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RESUMO

SILVA, Emanuelli Narducci; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Margo, 2009. Caracterizacdo botanica e citolégica da espécie
silvestre Vasconcella goudotiana (Caricaceae). Orientadora: Telma Nair Santana
Pereira. Conselheiros: Messias Gonzaga Pereira e Alexandre Pio Viana.

As espécies que compdem o0 género Vasconcella sdo cultivadas em pequena
escala, sendo consumidas e cultivadas principalmente por populac¢des indigenas,
da regido dos Andes e Equador. O género se destaca por ser considerada fonte
de genes de resisténcia a doengas que sao danosas para a cultura do mamoeiro
(Carica papaya L.). Assim, a preservacdo, avaliagdo e caracterizacdo de
germoplasma silvestre relacionado a forma cultivada sédo essenciais para o
melhoramento da cultura. Esta dissertacdo teve o objetivo de fazer uma
caracterizacdo citologica da espécie silvestre Vasconcella goudotiana e esta
composta de trés artigos cientificos: um sobre uma descricdo botanica
sumarizada da espécie cultivada nas condi¢cdes de Campos dos Goytacazes; um
segundo sobre a determinacdo do cariétipo da espécie e um terceiro sobre a
caracterizagcdo meidtica e pos-meidtica da espécie. Para tanto, sementes foram
adquiridas via doacdo feita pelo USDA / ARS - Hillo (HI) (United States
Department of Agriculture / Agricultural Research Service) - Hillo (HI): (HCR 167)
e as plantas foram cultivadas na casa de vegetacao localizada na Unidade de
Apoio a Pesquisa do CCTA. A descri¢cao botanica foi realizada usando descritores
do IBPRG para a cultura do mamoeiro. Pode-se observar que a espécie € dibica

com plantas masculinas e femininas com fendtipos bem distintos: a planta
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masculina apresenta folhas palmipartidas e onduladas com comprimento médio
variando de 25,98 cm e largura média de 31,20 cm, ndo apresentam pubescéncia
e nem cera. As flores sdo dispostas em inflorescéncias com peddnculos
compridos medindo em média 23,84 cm e apresentando em média 24,44 botdes
florais. As flores sdo de coloragcdo amarelo creme, pentadmeras, simpétalas,
apresentando dez anteras do tipo heterodinamo. As anteras sdo basifixas com
deiscéncia longitudinal. A planta feminina apresenta folhas palmipartidas,
onduladas, sem serosidade, pouca pubescéncia e com dimensdes menores que
as folhas masculinas. As flores sdo Unicas, dispostas nas axilares foliares,
pentameras, dialissepalo. O gineceu é gamocarpelar e o pistilo é pluricarpelar
apresentando seis carpelos. O ovario € infero, plurilocular, apresentado cinco
l6culos e 264 6vulos. Para a determinacao do cariétipo foi utilizado um protocolo
ja definido no Laboratério para outras espécies da familia, sendo que as pontas
de raizes foram obtidas em plantas em desenvolvimento. Os dados de
comprimento dos bragos longos e curtos dos cromossomos permitiram estimar a
razao entre bracos, o comprimento total ou absoluto dos cromossomos, o indice
centromérico e o indice de simetria. Com base nas imagens das células em
metafase observou-se que a espécie apresenta dezoito cromossomos, Cujos
comprimentos variaram de 3,06 pym a 2,03 um, sendo quatro pares
submetacéntricos e cinco pares metacéntricos. O caridtipo € do tipo simétrico com
um indice de 40,16% e o comprimento do lote haploide foi de 23,08 u. Dentre as
espécies Caricaceae analisadas até entdo, Vasconcella goudotiana é a que
apresenta as maiores medidas dos cromossomos. A avaliagdo do comportamento
meidtico foi realizada com a observacdo da formacdo de gametas masculinos
baseada na analise meiotica, observando as diferentes fases meioticas. De um
modo geral, a meiose seguiu normal gerando no final gametas balanceados,
porém algumas irregularidades foram observadas como cromossomos pegajosos,
cromossomos retardatarios, segregacao precoce, e disturbio nas fibras do fuso.
Considerando que a meiose € influenciada por fatores genéticos e ambientais,
acredita-se que essas anormalidades foram decorrentes das condi¢cdes
ambientais como alta temperatura durante a formagédo dos gametas, ja que esta
espécie é originalmente de ambientes cuja elevacao fica em torno de 1.500 a
2.200 m acima do nivel do mar. O indice meiotico foi de 85,45%, sendo que foram

