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RESUMO

KARSBURG, Isane Vera, D. S., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2006.
Morfologia floral, citometria de fluxo e citogenética em Lycopersicon
esculentum Mill. acesso BGH 160. Orientador: Carlos Roberto de Carvalho.
Co-Orientadores: Silvia das Gragas Pompolo e Wagner Campos Otoni.

O tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) é a segunda olericola mais
cultivada no mundo. Na América Latina, seu maior produtor € o Brasil, com
atualmente uma area total de 58,5 mil hectares e produgao de 3,3 mil toneladas.
Parte do aumento da producdo tem sido atribuida aos investimentos em
programas de melhoramento e as inovagdes geradas pelos processos
biotecnoldgicos. Nesse contexto, estudos citogenéticos e citométricos podem
contribuir com dados citoldgicos e genéticos para os programas de melhoramento
e ser estendidos as outras areas de conhecimento. Atentando para as
controvérsias existentes na literatura e a necessidade de ampliar os
conhecimentos das caracteristicas do genoma em questdo, o trabalho teve trés
objetivos principais em L. esculentum acesso BGH 160: (i) Caracterizagao das
diferencas morfolégicas dos botdes florais, (ii) Quantificagdo do conteudo de DNA
e avaliacdo da ploidia foliar e das pecas florais em diferentes estagios de
desenvolvimento e (iii) Reavaliagdo citogenética do cari6tipo. No decorrer das
avaliagcdes e caracterizagbes morfolégicas realizadas em L. esculentum acesso
BGH 160, foram observadas plantas normais e anormais quanto a estruturagao
dos botdes florais em que as anormais apresentaram modificagdes na morfologia
e constituicao floral, formacao e estruturacdo dos frutos e auséncia de sementes.
Entretanto, apenas pelo comportamento fenotipico do acesso em questdo nao foi
possivel identificar a provavel causa da alteragao na planta anormal. Levantaram-
se as hipoteses de que alteracbes cromossdmicas estruturais ou numeéricas
poderiam explicar essa anormalidade. Pela quantificacdo do conteudo de DNA
nuclear foram verificadas diferencas, as plantas normais apresentaram 2C = 1,96
pg e as anormais, 2C = 1,87 pg de DNA. Na analise da ploidia em sete foliolos
terminais das plantas normais, foi verificada a variacdo de 2C e 4C a 8C dos
nucleos, de maneira crescente em relagdo ao estagio de desenvolvimento
fisiolégico. Quando relacionada a variagdo da ploidia com a area foliar, foi

observado correlagdo entre as duas variaveis nas plantas normais com relagao
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aos nucleos 4C. Porém, nas plantas anormais, a area foliar ndo correspondeu a
variagao da ploidia, tanto que a correlagao entre a ploidia e a area foliar foi
negativa nos nucleos 8C. Considerando-se que o comportamento diferencial das
plantas anormais poderia estar relacionado com a diferenga do conteudo de DNA,
este estudo enfatizou as avaliagdes citogenéticas entre esses dois tipos de
plantas. O complemento da planta normal apresentou 2n=24 cromossomos, com
um par de cromossomos (6) metacéntrico e os demais submetacéntricos. O
bandeamento Ag-NOR em L. esculentum var. Stupnické evidenciou, na porcao
mediana do cromossomo 1, a NOR ativa, além da identificacdo de uma delecao
em L. esculentum acesso BGH 160 anormal presente em um dos homdlogos do
par 1. Concluiu-se que a delegdo provavelmente seja responsavel pelas
alteragdes morfolégicas dos botdes florais e dos frutos. Os resultados deste
trabalho representam uma contribuicdo para um melhor entendimento do genoma

e citogenética do tomateiro.



ABSTRACT

KARSBURG, lIsane Vera, D. S., Universidade Federal de Vigosa, June 2006.
Floral morphology, flow cytometry and cytogenetic in Lycopersicon
esculentum Mill. access BGH 160. Adviser: Carlos Roberto de Carvalho.
Co-Advisers: Silvia das Gragas Pompolo and Wagner Campos Otoni.

Tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) is the second most cultivated
vegetable in the world. In Latin America the largest producer is Brazil, with a total
area of 58,5 thousand hectares and production of 3,3 thousand tons. Part of the
increase in production has been attributed to investments in breeding programs
and to innovations generated by biotechnical processes. In this context
cytogenetical and cytometrycal studies can contribute to breeding programs.
Considering the existent controversies in the literature and the need of expanding
the knowledge about the characteristics of this genome, the present work had
three main objectives in L. esculentum access BGH 160: (i) characterization of the
morphological differences in floral buttons, (ii) quantification of the DNA content
and ploidy evaluation in leaves and floral pieces at different stages of development
and (iii) cytogenetic reevaluation of the karyotype. During the evaluation and
morphological characterization accomplished in L. esculentum access BGH 160,
plants were observed with normal and abnormal behavior concerning the structure
of the floral buttons. The abnormal plants presented modifications in morphology
and floral constitution, fruit formation and structure, and absence of seeds.
However, the phenotypic behavior alone was not sufficient to identify the possible
cause of alteration in the abnormal plants in this access. A hypothesis was
postulated in that structural or numerical alterations in the chromosome could
explain the abnormality. Differences were verified through quantification of the
nuclear DNA content, with normal plants presenting 2C = 1,96 pg and abnormal
plants presenting 2C = 1,87 pg of DNA. By the ploidy analysis in seven terminal
leaf of the normal plants, at different developmental stages, ploidy variation of 2C,
4C to 8C was verified, increasing according to the stage of physiological
development. When ploidy variation was related with the leaf area, correlation was
observed between the two variables in the normal plants with nuclei 4C. However,
in the abnormal plants, the leaf area did not correspond to the ploidy variation, so

much so that the correlation between the ploidy level and the leaf area was



negative for the nuclei 8C. Considering that the different behavior of the abnormal
plants could be related with the difference on DNA content, this study
concentrated on the cytogenetic evaluations between these two types of plants.
The complement of the normal plant presented 2n = 24 chromosomes, with one
pair (6) of chromosomes being metacentric, and all others submetacentric. The
Ag-NOR banding in L. esculentum var. Stupnické evidenced the active NOR in the
medium portion of chromosome 1, and identified a deletion in one of the
homologues of pair 1, in the abnormal L. esculentum access BGH 160. It was
concluded that a deletion is probably responsible for the morphologic alterations of

the floral buttons and fruits.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Aspectos gerais do género Lycopersicon

O tomateiro, Lycopersicon esculentum Mill., € a segunda hortaliga mais
cultivada no mundo, superada apenas pela batata, Solanum tuberosum L. O
género Lycopersicon € composto por nove espécies, originarias das regides
montanhosas dos Andes, no Peru, Equador e na Bolivia (MULLER, 1940;
QUIROS, 1991; NUEZ et al., 2004).

Segundo Rick e Butler (1956), o género Lycopersicon é autdégamo,
eudicotileddneo, possui espécies relacionadas quanto a sua morfologia,
adaptacdo ambiental, aspectos anatdomicos e relagdes de compatibilidade
reprodutiva. O género Lycopersicon esta subdividido em dois subgéneros:

- Eulycopersicon, correspondente as espécies L. esculentum Mill (tomate
cultivado) e L. pimpinelifolium (Jusl.) Mill.,, que sado anuais, com presenca de
bracteas, pseudoestipulas, flores em racemo e com frutos avermelhados quando
maduros.

- Eriopersicon, na qual foram incluidas sete espécies: L. cheesmanii (Riley), L.
hirsutum (Humb. & Bonpl.), L. pennellii (Corr.) D’ Arcy, L. chmielewskii (Rick, Kes.,
Fob. & Halle), L. parviflorum (Rick, Kes., Fob. & Holle), L. peruvianum (L.) Mill. e
L. chilense Dun, com muitas variedades. As espécies L. cheesmanii (Riley) e L.
peruvianum (L.) Mill. exibem folhas e flores simples sem bracteas e
pseudoestipulas. As demais possuem inflorescéncias bifurcadas com formas
complexas, presenca de bracteas, pseudoestipulas e frutos com solanina.
Contudo, todas essas espécies apresentam os frutos quando maduros verde-
arroxeados (MCARTHUR et al.,1947; JOLY, 1993).

As folhas do tomateiro (L. esculentum) s&o alternas, compostas de numero
impar de foliolos e cobertas com pélos, e, em sua maioria, glandulares. As flores
em cachos sdo pequenas e amarelas. As pecgas florais sdo dispostas de forma
ciclica, heteroclamideas. Quanto a posi¢ao relativa do gineceu, sao hipoginas e
bicarpelares. O calice é dialisépalo, com cinco sépalas, e as pétalas sao
lanceoladas e largas. O androceu € isostémone, isodinamo e epipétalo, com

anteras coniventes com estilete terminal. O niumero de estames € 5, os quais sado



soldados formando um cone. As anteras sao curtas e largas. As flores séo
hermafroditas, e a reproducdo ocorre por meio de autofecundagado, sendo a
freqUéncia de alogamia muito baixa (RICK e BARTON, 1956).

O tomate é produzido e consumido ao natural ou industrializado em varios
paises (CHEN e ADACHI, 1995). Desde os anos de 1980, essa cultura tem se
expandido, tanto em termos de area cultivada quanto em produtividade, em face
das novas tecnologias e emprego de variedades melhoradas. Atualmente,
apresenta uma area mundial plantada de 3 milhdes de hectares e uma
produtividade acima de 90 milhdes de toneladas por ano. Na América Latina, o
Brasil € o maior produtor de tomate, abrangendo, até o ano de 2004, uma area
total de 58,5 mil hectares e producao de 3,3 mil toneladas (FAO, 2005). A maior
parte da colheita (60%) destina-se ao consumo in natura, porém a produgédo do
tomate para processamento vem crescendo, especialmente na regido dos
cerrados (FILGUEIRA, 2000). As principais regides produtoras do tomate
industrializado sdo o Centro-Oeste (Goias), Sudeste (Sado Paulo e Minas Gerais) e
Nordeste (Pernambuco e Bahia) (FNP CONSULTORIA e COMERCIO, 2005).

O melhoramento do tomateiro no Brasil teve grande avangos com a
obtencao da cultivar Santa Cruz em meados da década de 1940. Esse hibrido
possui varias caracteristicas de interesse, elevada capacidade produtiva,
versatilidade de adaptacdo a diferentes condicdes ambientais e resisténcia a
alguns ataques parasitarios, sendo esta ultima, em parte, consequéncia da casca
dura do fruto (SILVA, 1993). Em decorréncia disso, essa cultivar rapidamente
adquiriu grande popularidade entre os agricultores, sendo difundida por todo o
pais (BRAZ, 1992). Desde entdo, a populagéo original Santa Cruz vem passando
por sucessivas selegdes e hibridagées (MELO, 1987).

Os conhecimentos citolégicos e genéticos contribuem, nos mais variados
aspectos, para os programas de melhoramento. Nesse ambito, a citogenética
vegetal tem contribuido por gerar informag¢des acerca de aspectos cariolégicos da
espécie, possibilitando o estabelecimento de mapas fisicos, auxiliando a producao
e o estudo de organismos aneupléides e polipléides, identificando possiveis
rearranjos cromossOmicos estruturais e caracterizando os genomas em
alopoliploides (JAHIER et al., 1996; NASS et al., 2001).



1.2. Caracterizagdo do meristema floral

Os meristemas vegetativos e reprodutivos podem ser distinguidos durante
o ciclo de vida. Durante a fase inicial, a vegetativa, ocorre a formagédo dos
meristemas apicais, folhas e brotos laterais. A transicdo do desenvolvimento
vegetativo para o reprodutivo é marcada pelo aumento da frequéncia de divisbes
celulares dentro da zona central nos meristemas axilares do caule (COEN e
MEYEROWITZ, 1991; JACK, 2004). As frequéncias das divisbes sao controladas
pelos fatores ambientais e genéticos (ROSALES-MOLINERO et al., 1999).

No desenvolvimento floral estdo envolvidos trés tipos de genes, os genes
de identidade de ¢6rgéos florais, que controlam diretamente a identidade floral
(CAUSIER et al., 2005), os genes cadastrais, que atuam como reguladores
espaciais dos genes de identidade de érgéaos florais, definindo os limites da sua
expressao e os genes de identidade de meristemas, que s&o necessarios para a
indugao inicial dos genes de identificagdo de 6rgaos (BOWMAN e ESHED, 2000;
CAUSIER et al., 2005).

Nas flores, os verticilos na camada mais externa do meristema dao origem
as sépalas, na segunda camada originam as pétalas, na terceira as células
tornam-se estames e na quarta originam os carpelos. Cada estrutura floral é
determinada pela combinagdo de genes homeoticos funcionais (NAKAYAMA et
al., 2005). Os genes homedticos que controlam a identidade dos 6rgaos florais
estdo classificados em trés classes principais, definindo diferentes atividades em
Arabidopsis.

