-51,32 49,45-58,05/47,3-58,05 64,50-60,67 64,5-64,5/60,2-64,5
430 52,74-50,59 49,45-55,9/45,15-53,75 65,27-61,36 60,2-70,95/60,2-66,65
465 52,61-51,17 49,45-53,75/49,45-53,75 61,92-61,81 60,2-64,5/55,9-64,5
478 53,38-51,23 51,6-55,9/49,45-53,75 70,74-65,53 64,5-75,25/58,05-73,1
479 54,61-50,31 53,75-58,05/49,45-51,6 68,80-62,63 64,5-75,25/55,9-73,1
480 55,90-53,94 51,6-60,2/49,45-58,05 66,71-64,50 64,5-73,1/58,05-70,95
531 55,69-51,39 53,75-58,05/49,45-53,75 66,88-61,40 64,5-70,95/58,05-64,5
Médias 53,21-50,24 65,63-64,46

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;
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APENDICE 3 - Freqiiéncias de diferentes numeros cromosssémicos somaticos registrados nas plantas polipldides do
primeiro ciclo de selegao (Exp. 1).

Plantas NuUumero cromossémico N° total de
28 Menos de 21 Entre 21 e 28 Mais de 28 células

T1-1 12 0 3 2 17
T1-2 9 0 0 1 10
T1-3 11 1 2 1 15
T1-4 12 0 0 0 12
T1-6 7 0 0 1 8
T1-7 12 0 2 1 15
T1-8 14 1 0 1 16
T1-9 10 0 3 1 14
T1-10 9 0 2 0 11
T1-13 11 0 0 0 11
T1-14 17 0 2 3 22
T1-16 10 0 0 0 10
T1-18 14 0 0 1 15
T1-20 10 1 0 0 11
T1-21 12 1 5 0 18
T1-22 10 1 1 1 13
T2-1 16 0 2 4 22
T2-2 NR

T2-3 10 0 0 0 10
T2-4 10 0 2 0 12
T2-5 11 0 0 0 11
T2-6 16 0 2 3 21
T2-7 10 0 0 1 11
T2-8 13 0 0 0 13

NR=n&o registrado.
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...continuacéao
APENDICE 3 — Freqiiéncias de diferentes nimeros cromosssémicos somaticos registrados nas plantas polipléides
do primeiro ciclo de selecao (Exp. 1).

Plantas Numero cromossémico N° total de Plantas
28 Menos de 21 28 Menos de 21
T2-9 13 0 0 1 14
T2-11 14 0 1 7 22
T2-12 13 0 0 1 14
T2-13 15 0 1 8 24
T2-14 24 3 46 1 74
T2-16 13 1 1 1 16
T2-17 12 2 0 0 14
T2-18 10 0 0 1 11
T2-19 16 0 0 6 16
T1-1 12 0 3 2 17
T1-2 9 0 0 1 10

NR= nao registrado
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APENDICE 4 — Cruzamentos 4X — 2X realizados no primeiro ciclo de selecéo

(Exp. 1).
Planta —-mae Genitores N°flores Sementes 7 flores polinizadas
(4X) masculinos polinizadas coletadas que produziram
(2X selecionados) sementes
T1-1 298-149 20 2 10
T1-2 478 26 1 3,85
T1-2 298 16 4 0,25
T1-2 287 20 0 0
T1-2 36 17 0 0
T1-2 18-313 22 0 0
T1-4 480-478-293 30 12 0,4
T1-6 323 21 0 0
T1-7 313-430-298 24 0 0
T1-7 18 20 4 0,2
T1-7 293-8-102-298-262-478 30 0 0
T1-7 323-313-18-238 32 0 0
T1-9 109-313-20 18 0 0
T1-10 365-478 23 0 0
T1-10 211 16 2 12,5
T1-10 102-323-238 30 0 0
T1-14 313 18 3 16,67
T1-14 313-109-87 30 0 0
T1-14 3-34-298 24 0 0
T1-18 211-323-87-8-102-480 32 2 6,25
T1-18 238-298-313 24 4 16,67
T1-18 323 21 0 0
T1-21 465 17 0 0
T1-21 355-8-313-3 24 5 20,83
T1-21 361 21 0 0
T2-2 257 16 0 0
T2-4 34-3 20 0 0
T2-5 478-292 21 3 14,28
T2-5 149-355 18 0 0
T2-5 83-171 20 0 0
T2-5 202-238 21 0 0
T2-7 3-293-287 22 0 0
T2-8 257 15 2 13,33
T2-8 377-480 19 0 0
T2-9 298 18 0 0
T2- 11 149 20 4 20
T2-12 430-298-102 23 2 8,69
T2-13 377-430-313 20 1 5
T2-14 298 15 0 0
T2-14 257-478 26 0 0
T2-17 18 30 8 26,67
Total 900 59 6,56




164

APENDICE 5 — Andlise de viabilidade de grdos de pdélen em cada flor
amostrada nas plantas do segundo ciclo de sele¢ao (Exp. 1).

Planta Flor N° grdos normais N° grdos grandes N° graos inviaveis

T21 1 212 210 78
2 244 172 84
3 187 222 91
Total 643 (42,87%) 604 (40,27%) 253 (16,86%)
T-41 1 201 66 233
2 132 81 287
3 241 74 185
Total 574 (38,27%) 221 (14,73%) 705 (47,0%)
T1-413 1 157 144 199
2 185 192 123
3 236 155 109
Total 578 (38,53%) 491 (32,73%) 431 (28,74%)
T1-414 1 204 186 110
2 215 110 175
3 183 223 94
Total 602 (40,13%) 519 (34,6%) 379 (25,27%)
T1-416 1 174 108 218
2 303 68 129
3 336 44 120
Total 813 (54,2%) 220 (14,67%) 467 (31,13%)
T2112 1 207 166 127
2 207 215 78
3 214 196 90
Total 628 (41,87%) 577 (38,47%) 295 (19,66%)
T251 1 266 28 206
2 145 11 344
3 232 27 241
Total 643 (42,87%) 66 (4,4%) 791 (52,73%)
T2512 1 347 45 108
2 290 112 98
3 333 46 121
Total 970 (64,67%) 203 (13,53%) 327 (21,8%)

I=irmao
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... continuagao
APENDICE 5 - Analise de viabilidade de gréaos de pdlen em cada flor
amostrada nas plantas do segundo ciclo de selecao (Exp. 1).

Planta Flor N° grdos normais N° grdos gigantes N° grdos inviaveis

T2513 1 279 56 165
2 259 25 216
3 278 67 155
Total 816 (54,4%) 148 (9,88%) 536 (35,72%)
T21111 1 106 90 304
2 82 84 334
3 138 116 246
Total 326 (21,73%) 290 (19,33%) 884 (58,94%)
T21211 1 188 120 192
2 288 35 177
3 289 73 138
Total 765 (51%) 228 (15,2%) 507 (33,8%)

I=irmao
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APENDICE 6 — Freqiiéncias de diferentes nimeros cromossdmicos somaticos registrados nas plantas do segundo ciclo de

selecao (Exp. 1).

NuUumero cromossdmico

N° total células

N° cromossomico

Plantas 21 28 menos de 21 entre 21 e 28 mais de 28 analisadas determinado
Numero de células
T1-2 1 1 4 0 1 0 6 28 (?)
T1-4 1 19 0 2 8 0 29 21
T1-4 12 0 11 1 4 0 16 28
T1-4 13 10 1 0 3 0 14 21
T1-4 14 0 13 1 1 4 19 28
T1-4 15 11 0 0 5 0 16 21
T1-4 16 NR ?
T1-14 1 3 16 0 3 2 24 28
T1-21 1 10 0 2 2 0 14 21
T1-21 12 10 1 0 2 0 13 21
T2-51 19 0 2 1 0 22 21
T2-512 NR ?
T2-513 ?
T2-11 11 10 1 0 6 0 17 21
T2-1112 7 0 0 1 0 8 21 (?)
T2-1113 NR ?
T2-12 1 17 0 1 1 1 20 21
I= irmao;

NR= n&o registrado;
? = nimero cromossdémico nao determinado.
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APENDICE 7- Andlise estatistica das variaveis porcentagem de graos de pdlen
normais, gigantes e inviaveis nas plantas do segundo ciclo de

selecao do Experimento 1.

Programa GENES INT. AO ACASO
Arquivo de dados : A:\tabb6 (expl) .dat
Numero de varidveis : 3

Numero de gendtipos : 6

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % grdos normais

F.V. G.L. 5.0. Q.M. F Probabilidade
TRATAMENTOS 5 851,608798 170,32176 2,0584 , 223517
RESIDUO 5 413,7261 82,74522

TOTAL 10 1265,3349

MEDIA geral 44,5945454545455

CV (%) 20,3980999699759

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para gendtipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média) 101,822794
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 49,467252
VARIANCIA GENOTIPICA (média) 52,355541
HERDABILIDADE (US : média da familia) - % 51,4183
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - % 38,753
COEF. VARIACAO GENETICO (%) 16,2256
RAZAO CVg/CVe - Média dos gendtipos , 7954
NUMERO MEDIO DE REPETICOES 1,6727
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % grdos gigantes

F.V. G.L. S5.0. Q.M. F Probabilidade
TRATAMENTOS 5 1162,038616 232,407723 2,8788 ,135331
RESIDUO 5 403, 6581 80,73162

TOTAL 10 1565,6967

MEDIA geral 21,6190909090909

CV (%) 41,5608485427511

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para gendtipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média)

VARIANCIA AMBIENTAL (média)

VARIANCIA GENOTIPICA (média)
HERDABILIDADE (US : média da familia) -
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) -
COEF. VARIACAO GENETICO (%)

RAZAO CVg/CVe - Média dos gendétipos
NUMERO MEDIO DE REPETICOES

o

o

138,939404
48,26347
90, 675934
65,2629
52,9008
44,0462
1,0598
1,6727




...continuacéo.

168

APENDICE 7- Andlise estatistica das variaveis porcentagem de grdos de pdlen
normais, gigantes e inviaveis nas plantas do segundo ciclo de

selecédo do Experimento 1.

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => $ grdos inviaveis

F.V. G.L. 5.0. Q.M. F Probabilidade
TRATAMENTOS 5 1147,369155  229,473831 1,515 , 329786
RESIDUO 5 757,3163 151,46326

TOTAL 10 1904, 6855

MEDIA geral 33,7863636363636

CV (%) 36,4260599529896

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para gendtipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média)

VARIANCIA AMBIENTAL (média)

VARIANCIA GENOTIPICA (média)
HERDABILIDADE (US : média da familia) - %
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) -
COEF. VARIACAO GENETICO (%)

RAZAO CVg/CVe - Média dos gendtipos
NUMERO MEDIO DE REPETICOES

o

137,185446
90,5486091
46,636756
33,9954
23,542
20,2126

, 5549
1,6727

MEDIAS DAS VARIAVEIS

TRAT REPET $NORM SGIG SINV

1 (T1-2) 1 42,8700 40,2700 16,8600
2 (T1-4) 4 42,7825 24,1825 33,0350
3 (T1-21) 1 41,8700 38,4700 19,6600
4 (T2-5) 3 53,9800 9,2700 36,7500

5 (T2-11) 1 21,7300 19,3300 58,9400
6 (T2-12) 1 51,0000 15,2000 33,8000

TRAT= tratamento
REPET= repeticéo
$NORM= porcentagem de grdos normais
$GIG= porcentagem de grédos gigantes
%$INV= porcentagem de grdos invidveis
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APENDICE 8 — Andlise de viabilidade de grdos de pélen em cada flor
amostrada nas plantas do terceiro ciclo de selecéo (Exp. 1).