observados diades, triades e poliades com certa freqiéncia nas células. Esse
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indice sugere que esta espécie é meioticamente instavel. A avaliacdo da taxa de
viabilidade polinica foi realizada com a solugéo tripla de Alexander, sendo os
grdos de podlen classificados como viaveis (coloracdo purpura) e inviaveis
(coloracéo verde). A espécie apresentou uma viabilidade polinica de 67,93%
considerada um percentual baixo, apesar de ter tido plantas com percentual de
85,05%, que é um percentual indicador de uma viabilidade média. Os valores
baixos do indice meidtico e da viabilidade polinica sédo reflexos das anomalias
observadas durante a divisdo meidtica. Assim, conclui-se que a espécie V.
goudotiana deve ser usada em programas de melhoramento via hibridacdo com

certa cautela, j& que provavelmente apresenta gametas desbalanceados.

viii



ABSTRACT

SILVA, Emanuelli Narducci; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. March, 2009. Botanical and cytological characterization of the wild
species Vasconcella goudotiana (Caricaceae). Adviser. Telma Nair Santana
Pereira. Committee members: Messias Pereira Gonzaga and Alexandre Pio
Viana.

In general, species within Vasconcella genus are cultivated in small scale by
indigenous populations in Ecuador and Andean region. The genus is considered
as a source of resistance genes that can be transferred to papaya (Carica papaya
L.). Thus, the conservation, evaluation and characterization of this wild germplasm
related to the cultivated form are essential to papaya breeding. The objective of
this dissertation was to characterize V. goudotiana, a wild species related to
papaya, in cytological terms. This dissertation is compound by three scientific
works. The first one botanically describes the species under Campos dos
Goytacazes climate conditions; the second one presents its karyotype and the last
one shows the meiotic and post-meiotic analyses of this species. Seeds of V.
goudotiana (accession HCAR 167) were kindly donated by USDA/ARS - Hillo (HI)
(United States Department of Agriculture/Agricultural Research Service) - Hillo (HI)
and the plants were cultivated under greenhouse conditions, at UAP/CCTA/UENF.
The botanical description was based on the IBPGR descriptors recommended to
papaya. V. goudotiana is a dioecious species and its male and female plants show
a very distinct phenotypes. The male plants presented palmate leaves, with a

mean length of 25.98 cm and a mean wide of 31.20 cm. These leaves presented
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neither trichomes nor wax. The male flowers are disposed in inflorescences with
long peduncles (mean length of 23.84 cm) and a mean of 24.44 floral buds per
inflorescence. The flowers are yellow-cream, pentamerous, sympetals, with ten
anthers of heterodynamous type. The anthers are basefix with longitudinal
dehiscence. The female plants have palmate leaves with no waxy, a few
pubescence and smaller size than the male leaves. The solitary female flowers are
localized in the axil of the leaf. They are pentamerous and dialysepalous. The
gynoecium is syncarpous (multiple connate carpels) and the pistil shows six
carpels. The ovary is inferior, 5-locular, with 264 ovules per ovary. Male plants
flowered before female, with a mean of 8 months until flowering. The karyotype
was obtained using the protocol that was already defined to the other Caricacae
species. Root tips were collected from developing plants. Data from long and short
arms of the chromosomes were used to estimate the arm ratio, the total or
absolute chromosome length, the centromeric index and the symmetry index.
Based on the images from metaphase cells, it was verified that this species has 18
chromosomes, whose length is between 2.03 and 3.06 um. Four chromosome
pairs were classified as submetacentric and five pairs as submetacentric. The
karyotype was symmetric and its symmetry index was 40.16%. The haploid lot
length was 23.08 uM. Among the already Cariacaceae species analyzed in the
lab, V. goudotiana has the longest chromosomes. Its meiotic behavior was
evaluated by the analysis of male gametes formation in different meiosis stages. In
general, it was a normal meiosis, resulting in balanced gametes, although some
abnormalities as sticky and delayed chromosomes, precocious segregation and
fuse fibers disturbance had been observed. Considering that meiosis is influenced
by genetic and environment factors, it is possible to suppose that these
abnormalities would be a consequence from environment conditions such as the
high temperatures during the gametes formation, since this species is native from
altitudes between 1,500 and 2,200 m above sea, usually with low temperatures.
The meiotic index was 85.45% and some dyads, triads and polyads were
observed in the cells. This index value suggests that V. goudotiana is a meiotic
unstable species. The pollen grain viability was analyzed using Alexander’s triple
solution. The viable pollen gains were red stained while the non-viable ones were
green stained. A 67.93% can be considered low pollen grain viability, although

some plants presented a value of 85.05%, indicating a moderate viability. The low



values of the meiotic index and the pollen grain viability can result from some
abnormalities observed during the meiosis. Thus, the use of V. goudotiana in

breeding programs that use hybridization crosses should be cautious due to its
unbalanced gametes.
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1. INTRODUCAO