1. Atividade tipo A, codificada por APETALA 1 (AP1) e APETALA 2 (AP2),
controla a identidade dos 6rgaos no primeiro e segundo verticilos. A perda da
atividade tipo A resulta na formacao de carpelos, em vez de sépalas, no primeiro
verticilo e nos estames, em vez de pétalas, no segundo.

2. A atividade tipo B, codificada por APETALA 3 (AP3) e PISTILLATA1 (PI),
controla a determinagao dos 6rgaos no segundo e terceiro verticilos. A perda da
atividade tipo B resulta na formagao de sépalas, em vez de pétalas no segundo
verticilo e de carpelos no lugar de estames no terceiro.

3. A atividade C, codificada pelo AGAMOUS (AG), controla eventos no terceiro e

quarto verticilos. A perda da atividade tipo C resulta na formacao de pétalas e nao



de estames no terceiro verticilo, bem como na formagao de sépalas no quarto
verticilo no lugar do carpelo (THEISSEN, 2001).

Os genes A e C interagem e podem influenciar a expressdo do gene B
(THEISSEN, 2001). Assim, as fungdes de A e C parecem ser antagonistas e
estabelecem mutuamente dominios de acdo exclusivos. O dominio de
funcionamento de B é estabelecido independentemente das fungdes de Ae C. O
modelo ABC para especificagdo da identidade de o6rgdos prediz que ha uma
regulagdo espacial da atividade dos genes A, B e C em nivel de RNA. Esse
modelo tem sido atualizado, incluindo a classe D, que contém os genes
especificos para a formagao dos 6vulos e a classe E, que é responsavel pela
expressdo dos genes nas trés camadas mais internas da flor e dos complexos de
proteinas com os genes homeaticos, essenciais para a correta formagéao do 6rgao
floral (JACK, 2001; THEISSEN, 2001; LOHMANN e WEIGEL, 2002).

Os genes de identidade de 6rgaos florais foram identificados por meio de
mutacgdes, as quais alteraram a identidade de o6rgédos florais de tal modo que
alguns verticilos ndo sdo formados ou desenvolvem-se de forma epitope
(BOWMAN e ESHED, 2000). Muitos dos genes que determinam a identidade de
orgaos florais sdo MADS Box, incluindo o DEFICIENS, AG, Pl e AP3 (JACK,
2001). Os genes MADS Box partilham uma sequéncia de nucleotideos
conservada, que codificam fatores de transcrigdo contendo dominio MADS, o qual
permite que esses transfatores se liguem ao DNA em sequéncias especificas de
nucleotideos (SHEPARD e PURUGGANAN, 2002; DITTA et al., 2004).

Em L. esculentum, o gene MADS Box TM5 quando ndo expresso altera a
estruturagdo das pecas florais, com a presencga de formas ectopicas (PNUELI et
al., 1994a). Outro exemplo de gene n&o expresso envolvido na alteracdo das
pecas florais € o gene TAGL, cuja expressao € necessaria para O
desenvolvimento de estames, carpelos e crescimento determinado do meristema
floral (PNUELI et al., 1994b). Variagbes nas diferentes partes do tomateiro podem
ser verificadas também na auséncia da expressao do gene LeT6/TKn2. Esse gene
influencia o desenvolvimento dos estames, folhas e 6&rgaos reprodutivos
carregando a mutagdo CLAUSA: SHOOTYLEAF no alelo recessivo. As plantas
com essa mutacao apresentam fusao do carpelo e formagao de frutos com forma
imbricada (AVIVI et al., 2000).



As anormalidades decorrentes nas flores de Lycopersicon, associadas as
trocas de expressdes dos genes, podem ser influenciadas, ainda, pela variagédo
de temperatura. Isso foi observado nos genes MADS Box TM4, TM5, TM6 e
TAG1 em presenca de variacdes de temperatura de 25 a 7 °C. As plantas que
nao expressavam o gene TM4 em combinagdo com a temperatura apresentaram
botdes florais menores em relagdo aos outros genes nao expressos (LOZANO et
al., 1998).

Caracteristicas semelhantes na morfologia floral de Lycopersicon
apresentadas anteriormente também foram observadas na mutagao expressa no
locus cactiflora obtida pela indugdo quimica, na qual os genes responsaveis pela
alteragdo sdo o ccf (RICK, 1981). As variagdes morfolégicas, além de serem
causadas por variagdes dos genes homeoticos, podem também ser causados por
perdas de segmentos dos cromossomos (SYBENGA, 1992). Além da morfologia
das pecas florais, a forma dos frutos também pode ser alterada pela quantidade
de DNA do genoma da planta.

A delecdo de segmentos no genoma em plantas tem sido descrita em
varios hibridos de trigo e milho. Essas sequéncias de genes perdidas por
delecbes, de acordo Gregory (2004), podem ser detectadas ndo somente pela
hibridizacao in situ, mas ainda com outras técnicas, por exemplo a citometria de
fluxo, que possibilita a quantificacdo do conteudo de DNA. Mas também podem
ser caracterizadas pela citogenética classica que permite a diferenciagéo
morfométrica dos cromossomos (NEAFSEY e PALUMBI, 2003).

1.3. Quantificacdo do conteudo de DNA por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma ferramenta que analisa parametros 6pticos de
particulas coradas em suspensdo (DOLEZEL, 1997). E um método utilizado para
estimar o conteudo de DNA, mensurar niveis de ploidia, caracterizar hibridos
somaticos e analisar o ciclo celular, que sdo de grande utilidade em diversas
areas da biotecnologia vegetal (YANPAISAN et al., 1999; DOLEZEL e BARTOS,
2005).

Inicialmente, a citometria de fluxo foi empregada em estudos do genoma de
mamiferos, principalmente na classificacdo quantitativa dos cromossomos

mitéticos, deteccdo de anormalidades numéricas e estruturais associada a



aberracdes e doencas humanas (DOLEZEL et al., 1992; YANPAISAN et al., 1999;
SHIBA e MII, 2005). As técnicas desenvolvidas para animais e humanos foram
adaptadas para a aplicacdo em células vegetais, permitindo rapida analise do
conteudo de DNA, cariotipagem de fluxo, avaliagdo da atividade mitética,
dimensao do acumulo de metabdlitos secundarios e selegdo de cromossomos ou
organelas de interesse (YAPAISAN et al., 1999; NOIROT et al., 2000).

Segundo Johnston et al. (1999), para estimar o conteudo de DNA de uma
espécie é necessario o uso de nucleos de animais ou de plantas como padrdes
internos ou externos. O uso do padrdo interno minimiza o erro de analise, pelo
fato de amostras serem processadas em conjunto com o padrdo.
Consequentemente, os picos entre as posi¢cdes do padrdo e da espécie sao
constantes, reduzindo o erro nas meédias comparativas entre os picos da
amplificacdo linear na quantificacdo do DNA em uma unica amostra entre o
padrdo e a espécie em questdo (DICKSON et al.,, 1992; DIAMOND e DE
MAGGIO, 2000). Com o emprego do padrao externo, as analises s&o realizadas
separadamente, e os estudos comparativos entre eles sao conduzidos apos
avaliagdes. Com isso, podem ocorrer erros na quantificacdo do conteudo de DNA,
pelo fato de terem sido preparados isoladamente, levando-se em consideracao a
forma e o tempo de preparo do material (DICKSON et al., 1992; BENNETT e
LEITCH, 2005).

Segundo Dolezel (1997), os principais fluorocromos usados na estimativa
do conteudo de DNA sao: iodeto de propidio (IP) ou brometo de etidio, que se
intercalam na dupla fita de DNA, Hoechst 33258 e DAPI, que coram
preferencialmente regides ricas em AT do DNA, em contraste com mitramicina e
cromomicina A3, que coram preferencialmente porgcdes cromossémicas ricas em
GC. A escolha do melhor fluorocromo depende do tipo de analise (DOLEZEL,
1991). A preferéncia pela utilizagdo do DAPI esta relacionada com a obtengao de
histogramas com adequada resolugéo dos picos. A diferenciagdo entre as bases
com o uso do DAPI é importante por diferenciar os genétipos, principalmente em
nivel de ploidia e quantificacdo do genoma (DOLEZEL et al., 1992; DIAMOND e
DE MAGGIO, 2000). Os intercalantes entre os pares de bases como o IP tém sido
utilizados para a obtencdo de dados mais concisos, com menores erros na
determinacdo do conteido de DNA de um genoma (DOLEZEL et al., 1998;
DIAMOND e DE MAGGIO, 2000).



Além dos fluorocromos, outra questao importante na citometria de fluxo é o
tipo de padrédo a ser utilizado. As plantas que tém sido empregadas como
padrdes, com valor 2C, determinados em picograma (pg) sdo: Raphanus sativus
(2C = 1,11 pg), Lycopersicon esculentum (2C = 1,96 pg), Zea mays (2C = 5,72
pg), Pisum sativum (2C = 9,07 pg), Vicia faba (2C = 26,90 pg) e Allium cepa (2C =
34,76 pg) (DOLEZEL et al., 1992). Uma vantagem do uso de padrdes de DNA de
nucleos de células vegetais € a sua facil obtengdo a baixo custo e o amplo
espectro de valores ja determinados, que variam de 2C = 1,01 pg Oryza sativa cv.
IR36 a 34,76 pg Allium cepa (DIAMOND e DE MAGGIO, 2000).

As diferengas de conteudo de DNA dentro de uma mesma espécie podem
ser constatadas pela citometria de fluxo, assim como foi verificado em varias
espécies, entre elas Alstroemeria de diferentes regides geograficas, que
apresentaram variagdes distintas (BUITENDIJK et al., 1997). Embora o conteudo
de DNA por genoma da espécie seja constante, podem ocorrer excegcdes. Em
muitos casos, a variagao intra-especifica se da pela variagdo dos cromossomos,
aneuploidias, presenca de cromossomos supranumerarios, perdas ou duplicacdes
de segmentos dos cromossomos. Isso pode ter grande efeito no conteudo de
DNA do genoma da espécie (BENNETT e SMITH, 1976; OHRI, 1998).

Mesmo que a citometria de fluxo seja capaz de detectar variagdes intra-
especificas no conteudo de DNA de uma espécie, quando, por exemplo, a
variagao for proveniente de duplicagdo ou perda de segmento do cromossomo
(BENNETT e SMITH, 1976; DOLEZEL, 1997). Porém, essa metodologia n&o
permite identificar qual dos cromossomos apresenta tal variacdo. Para tanto,
outras metodologias se fazem necessarias. A citogenética classica permite, pela
caracterizagao do cariétipo, observar irregularidades nos cromossomos quanto a

alteragdes numeéricas e estruturais (SYBENGA, 1992).

1.4. Aspectos citogenéticos

A citogenética inclui o estudo de cromossomos nos aspectos funcionais,
estruturais e numeéricos, com o uso de diferentes metodologias (SINGH, 1993). As
informagdes citogenéticas retratam o comportamento, a evolugdo fisica e
molecular dos cromossomos de um género ou espécie (SUMNER, 2003). Tais

conhecimentos tém sido utilizados, principalmente, em estudos de evolugéo,



sistematica de plantas silvestres e cultivadas e em programas de melhoramento
(CARVALHO e SARAIVA, 1993).

Em Lycopersicon, os estudos citogenéticos realizados tém relatado o
namero cromossémico (2n = 2x = 24), a localizacdo do centrébmero, a
caracterizagao do nivel de ploidia e a identificacdo de hibridos, tanto em células
mitéticas quanto meidticas. Esses trabalhos apresentam dados importantes para
o entendimento da organizacéo e funcionalidade da espécie dentro do processo
evolutivo e citolégico (WINKLER, 1909; QUIROS, 1991).

O tomateiro € uma planta dipléide, embora existam relatos de hibridos
polipléides que ocorrem naturalmente e individuos com variagdo de ploidia
obtidos por cultura de calos tratados com substancias anti-tubulinicas, como a
colchicina (QUIROS, 1991). Alteragées no nivel de ploidia podem resultar em
frutos com cor, sabor e quantidade de sementes diferenciados. Esses aspectos
sdo de amplo interesse para a agricultura, por possibilitarem a modificacdo de
uma caracteristica de interesse (GUERRA, 1988; TAMARIN, 1996).

Analises estruturais, morfolégicas e funcionais dos cromossomos,
utilizando técnicas de bandeamento, tém sido realizadas com o objetivo de
ampliar os conhecimentos cariotipicos e evolutivos em espécies de plantas e
animais (SUMNER, 1990). Regides cromossomicas, funcionalmente diferenciadas
como regides nucleolares, possuem padrbes especificos de bandeamento apés a
coloracédo (SHARMA e SHARMA, 1999).

O bandeamento cromossémico Ag-NOR evidencia as regides
organizadoras nucleolares ativas (NORs), pois a impregnacgao da prata € utilizada
para identificar as regides em que ocorrem os processos de sintese dos RNAs
ribossomais, necessarios para a composi¢cdo das proteinas das células
(SUMNER, 2003). Esses segmentos sao formados por multicopias de genes de
rDNA, estudados na citogenética, por causa de suas peculiaridades de fungao e
estrutura. Pelo menos um dos cromossomos do conjunto hapléide nas espécies
de angiospermas (LAY, 1978; PEDROSA et al., 1997) apresenta a NOR ativa.