Planta Flor N° grdos normais N° grdos gigantes N° grdos inviaveis
a 1 313 40 147
2 351 45 104
3 311 11 178
Total 975 (65%) 96 (6,4%) 429 (28,6%)
b nao floresceu
c 1 259 94 147
2 309 76 115
3 171 149 180
Total 739 (49,27%) 319 (21,26%) 442 (29,47%)
d nao floresceu
e 1 237 104 159
2 280 63 157
3 331 44 125
Total 848 (56,53%) 211 (14,07%) 441 (29,4%)
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APENDICE 9 — Freqiiéncias de diferentes nimeros cromossdmicos somaticos registrados nas plantas do terceiro ciclo de
selecéo (Exp. 1).

Genotipo Numero cromossOmico N° total células N° cromossdmico
21 28 menos de 21 entre 21 e 28 mais de 28 analisadas determinado
Numero de células

a 18 5 0 7 1 31 21

b 1 15 0 1 4 21 28

c 6 8 4 5 0 23 provavel 28 (?)
d nao registrado

e 3 3 5 9 0 20 ?

? = numero cromossdmico ndao determinado.



171

APENDICE 10 — Analise de viabilidade de grdos de pdlen em cada flor

amostrada nas plantas do quarto ciclo de selecao (Exp. 1).

N° graos
Planta Flor N° grdos normais gigantes N° grdos inviaveis
al 1 206 104 190
2 193 146 161
3 328 64 108
Total 727 (48,47%) 314 (20,93%) 459 (30,6%)
a2 1 282 75 143
2 309 36 155
3 386 20 94
Total 977 (65,14%) 131 (8,73%) 392 (26,13%)
a3 nao floresceu
a4 1 220 82 198
2 227 52 221
3 278 49 173
Total 725 (48,33%) 183 (12,2%) 592 (39,47%)
a5 1 249 39 212
2 214 13 273
3 197 12 291
Total 660 (44,0%) 64 (4,27%) 776 (51,73%)
ab 1 101 30 369
2 60 68 372
3 37 40 423
Total 198 (13,2%) 138 (9,2%) 1164 (77,6%)
a7 1 283 58 159
2 280 22 198
3 334 22 144
Total 897 (59,8%) 102 (6,8%) 501 (33,4%)
a8 nao floresceu
el 1 123 28 349
2 69 38 393
3 114 8 378
Total 306 (20,4%) 74 (4,93%) 1120 (74,67%)
e2 1 289 69 142
2 263 34 203
3 279 18 203
Total 831 (55,4%) 121 (8,07%) 548 (36,53%)
e3 nao floresceu
e4 nao floresceu
e5 1 206 18 276
2 165 14 321
3 160 29 311
Total 531 (35,4%) 61 (4,07%) 908 (60,53%)
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APENDICE 11 - Analise estatistica das varidveis porcentagem de grdos de
polen normais, gigantes e inviaveis nas plantas do quarto
ciclo de selegao do Experimento 1.

Programa GENES INT. AO ACASO
Arquivo de dados : A:\tab10(expl).dat
Numero de variaveis : 3

Numero de gendtipos : 2

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % pélen normal

F.V. GL. S.Q. Q.M. F Probabilidade

TRATAMENTOS 1 1,502222  1,502222 ,0041 100,0
RESIDUO 7  2573,7677 367,6811

TOTAL 8 25752699

MEDIA geral 46,2011111111111
CV(%) 41,5033576569194

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para genotipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média) ,375556
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 91,920275
VARIANCIA GENOTIPICA (média) 0

HERDABILIDADE (US : média da familia) - % ,

CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - % ,

COEF. VARIACAO GENETICO (%) ,

RAZAO CVg/CVe - Média dos genotipos ,

NUMERO MEDIO DE REPETICOES 4,

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % pélen gigante
FV. GL. SQ QM. F Probabilidade

TRATAMENTOS 1  43,52445 4352445 1,7141 231724
RESIDUO 7 177,741 25391571

TOTAL 8 221,2654

MEDIA geral 8,8
CV(%) 57,2614204980092
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...continuacéao

APENDICE 11 - Anélise estatistica das variaveis porcentagem de grdos de
polen normais, gigantes e inviaveis nas plantas do quarto
ciclo de selegédo do Experimento 1.

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para gendtipos

VARIANCIA
FENOTIPICA (média) 10,881113
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 6,347893
VARIANCIA GENOTIPICA (média) 4,53322
HERDABILIDADE (US : média da familia) - % 41,6614
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - % 15,1487
COEF. VARIACAO GENETICO (%) 24,1947
RAZAO CVg/CVe - Média dos gendtipos 4225
NUMERO MEDIO DE REPETICOES 4,

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % pélen inviavel

F.V. GL. SQ QM F Probabilidade

TRATAMENTOS 1  65,246272 65246272 ,1622  100,0
RESIDUO 7 2815563 402,223286

TOTAL 8  2880,8093

MEDIA geral 45,0588888888889
CV(%) 44,5095421057694

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para genotipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média) 16,311568
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 100,555821
VARIANCIA GENOTIPICA (média) 0

HERDABILIDADE (US : média da familia) - % ,
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - % ,
COEF. VARIACAO GENETICO (%) ,
RAZAO CVg/CVe - Média dos genotipos ,
NUMERO MEDIO DE REPETICOES 4,

MEDIAS DAS VARIAVEIS

TRAT REPET %NORM %GIG %INV
1(a) 6 46,4900 10,3550 43,1550

2(b) 3 45,6233 5,6900 48,8667

TRAT=tratamentos;

REPET=repeti¢oes;

%NORM= porcentagem de gréos normais;
%GIG= porcentagem de graos gigantes;
%INV= porcentagem de graos inviaveis.
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APENDICE 12 — Produgdo de pdlen gigante, por flor, nas 144 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecdo (Exp. 2).

Genotipo N° gréos gigantes % total graos gigantes  Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)

Q5 0 0 0 0 E
Q14 0 0 0 0 E
Q16 6 0 1 0,47 E
Q24 0 0 0 0 E
Q25 21 17 27 4,33 S
Q26 12 15 22 3,27 S
Q37 0 0 0 0 E
Q38 1 0 12 0,87 E
Q41 0 1 1 0,13 E
Q49 0 3 0 0,2 E
Q50 0 0 0 0 E
Q54 38 16 9 4,2 S
Q60 2 1 3 0,4 E
Q61 8 10 16 2,27 S
Q66 0 0 0 0 E
Q94 0 0 0 0 E
Q107 0 2 0 0,13 E
Q115 8 8 13 1,93 S
Q116 0 0 0 0 E
Q122 3 18 13 2,27 S
Q137 0 1 0 0,07 E
Q159 3 18 11 2,13 S
Q175 16 13 27 3,73 S
Q176 11 16 23 3,33 S
Q178 0 22 34 3,73 S
Q189 0 0 0 0 E
Q191 0 0 1 0,07 E
Q194 11 26 39 5,07 S
Q195 0 0 0 0 E
Q198 0 0 3 0,2 E
Q207 0 0 0 0 E
Q213 3 0 0 0,2 E
Q217 1 0 0 0,07 E
Q219 0 0 0 0 E
Q220 3 0 0 0,2 E
Q222 0 0 0 0 E
Q225 0 1 1 0,13 E
Q233 0 0 0 0 E
Q235 0 0 0 0 E
Q252 0 0 0 0 E
Q258 0 2 0 0,13 E
Q259 0 0 0 0 E
Q261 0 0 0 0 E
Q267 4 3 4 0,73 E
Q271 0 0 0 0 E
Q274 36 15 18 4,6 S
Q276 0 1 0 0,07 E
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...continuagao
APENDICE 12 - Produgdo de podlen gigante, por flor, nas 144 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 2).

% total de gréaos

Genétipo N° grdos gigantes gigantes Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 eliminada (E)

Q282 0 0 1 0,07 E
Q286 0 0 0 0 E
Q295 0 1 0 0,07 E
Q296 14 16 9 2,6 S
Q297 17 20 9 3,07 S
Q301 0 0 0 0 E
Q303 0 0 0 0 E
Q306 0 0 0 0 E
Q313 0 0 0 0 E
Q314 0 2 0 0,13 E
Q315 0 0 0 0 E
Q317 1 0 0 0,07 E
Q322 0 0 2 0,13 E
Q325 18 29 26 4,87 S
Q328 0 0 0 0 E
Q332 0 0 0 0 E
Q337 31 19 15 4,33 S
Q340 1 0 0 0,07 E
Q343 1 1 0 0,13 E
Q346 12 22 11 3 S
Q352 16 20 23 3,93 S
Q358 0 0 0 0 E
Q358 23 15 25 4,2 S
Q359 0 0 0 0 E
Q364 0 0 0 0 E
Q366 0 0 0 0 E
Q368 0 0 0 0 E
Q373 28 25 15 4,53 S
Q381 0 0 0 0 E
Q385 0 0 1 0,07 E
Q414 0 0 0 0 E

R1 13 12 7 2,13 S

R3 19 26 21 4.4 S

R4 13 18 42 4,87 S

R5 23 14 17 3,6 S

R8 0 0 0 0 E
R11 20 12 42 4,93 S
R14 49 23 18 6 S
R15 0 0 3 0,2 E
R16 0 0 0 0 E
R17 0 0 0 0 E
R18 0 0 0 0 E
R20 0 0 0 0 E
R21 0 0 0 0 E
R23 0 0 0 0 E
R27 9 14 12 2,33 S
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...continuagao
APENDICE 12 - Produgdo de podlen gigante, por flor, nas 144 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 2).

Genotipo N° gréos gigantes % total graos gigantes  Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 eliminada (E)

R28 2 1 2 0,33 E
R32 18 25 70 7,53 S
R34 13 10 14 2,47 S
R36 0 0 0 0 E
R37 0 0 0 0 E
R38 0 0 0 0 E
R39 0 0 0 0 E
R40 0 0 0 0 E
R43 0 0 0 0 E
R44 0 2 0 0,13 E
R45 0 0 0 0 E
R46 0 0 0 0 E
R49 19 15 13 3,13 S
R52 4 8 39 3,4 S
R55 13 31 45 5,93 S
R56 12 26 23 4,07 S
R57 0 0 0 0 E
R58 0 0 0 0 E
R59 33 20 17 4,67 S
R60 31 25 32 5,87 S
R61 13 22 48 5,53 S
R62 5 5 11 1,4 S
R72 16 10 29 3,67 S
R87 21 13 13 3,13 S
R108 17 20 12 3,27 S
R109 0 0 0 0 E

K3 0 0 0 0 E

K5 15 19 12 3,07 S
K12 0 0 0 0 E
K15 0 0 0 0 E
K17 23 18 13 3,6 S
K25 0 0 0 0 E
K42 0 0 0 0 E
K45 20 30 35 5,67 S
K46 0 0 0 0 E
K47 0 0 0 0 E
K49 16 13 15 2,93 S
K51 0 0 0 0 E
K52 4 14 16 2,27 S
K66 0 0 0 0 E
K69 0 0 0 0 E
K75 26 17 22 4,33 S
K77 38 18 27 5,53 S
K78 14 15 13 2,8 S
K86 36 14 19 4,6 S
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...continuagao
APENDICE 12 - Produgdo de podlen gigante, por flor, nas 144 plantas
analisadas no primeiro ciclo de selecao (Exp. 2).