A familia Caricaceae é composta pelo género Cylicomorpha, originario da
Africa Equatorial, e pelos géneros Carica, Jacaratia, Jarilla, Horovitzia e
Vasconcella, originarios das Américas do Sul e Central (Badillo, 1993, 2000).
Todas as espécies da familia até entdo analisadas citologicamente séo dipléides
(2n=2x=18 cromossomos) e didicas com excec¢do de Vasconcella monodica que &
mondica, Vasconcella cundinarmacensis também conhecida com Vasconcella
pubescens, que é monoica-didica e Carica papaya que €é dioico-hermafrodita. O
mamoeiro (Carica papaya L.) € a espécie mais importante da familia devido a
producdo de seus frutos nas regides tropicais e subtropicais do mundo (Chen et
al., 1991).

A cultura do mamoeiro apresenta alguns problemas sérios que causam
grandes perdas aos agricultores devido a presenca de pragas e doencas, que
algumas vezes dizimam plantagbes inteiras. A mancha anelar ou mosaico,
causada pelo virus PRSV (Papaya RingSpot Virus), é considerada uma das
principais doencas que ocorrem na cultura do mamoeiro (Souza Junior, 2000).
Vérias metodologias foram implementadas a fim de controlar a doenca, mas até o
presente nenhuma apresentou sucesso (Dantas et al., 2002); uma das limitacbes
encontradas pelos melhoristas para controlar o PRSV é a auséncia de genotipos
no germoplasma da forma cultivada que apresentem resisténcia ao Vvirus.
Atualmente o monitoramento semanal do campo, é a técnica de controle aplicada
em campos de producdo. Por outro lado, algumas espécies silvestres da familia
Caricaceae apresentam genes de resisténcia ao virus PRSV (Alvizo e Rojkind,



1987; Magdalita et al.,1988), bem como sdo portadoras de outras caracteristicas
de interesse agronémico, como resisténcia ao frio, alta concentracdo de acgucar,
resisténcia a Phytophtora, entre outros caracteres (Manshardt e Wenslaff, 1989;
Drew et al., 1998; Scheldeman et al., 2001).

Dentro do género Vasconcella pode-se destacar a espécie silvestre
Vasconcella goudotiana que apresenta o carater de resisténcia ao fungo
Phytophtora palmivora, que age destruindo o meristema radicular das plantas.
Esse fungo age também na forma de esporos ocasionando o desenvolvimento de
uma massa micelial branca, a qual leva a podriddo do fruto, sendo que as perdas
de frutos maduros giram em torno de 7 a 10% da producado total do mamoeiro
(Liberato et al., 1993). A acédo de fitopatdgenos causa perdas pos-colheita que
podem chegar a 75% na cultura do mamoeiro na fase de comercializagdo. Com
tudo as pesquisas visando a resisténcia ao fungo ainda sao incipientes.

Para que esse germoplasma seja utilizado em programas de
melhoramento € necessario que se utilize a hibridacdo interespecifica que tem
como obijetivo a introgressao de genes de interesse em espécies cultivadas. Para
tanto € importante que se conheca a espécie em questdo e que se conheca as
relacdes genéticas entre a espécie silvestre e a forma cultivada (Dantas et al.,
2002).

As espécies que compdem o0 género Vasconcella sdo cultivadas em
pequena escala, sendo consumidas e cultivadas principalmente por populacées
indigenas, da regidao dos Andes e Equador (Scheldeman et al., 2001). A literatura
sobre 0s aspectos citogenéticos e genéticos desse género é muito incipiente.
Assim, conhecer e caracterizar citogenéticamente o germoplasma silvestre da
familia Caricaceae permite um maior conhecimento a respeito das espécies e um
melhor uso das mesmas em programas de melhoramento.

O Laboratdrio de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) vem desenvolvendo um
programa de melhoramento genético do mamoeiro desde 1995, e recentemente
foram introduzidas na sua colecéo de germoplasma as espécies V. quercifolia, V.
cauliflora, V. goudotiana, V. cundinamarcensis e V. monoica importantes fontes de
genes de interesse para o melhoramento genético da forma cultivada, o

mamoeiro.