A NOR ativa pode ser detectada nao s6 pela impregnacédo da prata pelo
bandeamento Ag-NOR (HOWELL e BLACK, 1980), como também pela
demonstracdo de heterocromatinas flanqueadoras (SATO et al., 1980) ou por
métodos de hibridizacdo in situ (DOLEZEL et al., 2004). Em L. esculentum, a



NOR ativa foi localizada no brago curto do cromossomo par 2 pelo bandeamento
Ag-NOR (QUIROS, 1991; PETERSON et al., 1996; EMMANUEL e LEVY, 2002).

Diante das dificuldades para a identificacdo das variacbes cromossémicas
numéricas e estruturais no tomateiro, em decorréncia do alto grau de
compactagao dos cromossomos, novas técnicas sao necessarias para as analises
citogenéticas (ALVAREZ, 1997). O estudo dos cromossomos vem sendo
aperfeicoado com o0s avangos técnicos de preparagbes, que permitem o
aprimoramento das metodologias classicas (SYBENGA, 1992; VICCINI e
CARVALHO, 2000).

O uso de agentes antimitdéticos ou inibidores, como os herbicidas
aminoprofos-metil (APM), 8-hidroxiqueloneina, trifluralina e orizalina, bloqueia os
ciclos celulares, em fases especificas da mitose (SUMNER, 1990; SINGH, 1993).
Os agentes bloqueadores sdo essenciais para o estudo dos cromossomos, por
impedirem a formacao do fuso e acumularem o numero de metafases (SINGH,
1993). A utilizagdo do APM no bloqueio das células meristematicas também
proporciona cromossomos alongados, com compactacédo adequada para analise
citogenética (PLANCHAIS et al., 2000). Isso representa um avango metodolégico
para o estudo de espécies com cromossomos pequenos, abrindo perspectivas de
estudos mais aprofundados, como identificagdo de contrigdes primarias e
secundarias por meio de bandeamentos, auxiliando a classificacdo dos
cromossomos (GUERRA, 1988).

Além da utilizagcdo de anti-tubulinicos, a aplicacdo de solucgdes fixadoras,
como metanol:acido-acético (SINGH, 1993), permite obter prepara¢cdes de boa
qualidade (GHOSH e PAWELETZ, 1993), caracterizadas por cromossomos
distendidos, retilineos e morfologicamente preservados. Os fixadores geralmente
empregados em estudos citogenéticos evitam o ataque de endonucleases, o que
permite a caracterizagdo detalhada do caridtipo da espécie em estudo (SUMNER,
1990; SYBENGA, 1992). Além disso, as técnicas de maceragdao enzimatica,
dissociagdo celular e secagem ao ar possibilitam obter laminas com
cromossomos prometafasicos e metafasicos espalhados sem sobreposi¢cdes e no
mesmo plano de foco (CARVALHO, 1995).



2. OBJETIVOS GERAIS

O tomateiro € uma olericola com amplos estudos nas mais diversas areas
do conhecimento cientifico. No entanto, apresenta controvérsias na literatura
quanto a classificagao e identificacdo de regides especificas nos cromossomos

dessa espécie. Assim, os objetivos principais deste trabalho foram:

1- Relacionar as principais diferengas morfolégicas dos botbes florais entre as
plantas de L. esculentum acesso BGH 160.

2- Verificar se essas diferencas encontradas foram identificadas em outras
especies de tomate descritas na literatura.

3- Analisar a suspensao da citometria de fluxo das pétalas das diferentes plantas
do acesso em questao.

4- Estimar o conteudo de DNA desse acesso.

5- Avaliar a ploidia nos foliolos terminais de diferentes folhas dos individuos
normais e anormais e verificar a correlagcdo com a area foliar.

6- Determinar a ploidia das pegas florais nos diferentes estagios de maturidade.

7- Obter os cromossomos de L. esculentum com morfologia adequada para
reavaliar a caracterizagao das constricbes primarias e secundarias e a posi¢cao da
regido organizadora nucleolar.

8- Montar os cariogramas de L. esculentum var. Stupnické e L. esculentum
acesso BGH 160.

9- Comparar os cariogramas de L. esculentum var. Stupnické com L. esculentum
acesso BGH 160.

10



CAPITULO |

Andalise dos botdes florais de L. esculentum Mill. acesso BGH 160

RESUMO

As variagbes morfologicas de uma planta podem ocorrer de forma
espontanea ou induzida por agentes quimicos ou fisicos, alterando a expresséo
de um gene ou a morfologia dos cromossomos, resultando na modificagdo do
padrdao morfogénico de um o6rgao durante seu desenvolvimento. Os objetivos
deste trabalho foram: I) Relacionar as principais altera¢gdes morfoldgicas dos
botdes florais entre as plantas de L. esculentum acesso BGH 160, Il) Verificar se
essas diferencas encontradas foram identificadas em outras espécies de tomate
descritas na literatura e Ill) Analisar a suspensdo da citometria de fluxo das
pétalas das diferentes plantas do acesso em questdo. Para tanto, foram
cultivadas 100 plantas de L. esculentum BGH 160, nas quais, durante o periodo
da floragao, foi observada em algumas plantas a presencga de 6-8 pétalas, além
de uma camada formada por estruturas petaldides, pseudocarpelos e frutos com
forma imbricada e sem sementes. Pela analise da suspensdo das pétalas
utilizadas na citometria de fluxo, identificaram-se graos de pdélen em uma das
camadas das pecas florais. Nos estudos da morfologia e viabilidade dos graos de
polen observaram-se formas e tamanhos variados, além de reduzida viabilidade
polinica. As caracteristicas verificadas em algumas plantas desse acesso foram
semelhantes a mutag¢des descritas na literatura, mas nao foi possivel classifica-las

apenas pela analise morfoldgica.

Palavras-chave: L. esculentum acesso BGH 160, alteracao floral, grdo de pdlen e

citometria de fluxo.
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1. INTRODUCAO

Na fase vegetativa da planta o meristema apical produz folhas e
meristemas laterais. Os apices vegetativos s&o convertidos em meristemas florais
que se diferem dos demais meristemas por produzirem érgaos florais, e toda a
atividade meristematica cessa apds os ultimos 6rgaos florais serem produzidos
(COEN e MEYEROWITZ,1991; HAREVEN et al., 1994; KATO et al., 2005). O
desenvolvimento dos 6rgaos reprodutivos € marcado pelo aumento do numero de
divisbes celulares, sendo que a morfogénese é controlada por genes (JACK,
2004; KATO et al., 2005).

A morfogénese (GRANT e OWENS, 2002) e a morfologia da planta
(BROADHVEST et al., 1992) podem sofrer alteracdes esponténeas ou induzidas
por agentes fisicos ou quimicos. Essas alteracbes podem ser o resultado de
modificacdes das sequéncias do DNA, afetando a expressdo de determinados
genes. Além das variacbes em nivel de seqiéncias de DNA e morfologia, podem
ocorrer anormalidades citologicas, bem como possibilitar essas anormalidades
com cromossomos acéntricos, univalentes, perda de fragmentos, disturbios no
fuso acromatico, anafases multipolares e presenca de micronucleos (SANDERS
et al., 1999).

As variagbes morfologicas dentro de uma mesma espécie sdo possiveis de
serem distinguidas, em muitos casos por caracterizagdes fenotipicas. Pelo
acompanhamento do desenvolvimento com outras espécies que possuam
caracteristicas similares. Estas permitem a classificacdo da alteracdo pelas
variagbes das formas e numero de pegas florais, por exemplo (HAREVEN et al.,
1994).

Avaliagbes de estruturas que apresentam diferenciagdes morfolégicas
podem também ser analisadas pela citometria de fluxo, técnica que propicia a
identificacdo de tamanhos celulares, agrupando-os na forma de histogramas.
Com isso, pode ser verificada a existéncia de variagdes na organizagao celular ou
mesmo presenca de células diferenciadas (DOLEZEL et al., 1998; DIAMOND e
DE MAGGIO, 2000).

O presente estudo, realizado com plantas de L. esculentum BHG 160 que

apresentaram botdes florais normais e outras que exibiram meristemas florais
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com alteragbes na organizacdo das pétalas, carpelo com a presenga de frutos
com forma imbricada, o que é considerada anormal, teve como objetivos: 1)
Relacionar as principais diferengas morfolégicas dos botdes florais entre as
plantas de L. esculentum acesso BGH 160, IlI) Verificar se essas diferengas
encontradas foram identificadas em outras espécies de tomate descritas na
literatura e Ill) Analisar a suspensdo da citometria de fluxo das pétalas das
diferentes plantas do acesso em questao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Os estudos morfolégicos dos botdes florais foram realizados em plantas
normais e anormais de Lycopersicon esculentum acesso BGH 160. As sementes
foram cedidas pelo Prof. Derly José Henriques da Silva, da Universidade Federal
de Vigosa (UFV), curador do Banco de Germoplasma da UFV, em Vigosa, MG. As
analises foram realizadas no Laboratoério de Citogenética e Citometria Vegetal, do
Departamento de Biologia Geral (DBG) da UFV.

As sementes de L. esculentum acesso BGH 160 foram plantadas em vasos
de polietileno com capacidade para 2 L contendo a mistura de solo e esterco na
proporgao 3:1, com 50 g de adubo, mantidos na casa de vegetagcdo do
Departamento de Fitotecnia da UFV, onde receberam irrigacdo periddica e

controle fitossanitario.

2.2. Métodos

2.2.1. Avaliacdo morfoldgica dos botdes florais

Foram cultivadas 100 plantas do acesso BGH 160. No periodo da floracao,
selecionaram-se as plantas com morfologia floral normal e as que apresentavam
alteracdes nas pecas florais. No desenvolvimento, as plantas foram observadas e

fotografadas, tendo suas estruturas florais sido analisadas.

2.2.2. Citometria de fluxo em verticilos florais

Durante o estudo da ploidia realizado nas pétalas das plantas anormais foi
observada, nos histogramas obtidos via citometria de fluxo, a formagao de um
pico com background a direita em relagdo aos demais picos e quando comparado
com os resultados da planta normal. A partir dessa observacgao, os verticilos e as
pétalas da flor da planta anormal foram isolados e processados no citbmetro de

fluxo. As pétalas da planta anormal foram isoladas e fragmentadas com lamina de
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barbear em uma placa de Petri com 0,5 mL do tampéao extrator (CyStain UV
precise T — Partec), incubando-as durante 3 min a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi filtrado em telas de 30 uym, adicionando-se 0,5 mL do
tampéao extrator, com 1,5 mL do tampé&o de coloragao (CyStain UV precise T —
DAPI — Partec). O material ficou incubado por 10 min para, entao, ser filtrado em

telas de 20 ym, sendo a leitura realizada no citdmetro de fluxo.

2.2.3. Microscopia nas suspensdes nucleares das diferentes pétalas da

planta anormal

Das suspensdes nucleares utilizadas na citometria de fluxo foram
preparadas laminas, observadas ao microscépio Olympus ™ “modelo BX60, com
objetiva de 40X.

2.2.4. Germinacdao dos graos de polen

Para a avaliagdo da germinagao do tubo polinico nos graos de pdlen foram
utilizadas anteras bem maduras das plantas normais e petaldides das plantas
anormais. O polen foi retirado das anteras e das estruturas petaldides e
transferido para trés placas de Petri para cada populacido, contendo meio liquido
preparado segundo Trabelsi (1985) e solugado de sacarose 10% com 100 mg/L de
acido bdrico (H3BO3). As placas foram expostas a temperatura de 32 °C, sob luz

fluorescente de 40 W, a 40 cm de distancia da placa de Petri.
2.2.5. Microscopia na avaliacdo da germinacéo do tubo polinico

Foram analisados, em média, 350 grdos de polen por placa, com trés
repeticoes. As observacdes foram realizadas no microscopio 6ptico invertido com

aumento de 40X e os dados de viabilidade, determinados pela porcentagem de

germinagao dos graos de polen.
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3. RESULTADOS

Na conducéo da primeira geragéo dos individuos de L. esculentum acesso
BGH 160, entre as 100 plantas cultivadas, seis apresentaram variacbes
morfologicas na formagao das pétalas e do carpelo das flores, das quais foi
utilizada uma planta para analises. Durante a segunda geragdo de individuos,
provenientes das sementes da primeira geragao, foram observadas trés plantas
anormais, enquanto na terceira e quarta geragdes nao se verificaram plantas
anormais quanto a formacao dos botdes florais e frutos. Nas plantas normais, as
flores apresentaram entre 5-6 sépalas e pétalas (Figura 1A), cinco pares de
anteras e com gineceu bicarpelar (estigma, estilete e ovario) (Figura 1B). Em
algumas plantas da primeira geracado foram observadas flores com 5-7 sépalas e
6-9 pétalas, sendo essas plantas normais. As plantas que apresentaram numero
acima de seis pétalas e sépalas na geragcdo posterior exibiram alteragdes
morfolégicas nas flores, com a formagdo de 5-6 sépalas, uma camada de 6-8
pétalas seguida de 10 estruturas petaldides (Figura 1C) e a presenca de uma
estrutura pseudocarpelar (Figura 1D) (Quadro 1). Todas as flores das plantas
anormais apresentaram variagdes morfolégicas semelhantes, o que pode ser
indicio de uma alteracdo em nivel de DNA, eliminando-se a hipotese da

malformacéao de estruturas do vegetal por outro motivo.
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Figura 1 — Morfologia das flores de L. esculentum acesso BGH 160. Observar a
organizagao das pétalas e a estruturacédo do carpelo nas flores: A) Flor
da planta normal com a formagcdo de uma camada de pétalas. B)
Diferenciagao das anteras e carpelo na planta normal. C) Flor da planta
anormal com presenga de uma camada de pétalas, seguida por uma
camada de estruturas petaldides. D) Formacao de pseudocarpelo na

planta anormal. Barra = 3 mm.