Gendtipo N° grdos gigantes % total graos gigantes  Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 eliminada (E)
K87 13 10 12 2,33 S
K88 10 17 14 2,73 S
K89 0 0 0 0 E
K92 25 16 12 3,53 S
K96 0 0 0 0 E
K97 54 33 21 7,2 S
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APENDICE 13 - Analise estatistica da variavel porcentagem de aumento do
tamanho dos gréos de pdlen gigantes nas plantas do primeiro
ciclo de selecao (Exp. 2).

Programa GENES INT. AO ACASO
Arquivo de dados : A:\cl(ex2).dat
Numero de variaveis : 1

Numero de gendtipos : 3

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => porcentagem de aumento dos grios

F.V. GL. S.Q. Q.M. F Probabilidade

TRATAMENTOS 2 4,876143 2,438071 ,0546  100,0
RESIDUO 50 2232,4105 44,64821

TOTAL 52 2237,2866

MEDIA geral 27,162641509434
CV(%) 24,5997120885038

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para gendtipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média) ,140454
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 2,572125
VARIANCIA GENOTIPICA (média) 0

HERDABILIDADE (US : média da familia) - % ,
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - % )
COEF. VARIACAO GENETICO (%) ,
RAZAO CVg/CVe - Média dos gendtipos ,
NUMERO MEDIO DE REPETICOES 17,3585

MEDIAS DAS VARIAVEIS

TRAT REPET % AUMENTO

1(Q) 20 27,0870

2(R) 20 27,5125

3(K) 13 26,7408

TRAT=tratamentos;

REPET=repeti¢des;

%AUMENTO= porcentagem de aumento do tamanho dos graos gigantes.
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APENDICE 14 - Anélise estatistica da variavel porcentagem de gréos de pdlen
gigantes ocorrentes nas plantas selecionadas do primeiro ciclo

de selecao (Exp. 2).

Programa GENES INT. AO ACASO
Arquivo de dados : A:\cl(ex2).dat
Numero de variaveis : 1

Numero de gendtipos : 3

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % de polen gigante

F.V. GL SQ. QM. F

Probabilidade

TRATAMENTOS 2 3,015205 1,507603
RESIDUO 50 90,8201  1,816402

,83

100,0

TOTAL 52 93,8353

MEDIA geral
CV(%)

3,85490566037736
34,9616750143216

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para gendtipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média)

VARIANCIA AMBIENTAL (média)

VARIANCIA GENOTIPICA (média)
HERDABILIDADE (US : média da familia) - %
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - %
COEF. VARIACAO GENETICO (%)

RAZAO CVg/CVe - Média dos genotipos
NUMERO MEDIO DE REPETICOES

MEDIAS DAS VARIAVEIS

086851
,104641

TRAT REPET %GIG

1(Q) 20 3,5695+0,97*
2(R) 20 4,1665+ 1,56
3(K) 13 3,8915+ 1,48

TRAT=tratamentos;

REPET=repeti¢des;

%GIG= porcentagem de gréos de pdlen gigantes;
*média * desvio padrao.
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APENDICE 15 — Tamanho médio dos grdos de pdélen normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos grdos
ocorrentes nas plantas selecionadas das cultivares Q (Quifiqueli), R (Redland) e K (Keenland) no primeiro

ciclo (Exp. 2).

Plantas
selecionadas

Tamanho médio dos graos

Limites comprimento/
largura (pm)*

Tamanho médio dos

graos gigantes

Limites comprimento/
largura (um)*

normais (um)* (um)*
Q25 56,98 - 53,38 55,9-58,05/51,6-55,9 64,03-61,86 60,2-68,8/60,2-64,5
Q26 49,73 - 43,43 47,3-53,75/43,0-49,45 65,75-64,05 62,35-68,8/60,2-66,65
Q54 51,32 - 46,87 47,3-53,75/43,0-51,6 64,74-62,46 60,2-68,8/60,2-64,5
Q61 51,88 - 48,74 43,0-53,75/43,0-51,6 65,38-63,49 62,35-68,8/60,2-64,5
Q115 56,98 - 54,29 53,75-58,05/53,75-58,05 66,25-62,41 58,05-79,55/58,05-75,25
Q122 51,32 - 47,30 47,3-55,9/40,85-51,6 63,58-61,28 60,2-66,65/55,9-64,5
Q159 52,74 - 48,31 49,45-53,75/45,15-51,6 62,80-60,05 58,05-66,65/58,05-64,5
Q175 50,74 - 47,73 45,15-53,75/43,0-51,6 66,28-64,13 62,35-70,95/60,2-68,8
Q176 48,01 - 44,29 43,0-51,6/40,85-47,3 66,65-64,35 64,5-68,8/62,35-66,65
Q178 56,46 - 53,04 53,75-58,05/49,45-58,05 65,79-62,78 60,2-70,95/58,05-66,65
Q194 58,14 - 48,31 47,3-55,9/43,0-51,6 65,90-63,75 60,2-68,8/58,05-66,65
Q274 53,75 - 49,75 51,6-55,9/45,15-51,6 66,35-64,01 64,5-73,1/62,35-70,95
Q296 48,87 - 45,43 43,0-53,75/38,7-51,6 65,51-63,79 62,35-68,8/60,2-66,65
Q297 49,17 - 45,43 47,3-51,6/40,85-49,45 64,50-61,77 62,35-66,65/60,2-64,5
Q325 52,03 - 48,74 49,45-53,75/45,15-51,6 67,90-65,75 64,5-70,95/62,35-68,8
Q337 53,04 - 49,45 49,45-55,9/45,15-53,75 66,26-64,31 60,2-75,25/60,2-70,95
Q346 51,17 - 47,73 49,45-53,75/43,0-51,6 66,50-63,64 64,5-68,8/62,35-66,65
Q352 48,87 - 45,00 45,15-51,6/38,7-49,45 66,65-64,22 64,5-68,8/62,35-66,65
Q358 50,59 - 43,15 47,3-53,75/43,0-51,6 66,44-64,39 64,5-70,95/62,35-66,65
Q373 51,02 - 47,73 45,15-53,75/43,0-51,6 66,65-64,50 64,5-68,8/62,35-66,65
Médias 52,14 - 47,90 65,69-63,35

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;
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APENDICE 15 — Tamanho médio dos grdos de pélen normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos graos
ocorrentes nas plantas selecionadas das cultivares Q (Quifiqueli), R (Redland) e K (Keenland) no primeiro

ciclo (Exp. 2).
Plantas Limites comprimento/ Tamanho médio dos  Limites comprimento/
selecionadas Tamanho médio dos graos largura (um) graos gigantes largura (um)
normais (um)* (um)*
R1 51,88-48,59 49,45-55,9/45,15-51,6 66,52-64,50 64,5-70,95/62,35-68,8
R3 51,02-47,45 47,3-53,75/43,0-51,6 67,40-65,04 64,5-70,95/62,35-68,8
R4 53,04-49,02 49,45-55,9/45,15-53,75 64,37-61,28 60,2-64,5/58,05-62,35
R5 50,89-47,73 47,3-53,75/43,0-51,6 65,21-63,36 64,5-66,65/62,35-64,5
R11 51,02-46,59 47,3-53,75/40,85-51,6 65,90-64,07 62,35-68,8/60,2-66,65
R14 54,83-52,14 53,75-55,9/49,45-53,75 63,92-60,35 58,05-68,8/58,05-66,65
R27 51,32-48,74 47,3-53,75/43,0-53,75 64,22-62,07 62,35-64,5/60,2-64,5
R32 51,60-48,59 47,3-53,75/43,0-51,6 71,92-69,21 64,5-90,3/62,35-86,0
R34 49,30-46,16 45,15-51,6/43,0-49,45 65,79-63,36 64,5-68,8/60,2-66,65
R49 49,73-46,16 45,15-53,75/43,0-49,45 66,37-63,64 64,5-68,8/60,2-66,65
R52 49,30-47,73 45,15-53,75/45,15-51,6 63,06-60,35 58,05-77,4/55,9-73,1
R55 52,74-49,17 45,15-53,75/43,0-53,75 68,11-65,27 64,5-75,25/62,35-68,8
R56 49,45-46,44 45,15-51,6/43,0-49,45 65,64-62,93 64,5-66,65/60,2-64,5
R59 58,54-54,24 53,75-60,2/51,6-58,05 66,74-62,89 64,5-73,1/62,35-68,8
R60 51,45-48,01 45,15-53,75/43,0-49,45 65,75-64,05 64,5-68,8/60,2-66,65
R61 53,28-49,15 49,45-55,9/45,15-51,6 66,03-63,38 62,35-68,8/58,05-66,65
R62 51,02-47,88 47,3-53,75/43,0-51,6 66,50-64,80 64,5-68,8/62,35-66,65
R72 50,44-47,45 47,3-53,75/43,0-51,6 65,10-62,95 62,35-68,8/60,2-64,5
R87 53,32-49,60 49,45-55,9/45,15-51,6 64,37-62,61 62,35-66,65/58,05-64,5
R108 50,74-46,72 47,3-53,75/43,0-51,6 64,76-62,97 62,35-68,8/60,2-64,5
Médias 51,75 - 48,38 65,88-63,45

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de podlen, respectivamente;
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APENDICE 15 — Tamanho médio dos grédos de pdlen normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos graos
ocorrentes nas plantas selecionadas das cultivares Q (Quifiiqueli), R (Redland) e K (Keenland) no primeiro

ciclo (Exp. 2).
Plantas Limites comprimento/ Tamanho médio dos  Limites comprimento/
selecionadas Tamanho médio dos graos largura (um) graos gigantes largura (um)
normais (um)* (um)*

K5 53,17-50,03 49,45-55,9/47,3-53,75 65,42-62,78 62,35-68,8/60,2-64,5
K17 50,74-46,72 47,3-53,75/43,0-51,6 66,37-64,65 64,5-68,8/62,35-66,65
K45 47,15-49,30 49,45-53,75/47,3-51,6 67,77-65,53 64,5-70,95/62,35-68,8
K49 51,32-46,59 47,3-55,9/43,0-49,45 64,76-61,81 62,35-70,95/58,05-64,5
K52 50,05-46,53 47,3-53,75/43,0-49,45 63,58-60,97 60,2-66,65/58,05-64,5
K75 50,31-46,59 49,45-53,75/43,0-51,6 67,14-64,78 64,5-70,95/62,35-68,8
K77 52,03-48,01 45,15-53,75/43,0-51,6 66,33-64,18 64,5-73,1/60,2-68,8
K78 55,19-53,04 53,75-55,9/51,6-53,75 61,60-57,96 60,2-64,5/55,9-62,35
K86 51,60-47,60 49,45-55,9/45,15-51,6 64,80-62,87 60,2-66,65/58,05-64,5
K87 52,20-48,98 49,45-53,75/47,3-51,6 63,15-64,35 60,2-66,65/58,05-64,5
K88 51,32-48,01 43,0-53,75/40,85-51,6 64,63-63,02 62,35-66,65/60,2-64,5
K92 52,61-49,02 49,45-55,9/47,3-51,6 65,47-63,0 62,35-70,95/60,2-68,8
K97 51,88-48,44 47,3-53,75/45,15-51,6 66,09-64,22 62,35-70,95/60,2-68,8

Médias 65,16-63,09
51,50-48,37

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;



APENDICE 16 — Cruzamentos reciprocos realizados no primeiro ciclo de selegdo do Experimento 2.