Dando continuidade as pesquisas citogenéticas de espécies da familia
Caricaceae, este trabalho teve por objetivo caracterizar citologicamente a espécie
silvestre Vasconcella goudotiana via determinacéo do cariotipo, caracterizagédo da
meiose, determinacdo do indice meidtico e determinacéo da viabilidade polinica,
visando gerar conhecimentos que possam ser usados no programa de

melhoramento do mamoeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Botéanicos e Origem Geografica

A familia Caricaceae pertence a classe Dicotyledoneae, subclasse
Archichlamydeae, ordem Violales, subordem Caricineae, familia Caricaceae
(Badillo, 1993). Dentro da familia destaca-se o género Vasconcella que é
composto por 21 espécies. De acordo com Scheldeman et al. (2001), algumas
das espécies que compdem o género Vasconcella apresentam forma e textura da
casca parecida com a Carica papaya L., sendo conhecidas como papaya de
terras altas ou papayas das montanhas, e pela preferéncia por terras altas. Até o
presente, as espécies da familia analisadas sao tidas como dipléides com
2n=2x=18 cromossomos, ou seja, 0 numero basico de cromossomos do conjunto
hapldide € n=x=9 (Storey, 1941).

As plantas do género Vasconcella sdo arbustos que chegam a atingir até
10 m de altura; a haste medular pode se apresentar simples ou ramificada, seu
tronco se apresenta mais largo acima da base podendo atingir até 20 cm de
diametro. Apresentam folhas grandes, sendo formadas de sete a cinco nervuras,
em ambito semicircular (Badillo, 2000). A maioria das espécies do género
Vasconcella é didica, porém ha representantes monoicos (V. mondica) e didico-
monoico (V. cundinamarcensis ou V. pubescens). Em V. mondica as flores sao
diferenciadas morfologicamente, porém ocorrem na mesma inflorescéncia,

ocorrendo uma ou duas flores femininas e as demais masculinas (Badillo, 1993).



A espécie V. goudotiana é didica e, portanto € aldgama. Nas plantas
masculinas as flores ocorrem em inflorescéncias e nascem nas axilas foliares;
apresentam pedunculos alongados que chegam a atingir 13 cm; as flores se
organizam em grupos e apresentam o tubo do calice curto, I6bulos curtos
estreitos e agudos, de coloracdo verde enquanto os botdes apresentam coloragéo
amarelo-claro ao abrirem. J& as flores femininas se apresentam como flores
isoladas e também nascem nas axilas foliares, sdo flores pequenas e com o
pedunculo muito curto (Badillo, 1993). As plantas de V. goudotiana também
diferem em tamanho e estrutura foliar, as plantas masculinas apresentam folhas
mais repicadas, enquanto as femininas apresentam folhas menos repicadas.

Os primeiros relatos sobre as Caricaceas datam de 1696, e foram
descritos por Linneaus, em sua obra Plantarum em 1753 (Badillo, 1971). O
género Vasconcella tem o Equador como seu centro de diversidade; na area se
concentra 71% do total de espécies do género descritas, ou seja, 15 das 21
espécies do género. Devido a tal caracteristica a area é considerada como
portadora de um alto nivel de diversidade genética (Badillo, 1993). V. microcarpa
e V. cundinamarcensis sdo encontradas da regidao Andina e em direcdo ao norte
do Panama e V.cauliflora pode ser encontrada do norte ao sul do México (Badillo,
2000). As espécies que compdem o género sdo descritas como silvestres e ou
semidomesticadas, e se desenvolvem em regides de 1.500 a 2.200m de altitude,
em bosques umidos e subtropicais (Badillo 1971, 1993, 2000).

2.2. Determinacao do Cariétipo

Caridtipo sdo a representacdo de todos 0S cromossomos Ou conjunto
cromossdmico de uma espécie. Cromossomos sao unidades de heranca
encontradas no nucleo de todas as células de organismos eucariontes. A
determinacdo de um cariétipo geralmente baseia-se nos cromossomos mitéticos
em metafase. Trés termos sdo frequentemente utilizados na identificacdo de
Cromossomos: cariotipo, o exato conjunto basico (genoma) de um organismo;
cariograma, medidas fisicas dos cromossomos tiradas em fotomicrografia, onde
0S cromossomos séo organizados em ordem decrescente ou nao, e idiograma,

gue é o desenho esquematico do cariograma (Guerra &Souza, 2002).



A forma dos cromossomos monocéntricos fundamenta-se na posi¢cao da
constricdo primaria ou centrbmero que divide o cromossomo em bragcos de
tamanho igual ou nao; além dos centrdbmeros tem-se a regido organizadora de
nucléolo (RON), sitio da sequéncia repetitiva 45S (rDNA), que pode ser terminal
ou intersticial dando origem a constricdo secundaria e no ultimo caso dando
origem ao satélite (Schubert, 2007).