Pelas analises citométricas da ploidia nas diferentes camadas da flor
anormal foi observada, no histograma, a formacao de um pico satélite em relagao
aos demais. Quando se avaliou a estrutura petaldide nesse pico, o histograma da
suspensao nuclear foi visto a direita de 2C (dado ndo apresentado), evidenciando
a existéncia de células com conteudo relativo de DNA maior que 16C. Com a
avaliacao microscopica da suspensao celular desse material, foi identificada a
presenca de graos de pdlen.

A partir da constatagdo dos graos de pdlen nas estruturas petaldides das
plantas anormais foram realizadas avaliagdes morfolégicas desses graos nas

plantas normais e anormais. As plantas normais apresentaram similaridade nas
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formas e tamanhos dos graos de pélen (Figura 2A), porém os individuos anormais
mostraram formas e tamanhos diferenciados (Figura 2B).

Além da alteragdo na morfologia floral, ocorreu variagdo no tamanho, forma
e viabilidade dos graos de pdlen (Quadro 1). A germinagdo do tubo polinico foi
observada apés um periodo de 90 min, quando ocorreu com a mesma freqténcia
nas plantas normais (Figura 2C) e anormais (Figura 2D). Porém, o indice de
germinagao na populagao normal foi de 83,33%, enquanto na populagdo anormal,
de 4,76% (Figura 3).

Os frutos das plantas normais apresentaram forma oval (Figura 4A), com
formacgao de sementes (Figura 4B), enquanto na planta anormal raras vezes foi
observada a formacéo de frutos, e, quando isso ocorria, estes tinham a forma

imbricada (Figura 4C) e n&o apresentavam sementes (Figura 4D).
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Figura 2 — Graos de pdlen e germinagao dos tubos polinicos de L. esculentum

acesso BGH 160. Observar a morfologia diferenciada dos graos de
polen entre as plantas normais e anormais dentro do mesmo acesso:
A) Graos de pdlen da planta normal com morfologias similares.
B) Diversidade nas formas dos grdos de podlen da planta anormal.
C) Germinagéao do tubo polinico no grao de pdlen da planta normal. D)

Grao de pdélen germinado na planta anormal. Barra = 5 um.
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Figura 3 - Percentual da germinacao do tubo polinico em L. esculentum acesso

BGH 160 das plantas normais e anormais.

Figura 4 - Frutos de L. esculentum acesso BGH 160 normal e anormal. Observar
a morfologia e a estruturacéo externa e interna dos frutos: A) Fruto da
planta normal. B) Morfologia interna do fruto da planta normal com
formagdo de sementes. C) Fruto da planta anormal, com forma
imbricada. D) Estrutura interna do fruto da planta anormal sem

sementes. Barra =1 cm.
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Quadro 1 — Caracteristicas diferenciais entre as plantas normais e anormais de L.

esculentum acesso BGH 160

Caracteristicas Planta Normal Planta Anormal

Proporcgao fenotipica 94/100 6/100

Composicao da flor Sépalas, pétalas, Sépalas, pétalas
petaldides,

carpelo pseudocarpelo

Numero de sépalas 5a6 7a9

Numero de pétalas 5a6 8a1l2

Local de formagao do pdlen Anteras Petaldides

Numero de anteras 5 pares 0

Numero de estruturas petaldides 0 10

Percentual de germinagao do pdlen 83,33 4,76

Morfologia do polen Uniforme Variada

Forma do fruto Oval Imbricada

Formacao de sementes Presente Ausente
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4. DISCUSSAO

Em L. esculentum acesso BGH 160 nas plantas normais e anormais, foram
observadas alteragdes na organizacao das pecas florais nos individuos anormais,
com variagdo no numero de pétalas, presenga de estruturas petaldides e
formagdo de pseudocarpelo (Figura 1CD). Gomez et al. (1999), estudando a
morfologia das estruturas florais de L. esculentum, identificaram plantas com
pétalas sepaldides e a conversao dos estames em pseudocarpelo. Nesse caso,
as alteracdes nos verticilos florais foram resultantes da alteracdo da expressao do
gene STAMENLESS. Em Antirrhinum majus, a formagédo de pétalas sepaldides,
alteracdo na formacado das camadas do carpelo, foi resultante da expresséo do
gene PLENA ocasionando a mutagao (KECK et al., 2003).

Normalmente sdo descritos cinco pares de anteras para o género
Lycopersicon (RICK, 1981). Porém, nas plantas anormais de L. esculentum
acesso BGH 160 observaram-se 10 estruturas petaldides no local das anteras,
em que, pela citometria de fluxo na avaliacdo da ploidia das pétalas, foram
identificados grdos de pdlen na suspensao celular, presentes nas estruturas
petaldides. Situagcdo semelhante foi verificada em Arabidopsis, onde estruturas
petaldides se formaram em detrimento de estames, em virtude da mutagao do
gene homedtico AGAMOUS (VIJAYRAGHAVAN, 2001; KECK et al., 2003).
Segundo esses autores, ocorreu a produgao de grdos de polen com variagao
morfolégica no tamanho e na forma.

Diferentemente do ocorrido nas plantas normais, que apresentaram graos
de pdlen uniformes quanto a morfologia e ao tamanho (Figura 2A), nos individuos
anormais foram observadas formas variadas em relagcdo a morfologia e ao
tamanho dos grédos de polen (Figura 2B). Comportamento semelhante foi
verificado pela mutagao polycotyledon ocasionada pelo aumento na concentragéo
de auxina em tomateiro, em que, além de resultar na auséncia de anteras e, ou,
quase adesao as pétalas, foram produzidos graos de pdlen com formas
diferenciadas e com viabilidade que ndo chegava a 75% (AL-HAMMADI et al.,
2003).

A baixa taxa de germinacdo dos grdos de pdlen nas plantas anormais,

assim como também a alteracdo na morfologia polinica (Figura 3), pode ser
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resultante das alteracbes morfologicas dos botdes florais. Chen & McCormick
(1996), analisando plantas normais e mutantes em Arabidopsis que expressavam
0 gene sidecar pélen, observaram que, além da formagao de graos de pélen com
formas e tamanhos heterogéneos, a germinacéo foi de 7%, nas plantas que
apresentavam mutacgao.

A baixa taxa de germinacédo dos graos de pdlen e a presenca de formas
diferenciadas podem comprometer a fecundagdo do o&vulo, promovendo a
formagao de frutos partenocarpicos (MASCARENHAS, 1993). De acordo com
Trabelsi (1985), sdo considerados satisfatorios para a fixagao de frutos indices de
germinacgao acima de 70%. Os frutos de L. esculentum acesso BGH 160 anormal
raras vezes eram formados, sendo que eles n&o apresentavam sementes (Figura
4CD). A escassez da formacdo de frutos nos individuos anormais é justificada
pelo local onde sdao encontrados o pdlen, formas diferenciadas dos gametas
masculinos e a desorganizagao do carpelo.

A formacao de frutos partenocarpicos nos tomates anormais pode estar
ainda associada com alteragdes nos estames ou, mesmo, nas anteras
(MAZZUCATO et al., 2003), podendo a causa ser a perda de uma sequéncia de
genes ou a nao expressao destes. A variagado da expressao do gene homeobox
LeT6/TKn2 em Lycopersicon, além de ocasionar perturbagdes na formacédo das
flores, produz frutos com forma imbricada sem sementes (AVIVI et al., 2000).
Caracteristicas similares foram descritas por Rick (1981), em tomate com a
mutacado decorrente da indugdo por raios X, em que o gene ccf (cactiflora) foi
alterado, produzindo plantas com alteracdo na organizagédo dos verticilos florais,
com formacéao de pseudofrutos estéreis.

As anormalidades encontradas em algumas plantas do acesso BGH 160
podem ser decorrentes de diversos fatores, como alteracdo da expressao dos
genes homedticos, influéncias do meio ou, ainda, perda ou adigado de sequéncias
génicas em nivel de cromossomo. A expressao da variagdo pode ser até mesmo
o conjunto de todos esses fatores citados (RICK, 1981; SCHWARZ-SOMMER et
al., 1990; MAZZUCATO et al., 2003).

Alteragbes na organizagéo das pecas florais podem ser ocasionadas ainda
pelas altas temperaturas. Por exemplo, o gene TAGl encontrado em
Lycopersicon, homdlogo ao gene agamous expresso em Arabidopsis, quando

estiver se expressando sob condigdes de alta temperatura ndo so6 o
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desenvolvimento das flores fica comprometido, como também a producédo dos
frutos (LOZANO et al., 1998). Isso também foi constatado em plantas de pimentas
(POLOWICK e SAWHNEY, 1985; BARTEN et al., 1992).
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CAPITULO Il

Quantificacdo do conteudo de DNA nuclear e avaliacédo da ploidia
em diferentes estagios de desenvolvimento de verticilos florais

em plantas de L. esculentum Mill. acesso BGH 160

RESUMO

A citometria de fluxo em plantas € uma ferramenta empregada para estimar
o conteudo nuclear e mensurar niveis de ploidia a partir de estruturas celulares
em suspensao, obtidas de células ou tecidos vegetais. Com o propdsito de obter
dados citométricos acerca do genoma das plantas anormais (com 5-7 sépalas e
6-8 pétalas seguida de 10 estruturas petaldides e presenga de uma estrutura
pseudocarpelar) e normais (5-6 sépalas e pétalas, 5 pares de anteras, gineceu
bicarpelar) de L. esculentum acesso BGH 160, os objetivos foram: |) Estimar o
conteudo relativo de DNA e averiguar se ha diferenga entre as plantas normais e
anormais, Il) Verificar se ha diferenga na ploidia nos foliolos terminais ao longo
das plantas normais e anormais e correlacionar a ploidia com a area foliar e Ill)
Determinar a ploidia das pecas florais em trés diferentes estagios de maturidade.
A analise citométrica mensurou um conteudo absoluto de DNA equivalente a 2C =
1,96 pg para as plantas normais e 2C = 1,87 pg para as anormais, uma diferenga
equivalente a 0,09 pg. Na analise da ploidia, em sete foliolos terminais ao longo
do desenvolvimento das plantas normais foi verificada a variagao da ploidia de 2C
e 4C a 8C. Quando a variagao da ploidia foi relacionada com a area foliar,
observou-se correlagdo negativa nas plantas anormais dos nucleos 8C, em que a
variacdo da ploidia ndo correspondia a area foliar. Os diferentes conteudos de
DNA encontrados nas plantas normais e anormais podem ser responsaveis pelo

desenvolvimento diferencial das flores e dos frutos.

Palavras-chave: Citometria de fluxo, quantificagdo do conteudo de DNA, ploidia e

Lycopersicon.
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1. INTRODUCAO

Lycopersicon esculentum Mill. € uma olericola consumida em maior parte in
natura ou também na forma industrializada, sendo considerada a segunda
hortalica mais cultivada no mundo, superada apenas pela batata, Solanum
tuberosum L. O género Lycopersicon € composto por nove espécies, originarias
das regides montanhosas dos Andes, no Peru, Equador e Bolivia (MULLER,
1940; QUIROS, 1991; NUEZ et al., 2004).

A citometria de fluxo € um processo de quantificagdo de DNA de particulas
celulares em suspensdo (DOLEZEL, 1997; YANPAISAN et al., 1999). Entre as
diversas estruturas celulares que podem ser analisadas com essa técnica,
destacam-se, em plantas, os nucleos que possibilitam a averiguagdo do conteudo
relativo e absoluto de DNA em praticamente todos os 6rgaos e tecidos durante o
desenvolvimento da planta (GALBRAITH et al., 1991; SMULDERS et al., 1995;
KNIGHT e ACKERLY, 2002; MORGAN e WESTOBY, 2005).