Planta mae Genitor(es) N° flores polinizadas Sementes % de flores polinizadas
masculino(s) coletadas que produziram sementes
Q25 44* 42 26 61,9
Q25 Q122-Q194 30 32 106,67
Q25 R52 30 17 56,67
Q54 Q61 35 23 65,71
Q54 R4 35 18 51,42
Q159 R61 26 16 61,54
Q159 267 24 23 95,83
Q159 K49-Q274 25 9 36
Q175 R87-289 45 8 17,78
Q178 289* 32 29 90,62
Q178 267* 20 24 120
Q194 R14-R59 30 8 26,67
Q274 Q25 30 54 180
Q337 Q54-225 20 21 105
Q337 R59 12 9 75
Q346 K97 28 11 39,28
R1 K86-R4 40 26 65
R3 R61 30 0 0
R4 Q337-289 20 8 40
R4 289* 25 14 56
R11 R87 38 0 0
R11 R52 14 15 107,14
R14 289* 30 28 93,33
R14 267* 30 65 216,67
R14 Q194-267 30 22 73,33
R14 Q178 25 19 76
R14 289*-K88 20 19 95
R27 R52-K52 18 12 66,67
R27 K52 35 20 57,14

*plantas selecionadas no primeiro ciclo do Experimento 1.
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APENDICE 16 — Cruzamentos reciprocos realizados no primeiro ciclo de selegdo do Experimento 2.

Planta mae Genitor(es) N° flores polinizadas Sementes % de flores polinizadas
masculino(s) coletadas gue produziram sementes

R27 Q176-Q274 30 27 90
R49 R32-R60 15 10 71,43
R49 R14 23 21 91,3
R52 R59 20 13 65
R59 289* 22 17 77,27
R59 Q178 25 19 76
R59 R61 20 18 90
R60 R11-K52 20 14 70
R60 Q26-K78 14 18 128,57
R61 267-Q25 30 16 53,33
R62 Q54 20 7 35
R87 267*-Q25 30 26 86,67
K17 Q26 20 0 0
K49 R4-Q337 30 24 80
K49 Q54-R14 30 13 43,33
K49 Q358 25 8 32
K52 R11-R59 20 17 85
K69 Q54 12 2 16,67
K78 150* 14 10 71,43
K78 K69-K97 20 0 0
K86 R11 25 22 88
K86 Q274 24 22 91,67
K86 Q26 25 10 40
K88 K86 30 22 73,33
K88 Q159 18 0 0
K88 R27 40 26 65
Total 1421 958 6742,00%

*plantas selecionadas no primeiro ciclo do Experimento 1.
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APENDICE 17 — Producdo de gréos de pdlen gigante, por flor, e viabilidade do pélen nas 106 plantas analisadas no segundo
ciclo de selecéo (Exp. 2).

Planta N° grdos gigantes % total graos gigantes % graos normais %graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor1 Flor2 Flor3 Eliminada (E)

Q251 0 4 0 0,27 95,07 4,66 E
Q54 11 1 0 0 0,07 95,93 4 E
Q54 12 1 0 13 0,93 95,07 4 E
Q159 I 5 6 0 0,73 92,47 6,8 E
Q178 11 7 14 8 1,93 94,07 4 E
Q178 12 73 227 1 20,07 74,53 54 S
Q274 I 0 0 0 0 99,2 0,8 E
R1I1 78 32 4 7,6 89,67 2,73 S
R112 3 0 0 0,2 99,13 0,67 E
R113 7 0 11 1,2 92,13 6,67 E
R4 11 (NP) 2 0 1 0,2 96,73 3,07 E
R4 12 337 0 25 24,13 64,07 11,8 S
R4 13 3 30 429 30,8 30,8 38,4 S
R4 15 1 5 3 0,6 96,4 3 E
R4 16 (NP) 34 14 5 3,53 92,73 3,74 S
R4 111 (NP) 0 2 2 0,27 94,8 4,93 E
R4 115 (NP) 0 0 0 0 97,33 2,67 E
R4 17 0 2 8 0,67 94 .4 4,93 E
R4 I8 10 3 0 0,87 85,07 14,06 E
R4 19 (NP) 0 0 0 0 97,07 2,93 E
R4 113 (NP) 0 0 6 0,4 97,73 1,87 E
R4 114 (NP) 0 10 0 0,67 98,33 1 E
R4 118 (NP) 0 0 0 0 99,73 0,27 E
R11 11 0 0 36 2,4 95,27 2,33 S
R11 12 5 9 0 0,93 95,47 3,6 E
R1113 24 7 0 2,07 94,8 3,13 S
R11 14 23 3 1 1,8 97,06 1,14 E

I=irm&o; NP=nao polinizada
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APENDICE 17 — Produgéo de graos de pélen gigante, por flor, e viabilidade do pélen nas 106 plantas analisadas no segundo
ciclo de selecao (Exp. 2).

Planta N° gréos gigantes % total graos gigantes % graos normais %graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor1 Flor2 Flor3 Eliminada (E)
R11 15 0 2 7 0,6 96,8 2,6 E
R1116 0 0 0 0 99,46 0,54 E
R1117 13 7 0 1,33 88,8 9,87 E
R1118 5 17 0 1,46 98,4 0,14 E
R1119 0 0 36 24 91,4 6,2 S
R11110 10 18 21 3,27 94,47 2,26 S
R14 11 36 0 50 5,73 90,53 3,74 S
R14 12 17 57 0 4,93 90,6 4,47 S
R14 13 5 31 16 3,47 90,27 6,26 S
R14 14 0 8 0 0,53 88,47 11 E
R14 15 1 0 1 0,13 98,47 1,4 E
R14 16 0 0 0 0 97 3 E
R14 112 65 112 48 15 84,54 0,46 S
R14 115 83 4 0 5,8 90,47 3,73 S
R14 116 9 0 5 0,93 96,27 2,8 E
R14 117 0 1 11 0,8 99,13 0,07 E
R14 119 0 137 2 9,27 86,93 3,8 S
R14 121 1 0 0 0,07 94,2 5,73 E
R14 122 7 0 0 0,47 99,06 0,47 E
R14 123 5 4 25 2,27 88 9,73 S
R14 125 25 8 11 2,93 95,87 1,2 S
R14 126 7 0 23 2 95,53 2,47 S
R14 129 0 6 0 0,4 95,87 3,73 E
R27 1 12 13 0 1,67 96,13 2,2 E
R27 12 12 12 33 3,8 94,6 1,6 S
R27 13 1 14 0 1 96,33 2,67 E

I=irm&o; NP=nao polinizada
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APENDICE 17 — Produgéo de graos de pélen gigante, por flor, e viabilidade do pélen nas 106 plantas analisadas no segundo
ciclo de selecao (Exp. 2).

Planta N° gréos gigantes % total graos gigantes % graos normais %graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor1 Flor2 Flor3 Eliminada (E)
R27 14 12 0 8 1,33 97,74 0,93 E
R27 15 0 2 0 0,13 97,93 1,94 E
R27 16 4 0 0 0,27 98,8 0,93 E
R27 17 0 0 1 0,07 99,6 0,33 E
R27 19 20 3 7 2 96,54 1,46 S
R27 110 0 0 0 0 99,6 0,4 E
R27 111 426 332 7 51 48,46 0,54 S
R27 112 0 0 1 0,07 94,33 5,6 E
R27 113 0 1 74 5 92,13 2,87 S
R27 115 21 5 0 1,73 98,07 0,2 E
R27 116 17 0 0 1,13 97,13 1,74 E
R49 I1 0 1 7 0,53 98,87 0,6 E
R59 11 33 103 0 9,07 89,33 1,6 S
R59 12 0 32 4 2,4 96,33 1,27 S
R59 I3 2 71 12 5,67 89,4 4,93 S
R59 14 45 36 6 5,8 93,6 0,6 S
R59 18 15 5 10 2 97,53 0,47 S
R59 19 17 18 20 3,66 94,8 1,54 S
R59 110 2 0 2 0,27 97,86 1,87 E
R59 111 46 3 0 3,27 82,87 13,86 S
R60 11 42 2 0 2,93 96,33 0,74 S
R60 12 0 1 0 0,07 97,33 2,6 E
R60 13 6 9 41 3,73 90,33 5,94 S
R60 14 1 0 0 0,07 99,33 0,6 E
R60 15 0 0 23 1,53 87,67 10,8 E
R60 16 24 0 1 1,67 96,33 2 E

I=irm&o; NP=nao polinizada
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APENDICE 17 — Produgéo de graos de pélen gigante, por flor, e viabilidade do pélen nas 106 plantas analisadas no segundo
ciclo de selecao (Exp. 2).

Planta N° gréos gigantes % total graos gigantes % graos normais %graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor1 Flor2 Flor3 Eliminada (E)
R27 14 12 0 8 1,33 97,74 0,93 E
R27 15 0 2 0 0,13 97,93 1,94 E
R27 16 4 0 0 0,27 98,8 0,93 E
R27 17 0 0 1 0,07 99,6 0,33 E
R27 19 20 3 7 2 96,54 1,46 S
R27 110 0 0 0 0 99,6 0,4 E
R27 111 426 332 7 51 48,46 0,54 S
R27 112 0 0 1 0,07 94,33 5,6 E
R27 113 0 1 74 5 92,13 2,87 S
R27 115 21 5 0 1,73 98,07 0,2 E
R27 116 17 0 0 1,13 97,13 1,74 E
R49 I1 0 1 7 0,53 98,87 0,6 E
R59 11 33 103 0 9,07 89,33 1,6 S
R59 12 0 32 4 2,4 96,33 1,27 S
R59 I3 2 71 12 5,67 89,4 4,93 S
R59 14 45 36 6 5,8 93,6 0,6 S
R59 18 15 5 10 2 97,53 0,47 S
R59 19 17 18 20 3,66 94,8 1,54 S
R59 110 2 0 2 0,27 97,86 1,87 E
R59 111 46 3 0 3,27 82,87 13,86 S
R60 11 42 2 0 2,93 96,33 0,74 S
R60 12 0 1 0 0,07 97,33 2,6 E
R60 13 6 9 41 3,73 90,33 5,94 S
R60 14 1 0 0 0,07 99,33 0,6 E
R60 15 0 0 23 1,53 87,67 10,8 E
R60 16 24 0 1 1,67 96,33 2 E

I=irm&o; NP=nao polinizada
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APENDICE 18 - Analise estatistica da variavel porcentagem de aumento de
tamanho dos graos de pdlen gigantes nas plantas do segundo
ciclo de selecao (Exp. 2).

Programa GENES INT. AO ACASO
Arquivo de dados : A:\c2-exp2.dat
Numero de varidveis : 1
Numero de gendtipos : 12

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => porcentagem de aumento dos gré&os

F.V. G.L. S.0. Q.M. F Probabilidade
TRATAMENTOS 11 204,096222 18,554202 , 9425 100,0
RESIDUO 31 610,2587 19,685765

TOTAL 42 814,3549

MEDIA geral 20,7813953488372

CV (%) 21,350174960152

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para gendétipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média) 5,417369
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 5,747757
VARIANCIA GENOTIPICA (média) , 0

o

HERDABILIDADE (US : média da familia) -
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) -

4

o\

4

COEF. VARIACAO GENETICO (%) ,
RAZAO CVg/CVe - Média dos gendtipos ,
NUMERO MEDIO DE REPETICOES 3,4249

MEDIAS DAS VARIAVEIS

TRAT REPET % AUMENTO
17,8800
17,5700
17,0650
23,0500
18,7700
23,5850
20,5286
18,9300
25,4700
18,8950
21,3075
23,0833

H R 2O 0w

N RO

GHTORMMEOUOQW O
—

AN IO DN

TRAT=tratamentos;
REPET=repeti¢des;
%AUMENTO= porcentagem de aumento de tamanho dos graos gigantes.
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APENDICE 19 - Tamanho médio dos grdos normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos grdos ocorrentes nas
plantas selecionadas do segundo ciclo (Exp. 2).