Levan et al. (1964), baseando-se na posi¢cao do centromero, classificaram
0S Cromossomos em seis tipos: metacéntrico (M) e telocéntrico (T), que sédo
terminologias usadas para cromossomos gue possuem o centrdmero localizado
exatamente no meio do cromossomo (metacéntrico) e na porgcédo terminal do
cromossomo (telocéntrico). Os outros quatro tipos foram classificados em
concordancia com a localizagdo do centrdbmero que poderia ser na regiao
mediana (m), submediana (sm), subterminal (st) e terminal (t); entretanto, essa
classificacdo € indicada para cromossomos longos. Guerra (1986) revisou o
trabalho de Levan et al. (1964) e sugeriu uma classificagdo baseada na razao
entre bracos (r) e no indice centromérico (IC) e com base nesses dois
estimadores classificou os cromossomos em quatro tipos: metacéntrico (M, r=1,0
a 1,49; IC= 40,1 a 50,0), submetacéntrico (SM, r=1,50 a 2, 99, IC= 25,1 a 40,0),
acrocéntrico (A, r= 3,0 a 7, IC=0.01 a 25.0) e telocéntrico (T, r=«, IC=0). O autor
relata que esta classificacdo € mais adequada para espécies com cromossomos
pequenos.

Outro conceito importante em citologia € a simetria e assimetria do
cariétipo, cujos cromossomos de tamanho semelhante e centrdmero mediano ou
submediano s&o considerados como pertencentes a um cariotipo simétrico,
enquanto que caribtipos assimétricos sdo aqueles que apresentam cromossomos
de tamanho mais heterogéneo e centrdbmeros mais terminais (Mayeda, 1997). Os
cariétipos mais simétricos sao considerados mais primitivos e dariam origem aos
caridtipos assimétricos. Huziwara (1962) estabeleceu um parametro para analisar
a simetria dos caridtipos, o indice TF (indice de simetria). O indice TF
corresponde a razdo entre 0 somatorio dos bracos curtos e o comprimento do lote
haploide; o indice pode variar de 0 a 50%, sendo este Ultimo valor caracteristico
de cariotipos extremamente simétricos. Acredita-se que espécies que apresentam

caridtipo assimétrico sejam mais avancadas evolutivamente (Coelho e Battistin,



1996; Mercado-Ruaro e Delgado-Salinas 1998), e que alteragées cromossémicas
ocorreram no decorrer da evolucéo da espécie (Maffei et al., 1996).

Outras variaveis também sao levadas em conta na analise do cariotipo
como o tamanho do genoma, caracteristicas dos teldmeros, tamanho e posi¢cao
dos knobs heterocromaticos, e comprimento absoluto e relativo dos
cromossomos, além das constricdes secundarias (Singh, 1993).

Para a determinacdo do cariotipo é necessario que células mitdticas em
divisdo apresentem os cromossomos espalhados e condensados de forma a
permitir a contagem dos cromossomos e as medicdes dos bragos
cromossomicos. Para tanto, o tecido vegetal tem que ser preparado de maneira a
preservar 0s Cromossomos permitindo, assim, uma boa visualizagcdo dos mesmos.
De maneira geral, é realizado um pré-tratamento com substancias quimicas, o
qual é seguido pela fixagdo, com posterior coloracdo. O pré-tratamento consiste
em submeter o tecido vegetal, normalmente pontas de raizes visando: a) clarear o
citoplasma; b) dissolver a lamela média promovendo uma melhor separacdo e
distribuicAo das células; c) promover o espalhamento dos cromossomos
acompanhado da clarificagdo das constricbes; e d) amaciar o tecido. O pré-
tratamento também promove uma rpida penetracdo da solucdo fixadora como
também facilita o estudo da estrutura dos cromossomos (Sharma e Sharma 1994)

Dentre os produtos quimicos utilizados em pré-tratamentos tem-se a
colchicina que € um alcal6ide que altera o estado coloidal dos cromossomos e, no
citoplasma, causa a inibicdo das fibras do fuso acromético, permitindo assim uma
distribuicAo ao acaso dos cromossomos metafasicos por toda a célula. Essa
substancia em contato com 0S Cromossomos promove 0 encurtamento dos
mesmos e torna as constricbes mais evidentes. Nao ha efeito letal nos tecidos, o
qual deve ser fixado em uma solucao fixadora, apos tratamento com colchicina
(Sharma e Sharma, 1994). As metafases, bem espalhadas oriundas de
tratamento com colchicina, sdo conhecidas como metafase C. E a partir das
metafases C que sdo montados os cariogramas e idiogramas (Guerra, 1988).