O conteudo relativo e absoluto de DNA de um genoma (valor C) pode
apresentar diferengas dentro de uma mesma espécie (OHRI, 1998). As distin¢des
provavelmente ocorrem por influéncia dos fatores climaticos como mecanismo
adaptativo da espécie (TURPEINEIN et al., 1999). Isso foi observado em
populagdes Hordeum spontaneum de diferentes regides geograficas, com
diferenca de 2C = 9,35 a 2C = 9,81 pg. Contudo, a variabilidade do conteudo de
DNA pode também ser provocada pela variagdo cromossémica, presenca de
cromossomos B (TEOH e REES, 1976) ou alteracdo da heterocromatina (LAURIE
e BENNETT, 1985), como constatado em Zea mays.

Também em milho, Lee et al. (2002) relataram que a perda de segmento
do cromossomo 1 ocasionou variagao no conteudo absoluto de DNA entre as
diferentes plantas, estimado pela citometria de fluxo. A alteragdao do conteudo de
DNA pode, ainda, estar relacionada a ocorréncia de aneuploidia, como constatado
em Musa (ROUX et al., 2003), ou a poliploidia (SEAL, 1983; KOUTOULIS et al.,
2005). A poliploidizagao pode ter origem de endorreduplicagées ou endomitoses,
eventos que podem ser provocados, especialmente, por alteragcdes nas proteinas
que controlam o ciclo celular ou pela expresséo diferencial de genes regulados
epigeneticamente (MIZUKAMI, 2001).
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A citometria de fluxo tem sido utilizada também na avaliagao da ploidia em
diferentes partes das plantas de Mesembryanthemum crystallinum
(DE ROCHER et al., 1990), Arabidopsis thaliana (GALBRAITH et al., 1991) e
Cucumis (GILISSEN et al, 1993). Além disso, diferentes estagios de
desenvolvimento de embrides e frutos vém sendo empregados nas analises de
Lycopersicon esculentum (SMULDERS et al., 1995; BERGERVOET et al., 1996) e
em sementes de Brassica (KUDO e KIMURA, 2001). As variagbes da ploidia em
diferentes 6rgéos e tecidos podem estar associadas a posigao taxondmica da
espécie, ciclo de vida, tamanho do genoma e tipo de érgdo (BAROW e MEISTER,
2003; YANG e LOH, 2004; BERTIN, 2005).

Com a finalidade de ampliar os conhecimentos genéticos das plantas
anormais e normais de L. esculentum acesso BGH 160 pela citometria de fluxo,
0s objetivos deste trabalho foram: I) Estimar o conteudo relativo de DNA e
averiguar se ha diferenca entre as plantas normais e anormais; Il) Verificar se ha
diferenca da ploidia nos foliolos terminais ao longo das plantas normais e
anormais, bem como correlacionar a ploidia com a area foliar; e lll) Determinar a

ploidia das pecas florais em trés diferentes estagios de maturidade.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Foram utilizadas sementes de Lycopersicon esculentum acesso BGH 160,
cedidas pelo Prof. Derly José Henriques da Silva, curador do Banco de
Germoplasma da Universidade Federal de Vigosa (UFV); e de Lycopersicon
esculentum var. Stupnické, fornecidas pelo Dr. Jaroslav Dolezel, do Laboratério
de Citogenética Molecular e Citometria do Instituto Experimental Boténico de
Sokolovska, Republica Tcheca.

As sementes de L. esculentum acesso BGH 160 foram cultivadas em
vasos de polietileno com capacidade para 2 L contendo a mistura de solo e
esterco na proporgédo 3:1 e mantidas na casa de vegetagdo do Departamento de

Fitotecnia da UFV, onde receberam irrigagao periédica e controle fitossanitario.

2.2. Citometria de fluxo

As analises citométricas foram realizadas no Laboratério de Citogenética e

Citometria Vegetal, localizado no Departamento de Biologia Geral (DBG) da UFV.

2.2.1. Quantificac&o do conteudo de DNA nuclear

O método utilizado foi o descrito por Otto (1990) com algumas modificagdes.
Folhas jovens e vigorosas foram identificadas e lavadas com agua destilada. O
material foi secado com papel-toalha, recortando 2 cm? da folha. O material foi
fragmentado em placa de Petri com lamina de barbear, em 0,5 mL do tampéao de
extragdo nuclear, Otto | (0,1 M de &cido citrico; 0,5% de Tween 20®; 2,0 mM de
Ditiotreitol®) gelado e incubado, por 3 min, & temperatura ambiente. Em seguida, a
solucgédo foi filtrada em telas de 30 um, em eppendorfs de 2,0 mL, adicionando-se
0,5 mL de Otto | na placa de Petri, para lavagem e filtragem. Apos a centrifugagéo
por 5 min a 1.100 rpm, o sobrenadante foi removido, deixando-se 100 pL. O pellet
foi ressuspendido, adicionando-se 100 uL de Otto I, e incubado no congelador por

5 min. Em seguida, adicionou-se 1,5 mL de tamp&o de coloragéo Otto Il (0,4 M de
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Na, HPO4 12H,0; 2 mM de Ditiotreitol®; 50 uL/mL de RNAse; e 50 pL/mL iodeto
de propidio-IP). O material foi submetido a incubagcdo no escuro por 30 min,
filtrado através de telas de 20 um em tubos de leitura e analisado no citdmetro.
Todos os histogramas de intensidade de fluorescéncia relativa foram

avaliados no programa FlowMax Partec®. A razdo entre as médias dos picos
Go/G1 dos padrbes de referéncia e das amostras foi calculada e convertida em
picogramas (pg) de DNA.

O tamanho do genoma nuclear foi calculado a partir das leituras dos
nucleos em Gy/G1, de acordo com a férmula:

L+

Lo
em que:
V = valor do conteudo de DNA nuclear 2C (pg) de Lycopersicon;
L4 = leitura média do pico Go/G1 de Lycopersicon; e

L, = leitura média do pico Go/G do padrao.
2.2.2. Avaliagao dos niveis de ploidia em foliolos

A determinacdo da ploidia foi realizada em diferentes estagios de
tamanhos dos foliolos pela citometria de fluxo nas plantas normais e anormais de

L. esculentum acesso BGH 160, apds o periodo de desenvolvimento de 70 dias,

quando as plantas atingiram 23 folhas (Figura 1) com a presencga de flores.
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Figura 1 - Esquema de L. esculentum acesso BGH 160 com a distribuicdo de 23

nés de crescimento das folhas.

2.2.3. Andlise da area foliar

Os foliolos analisados foram scarneados e a area foliar, determinada pelo

programa Imagem Pro-Plus 4.5.
2.2.4. Avaliacao dos niveis de ploidia em pétalas e sépalas
A determinacdo da ploidia foi realizada em trés diferentes estagios de

tamanhos das sépalas e pétalas pela citometria de fluxo nas plantas normais e

anormais de L. esculentum acesso BGH 160. Apds o periodo de desenvolvimento
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de 70 dias, com a presencga de flores, as pétalas e sépalas foram avaliadas em

trés estagios de crescimento (Figura 2).

Figura 2 — Botdes florais de L. esculentum acesso BGH 160 da planta normal em

trés diferentes tamanhos. Barra = 1 cm.

Em cada folha das plantas normais e anormais foi utilizado o foliolo
terminal para analises. Os foliolos foram identificados, lavados e mantidos em
agua destilada até o momento de uso. O material foi secado com papel-toalha,
sendo retirados fragmentos de 2 cm?. Em seguida, o material foi fragmentado em
placa de Petri com lamina de barbear em 0,5 mL do tampao de extragédo (CyStain
UV precise T — Partec), incubado durante 3 min a 28 C° e filtrado em telas de 30
um. Acrescentou-se 0,5 mL do tampdo de extragdo de nucleos.
Subsequentemente, adicionou-se 1,5 mL do tamp&o de coloragdo (CyStain UV
precise T- DAPI - Partec), o qual foi incubando por 10 min. A suspenséo foi
filtrada em telas de 20 um e a leitura, realizada no citbmetro de fluxo. Para a
analise das sépalas e pétalas, os procedimentos foram os mesmos utilizados no

caso dos foliolos.
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2.2.5. Processamento no citbmetro de fluxo

As amostras foram mensuradas por um citbmetro de fluxo Partec PAS
(PARTEC Gmbh, Munster, Germany), equipado com lampada de mercurio de alta
pressdo (HBO — 100 W). Para avaliagao da ploidia foi empregado DAPI com filtros
KG 1, BG 38 e GG 435 e para analise do conteudo de DNA, iodeto de propideo,
utilizando-se como fonte de luz o laser de ions de argbnio (20 mw), com os filtros
RG 610 e TK 560. A partir dos histogramas obtidos, os coeficientes de variagao
(CV) foram calculados, usando-se o programa FlowMax Partec. Foram analisados

pelo menos 5 mil nucleos de cada teste.

2.2.6. Andlise estatistica

Os dados coletados das areas foliares dos foliolos utilizados no estudo da
ploidia foram submetidos a analise de correlagdo de Pearson, a fim de
estabelecer uma relacdo da variacdo da ploidia com a area foliar. As analises
foram realizadas no programa computacional GENES (CRUZ, 2001),

considerando-se os niveis de significancia 1 e 5%.
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3. RESULTADOS

A quantificagdo do conteudo de DNA pela citometria de fluxo dos nucleos
em suspensdo corados com iodeto de propideo gerou histogramas com picos
correspondendo a média do conteudo de DNA dos nucleos de GO0/G1. O L.
esculentum var. Stupnick foi calibrado para o canal 50 (padrao interno com C =
1,96 pg DNA). O resultado de L. esculentum acesso BHG 160 normal identificou
os picos de G0/G1 sobrepostos no canal 50, correspondendo ao mesmo valor de
DNA que o padrao, 2C = 1,96 pg. O coeficiente de variagdo (CV) foi de 1,55%,

sem distingao entre as duas populagdes (Figura 3) (Tabela 1).
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Figura 3 - Histograma representando os nucleos corados com iodeto de propideo
das espécies L. esculentum acesso BGH 160 normal (amostra) e L.
esculentum var. Stupnick (padréo). Observar a presenga de um unico
pico de nucleos na fase G0O/G1, indicando que L. esculentum acesso
BGH 160 possui o mesmo conteudo absoluto de DNA da espécie

utilizada como padrao, 2C = 1,96 pg.
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Na avaliagao do conteudo de DNA dos nucleos em suspensao das plantas
anormais foi utilizada a planta normal de L. esculentum acesso BGH 160 como
padrao interno, calibrado para o canal 50 (com 2C = 1,96 pg DNA). No resultado,
verificou-se que a planta anormal apresentou os picos G1/G0 no canal 45,

correspondendo ao valor médio de 2C = 1,87 pg (Figura 4) (Tabela 1).
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Figura 4 — Histograma representando os nucleos corados com iodeto de propideo
de L. esculentum acesso BGH 160. Observar os picos representando
os nucleos da planta normal (N) (2C = 1,96 pg) e planta anormal (M)
(2C = 1,87) em canais diferentes, indicando que o conteudo de DNA

absoluto é diferente nas plantas desse acesso.

Os resultados de L. esculentum acesso BGH 160 normal com os nucleos
corados com DAPI mostraram G1/G0 com o pico no canal 107, com quantidade
de DNA de 2C = 1,96 pg, e a planta anormal apresentou G1/G0 com o pico no
canal 105, com 2C = 1,86 pg de DNA nos nucleos, uma diferenga de 0,10 pg, com
um CV de 1,27% (Figura 5) (Tabela 1).
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Figura 5 - Histograma de nucleos das plantas anormais e normais de L.
esculentum acesso BGH 160 corados com o fluorocromo DAPI.
Observar os picos da planta anormal (M) (2C = 1,86 pg) e da planta
normal (N) (2C = 1,96 pg).

A citometria de fluxo com uso de IP e DAPI revelou que as plantas normais
e anormais de L. esculentum acesso BGH 160 possuem diferentes quantidades
de DNA por nucleo com CV < 3% (Tabela 1), sendo o conteudo de DNA nuclear
do padrao L. esculentum var. Stupnické (1,96 pg) determinado por Dolezel et al.
(1992). O corante DAPI foi utilizado por gerar histogramas com maior resolugéo,
em comparagao com o IP, porque o DAPI emite luz num comprimento de onda

menor do que o IP.
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Tabela 1 — Quantificagdo do conteudo de DNA nuclear, em picogramas, das
plantas normais () e anormais (ll) de Lycopersicon esculentum
acesso BGH 160, utilizando-se IP e DAPI como fluorocromos e

Lycopersicon esculentum var. Stupnické (Ill) como padrao interno

Espécie P PRA ) DAPI CV (%)
:l o :
:u 1:82 ] 1,55
:I : 56 el

IP = iodeto de propideo, DAPI = 4’6-diamedino-2-phenylindol, pg = picogramas e CV = coeficiente de

variagao.