Plantas Identificagdo Tamanho médio dos Limites comprimento/ Tamanho Limites comprimento/
selecionadas graos normais (um)* largura (um)* médio dos largura (um)*
graos gigantes
(pm)*
R1 1 A1 51,39-47,52 45,15-53,75/43,0-51,6 60,42-56,8 58,05-64,5/55,9-58,05
R4 12 B5 50,80-49,30 45,15-53,75/43,0-51,6 62,57-55,5 60,2-68,8/55,9-58,05
R4 13 B6 54,83-50,53 49,45-58,05/47,3-53,75 60,85-56,3 58,05-64,5/55,9-58,05
R4 16 NP 52,00-48,16 47,3-53,75/45,15-51,6 63,64-59,3 60,2-66,65/58,05-64,5
R11 11 Cc12 50,68-47,58 45,15-51,6/43,0-51,6 62,57-59,8 60,2-64,5/58,05-64,5
R1113 C14 49,73-48,16 47,3-51,6/45,15-51,6 61,49-58,9 58,05-64,5/58,05-60,2
R11 19 C20 50,31-47,15 45,15-51,6/40,85-51,6 61,92-58,9 58,05-64,5/55,9-62,35
R11 110 C21 49,51-46,66 45,15-51,6/40,85-49,45 60,42-58,9 58,05-62,35/58,05-60,2
R14 11 D22 53,28-50,03 47,3-55,9/45,15-53,75 63,21-59,8 58,05-66,65/58,05-64,5
R14 12 D23 53,38-52,40 47,3-53,75/47,3-53,75 62,35-60,2 58,05-68,8/58,05-64,5
R14 13 D24 52,83-51,45 49,45-53,75/47,3-53,75 61,28-58,7 58,05-68,8/58,05-64,5
R14 112 D33 53,00-50,48 49,45-53,75/47,3-53,75 64,07-60,8 62,35-68,8/58,05-64,5
R14 115 D36 52,98-50,37 49,45-53,75/47,3-51,6 61,28-58,1 60,2-62,35/55,9-60,2
R14 119 D40 51,88-49,67 49,45-53,75/47,3-51,6 63,43-60,0 58,05-64,5/58,05-64,5
R14 123 D44 50,68-49,30 47,3-53,75/47,3-51,6 61,92-58,5 60,2-62,35/55,9-60,2
R14 125 D46 51,97-49,17 47,3-53,75/45,15-51,6 62,14-58,7 60,2-64,5/58,05-62,35
R14 126 D47 51,11-49,82 47,3-53,75/45,15-51,6 59,77-57,2 58,05-62,35/55,9-60,2
R59 I1 E48 53,54-51,97 47,3-53,75/47,3-53,75 61,49-57,6 58,05-64,5/55,9-64,5
R59 12 E49 50,31-48,74 47,3-53,75/45,15-51,6 61,06-58,1 58,05-64,5/55,9-60,2
R59 13 E50 49,73-46,59 47,3-51,6/43,0-49,45 59,13-57,4 58,05-64,5/55,9-64,5
R59 14 E51 51,88-48,74 49,45-53,75/45,15-51,6 64,93-58,9 60,2-68,8/58,05-62,35
R59 18 E55 51,88-49,60 49,45-53,75/47,3-53,75 65,15-60,0 58,05-73,1/58,05-64,5
R59 19 E56 53,81-49,86 49,45-55,9/47,3-51,6 64,07-58,5 62,35-66,65/58,05-64,5
R59 111 E58 52,09-49,24 49,45-53,75/45,15-51,6 61,92-60,8 58,05-68,8/58,5-64,5

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;

I=irmao.
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APENDICE 19 - Tamanho médio dos grdos normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos graos ocorrentes nas
plantas selecionadas do segundo ciclo (Exp. 2).

Plantas Identificacdo Tamanho médio dos Limites comprimento/ Tamanho Limites comprimento/
selecionadas graos normais (um)* largura (um)* médio dos largura (um)*
graos gigantes
(pm)*
R60 11 F59 50,74-49,67 49,45-53,75/47,3-53,75 61,49-59,3 58,05-64,5/58,05-64,5
R60 13 F61 55,53-52,40 53,75-55,9/49,45-53,75 64,72-60,2 60,2-68,8/58,05-625,35
R27 12 G69 50,16-48,59 47,3-53,75/45,15-51,6 63,86-60,8 58,05-70,95/55,9-64,5
R27 19 G76 45,37-42,53 40,85-47,3/38,7-43,0 58,91-56, 1 58,05-60,2/55,9-58,05
R27 111 G78 56,76-50,74 45,15-58,05/45,15-51,6 65,15-59,8 62,35-73,1/58,05-66,65
R27 113 G80 49,88-45,09 45,15-51,6/43,0-51,6 61,06-58,7 60,2-62,35/58,05-60,2
K78 I1 H85 53,26-48,44 49,45-53,75/45,15-53,75 61,28-57,8 58,05-64,5/55,9-60,2
K78 14 H88 52,03-48,65 47,3-53,75/47,3-49,45 63,86-57,8 58,05-68,8/55,9-62,35
K86 11 189 52,59-51,30 49,45-55,9/47,3-53,75 63,86-58,9 62,35-68,8/58,05-64,5
K86 I3 191 50,89-47,67 45,15-53,75/40,85-51,6 63,43-58,1 62,35-64,5/58,05-58,05
K86 14 192 53,17-49,67 49,45-53,75/45,15-53,75 61,49-58,9 58,05-64,5/58,05-62,35
K86 18 196 49,60-48,44 45,15-51,6/45,15-51,6 61,28-58,1 58,05-64,5/58,05-60,2
K88 I3 J99 53,64-48,63 51,6-55,9/45,15-49,45 61,49-57,0 60,2-64,5/53,75-60,2
K88 14 J100 50,37-46,59 45,15-53,75/43,0-49,45 60,85-55,7 60,2-64,5/53,75-60,2
K88 I5 J101 51,23-49,45 49,45-55,9/45,15-51,6 67,30-64,5 62,35-73,1/60,2-68,8
K88 16 J102 53,32-49,73 49,45-55,9/47,3-53,75 64,50-63,6 60,2-68,8/58,05-64,5
K88 I8 J104 51,90-49,21 43,0-55,9/43,0-53,75 66,44-60,4 62,35-68,8/58,05-64,5
K88 19 J105 50,96-47,79 47,3-53,75/45,15-51,6 62,57-59,3 58,05-66,65/58,05-62,35
K52 12 0115 51,23-48,22 47,3-53,75/45,15-51,6 64,29-59,8 62,35-70,95-58,05-62,35
Q178 12 Q119 54,35-50,68 47,3-55,9/47,3-51,6 64,07-59,6 60,2-68,8/58,05-64,5
Médias 51,83-48,99 62,56-58,91

*as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de pdlen, respectivamente;

I=irm3o.
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APENDICE 20 - Analise estatistica da variavel porcentagem de graos de pélen

gigantes nas plantas selecionadas do segundo ciclo de
selecao (Exp. 2).

Programa GENES INT. AO ACASO
Arquivo de dados : A:\c2-exp2.dat
Numero de variaveis : 1

Numero de genétipos : 12

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % grios gigantes

F.V. GL. S.Q. QM. F  Probabilidade

TRATAMENTOS 11 1483,978913  134,907174 2,1429 ,047017
RESIDUO 31 1951,6003 62,954848

TOTAL 42 3435,5792

MEDIA geral 7,60604651162791
CV (%) 104,317126210039

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para genotipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média) 39,389562
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 18,381261
VARIANCIA GENOTIPICA (média) 21,008302
HERDABILIDADE (US : média da familia) - % 53,3347
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - % 25,0209
COEF. VARIACAO GENETICO (%) 60,261
RAZAO CVg/CVe - Média dos genotipos 5777
NUMERO MEDIO DE REPETICOES 3,4249

MEDIAS DAS VARIAVEIS

TRAT REPET %GIG

1 (Q) 1 20,0700.

2 (A) 1 17,6000 .

3 (B) 2 27,4650 £4,71%
4 (C) 4 2,5350 £0,51
5(D)9 57111 +4,15
6 (G) 4 15,4500+ 23,73
7 (E) 7 4,5529 +2.47
8 (F) 23,3300 +0,56
9 (0) 1 4,4700 .

10 (H) 28,0950 +4.,48
11(I) 4 42000 +2,17
12(J) 67,5217 +2,76

TRAT=tratamentos;

REPET=repeti¢oes;

%GIG= porcentagem de graos gigantes;

*média * desvio padrao;

. = resultados sem desvio padrao (apenas uma observacao).
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APENDICE 21- Cruzamentos reciprocos realizados no segundo ciclo de selecéo do Experimento 2.

Planta Identificagdo Genitor(es) N° flores polinizadas N° sementes coletadas % flores polinizadas que
mae masculino(s) produziram sementes
R1 11 A1 J99 21 16 76,19

A1 G69 24 17 70,83
A1 G76 30 28 93,33
R4 12 B5 E55 20 5 25
R4 13 B6 E50 20 15 60
B6 D47 20 13 65
B6 Q119 15 3 20
B6 H85 20 14 70
R1113 C14 G69 20 16 80
C14 E50 15 3 20
C14 C20 30 14 46,67
R1119 C20 189 40 27 67,5
C20 E48 20 19 95
R14 1 D22 G76 16 10 62,5
D22 J104 22 15 68,18
D22 Q119 12 3 25
R14 13 D24 H85 15 13 86,67
D24 D47 25 19 76
R14 115 D36 C14-H88 30 3 10
D36 J105 20 6 30
R14 119 D40 E50 50 0 0
D40 C14 40 26 65
R14 126 D47 G76 20 17 85
R59 I E48 E50 30 22 73,33
E48 C20 50 14 28
E48 J99 33 25 75,76
E48 C14 32 24 75

I=irmao.
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...continuagao
APENDICE 21- Cruzamentos reciprocos realizados no segundo ciclo de sele¢cdo do Experimento 2.

Planta Identificagdo Genitor(es) N° flores polinizadas N° sementes coletadas % flores polinizadas que
mae masculino(s) produziram sementes
R59 I3 E50 F61 40 23 57,5
E50 A1 35 23 65,71
E50 D40 35 1 2,86
E50 B6 17 13 76,47
E50 E55 30 13 43,33
E50 Q119 30 3 10
E50 C20 22 0 0
R59 18 E55 Q119 25 15 60
R60 11 F59 D33 30 11 36,67
R60 I3 F61 H85 26 23 88,46
F61 E55 30 3 10
R27 12 G69 J102 12 12 100
G69 G76 18 16 88,89
G69 Q119 12 9 75
R27 19 G76 D22-F61 25 19 76
G76 D23 25 18 72
G76 H88 26 26 100
G76 D47 10 7 70
R27 111 G78 E55 40 10 25
G78 C20 23 6 26,09
R27 113 G80 E51 30 6 20
G80 A2 20 19 95
K78 I1 H85 Q119 12 6 50
H85 D36 23 12 52,17
H85 D24 23 7 30,43
K78 14 H88 J104 40 22 55
H88 G76 20 17 85

I=irmao.
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...continuagao
APENDICE 21- Cruzamentos reciprocos realizados no segundo ciclo de sele¢do do Experimento 2.