A 8-hidroxiquinoleina, membro do complexo quinolina é outro produto
utiizado como pré-tratamento, e seu uso promove a inativacdo do fuso e,
consequentemente, ndo impede a expansao dos cromossomos; 0s bracos
cromossOmicos contraem - se igualmente, permitindo a metafase manter o seu

arranjo relativo no plano equatorial da célula. A oxiquinoleina ndo afeta algumas



regides dos cromossomos fazendo com que os dois bragos figuem bem
contraidos e visiveis. As constricbes secundarias também se tornam visiveis com
0 uso desta substancia (Sharma e Sharma, 1994). Usualmente é indicado pré-
tratar o tecido somatico em solucdo aquosa 0,002 M por 3 a 4 h, em temperatura
de 18 °C; temperaturas superiores tém causado o aparecimento de cromossomos
pegajosos, sendo 0 seu uso adequado para espécies que apresentam
cromossomos de tamanho grande (Singh, 1993).

O paradiclorobenzeno (PDB), pertencente ao grupo dos benzenos, € muito
utilizado em determinacgédo de cariotipos, pois ele ndo somente promove a inibicdo
do fuso, como também torna as constricdes cromossémicas mais visiveis devido
a contracdo e a hidratacdo diferencial dos segmentos dos cromossomos. De
todos os produtos utilizados na citogenética, o paradiclorobenzeno apresenta uma
ampla utilizacdo podendo ser utilizado tanto para espécies com cromossomos
longos quanto com cromossomos pequenos, variando o tempo de tratamento, de
acordo com a espécie (Sharma & Sharma, 1994).

Quanto a coloracado dos cromossomos tem a coloracdo convencional e a
diferencial ou bandeamento. As colorag¢des ditas como convencionais, sao as que
utilizam produtos que coram o cromossomo por inteiro (Giemsa, Orceina Acética,
Reativo de Schiff, hematoxilina/eosina, etc.). A solu¢cdo corante Feulgen ou
Reativo de Schiff, cujo corante é a fucsina acida, tem muitas vantagens como alta
especificidade ao DNA, dai ser considerado o mais efetivo para a coloracdo dos
cromossomos, porém em espécies de baixo contelido de DNA e cromossomos
muito pequenos, nem sempre 0S cromossomos sao bem corados e delineados
(Guerra & Souza, 2002).

O carmim ou carmine é um corante natural muito utilizado para coloracéo
de cromossomos mitoticos e meidticos. Sua solucao serve a duplo propdsito, de
fixacdo e coloragdo, pois o acido acético € um bom fixador para cromatina e o
fluido penetra rapidamente. Solucdo em 1 % do corante é preparada em &acido
acético em 45 % quente; certos autores preferem sempre solucdo em 5 %,
podendo ser adicionado hidroxido de ferro durante a preparacdo do corante para
funcionar como mordente e intensificar a coloragdo. Para tecidos mais compactos
como pontas de raizes ou folhas € aconselhavel tratar o material com uma
mistura HCIl-carmim aquecido, o qual além de amaciar o tecido ira colorir os

cromossomos (Sharma e Sharma 1994).



Giemsa é uma mistura de varios corantes, do grupo azul de metileno e
seus produtos da oxidacdo, os azures bem como a eosina Y. A qualidade do
corante varia com a propor¢cdo dos corantes usados no preparo. A solucédo de
Giemsa é geralmente preparada por dissolucdo do pé em mistura de glicerina e
metanol. Seu efeito na coloragdo torna a cromatina corada de vermelho e o
citoplasma de azul. A importancia de Giemsa na coloragdo de cromossomos
aumentou substancialmente apés o advento da técnica de bandeamento, em
meados de 1970 (Sharma e Sharma 1994).

Além destes podem ser utilizados corantes para regides especificas do
DNA formando bandas, também conhecida como coloracdo diferencial ou
bandeamento, sendo importantes na caracterizacdo de polimorfismos, permitindo
a distincdo de possiveis rearranjos cromossémicos. O caridtipo convencional
pode até constatar a ocorréncia de polimorfismo intra-especifico (Ferreira e
Aguiar-Perecin, 1996), porém, técnicas de coloracédo convencional ndo distinguem
cromossomos com caracteristicas morfolégicas similares (Ferreira e Aguiar-
Perecin, 1996; Singh, 1993).

A analise do caridtipo permite avaliar rearranjos estruturais, 0s quais
podem ser detectados em fungéo de diferencas no tamanho relativo, posi¢cao do
centrbmero, namero cromossbmico basico e numero, posicdo e tamanho do
satélite. Variagcdes na forma do cromossomo podem ser devidas a inversdes
pericéntricas e paracéntricas, enquanto que alteragcdes na forma e no tamanho
dos cromossomos podem ser devidas a translocacdes reciprocas, delecdes,
insercdes, duplicacbes (Schubert, 2007); no estudo do caridtipo tais informacdes

sao de grande importancia para a analise cito taxonémicas (Stace, 2000).