Nas avaliagdes citométricas do nivel de ploidia das suspensdes nucleares,
coradas com DAPI, extraidas dos foliolos terminais de sete folhas com diferentes
idades cronoldgicas e fisiologicas (Figura 1) das plantas normais e anormais de
tomate, foram obtidos histogramas evidenciando diferentes populagbes celulares
com relagdo ao conteudo relativo de DNA. Nos histogramas foram observados
trés picos diferentes, com 2C correspondente ao estagio dipléide (G1), 4C relativo
aos estagios G2 e G1' e o 8C referente aos nucleos G2’ e G1” entre as células
somaticas dos acessos normais e anormais (Figura 6AC).

Os resultados citométricos foram estaticamente analisados com os valores
de area foliar. A area foliar nas plantas normais (Figura 6B) foi crescente ao longo
do desenvolvimento, diminuindo a medida que a folha era mais jovem. Nos
foliolos das plantas anormais (Figura 6D) o crescimento também foi proporcional
a idade fisioldgica, porém apresentava menor diferenga de area entre os estagios

de desenvolvimento.
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Figura 6 - Avaliagao da ploidia dos foliolos de diferentes folhas de plantas normais
e anormais de L. esculentum acesso BGH 160 pelas médias dos
histogramas obtidos pela citometria de fluxo. Observar a variagcdo da
ploidia entre os foliolos se associando com a area foliar das plantas
normais e anormais: A) Niveis de ploidia dos foliolos terminais nos
diferentes estagios de crescimento da planta normal. B) Area foliar dos
diferentes estagios de desenvolvimento dos foliolos nos individuos
normais. C) Ploidia nos diferentes estagios de crescimento dos foliolos
nas plantas anormais. D) Area foliar dos diferentes estagios de

desenvolvimento da planta anormal.

A anadlise estatistica evidenciou correlagdo positiva somente entre os
nucleos com nivel de ploidia equivalente a 4C e a area foliar nas plantas normais.
Ja nas plantas anormais foi encontrada uma correlagao negativa entre os nucleos
8C e a area foliar (Tabela 2).

37



Tabela 2 - Correlagao da area foliar com os diferentes niveis de ploidia em foliolos
terminais de sete folhas de estagios de desenvolvimento diferentes das

plantas normais e anormais de L. esculentum acesso BGH 160

Ploidia Percentual de Ploidia
2C 4C 8C 2Cp 4Cp 8Cp
Planta normal
Area foliar -0,3302"  0,4981° 0,1175"S -0,3981N° 0,4661° 0,1006™°
Planta anormal
Area foliar -0,1023N -0,0887"° -0,5118" 0,1525"° -0,0101N® -0,5092"

Percentual (p), ndo significante (NS) e significante (*) a 5% de probabilidade, pelo teste t.

Anadlises nas pétalas e sépalas das plantas normais e anormais de L.
esculentum acesso BGH 160 foram realizadas para verificar a relagdo da
morfologia floral com a ploidia. Os tecidos florais foram preparados para examinar
os niveis de ploidia de flores frescas em trés diferentes estagios de abertura da
flor. As amostras revelaram nucleos 2C, 4C e 8C, com distribuicdo constante nas

pétalas da planta normal (Figura 7A).
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Figura 7 - Avaliacdo da ploidia pela citometria de fluxo com DAPI em L.
esculentum acesso BGH 160 em trés diferentes estagios de
maturidade das pétalas: A) Nucleos das pétalas nas plantas

normais. B) Nucleos das pétalas nas plantas anormais.
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No estudo dos nucleos das sépalas dos individuos normais foram
visualizados nucleos 2C, 4C e 8C com pouca variagao entre os diferentes
estagios (Figura 8A). Ja nas pétalas da planta anormal observaram-se nucleos
2C, 4C, 8C e 16C de DNA, com aumento na variagcao da ploidia em relacido a
maturidade (Figura 7B). Nas sépalas das plantas anormais foram encontrados
nucleos 2C, 4C e 8C, com aumento na variabilidade da ploidia quando no estagio

de maior maturidade (Figura 8B).
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Figura 8 — Analise da ploidia pela citometria de fluxo com DAPI em nucleos de L.
esculentum acesso BGH 160 em trés diferentes estagios de
maturidade das sépalas: A) Nucleos das sépalas nas plantas normais.

B) Nucleos das sépalas em planta anormal.
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4. DISCUSSAO

Na quantificagdo do conteudo de DNA nuclear da planta normal de L.
esculentum acesso BGH 160, o valor 2C foi o mesmo do padrao interno, L.
esculentum var. Stupnické, com DNA nuclear de 2C = 1,96 (Figura 3). Entretanto,
ocorreu variagao na quantidade de DNA nas plantas anormais deste acesso, com
2C = 1,87 pg utilizando IP (Figura 4) e 2C = 1,86 pg com o uso de DAPI (Figura
5). Embora o conteudo de DNA se apresentasse similar, o valor obtido com IP é
mais representativo, por ndo corar parcialmente as sequéncias ricas em AT ou
GC do genoma (DOLEZEL, 1991; DOLEZEL et al., 1998).

No presente estudo, os CVs obtidos, tanto nas amostras coradas com os
fluorocromos IP quanto DAPI, foram inferiores a 3% (Tabela 1). CV menores que
3% s&o considerados de alto nivel de resolugédo (DOLEZEL, 1997) e indicam que
os procedimentos de extracdo e coloracdo das suspensdes nucleares
possibilitaram a obtencdo de nucleos intactos e uniformemente corados
(DOLEZEL, 1991; YAPAISAN et al., 1999).

A diferenca de 4,65% na quantidade de DNA entre as plantas normais e as
anormais pode estar associada com a alteragdo morfoldgica do desenvolvimento
da flor e, consequentemente, com a auséncia da producdo de frutos com
semente. Geralmente alteracbes nas quantidades de DNA nuclear séao
observadas entre espécies com variagdes cromossémicas (GREILHUBER, 1998;
OHRI, 1998; BENNETT et al., 2000), presenga de cromossomos extranumerarios
ou também a ocorréncia de delegbes de elementos transponiveis (BENNETT e
SMITH, 1976; KALENDAR et al., 2000; GREGORY, 2005).

As alteragdes intra-especificas do conteudo nuclear do DNA podem ainda
ser resultantes da permuta desigual, amplificacdo diferencial, formacéo de
megacromossomos, divergéncia de pares de bases, translocagdes e delegdes
(REES, 1972; POGGIO e HUNZIKER, 1986; GREGORY, 2005). Esses fatores,
além de modificarem o conteudo de DNA, podem causar alteragdes no processo
morfogénico de um tecido, 6érgdo ou até mesmo da planta.

As variagdes no conteudo de DNA podem implicar niveis de ploidia da
espécie ou das populagées (GALBRAITH et al.,, 1991; YANG e LOH, 2004). O

comportamento da ploidia nas plantas anormais de tomate, ao longo do
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desenvolvimento foliar, pode estar relacionado com o conteudo de DNA, pela
perda de genes que poderiam ser 0s responsaveis pela regulacdo da divisdo
celular. Analises realizadas em Arabidopsis thaliana por Galbrait et al. (1991) e
Melaragno et al. (1993) revelaram variabilidade do conteudo DNA em algumas
espécies, refletindo o comportamento da ploidia em algumas partes da planta.

As plantas normais de tomateiro apresentaram nucleos em 2C, 4C e 8C na
avaliacéo de sete estagios diferentes de desenvolvimento das folhas obtidas de
23 nos da planta. O maior percentual de nucleos 2C foi observado até o foliolo
13T (terminal) (Figura 6A), pois nas regides subsequentes das folhas, 19T e 23T,
ocorreu maior numero de nucleos 4C, verificando-se que nesses estagios os
foliolos comegaram a apresentar redugao no crescimento (Figura 6B).

Kudo e Kimura (2002), avaliando a ploidia no desenvolvimento de
Raphanus sativus, averiguaram que tecidos mais jovens, como o de embrides,
possuiam grande quantidade de nucleos 2C. Porém, as células provenientes das
folhas mais velhas, além de apresentarem nucleos 2C e 4C, possuiam pequena
quantidade dos nucleos 8C. Esse comportamento da ploidia € considerado
normal, tanto em Raphanus quanto em outras plantas (KUDO e KIMURA, 2001).

Nos foliolos das plantas anormais de tomate foi constatada a presencga de
nucleos 2C, 4C e 8C (Figura 6) em todos os foliolos, independentemente do
estagio de desenvolvimento. A maior quantidade de nucleos 2C foi identificada
nos foliolos 1T a 13T. Os nucleos 4C foram observados em maior numero nos
foliolos 7T, 19T e 23T. Galbraith et al. (1991), em estudos de diferentes estagios
de desenvolvimento de foliolos em Arabidopsis, detectaram maior quantidade de
nucleos 2C ocorrida em foliolos mais jovens. Os nucleos 8C foram observados
em maior quantidade nos foliolos mais jovens, como na folha 4T, mostrando um
comportamento semelhante nas mais desenvolvidas. Segundo Kudo e Kimura
(2002), esse desenvolvimento diferencial poderia estar relacionado com a
alteracéo do conteudo de DNA resultante da atividade celular irregular.

Na correlacdo da variagao de ploidia das plantas normais com a area dos
foliolos foi constatado que os foliolos com maior area foliar apresentavam maior
numero de células com nucleos 4C e 8C, sendo maior a correlagdo entre area
foliar e ploidia com os nucleos 4C (Tabela 2). Os resultados indicam que a
presenca de células com diferentes niveis de ploidia afeta o desenvolvimento

fisiolégico e morfolégico da folha. Segundo Yang e Loh (2004), em folhas de
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Spathoglottis plicata células com distintos niveis de ploidia foram encontradas nos
orgaos com maior area, nas plantas de mesmo conteudo de DNA nuclear.

Nas plantas anormais, a correlagcdo entre a area foliar e a variacdo de
ploidia foi negativa nos nucleos 8C. Foram encontradas em foliolos jovens e de
estagio completo de desenvolvimento células com nucleos 8C e os 2C e 4C, sem
variagdo em relacdo aos diferentes estagios dos foliolos. A area foliar nao
correspondeu ao desenvolvimento fisiolégico e nem a variagado da ploidia, como
foi constatado nos foliolos das plantas normais. Essas alteragdes poderiam ser
justificadas pela diferenca da quantidade do conteudo de DNA encontrado nos
individuos anormais, pois em folhas de Glycine max, com diferentes conteudos de
DNA, os niveis de ploidia variaram desde os primérdios foliares até os estagios
mais avangados do desenvolvimento das folhas (CHUNG et al., 1998).

Nas pétalas dos individuos normais de tomate (Figura 2), o nivel de ploidia
variou entre 2C, 4C e 8C (Figura 7A). Os tecidos mais jovens apresentaram maior
numero de nucleos 2C e 4C, caracteristica encontrada quando ocorre o
crescimento normal das estruturas. Kudo e Kimura (2002), estudando diferentes
estagios de desenvolvimento de pétalas em Brassica olerace, também
encontraram células com diferentes ploidias. A maior variagdo de ploidia foi
constatada na parte distal da pétala e considerada normal ao longo do
desenvolvimento das estruturas, pois é resultante da proliferacdo e ontogénese
das células.

Em L. esculentum acesso BGH 160 anormal, as pétalas apresentaram
variagdo de ploidia nos nucleos de 2C a 16C de DNA (Figura 7B). Nos estagios
iniciais de desenvolvimento, os nucleos prevalecentes foram os de 2C e 4C, e nas
pétalas mais desenvolvidas ocorreu aumento da quantidade de nucleos 8C e 16C.
Segundo Mizukami (2001) e Sugimoto-Shirasu e Roberts (2003), a variagdo do
conteudo de DNA nuclear estaria relacionada com a expressdo dos genes
alterando o comportamento da ploidia nas plantas anormais e, com isso,
apresentando alteragdes na morfologia floral.