Planta Identificagdo Genitor(es) N° flores polinizadas N° sementes coletadas % flores polinizadas que
mée masculino(s) produziram sementes

K86 11 189 J100 18 0 0
K86 14 192 J102 35 20 57,14
K88 I3 J99 H88 40 27 67,5

J99 C21 25 11 44
K88 14 J100 J104 21 13 61,9

J100 E55 25 23 92

J100 C20 30 29 96,67
K88 16 J102 H88 35 20 57,14
K88 I8 J104 E50 20 18 90

J104 D24 21 10 47,62
K88 19 J105 H88 28 21 75
Q17812 Q119 J104 30 32 106,67

Q119 H85 25 24 96

Q119 J102 30 0 0

Total 1752 975 55,65
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APENDICE 22 — Producao de graos de poélen, por flor, e viabilidade dos grdos nas 200 plantas analisadas no terceiro ciclo de
selegcédo do Experimento 2.

Planta Irm&o  Numero de grdos gigantes % total gréos gigantes % grdos normais % gréos inviaveis Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
A1 2 7 0 0 0,47 97,4 2,13 E
A1 3 6 6 0 0,8 96,2 3 E
A1 4 0 0 0 0 97,67 2,33 E
A1 6 16 10 47 4,87 91,2 3,93 S
A1 7 0 0 0 0 97,67 2,33 E
A1 13 0 0 0 0 95,67 4,33 E
B6 1 4 4 0 0,53 72,8 26,67 E
B6 2 12 0 0 0,8 97,6 1,6 E
B6 3 0 0 0 0 97,67 2,33 E
B6 4 0 9 0 0,6 57 42,4 E
B6 5 1 2 5 0,53 66,13 33,34 E
B6 6 2 0 0 0,13 91,8 8,07 E
B6 7 0 0 0 0 97,53 2,47 E
B6 8 46 4 1 3,4 83,2 13,4 S
B6 9 18 0 0 1,2 62,53 36,27 E
B6 15 0 0 21 1,4 97,53 1,07 E
B6 17 3 4 0 0,47 91,87 7,66 E
B6 18 0 0 0 0 96,13 3,87 E
B6 19 2 1 7 0,67 65,07 34,26 E
C14 2 0 0 0 0 96,13 3,87 E
C14 7 0 36 0 24 92,07 5,563 E
C14 8 2 0 3 0,33 95,6 4,07 E
C14 9 0 0 0 0 94,4 5,6 E
C14 11 0 8 0 0,53 95,8 3,67 E
C14 17 0 0 0 0 97,87 2,13 E
C20 4 9 24 18 3,4 93,4 3,2 S
C20 8 0 3 2 0,33 96,8 2,87 E
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...continuacéao
APENDICE 22 — Produgao de grdos de pdlen, por flor, e viabilidade dos grdos nas 200 plantas analisadas no terceiro ciclo de
selecao do Experimento 2.

Planta Irmao  Numero de gréos gigantes % total graos gigantes % grédos normais % graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
C20 9 0 0 0 0 97,4 2,6 E
C20 11 0 2 9 0,73 95,6 3,67 E
D22 1 4 1 0 0,33 98,07 1,6 E
D22 3 9 3 1 0,87 78,2 20,93 E
D22 4 5 0 0 0,33 95,4 4,27 E
D22 6 0 0 0 0 96,4 3,6 E
D22 8 0 0 0 0 96,4 3,6 E
D22 10 1 0 0 0,07 95,87 4,06 E
D22 11 50 0 0 3,33 93,53 3,14 S
D22 13 58 16 14 5,87 90,87 3,26 S
D24 2 3 6 0 0,6 96,73 2,67 E
D24 3 0 0 0 0 93,47 6,53 E
D24 5 5 3 0 0,53 97,67 1,8 E
D24 7 4 2 6 0,8 95,4 3,8 E
D24 8 0 0 0 0 98,6 1,4 E
D40 3 3 28 52 5,53 88,6 5,87 S
D40 4 0 0 0 0 95,47 4,53 E
D40 7 6 0 0 0,4 98,67 0,93 E
D40 8 4 0 1 0,33 77,33 22,34 E
D40 9 50 40 45 9 57,8 33,2 S
D40 12 2 10 5 1,13 93,6 5,27 E
D40 16 9 24 28 4,07 60,67 35,26 S
D40 18 0 0 102 6,8 89,53 3,67 S
D40 22 9 9 4 1,47 97,87 0,66 E
D47 2 223 7 20 16,67 82,2 1,13 S
D47 6 1 10 0 0,73 94,87 4,4 E
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...continuacéao
APENDICE 22 — Produgao de grdos de pdlen, por flor, e viabilidade dos grdos nas 200 plantas analisadas no terceiro ciclo de
selecao do Experimento 2.

Planta Irmao  Numero de gréos gigantes % total graos gigantes % grédos normais % graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
E48 2 0 0 1 0,07 98,87 1,06 E
E48 4 10 3 5 1,2 96,2 2,6 E
E48 9 2 4 0 0,4 90,73 8,87 E
E48 11 84 67 68 14,6 76,07 9,33 S
E48 12 0 0 0 0 99,33 0,67 E
E48 15 31 16 1 3,2 93,87 2,93 S
E48 16 74 14 2 6 91 3 S
E48 21 10 9 0 1,27 96,13 2,6 E
E48 23 1 5 2 0,53 93,47 6 E
E48 26 15 8 10 2,2 95,33 2,47 E
E48 28 26 17 4 3,13 93,4 3,47 S
E48 33 126 6 5 9,13 88,27 2,6 S
E48 35 11 0 0 0,73 68,93 30,34 E
E48 37 5 1 3 0,6 98,13 1,27 E
E48 42 1 0 0 0,07 99 0,93 E
E48 43 3 0 6 0,6 96,27 3,13 E
E48 44 16 29 30 5 93,6 1,4 S
E48 47 104 139 1 16,27 71,13 12,6 S
E48 48 92 3 17 7,47 91,07 1,46 S
E48 51 0 1 0 0,07 97,4 2,53 E
E48 52 55 0 0 3,67 91,2 513 S
E48 53 0 2 0 0,13 96,4 3,47 E
E48 54 67 0 0 4,47 90,67 4,86 S
E48 56 23 9 0 2,13 94,33 3,54 E
E48 62 19 0 7 1,73 96,73 1,54 E
E48 63 10 4 12 1,73 94 4,27 E
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...continuacéao
APENDICE 22 — Produgéo de grdos de pdlen, por flor, e viabilidade dos graos nas 200 plantas analisadas no terceiro ciclo de
selecao do Experimento 2.

Planta Irmao  Numero de gréos gigantes % total graos gigantes % grédos normais % graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
E48 64 1 0 0 0,07 99,2 0,73 E
E48 68 0 0 0 0 96,87 3,13 E
E48 69 10 2 33 3 91,53 5,47 S
E48 70 244 172 52 31,2 66,87 1,93 S
E48 71 0 5 9 0,93 94,2 4,87 E
E48 73 39 7 6 3,47 54,27 42,26 S
E50 1 32 7 1 2,67 94,2 3,13 E
E50 6 22 6 23 3,4 87,34 9,26 S
E50 12 4 1 14 1,27 95,73 3 E
E50 15 30 0 1 2,07 39,13 58,8 E
E50 17 52 5 0 3,8 92,6 3,6 S
E50 21 16 11 5 2,13 95,27 2,6 E
E50 23 0 3 3 0,4 98,33 1,27 E
E50 24 0 8 8 1,07 95,93 3 E
E50 27 2 0 0 0,13 98,8 1,07 E
E50 28 14 15 17 3,07 93,8 3,13 S
E55 4 7 12 1 1,33 92,47 6,2 E
E55 10 9 17 26 3,47 88,2 8,33 S
E55 11 2 0 0 0,13 96 3,87 E
E55 13 1 0 45 3,07 91,33 5,6 S
E55 14 28 0 0 1,87 93,47 4,66 E
E55 15 5 29 19 3,53 91,34 5,13 S
E55 5 0 0 0 0,33 97,8 1,87 E
E55 18 0 0 0 0 92,2 7,8 E
E55 23 0 5 0 0,33 97,67 2 E
E55 29 2 0 3 0,33 95,93 3,74 E
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...continuacéao
APENDICE 22 — Produgao de grdos de pdlen, por flor, e viabilidade dos grdos nas 200 plantas analisadas no terceiro ciclo de
selecao do Experimento 2.

Planta Irmao  Numero de gréos gigantes % total graos gigantes % grédos normais % graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
E55 31 22 10 21 3,53 66,87 29,6 S
E55 32 68 10 8 5,73 92,2 2,07 S
F61 2 0 0 0 0 97,67 2,33 E
F61 7 12 0 0 0,8 97,73 1,47 E
F61 8 0 33 0 2,2 94,6 3,2 E
F61 10 13 11 0 1,6 95,6 2,8 E
F61 12 0 0 0 0 95,73 4,27 E
F61 14 9 25 11 3 95,27 1,73 S
F61 15 92 64 54 14 80,53 5,47 S
F61 16 1 0 0 0,07 99,27 0,66 E
F61 17 10 2 0 0,8 98,6 0,6 E
G69 2 0 0 0 0 98,27 1,73 E
G69 3 0 83 8 6,07 91,87 2,06 S
G69 6 12 0 0 0,8 97,13 2,07 E
G69 9 54 56 0 7,33 88,4 4,27 S
G69 11 11 5 5 1,4 95,8 2,8 E
G69 18 0 0 0 0 98,6 1,4 E
G69 24 111 81 0 12,8 86,73 0,47 S
G76 1 11 0 0 0,73 96,07 3,2 E
G76 2 0 0 0 0 95 5 E
G76 16 10 17 32 3,93 90,07 6 S
G78 2 352 155 194 46,73 46,73 6,54 S
G78 3 0 12 0 0,8 92 7,2 E
G78 5 416 53 55 34,93 33,67 31,4 S
G78 15 39 10 0 3,27 95,2 1,53 S
G78 19 1 3 0 0,27 97,2 2,53 E
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...continuacéao
APENDICE 22 — Produgao de grdos de pdlen, por flor, e viabilidade dos grdos nas 200 plantas analisadas no terceiro ciclo de
selecao do Experimento 2.