2.3. Meiose

A fertilidade de um organismo esta diretamente associada a sua
regularidade meidtica. O estudo do comportamento meidtico permite a
compreensao de uma maior parte do DNA funcional de um cromossomo, assim
os resultados obtidos podem ser aplicados a estudos de genética de populacoes,
na preservacao de recursos genéticos e em programas de melhoramento (Techio
et al., 2007). A realizacdo de estudos meidticos fornece importantes informacdes
associadas ao genoma individual de uma espécie assim como sobre o

pareamento na producdo de hibridos (Gupta e Priyadarshan, 1987), tais estudos
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geram também informagBes sobre a recombinacdo cromossdémica, as
irregularidades meidticas e a viabilidade no caso da producéo de hibridos (Jong et
al., 1993).

O processo compreende dois ciclos sucessivos de divisdo denominados
meiose | (ou 12 divisdo) e meiose Il (ou 22 divisdo). Na meiose | ocorre
segregacao de cromossomos homoélogos, formando duas células com metade do
namero de cromossomos (n) da célula original, cada uma com conteudo 2C de
DNA, enquanto na meiose Il ocorre segregacao de cromatides irmas, originando
quatro células filhas n, e com conteddo 1C de DNA (Guerra, 1988).

A primeira divisdo, reducional, apresenta as fases Profase |, Metéfase |,
Anéafase | e Tel6fase I. A Préfase | é a mais longa e é constituida de cinco
subfases: leptoteno, zigéteno, paquiteno, dipléteno e diacinese. Em algumas
espécies, a profase é longa, representando mais que 90% da duracdo de toda a
meiose. E nesta fase e nas subfases que ocorre o pareamento dos cromossomos
homologos e a permuta entre 0s mesmos que pode resultar em recombinacao e
consequentemente em variabilidade genética.

Embora os quiasmas aparecam no dipléteno eles sdo formados no final do
zigéteno ou no paquiteno, quando as cromatides estdo emparelhadas; nos
bivalentes meidticos os quiasmas podem se localizar na regido proximal (P),
intersticial (I) ou distal (D) em relagcdo ao centromero (Guerra e Souza, 2002). .A
posi¢cdo e o numero de quiasmas sao responsaveis pela determinacdo do nivel de
recombinacéo (IR — indice de Recombinac&o), assim como o grau de segregacio
génica das geracdes subsequentes.

De uma maneira resumida na metafase | os pares de cromossomos
homologos alinham-se formando a placa equatorial; na anafase 1, os
cromossomos homélogos segregam e migram para os poélos opostos devido ao
encurtamento das fibras do fuso, completando a terminalizacdo dos quiasmas.
Usualmente é na metafase | que os quiasmas sao classificados em terminais e
interticias de acordo com a configuragcdo observada dos cromossomos na placa.
Ferndndez-Calvin et al. (1995), relatam que a avaliacdo meiética baseada
apenas em ceélulas em metafase I, pode vir a fornecer uma visao limitada do
pareamento, de forma especial quando séo utilizadas técnicas de coloracao
convencional. As configuragbes observadas nas metafases | ndo séo,

necessariamente, as que melhor caracterizam a constituicdo cromossdmica, pois
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podem ser o resultado de quebras em configuragbes maiores de pareamento
como consequéncia da limitada formagdo de quiasmas (considerando o0s
possiveis efeitos das translocacdes).

Ao final da anafase | cada podlo da célula contém o numero de
cromossomos reduzidos a metade (n). Na teléfase | os cromossomos localizados
nos polos da célula iniciam um processo de descondensacao parcial, 0 envoltério
nuclear volta a reorganizar-se e o0 nucléolo se reconstitui.

A segunda divisdo da meiose, a divisdo equacional, se assemelha a uma
mitose, exceto o fato de que ha apenas uma copia de cada par cromossémico por
nacleo. Durante a profase I, os cromossomos voltam a atingir seu grau maximo
de condensacdo e se movem para a placa equatorial. Na metafase I, os
cromossomos se posicionam na regido mediana da célula formando a placa
equatorial e durante a anéfase Il, ha a separacdo e migracdo de cada cromatide
irmé em direcdo a um dos pélos da célula. A tel6fase Il marca o final da meiose,
quando a membrana nuclear e o nucléolo voltam a se reconstituir.