Nas avaliagdes dos niveis de ploidia das sépalas de L. esculentum acesso
BGH 160 planta normal (Figura 8A) e anormal (Figura 8B), os nucleos
apresentaram ploidia de 2C a 8C. A variagao de ploidia foi maior no estagio Il da
planta anormal. Nas sépalas das plantas normais, foi observado constancia entre

as variagoes da ploidia. Yang e Loh (2004), analisando a ploidia das pétalas de
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Spathaglottis plicata em diferentes regides, observaram que as partes com maior
maturidade fisiologica apresentaram variagdes crescentes no nivel de ploidia,
enquanto as regides mais jovens exibiram pouca variagdo na quantidade de
nucleos 2C, 4C e 8C. A variagao do nivel de ploidia nos nucleos durante o
desenvolvimento das plantas pode estar associada com ciclo de vida, tamanho do
genoma, tipo de érgéo, estagio de desenvolvimento e maturidade (ALTAMURA et
al., 1987).
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CAPITULO llI

Caracterizacdo morfoldégica dos cromossomos de Lycopersicon
esculentum Mill acesso BGH 160
RESUMO

Lycopersicon esculentum Mill, pertencente ao género Lycopersicon da
familia Solanaceae, € composto por nove espécies originarias das regides
montanhosas dos Andes. Consumida em todos os continentes, € a segunda
olericola mais cultivada do mundo. Parte do aumento da produgéo do tomate tem
sido atribuida aos trabalhos conduzidos pelos programas de melhoramento e as
inovacdes geradas, pelos processos biotecnoldgicos. Estudos citogenéticos do
tomateiro revelaram um numero cromossOmico equivalente a 2n = 2x = 24. Os
objetivos deste trabalho foram: (I) Obter cromossomos de L. esculentum com
morfologia adequada para reavaliar a caracterizacdo morfolégica em termos de
classificagdo e posicdo das constricées; (lI) Montar os cariogramas de L.
esculentum var. Stupnické e L. esculentum acesso BGH 160 normal e anormal;
(lll) Comparar os cariogramas de L. esculentum var. Stupnické com L. esculentum
acesso BGH 160 normal e anormal. Com as metodologias utilizadas, obteve-se
acumulo de metafases suficientes para as anadlises citogenéticas em L.
esculentum. A fixacdo e maceracado enzimatica, além das técnicas aplicadas de
dissociagdo celular e secagem ao ar, proporcionaram Cromossomos
morfologicamente preservados, sem sobreposigdes, pouco condensados e com
constrigdes bem definidas, permitindo a montagem do cariograma e a geragao de
informagdes acerca da organizagdo dos cromossomos dessa espécie. No
complemento de L. esculentum 2n = 2x = 24 cromossomos, foi observada a
presenca de um par cromossOémico metacéntrico (6) e no dos demais,
submetacéntricos. Pela impregnacéo da prata do bandeamento Ag-NOR em L.
esculentum var. Stupnické foi evidenciada a NOR ativa na porcdo mediana do
cromossomo 1. As observacgdes do cariétipo de L. esculentum acesso BGH 160
anormal permitiram a identificagdo de uma delegdo em um dos homdlogos do par
1. Essa delegéo provavelmente é responsavel pelas alteragdes morfolégicas nos

botdes florais e na formacgao dos frutos, além de justificar a variagdo do conteudo
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de DNA e as alteragcdes da ploidia ao longo do desenvolvimento das plantas

anormais.

Palavras-chave: L. esculentum, cromossomos, delecao e NOR.
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1. INTRODUCAO

O género Lycopersicon é composto por nove espécies relacionadas quanto
a morfologia, adaptacdo ambiental, aspectos anatdbmicos e semelhangas de
compatibilidade reprodutiva. O género € originario das regides montanhosas dos
Andes, Peru, Equador e Bolivia e pertence a familia Solanaceae, com reproducao
tipicamente autdgama (MULLER, 1940; QUIROS, 1991; GIORDANO e SILVA,
1999).

Os estudos citogenéticos em tomateiro se iniciaram com Winkler (1909),
que propls, pela primeira vez, o numero cromossOmico dipléide, a partir de
meristemas radiculares desse género, como sendo 2n = 2x = 24. Os
cromossomos 5, 11 e 12 foram classificados como metacéntricos e os demais,
submetacéntricos (QUIROS, 1991; SHERMAN e STACK, 1992).

Segundo Banks (1984), algumas cultivares de L. esculentum podem
apresentar variabilidade no numero cromossémico. Isso foi observado em Flora,
Florida, Tropi Red, Burgis, Hayslip, Duke, Montain Pride, NC 50-7, Calypso e
Redlands Summertaste, com 2n = 26 e com 2n = 25 na cultivar Sunny. O estagio
de diacinese dessas plantas apresentaram cromossomos associados em 13
bivalentes e 12 bivalentes mais um univalente.

As alteragbes cromossémicas podem levar a anormalidades durante o
processo morfogénico de tecidos, 6rgados ou até mesmo do individuo (SYBENGA,
1992). Porém, se a alteracdo envolver quebra, isso pode ocorrer dentro de um
gene, com interrupcdo de sua funcdo (ZANETTINI e LAUXEN, 2003). Se o
disturbio incidir numa célula somatica, pode haver efeito fenotipico em uma célula
ou num setor de tecidos. No entanto, disturbios que ocorrem em tecidos germinais
podem gerar meiocitos heterozigotos (SYBENGA, 1992).

A analise dos cromossomos permite a deteccdo de variagdes estruturais
relacionadas com anormalidades decorrentes do desenvolvimento. Nesses
estudos podem ser utilizadas técnicas de bandeamento, possibilitando avaliagdes
detalhadas das transformagdes no nivel de tecido que ocorreram em grupos de
espécies, além da compreensao de alteragdes morfolégicas em nivel de 6rgaos
(SATO et al., 1980; SUMNER, 1990).
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Com o bandeamento Ag-NOR, é possivel identificar as regides
organizadoras nucleolares ativas (NOR ativa), que é constituida em um ou mais
pares cromossémicos, 0s quais possuem os genes rDNA responsaveis pela
formacao dos diferentes tipos de rRNA que formam o nucléolo e os ribossomos
(MILLER et al., 1976; HOWELL e BLACK, 1980; SUMNER, 1990; GUERRA,
1988; SUMNER, 2003). O rRNA codificado pelo genes rDNA associa-se a
proteinas especificas no nucléolo para formar as subunidades ribossomais
(LACADENA et al., 1984; HASTEROK e MALUSZYNSKA, 2000).

Nos cromossomos paquiténicos de L. esculentum, com o bandeamento Ag-
NOR, foi constatada a presenga da NOR ativa no brago curto do par
cromossdémico 2 (QUIROS, 1991). A dificuldade na identificagdo da NOR ativa em
Lycopersicon esta relacionada com o tamanho dos cromossomos e com o grau de
compactagcao (MOENS, 1965; SHERMAN e STARCK, 1992), sendo que a
identificacado e localizagao corretas da NOR ativa no tomateiro ainda tém gerado
controvérsias (SHERMAN e STARCK, 1992; SYBENGA, 1992).

O grau de compactagdo da cromatina também dificulta a identificagdo de
variagdbes cromossdémicas numéricas ou estruturais no tomateiro, sendo
necessarias técnicas adequadas para as analises citogenéticas (ALVAREZ,
1997). Segundo Kato e Fukui (1998), o uso de agentes antimitéticos como APM
com controle da concentracdo, temperatura e tempo proporcionam cromossomos
bloqueados com compactacdo desejavel sem alterar a morfologia. O APM, por
apresentar resultados satisfatérios no acumulo de metafases, tem sido utilizado
em diversas plantas, como nos cereais (DOLEZEL et al., 1999).

Técnicas como a fixagdo do material, maceracdo enzimatica, dissociagao
celular e secagem ao ar possibilitam a obtengdo de um material cromossémico
adequado para a realizagdo de bandeamentos. Além disso, as metodologias de
dissociagdo celular e secagem ao ar permitem preparagées sem residuos de
parede celular, com cromossomos no mesmo plano da lamina, individualizados e
com constricbes primarias e secundarias bem preservadas (CARVALHO e
SARAIVA, 1993; ANDRAS et al., 2000).

Com o auxilio de programas de analise de imagens, € possivel a captura
da figura dos cromossomos com melhor qualificacdo visual (FUKUI, 1986). Além
de proporcionar um atributo consideravel para a resolucdo e caracterizacio

citogenética de cromossomos de tamanho reduzido, com as ferramentas
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disponiveis & possivel intensificar os contrastes e eliminar backgrounds sem
alteracdo das caracteristicas (FUKUI, 1986; GUTTENBERGER, 1994).
Considerando a necessidade de aprimoramento de estratégias
citogenéticas para melhor caracterizagao cariotipica das plantas normais e
anormais de L. esculentum acesso BGH 160 e esclarecimento de algumas
controvérsias que a literatura vem apresentando a respeito da classificagao dos
cromossomos e posicdo da NOR neste género, foram propostos os seguintes
objetivos: (I) Obter os cromossomos de L. esculentum para caracterizagéo
morfolégica, quanto a classificagcdo e posicao das constrigbes; (II) Montar os
cariogramas de L. esculentum var. Stupnické e L. esculentum acesso BGH 160
normal e anormal; e (lll) Comparar os cariogramas de L. esculentum var.

Stupnické com L. esculentum acesso BGH 160 normal e anormal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Nas andlises citogenéticas foram utilizadas 50 sementes das plantas
normais € anormais de Lycopersicon esculentum acesso BGH 160 (provenientes
da cidade de Muribeca — Sergipe), cedidas pelo Prof. Derly José Henriques da
Silva, curador do Banco de Germoplasma da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Vigosa, MG. As sementes de Lycopersicon esculentum var. Stupnickeé,
utilizadas como padrao de cariotipo do acesso em questao, foram fornecidas pelo
Dr. Jaroslav Dolezel, do Laboratério de Citogenética Molecular e Citometria do

Instituto Experimental Botanico, Sokolovska — Republica Tcheca.

2.2. Obtencdo, tratamento e fixacdo dos meristemas radiculares

As analises mitdticas foram realizadas no Laboratério de Citogenética e
Citometria Vegetal do Departamento de Biologia Geral (DBG) da UFV. As
sementes das plantas normais de L. esculentum acesso BGH 160 e de L.
esculentum var. Stupnické foram germinadas em placas de Petri, contendo papel-
filtro e agua destilada. Essas placas foram mantidas em BOD, no escuro, a
temperatura de 28 °C.

Os meristemas radiculares das plantas anormais de L. esculentum acesso
BGH 160 foram obtidos por estacas a partir de trés plantas-matriz. As estacas
com aproximadamente 15 cm de comprimento foram colocadas em frascos
contendo agua, a temperatura de 30 °C, até o enraizamento.

Apos atingirem o tamanho de 1,0 a 1,5 cm de comprimento, as raizes,
obtidas de semente ou de estaca, foram submetidas aos procedimentos de
bloqueio. Com a finalidade de acumular células em metafases foi utilizado APM
na concentracédo 3 uM, por um periodo de 14 h, a uma temperatura de 4 °C.
Posteriormente, as raizes foram lavadas em agua destilada para remover o
excesso da solugédo antimitética e fixadas em solugdo de metanol : acido acético

(PA) na proporgao 3:1, a -20 °C.
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2.3. Maceracéao enzimética

Para maceracdo enzimatica, as raizes foram retiradas da solugao fixadora
e lavadas em agua destilada. Em seguida, foram transferidas para tubos de
microcentrifuga Eppendorf™ de 1,5 mL, contendo um complexo enzimatico
(tamp3o citrato 0,01 M + 1% macerozime Yakult R10® +1% celulase SIGMA® +1%
hemicelulase SIGMA® + 20% de pectinase SIGMA®) por 2 h a 34 C°. Apds a
digestdo enzimatica, as raizes foram lavadas por um periodo de 15 min em agua
destilada, com trés trocas e fixadas em solugédo de metanol : acido acético (3:1)
a-20 °C.

2.4. Preparacao das laminas

As laminas foram preparadas, segundo Carvalho e Saraiva (1993, 1997),
pela dissociacdo do meristema radicular e secadas ao ar em movimentos rapidos,
e em placa aquecedora a 50 °C. Algumas laminas foram coradas com solug¢ao de
Giemsa 5% (tampéao fosfato pH 6,8), por 3 min, a temperatura ambiente, lavadas
duas vezes em agua destilada e secadas ao ar e em placa aquecedora a

temperatura de 50 °C.
2.5. Bandeamento Ag-NOR

Algumas laminas de L. esculentum var. Stupnické foram submetidas ao
bandeamento Ag-NOR, segundo Funaki et al. (1975). A solugcdo de nitrato de
prata (AgNO3) 50% foi gotejada sobre cada lamina. Depois de cobertas com
laminula de vidro, as laminas foram colocadas em camara umida a 34 °C, por 19
h. Decorrido o tempo de incubagao, as laminulas foram removidas com jato de
agua e as laminas, lavadas em agua corrente por 2 min e em agua destilada por 1

min.
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2.6. Andlise do cariodtipo

A observagdo e andlise das laminas foram realizadas com o uso de
microscopio OIympusT'\’| , modelo BX 60, iluminagcdo de campo claro, usando-se a
objetiva de 100 x (imersao em 6leo). As imagens de interesse foram capturadas
diretamente, por meio de video-camera acoplada ao microscopio € a um
microcomputador Macintosh ™ (modelo G4), equipado com placa digitalizadora.
Tais imagens foram analisadas por meio do programa Image SXM (BARRETT,
2002) de dominio publico, o qual pode ser obtido via internet
(http://reg.ssci.liv.ac.uk). Os bracos de cada cromossomo foram medidos em
pixels e convertidos em escala de micrometros. A razdo entre os bragos (r) foi
determinada segundo o critério de classificagdo morfolégico dos cromossomos

descritos por Guerra (1986).
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3. RESULTADOS

Os procedimentos adotados no pré-tratamento resultaram em metafases
morfologicamente definidas, individualizadas e no mesmo plano da ldmina. Com o
uso do antitubulinico APM na concentragdo de 3 uM pelo periodo de 14 h a 4 °C,
foram obtidas metafases em quantidade suficiente para analise.