Planta Irmao  Numero de gréos gigantes % total graos gigantes % grédos normais % graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
H85 4 8 0 0 0,53 95,33 4,14 E
H85 9 6 1 0 0,47 84,8 14,73 E
H85 10 174 24 25 14,87 79,47 5,66 S
H85 12 0 0 2 0,13 98,33 1,54 E
H85 13 0 0 0 0 95,8 4,2 E
H88 7 0 0 0 0 95,93 4,07 E
J99 1 0 0 3 0,2 97,53 2,27 E
J99 2 0 0 2 0,13 96,2 3,67 E
J99 3 0 0 0 0 98,87 1,13 E
J99 5 1 0 0 0,07 95,4 4,53 E
J99 7 1 0 0 0,07 97,4 2,53 E
J99 8 0 0 0 0 96,27 3,73 E
J99 13 0 0 0 0 96,6 3,4 E
J99 14 221 169 31 28,07 69,67 2,26 S
J100 1 2 0 1 0,2 99 0,8 E
J100 2 137 21 11 11,27 84,6 4,13 S
J100 4 13 0 0 0,87 98,47 0,66 E
J100 10 13 0 0 0,87 89,8 9,33 E
J100 12 1 0 0 0,07 97,8 2,13 E
J100 13 0 0 0 0 98,53 1,47 E
J100 14 8 0 0 0,53 92,47 7 E
J100 15 0 0 0 0 93,53 6,47 E
J100 17 0 2 0 0,13 94,2 5,67 E
J100 19 9 5 0 0,93 96,07 3 E
J100 20 0 0 0 0 98,33 1,67 E
J100 23 3 0 0 0,2 93,73 6,07 E
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...continuacéao
APENDICE 22 — Produgao de grdos de pdlen, por flor, e viabilidade dos grdos nas 200 plantas analisadas no terceiro ciclo de
selecao do Experimento 2.

Planta Irmao  Numero de gréos gigantes % total graos gigantes % grédos normais % graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
J100 24 5 0 0 0,33 96,4 3,27 E
J100 28 6 1 13 1,33 93,07 5,6 E
J100 29 0 7 7 0,93 93,53 5,54 E
J100 30 28 0 19 3,13 92,93 3,94 S
J100 32 0 26 30 3,73 90,93 5,34 S
J100 33 1 0 1 0,13 97 2,87 E
J100 34 2 0 41 2,87 37,73 59,4 E
J100 35 100 3 31 8,93 88,07 3 S
J100 36 8 0 7 1 62,73 36,27 E
J100 37 85 6 0 6,07 84,46 9,47 S
J100 43 3 2 0 0,33 92 7,67 E
J102 2 1 0 0 0,07 75,27 24,66 E
J102 3 0 0 0 0 96,47 3,53 E
J102 4 0 0 0 0 98,67 1,33 E
J102 9 0 0 8 0,53 96,87 2,6 E
J102 10 33 5 3 2,73 95,6 1,67 E
J102 11 0 0 0 0 99,07 0,93 E
J102 12 9 1 3 0,87 97,93 1,2 E
J104 1 9 3 0 0,8 80,53 18,67 E
J104 3 0 0 0 0 99 1 E
J104 4 26 60 2 5,87 78,93 15,2 S
J104 7 4 0 0 0,27 51,53 48,2 E
J104 9 3 0 2 0,33 97,13 2,54 E
Q119 1 0 0 2 0,13 96 3,87 E
Q119 2 0 10 4 0,93 96 3,07 E
Q119 4 5 0 0 0,33 89,6 10,07 E
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APENDICE 22 — Produgao de grdos de pdlen, por flor, e viabilidade dos grdos nas 200 plantas analisadas no terceiro ciclo de
selecao do Experimento 2.

Planta Irmao  Numero de gréos gigantes % total graos gigantes % grédos normais % graos inviaveis Selecionada (S)/
Flor 1 Flor 2 Flor 3 Eliminada (E)
Q119 5 0 2 1 0,2 83,73 16,07 E
Q119 7 36 6 5 3,13 96 0,87 S
Q119 9 31 15 15 4,07 83,67 12,26 S
Q119 11 1 0 51 3,47 74,6 21,93 S
Q119 14 30 7 8 3 87,33 9,67 S
Q119 15 0 0 0 0 86,2 13,8 E
Q119 16 13 6 0 1,27 85,67 13,06 E
Q119 17 0 89 12 6,73 91,07 2,2 S
Q119 18 23 3 8 2,27 91,67 6,06 E
Q119 20 0 1 5 0,4 94,47 513 E
Q119 23 0 0 0 0 92,8 7,2 E
Q119 24 11 41 39 6,07 91 2,93 S
Q119 25 1 6 1 0,53 90,2 9,27 E
Q119 27 0 0 0 95,93 4,07 E
Q119 28 86 3 119 13,87 82,2 3,93 S
Q119 30 0 6 15 1,4 93,2 54 E
Q119 32 0 0 0 0 97,47 2,53 E




204

APENDICE 23 - Andlise estatistica da variavel porcentagem de aumento de
tamanho dos grédos de pdlen gigantes nas plantas
selecionadas do terceiro ciclo de seleg¢ao (Exp. 2).

Programa GENES INT. AO ACASO
Arquivo de dados : A:\exp2-c3-novo.dat
Numero de variaveis : 1

Numero de genotipos : 18

ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % aumento

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F Probabilidade

TRATAMENTOS 17 1135,892516 66,817207 ,9632 100,0
RESIDUO 36 2497,2094 69,366928

TOTAL 53 3633,1019

MEDIA geral 23,8985185185185
CV(%) 34,8501980499194

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para genotipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média) 23,609776
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 24,510717
VARIANCIA GENOTIPICA (média) 0

HERDABILIDADE (US : média da familia) - %
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - %
COEF. VARIACAO GENETICO (%)

RAZAO CVg/CVe - Média dos genotipos ,
NUMERO MEDIO DE REPETICOES 2,8301

>

E}

MEDIAS DAS VARIAVEIS
TRAT REPET %AUMENTO
1 (A1) 1 29,5800
2 (B6) 1 34,1600

3 (C20) 1 29,9500
4 (D22) 2 27,2900
5 (D40) 4 26,6975
6 (D47) 1 27,5800
7 (G69) 3 30,9233
8 (G76) 1 21,7000
9 (G78) 3 18,3700

10 (E48) 13 25,4969
11 (E50) 3 20,0067
12 (E55) 4 13,8325
13 (F61) 2 25,2600
14 (H85) 1 22,4800
15(J99) 1 18,3700
16 (J100) 5 19,4140
17 (J104) 1 22,3000
18 (Q119) 7 25,8214

TRAT=tratamentos;
REPET=repeti¢des;
%AUMENTO= porcentagem de aumento de tamanho dos graos gigantes.
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APENDICE 24 - Andlise estatistica da varidvel porcentagem de grdos de pdlen
gigantes nas plantas selecionadas do terceiro ciclo de sele¢ao (Exp.

2).
Programa GENES INT. AO ACASO
Arquivo de dados : A:\exp2-c3-novo.dat
Numero de variaveis : 1
Numero de gendtipos : 18
ANALISE DE VARIANCIA DA VARIAVEL => % gigantes
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F  Probabilidade

TRATAMENTOS 17  2097,44171 123,378924 2,1736 ,024813
RESIDUO 36 2043,4615 56,762819

TOTAL 53 4140,9032

MEDIA geral 8,30166666666667
CV(%) 90,7541906648429

PARAMETROS GENETICOS - Obtidos para gendtipos

VARIANCIA FENOTIPICA (média) 43,595788
VARIANCIA AMBIENTAL (média) 20,057071
VARIANCIA GENOTIPICA (média) 23,538717
HERDABILIDADE (US : média da familia) - % 53,9931
CORRELACAO INTRACLASSE (US : parcela) - % 29,3129
COEF. VARIACAO GENETICO (%) 58,4421
RAZAO CVg/CVe - Média dos gendtipos ,644
NUMERO MEDIO DE REPETICOES 2,8301
MEDIAS DAS VARIAVEIS

TRAT REPET %GIG
1 (Al) 1 4,8700.
2 (B6) 1 3,4000.

3 (C20) 1 3,4000.

4 (D22) 2 4,6000+ 1,79 *
5 (D40) 4 6,3500 +2,09
6 (D47) 1 16,6700.

7 (G69) 3 8,7333 +£3,56
8 (G76) 1 3,9300 .

9 (G78) 3 28,3100+ 22,48

10 (E48) 13 8,5085 +8,09
11 (ES0) 3 3,4433 +0,33
12 (B55) 4 2,5175 + 1,13
13 (F61) 2 8,5000 = 7,78
14 (H85) 1 14,8700 .
15(J99) 1 28,0700 .
16 J100) 5 6,6260 +3.45
17 (J104) 1 5,8700 .
18 (Q119) 7 5,7629 +3,86

TRAT=tratamentos; REPET=repeticdes;

%GIG= porcentagem de graos gigantes;

*média * desvio padréao;

- resultados sem desvio padrao (apenas uma observacao).



APENDICE 25 — Tamanho médio dos grdos de pélen normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos gréos de
polen ocorrentes nas plantas selecionadas no terceiro ciclo (Exp. 2).
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Plantas

selecionadas

Tamanho médio dos
graos normais (um)*

Limites comprimento/largura

(Um)*

Tamanho médio dos
graos gigantes (um)*

Limites comprimento/largura

(Wm)*

A1-6 50,65-49,69 47,3-53,75/47,3-51,6 65,64-58,91 60,2-73,1/58,05-62,35
B6-8 52,25-51,17 49,45-53,75/47,3-53,75 70,09-56,98 64,5-77,4/55,9-58,05
C20-4 48,31-47,15 45,15-51,6/45,15-49,45 62,78-60,91 60,2-66,65/58,05-64,5

D22-11 52,68-50,74 51,6-53,75/49,45-51,6 71,81-67,73 62,35-73,1/60,2-73,1
D22-13 53,04-52,46 47,3-53,75/47,3-53,75 62,65-59,73 62,35-64,5/58,05-64,5
D40-3 50,35-49,45 49,45-51,6/47,3-51,6 60,85-57,62 58,05-64,5/55,9-60,2
D40-9 46,29-44,57 43,0-51,6/43,0-49,45 64,07-61,49 62,35-68,8/60,2-66,65
D40-16 55,19-52,89 53,75-58,05/51,6-53,75 64,35-61,77 60,2-70,95/58,05-66,65

D40-18 49,45-48,01 45,15-51,6/43,0-49,45 64,76-62,65 60,2-68,8/60,2-64,5
D47-2 53,47-50,89 47,3-53,75/47,3-53,75 68,22-65,79 64,5-75,25/60,2-75,25
E48-11 51,60-50,42 49,45-53,75/47,3-53,75 63,21-60,91 60,2-66,65/58,05-64,5
E48-15 54,29-52,61 51,6-55,9/51,6-53,75 61,21-58,20 58,05-66,65/55,9-62,35
E48-16 53,17-52,18 49,45-53,75/49,45-53,75 67,73-65,79 66,65-73,1/62,35-73,1
E48-28 51,75-50,46 47,3-53,75/45,15-51,6 62,20-58,63 60,2-66,65/58,05-66,65
E48-33 54,46-52,18 47,3-55,9/47,3-55,9 70,80-60,48 62,35-77,4/58,05-64,5
E48-44 47,30-46,44 47,3-53,75/45,15-53,75 59,77-56,33 55,9-64,5/55,9-58,05
E48-47 54,03-52,46 49,45-55,9/47,3-55,9 70,09-65,64 64,5-73,1/60,2-73,1
E48-48 53,75-52,18 49,45-58,05/49,45-55,9 66,93-65,36 64,5-70,95/62,35-68,8
E48-52 50,03-48,59 43,0-53,75/43,0-51,6 64,78-62,78 62,35-75,25/60,2-75,25
E48-54 50,89-47,73 43,0-53,75/43,0-49,45 69,40-64,65 66,65-70,95/55,9-66,65
E48-69 53,32-50,37 47,3-53,75/45,15-53,75 59,13-57,62 55,9-64,5/55,9-64,5
E48-70 49,24-47,52 45,15-53,75/45,15-51,6 68,52-65,79 64,5-73,1/62,35-70,95
E48-73 51,39-50,10 49,45-53,75/47,3-53,75 62,57-59,99 60,2-68,8/55,9-64,5
E50-6 53,04-51,17 49,45-55,9/45,15-53,75 62,78-56,61 62,35-66,65/55,9-60,2
E50-17 53,54-52,03 51,6-55,9/51,6-53,75 65,36-62,78 60,2-75,25/58,05-70,95
E50-28 50,89-50,16 49,45-53,75/45,15-51,6 60,85-59,13 58,05-64,5/58,05-64,5

* as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos gréos de pdlen, respectivamente;



...continuacéao

207

APENDICE 25 — Tamanho médio dos grdos de pélen normais e gigantes e limites de comprimento e largura dos gréos de

polen ocorrentes nas plantas selecionadas no terceiro ciclo (Exp. 2).

Plantas

selecionadas

Tamanho médio dos
gréos normais (Um)*

Limites comprimento/largura

(Um)*

Tamanho médio dos
graos gigantes (um)*

Limites comprimento/largura

(Um)*

E55-10 51,45-49,02 47,3-53,75/45,15-53,75 61,64-57,53 60,2-66,65/55,9-64,5
E55-13 51,75-50,16 47,3-55,9/47,3-53,75 62,35-59,06 58,05-66,65/58,05-64,5
E55-15 52,89-51,60 51,6-53,75/49,45-53,75 60,85-57,19 58,05-64,5/55,9-62,35
E55-31 52,76-51,60 49,45-53,75/49,45-53,75 61,77-58,20 60,2-70,95/55,9-60,2
E55-32 49,30-48,01 45,15-51,6/45,15-51,6 59,81-57,86 58,05-62,35/55,9-60,2
F61-14 50,03-48,74 47,3-51,6/45,15-51,6 64,50-59,06 64,5-66,65/58,05-64,5
F61-15 53,75-52,61 51,6-55,9/49,45-53,75 65,36-61,77 62,35-68,8/58,05-66,65
G69-3 51,17-49,02 49,45-53,75/45,15-51,6 67,66-61,64 64,5-73,1/58,05-64,5
G69-9 52,46-50,89 47,3-53,75/47,3-53,75 68,16-59,77 60,2-77,4/55,9-64,5
G69-24 55,19-52,46 47,3-60,2/43,0-58,05 72,09-68,22 64,5-77,4/64,5-75,25
G76-16 51,82-48,44 47,3-53,75/43,0-51,6 63,06-57,62 60,2-68,8/55,9-62,35
G78-2 56,76-53,32 53,75-58,05/51,6-55,9 62,22-60,20 58,05-68,8/55,9-62,35
G78-5 52,03-51,39 49,45-53,75/49,45-53,75 63,79-60,48 60,2-68,8/58,05-64,5
G78-15 50,16-48,44 47,3-53,75/45,15-51,6 61,64-56,27 58,05-66,65/55,9-60,2
H85-10 52,89-51,88 47,3-53,75/47,3-53,75 64,78-57,90 62,35-68,8/55,9-62,35
J99-14 59,34-56,05 55,9-62,35/51,6-58,05 70,24-66,37 64,5-73,1/64,5-68,8
J100-2 53,32-51,75 47,3-55,9/47,3-53,75 58,91-57,19 58,05-62,35/55,9-60,2
J100-30 50,46-48,16 47,3-53,75/45,15-51,6 61,64-57,19 58,05-66,65/55,9-58,05
J100-32 53,90-52,59 49,45-55,9/49,45-53,75 63,17-59,66 58,05-66,65/58,05-60,2
J100-35 53,47-50,59 51,6-55,9/47,3-53,75 63,06-53,75 62,35-68,8/51,6-62,35
J100-37 52,31-51,30 43,0-55,9/43,0-55,9 67,66-64,78 64,5-70,95/62,35-70,95
J104-4 49,45-48,74 45,15-51,6/45,15-51,6 60,48-59,62 58,05-64,5/58,05-64,5
Q119-7 51,60-48,59 47,3-53,75/45,15-51,6 64,78-59,34 60,2-70,95/58,05-64,5
Q119-9 50,74-49,02 49,45-53,75/49,45-53,75 64,22-58,91 62,35-66,65/58,05-66,65
Q119-11 48,27-49,06 49,45-53,75/45,15-51,6 69,66-62,52 64,5-77,4/60,2-70,95
Q119-14 51,88-49,82 47,3-55,9/43,0-51,6 60,20-57,19 55,9-64,5/55,9-62,35
Q119-17 51,45-50,46 47,3-53,75/47,3-53,75 62,07-56,48 58,05-66,65/55,9-58,05
Q119-24 55,04-51,75 49,45-55,9/49,45-51,6 63,36-57,34 60,2-66,65/55,9-60,2
Q119-28 52,89-50,03 49,45-55,9/47,3-53,75 70,09-59,62 64,5-77,4/58,05-64,5
Médias 52,05-50,35 64,54-60,31

* as medidas foram feitas tomando o comprimento e a largura dos graos de podlen, respectivamente;
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APENDICE 26 — Cruzamentos reciprocos realizados no terceiro ciclo de selecdo do Experimento 2.

Planta mae Genitor(es) masculino(s) N° flores polinizadas N° sementes coletadas % de flores polinizadas que
produziram sementes
A1-6 E48-15 30 19 63,33
A1-6 E48-16 20 20 100
A1-6 E50-6 30 27 90
D22-13 J104-4 27 21 77,78
D40-3 J104-4 30 12 40
E48-11 J100-30 15 6 40
E48-11 G78-5 20 14 70
E48-11 E50-6 35 16 45,71
E48-15 J100-32 10 11 110
E48-16 E48-28 40 20 50
E48-28 J100-32 28 19 67,86
E48-28 J104-4 30 10 33,33
E48-28 Q119-17 30 5 16,67
E48-28 A1-6 35 23 65,71
E48-28 Q119-17 30 8 26,67
E48-44 G78-5 18 25 138,89
E48-44 E50-6 30 12 40
E48-69 E48-15 20 17 85
E48-69 E50-6 20 22 110
E48-69 G78-2 20 6 30
E48-70 E55-10 20 12 60
E48-70 G78-2 20 11 55
E50-6 E55-13 25 10 40
E50-6 E55-10 35 8 22,86
E50-6 E48-16 22 4 18,18
E50-6 Q119-9 23 9 39,13
E50-6 Q119-17 20 11 55

E50-6 Q119-17 35 16 45,71
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...continuagao
APENDICE 26 — Cruzamentos reciprocos realizados no terceiro ciclo de selecdo do Experimento 2.

Planta mae Genitor(es) masculino(s) N° flores polinizadas N° sementes coletadas % de flores polinizadas que
produziram sementes
E50-10 E48-15 20 15 75
E50-10 G78-2 20 16 80
E50-28 E48-28 26 11 42,31
E55-10 E48-28 40 34 85
E55-10 E50-6 30 18 60
E55-10 H85-10 30 9 30
E55-10 J104-4 15 11 73,33
E55-10 J100-32 25 13 52
E55-10 E50-6 30 22 73,33
E55-10 Q119-14 15 21 140
E55-10 Q119-17 25 20 80
E55-10 Q119-9 25 25 100
E55-10 E48-15 20 15 75
E55-13 E55-10 20 16 80
E55-13 J100-32 30 4 13,33
E55-13 F61-14 25 17 68
E55-13 E50-6 20 2 10
F61-5 G78-5 20 15 75
G69-9 J100-32 25 10 40
G69-9 E55-10 30 29 96,67
G69-24 F61-14 30 20 66,67
G78-2 E55-10 20 1 5
G78-5 E48-70 25 18 72
G78-5 E50-6 25 18 72
H85-10 J104-4 20 18 90

J100-2 Q119-17 25 20 80
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APENDICE 26 — Cruzamentos reciprocos realizados no terceiro ciclo de selecdo do Experimento 2.

Planta mae Genitor(es) masculino(s) N° flores polinizadas N° sementes coletadas % de flores polinizadas que
produziram sementes
J100-30 H85-10 25 14 56
J100-30 E55-13 30 20 66,67
J100-32 E48-28 15 10 66,67
J100-32 E50-6 25 18 72
J100-32 E48-15,E50-6 25 16 64
J104-4 E48-11 25 18 72
J104-4 E50-6 20 19 95
J104-4 J100-30 12 16 133,33
J104-4 A1-6 30 20 66,67
J104-4 E50-6 30 19 63,33
J104-4 D40-6,Q119-9 30 0 0
J104-4 J100-32 25 16 64
J104-4 E55-10 35 14 40
Q119-9 E55-10 10 15 150
Q119-9 J100-32 28 23 82,14
Q119-9 J104-4 25 10 40
Q119-9 E55-10 21 15 71,43
Q119-9 E48-16 20 16 80
Q119-9 E50-6 25 25 100
Q119-14 J100-32 30 34 113,33
Q119-17 G78-5 30 18 60
Q119-17 E48-28 25 18 72
Q119-17 H85-10,J100-32 35 17 48,57
Q119-17 J104-4 25 0 0
Q119-17 J104-4 20 8 40
Q119-17 E48-11 15 10 66,67
Q119-17 J104-4 31 15 48,39
Q119-17 G78-15 25 9 36
Total 2046 1230 Média = 60,12
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APENDICE 27 - Andlise estatistica para desempenho geral das familias da
variavel frequéncia de producéo de graos de pdlen gigantes
nos trés ciclos de selecgao.
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* SANEST - SISTEMA DE ANALISE ESTATISTICA N
*  Autores: Elio Paulo Zonta - Amauri Almeida Machado *
* Departamento de Estatistica - UFRGS *
*  ANALISE DA VARIAVEL GRAOSGIG - ARQUIVO: CARINE2 *
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CODIGO DO PROJETO: MELHOR
RESPONSAVEL: CARINE
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: DCC
OBSERVACOES NAO TRANSFORMADAS

NOME DOS FATORES

A FAMILIA
B CICLO

QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. VALORF PROB.>F
FAMILIA 2 3014.5675624 1507.2837812 67.1831 0.00001
CICLO 2 633.0145402 316.5072701 14.1075 0.00003
FAM*CIC 4 1390.7613159 347.6903290 15.4974 0.00001
RESIDUO 143 3208.2685993 22.4354448

TOTAL 151 8246.6120178

MEDIA GERAL = 6.509540

COEFICIENTE DE VARIACAO = 72.764%
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VITA

CarineSimioni, filha de Sérgio Luiz Simioni e Cirja Julia Toazza
Simioni, nasceu no dia 26 de abril de 1970, em Porto Alegre, Rio Grande do
Sul.

Completou o primeiro grau na Escola da Imaculada, em Canoas, RS,
e cursou o segundo grau na Escola Estadual de 2° grau Candido José de
Goddi, localizado em Porto Alegre, RS.

Concluiu o curso de Licenciatura em Ciéncias Biolégicas em 1993,
na Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Em 1996, concluiu o Mestardo em Zootecnia, area de concentracio
Plantas Forrageiras, do Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS).

De 1996 a 1999, lecionou Ciéncias na Escola Municipal de Ensino
Fundamental Professor Thiago Wdirth e Escola Municipal de Ensino
Fundamental Farroupilha, ambas localizadas em Canoas, RS, e na Escola
Municipal de Ensino Fundamental Santa Ana, localizada em Gravatai, RS.

Ingressou no Curso de Doutorado em Zootecnia, area de
concentragdo Plantas Forrageiras, do Programa de Pés-Graduagdo em

Zootecnia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul em marco de 2000.