As metodologias utilizadas auxiliaram a contagem do numero e a
caracterizagdo dos cromossomos de L. esculentum var. Stupnické (Figura 1).
Esse gendtipo foi empregado como referéncia em relagdo a classificacédo e
numero de cromossomos e também na identificacdo da NOR ativa. O
complemento dipléide das espécies analisadas foi evidenciado como sendo 2n =
24 cromossomos (Figura 2), sendo um metacéntrico (6) e os demais,
submetacéntricos. O comprimento dos cromossomos variou, em meédia, de 2,07 a
4,08 um (Tabela 1).

TR IRTR (R
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Figura 1 - Cromossomos metafasicos de L. esculentum var. Stupnické pré-
tratados com APM 3 pM durante 14 h a 4 °C e corados com a solugao
Giemsa por 3 min. Observar a presenca de constricdo secundaria
adjacente a primaria no par de cromossomo 1 e a morfologia bem

preservada dos cromossomos. Barra = 5 pym.
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Figura 2 - Cromossomos metafasicos da planta normal de L. esculentum acesso

BGH 160, pré-tratados com APM 3 uM por 14 h e corados com a

solugcdo Giemsa por 3 min. Observar o cariograma (2n = 24) com um

cromossomo metacéntrico (6), os demais submetacéntricos e a

presenca de constricdo secundaria no par 1. Barra = 5 uym.

Tabela 1 — Morfometria dos cromossomos metafasicos de L. esculentum acesso
BGH 160 (normal)

L. esculentum Acesso BGH 160 Normal

Total Brago (um)
Cromossomo (nm) Curto Longo r Classe
1 4,08 1,49 2,58 1,73 SM
2 2,88 0,95 1,93 2,03 SM
3 2,77 0,95 1,82 1,91 SM
4 2,64 0,84 2,07 2,46 SM
5 2,64 0,76 1,88 2,46 SM
6 2,61 1,06 1,55 1,46 M
7 2,58 0,98 1,60 1,64 SM
8 2,53 0,73 1,79 2,44 SM
9 2,50 0,84 1,66 1,97 SM
10 2,45 0,87 1,58 1,81 SM
11 2,17 0,73 1,44 1,96 SM
12 2,07 0,71 1,36 1,92 SM
Total 31,92

r = razao entre os bragos longo e curto, M = metacéntricos e SM = submetacéntrico.
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Ja a analise citogenética da planta anormal de L. esculentum acesso BGH
160 revelou a presenca de uma dele¢ado no brago curto em um dos cromossomos

homologos do par 1 (Figuras 3 e 4).
1 2 3 4 5 6
7 8 9 10 11 12

Figura 3 - Cromossomos metafasicos da planta anormal de L. esculentum acesso
BGH 160 pré-tratados com APM 3 uM por 14 h e corados com a

solugcao Giemsa por 3 min. Barra = 5 ym.
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Figura 4 — Colegao de pares de cromossomos homologos em metafase (1 e 2) de L.
esculentum var. Stupnické (A), L. esculentum acesso BGH 160 (normal)
(B) e L. esculentum acesso BGH 160 (anormal) (C). Observar a delegao
em um dos homélogos do par cromossOmico 1 da planta anormal de L.
esculentum acesso BGH 160. Os pares de cromossomos 2 foram

utilizados como referéncia. Barra = 5 ym.
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O bandeamento Ag-NOR em L. esculentum var. Stupnické evidenciou, pela
impregnacgao da prata em proteinas relacionadas a transcrigdo dos genes rDNA, a
NOR ativa na por¢cdo mediana do brago curto do cromossomo 1 (Figura 5). Um
dos cromossomos homologos do par 1 permaneceu ligado ao nucléolo, e isso
ocorreu com o uso das metodologias, retardando o afastamento do cromossomo

da NOR ativa do nucléolo.

Figura 5 - Cromossomos metafasicos de L. esculentum var. Stupnické, pré-tratados
com APM 3 uM durante 14 h a 4 °C e submetidos ao bandeamento
Ag-NOR. Observar a banda NOR positiva na por¢cdo mediana no par
de cromossomo 1 e um desses cromossomos homologos associado

ao nucléolo. Barra = 5 uym.
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4. DISCUSSAO

O numero cromossdmico observado de L. esculentum foi 2x = 24, o0 mesmo
descrito por Winkler (1909). Em razdo da qualidade dos cromossomos
metafasicos obtidos, foi possivel identificar e caracterizar morfometricamente
cada par de homdlogos com constrigbes primarias e secundarias definidas
(Figuras 1, 2 e 3 e Tabela 1). Winkler (1909) obteve o numero cromossdmico de
Lycopersicon por preparagoes incluidas em parafina, caracterizando estes como
pequenos e arredondados. Ja Banks (1984) em L. esculentum, utilizando a
técnica de esmagamento, constatou diferentes numeros de cromossomos, 2x =
25 ou 2x = 26. As preparagdes em parafina e corte histolégico, assim como as
técnicas de esmagamento, segundo Sumner (1990) e Andras et al. (1999),
geralmente resultam em cromossomos sobrepostos, dificultando analises
citogenéticas confiaveis.

Em relacdo a posicdo do centrbmero, observou-se um Ccromossomo
metacéntrico (6) (Figuras 1, 2 e 3) e os demais, submetacéntricos. Contudo, outra
classificagcdo foi relatada por Lapitan et al. (1989), Quiros (1991), Sherman e
Stack (1992) como trés metacéntricos (5, 11, 12) e os demais, submetacéntricos.
Esses autores utilizaram a técnica de esmagamento e analisaram cromossomos
meidticos em paquiteno. Winkler (1909), empregando preparacgdes incluidas em
parafina de Lycopersicon, obteve cromossomos com morfologia que nao
possibilitou a identificacdo das constricbes primarias e secundarias.

Neste estudo, o uso do bloqueador mitético APM e da solucéo fixadora
metanol:acido acético proporcionou a obtencdo de cromossomos metafasicos
com integridade morfoldgica, que possibilitaram a classificagao e identificagdo dos
pares de homologos. Segundo Dolezel et al. (1999) e Planchais et al. (2000), o
APM é um antitubulinico que proporciona o acumulo de células metafasicas por
possuir alta afinidade pelas tubulinas vegetais. Ja a solugao fixadora evita a perda
de acidos nucléicos e proteinas, preservando a morfologia dos cromossomos e
provocando a precipitacdo de nucleases que podem danifica-los (DIETRICH,
1986). A técnica de dissociacdo celular e secagem ao ar (CARVALHO e
SARAIVA, 1997) possibilitou a obtengdo de cromossomos distendidos sobre a

ldamina sem sobreposi¢cdes e adequados para analises.
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Em L. esculentum acesso BGH 160 anormal foi observada uma delegéo no
brago curto em um dos homologos do par 1 de aproximadamente 25,2% (Figuras
3 e 4). Na anadlise do conteudo de DNA pela citometria de fluxo foi verificada a
perda do genoma de 0,09 picograma, porém nao foi identificado o tipo de variagao
cromossémica (KARSBURG e CARVALHO, no prelo). A identificacdo dos tipos de
alteragdes cromossémicas e das regides especificas da ocorréncia de delegéo
possibilita o entendimento das modificagcbes que podem ser ocasionadas pela
perda de determinado segmento do cromossomo (SYBENGA, 1992;
WORDRAGEN et al., 1996).

A delecdo em um dos homoélogos do par 1 em L. esculentum acesso BGH
160 anormal provavelmente foi responsavel pela variagdo na morfologia floral,
com numero irregular de pétalas e presenga de petaldides, no qual se formam os
graos de polen com formas e tamanhos variados, formagao de pseudocarpelo e
presenca de frutos com forma imbricada sem sementes. Belliard et al. (1978),
estudando hibridos de Nicotiana tabacum com o0 uso de nucleases de restricao de
EcoRI, constataram a perda de um fragmento de DNA desse genoma. Esse
hibrido apresentou flores com o numero de pecas florais variado.

A formacdo dos grdos de podlen nas estruturas petaldides e a
ornamentagdo variada destes com reduzida germinagdo polinica nas plantas
anormais de L. esculentum acesso BGH 160 provavelmente foi decorrente da
delecao de parte do genoma (KARSBURG e CARVALHO, no prelo). Kakani et al.
(1999), estudando gréos de pdélen de Gossypium, observaram ornamentacdes
atipicas e reducé&o na germinagao do tubo polinico, caracteristicas ocasionadas
pela delegdo de um dos homodlogos do par 12.

Os gametas portadores da deficiéncia perdem em competitividade com os
gametas normais, ocasionando redugcao na formacado de frutos com ou sem
sementes (SYBENGA, 1992; PAGLIARINI, 2001). Em Triticum aestivum, com o
uso de agentes fisicos, raios X, ocorreu a delegdo em um dos homédlogos do
cromossomo 2, produzindo plantas com sementes estéreis (ENDO e GILL, 1996).

As delegcbes de segmentos do genoma podem ainda ocasionar variagdes
na cor dos frutos, como ocorréncia de L. esculentum, com eliminagao de parte do
bragco longo de um dos homélogos do cromossomo 6 (WORDRAGEN et al.,

1996). Em Zea mays, a eliminacao de parte do braco curto em um dos homdélogos
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do cromossomo 9 causou a formacao de sementes albinas (ROBERTSON et al.,
1993).

A reavaliacdo da localizacdo da NOR ativa em L. esculentum var.
Stupnické pelo bandeamento Ag-NOR possibilitou a identificagdo dessa regido na
porcdo mediana do brago curto do cromossomo 1 (Figura 4). Segundo Kush e
Rick (1954), Quiros (1991), Peterson et al. (1996) e Emmanuel e Levy (2002), nos
cromossomos paquiténicos de L. esculentum a NOR ativa estaria localizada no
par 2. Porém, esses autores alegaram que tiveram dificuldades na identificagcao
das regides ativas pela impregnagao e grau de compactagao dos cromossomos.

L. esculentum var. Stupnické foi utilizado para a identificacdo da NOR por
nao apresentar alteragdes morfogénicas durante o desenvolvimento. Além da
caracterizagcao da NOR ativa no cromossomo 1, foi observada a associacédo de
um dos homdlogos ao nucléolo durante a metafase (Figura 4). Segundo Guerra
(1988) e Sumner (2003), os cromossomos que contém a constricdo secundaria
sao frequentemente vistos na préfase associados com o nucléolo. Essa
associacdo se deve ao fato de que nas constrigdes secundarias se situam os
genes que produzem determinados tipos de RNA ribossomais, que constituem
grande parte do nucléolo. Com a utilizagdo de agentes antimitéticos APM e
orizalina, é frequente a visualizagdo do nucléolo associado com 0s cromossomos
que possuem a NOR ativa, pois o0 uso de bloqueadores em curto espaco de
tempo pode favorecer a preservacdo do nucléolo na metafase sem alterar a

estruturacdo dos cromossomos (CONTIM et al., 2005).
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5. CONCLUSOES GERAIS

Com as avaliagbes e caracterizagbes morfologicas realizadas em L.
esculentum acesso BGH 160, foram observadas plantas com comportamentos
normal e anormal quanto a estruturagcao dos botdes florais. Pelo comportamento
fenotipico do acesso em questdo, e em virtude das variagdes morfolégicas nas
plantas anormais, em comparagcdo com as descricbes de outros tomateiros de
variagdes similares, nao foi possivel classificar as alteragdes pelas descricbes da
literatura.

Pela quantificacdo do conteudo de DNA, foi observada uma diferenca de
0,09 pg entre as plantas de L. esculentum acesso BGH 160 normais e anormais.
As diferencas do conteudo de DNA absoluto nas plantas do acesso podem ter
ocorrido pela variagdo cromossémica.

Na analise da variagao da ploidia com a area foliar, verificou-se correlagcao
entre as duas variaveis nas plantas normais para os nucleos 4C. Porém, nas
plantas anormais, a area foliar ndo correspondeu a variagao da ploidia, tanto que
a correlagdo entre a ploidia e a area foliar foi negativa para os nucleos 8C.
Considerando-se que o comportamento diferencial das plantas anormais poderia
estar relacionado com a diferenca do conteudo de DNA, este estudo enfatizou as
avaliagdes citogenéticas entre esses dois tipos de plantas.

Com as metodologias utilizadas em L. esculentum, de bloqueio, fixagao,
maceragao enzimatica, dissociagao celular e secagem ao ar, obteve-se acumulo
de metafases, com cromossomos morfologicamente preservados, sem
sobreposi¢des, pouco condensados e com constricdes bem definidas suficientes
para as analises citogenéticas.

O material possibilitou a montagem do cariograma e o fornecimento de
informacdes acerca da organizagao dos cromossomos dessa espécie. Além da
identificacdo de uma delecdo em L. esculentum acesso BGH 160 anormal
presente em um dos homodlogos do par 1. A delegédo possivelmente tenha se
originado de disturbios meidticos, sendo ela provavelmente responsavel pelas

alteracdes morfologicas nos botdes florais.
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