A meiose € um evento de elevada estabilidade evolutiva que culmina na
reducdo do numero de cromossomos (Pagliarini, 2000). O processo de divisao
meidtica caracteriza-se por uma série de eventos seqlienciais de elevada
complexidade, tanto mecanica quanto bioquimica (Pagliarini e Pozzobon, 2004).
Os estudos meidticos sdo de grande relevancia, pois explicam fendmenos
reprodutivos, mecanismos de hereditariedade e de variabilidade genética nas
espécies. Afinal, a meiose se converte em uma das fontes de variabilidade
genética utilizada pelos organismos para a adaptacdo ao meio ambiente e em
consequéncia, a perpetuacao atraves da descendéncia.

O curso normal e harmonioso da meiose garante a viabilidade do gameta
(Pagliarini, 2000), entretanto os eventos da meiose sdo controlados por fatores
genéticos, sendo assim mutaveis, e responsaveis por algumas das irregularidades
meidticas como 0s cromossomos retardatarios (Consolaro et al., 1996), o
processo de orientacdo diferenciada das fibras do fuso acromético (Tilquin et al.,
1984; Caetano-Pereira et al.,1998). Segundo Defani-Scoarize et al., (1996), as
irregularidades meiéticas sdo indesejaveis, pois altera os gendtipos ocasionando
a instabilidade meidtica caracteristica indesejada por dificultar trabalhos de
hibridacao interespecifica em programas de melhoramento e a ocorréncia dessas

anomalias pode dificultar a produgéo de hibridos, por ter como consequéncia, a
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variagdo cromossomica em fungcdo da perda ou ganho de cromossomos nas
novas geracoes (Souza et al. , 2000).

Cromossomos retardatarios, Cromossomos pegajosos, € outras
anormalidades observadas durante a meiose podem ser causadas pela
manifestacdo de genes ou pela influéncia ambiental sobre a planta durante a
meiose (Kaul & Murthy, 1985; Koduru & Rao, 1981).

Love (1951) estabeleceu o indice Meiédtico (IM) como forma de avaliagéo
da estabilidade meidtica dos genotipos; os indices abaixo de 90% sé&o
caracteristicos de espécie com baixa estabilidade meibtica, o que sugere uma
tendéncia para a ocorréncia de anormalidades durante o processo de
gametogénese; Ja espécies portadoras de um indice superior a 90% séao

consideradas portadoras de alta estabilidade meiotica.

2.4. Viabilidade Polinica

A viabilidade polinica € uma medida da fertilidade masculina e pode ser
determinada através de um grande numero de técnicas. A realizagdo de estudos
associados a viabilidade polinica contribui para pesquisas associadas a ecologia
e a taxonomia da espécie em estudo, gerando assim informagdes as quais podem
ser utilizadas em processos de conservacao genética, assim como na agricultura,
e em programas de melhoramento genético.

A viabilidade polinica pode ser determinada através de métodos diretos,
como a inducdo da germinagdo do podlen in vivo ou in vitro e por métodos
indiretos, baseados em parametros citolégicos como a coloragdo (Dafni, 1992;
Techio et al.,, 2006). Estes testes utilizam corantes quimicos especificos que
reagem com componentes celulares presentes no grao de poélen maduro. Dentre
as solucdes corantes pode-se citar a solugcéo de lugol, solugéo de carmim acético
em 1%, e a solucdo tripla de Alexander (Dafni, 1992).

Os testes utilizando lugol ou iodeto de potassio (I2KI) baseiam-se em uma
reacdo quimica que acontece entre o iodo da solugédo e a molécula de amido do
grédo de polen, dando aos graos de pélen viaveis uma coloragdo marrom e aos
inviaveis, devido a auséncia de amido, uma coloracdo amarelo-claro (Jonhansen,
1940). E indicado para espécies cujo material de reserva do grdo de polen é o
amido. Na coloracdo com carmim acético em 1%, os grdos de podlen viaveis

apresentam uma coloracdo rosal/vermelha forte, enquanto os graos inviaveis
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mostram-se transparentes e ndo corados devido a reacdo da solugdo corante com
0 material genético existente no citoplasma, como o DNA. Esses métodos apesar
de serem usados com certa freqiiéncia ndo sao considerados eficazes e seus
resultados sdo questionaveis (Dafni, 1992).

A solucgéo tripla de coloracdo utiliza uma solugdo composta por fucsina
basica, verde malaquita, e laranja G. O corante fucsina basica reage com o
citoplasma colorindo o mesmo de purpura; o verde malachita reage com a parede
do grdo de pdlen colorindo-a de verde e a laranja G é o intensificador da cor
dando uma maior diferenciacdo entre os dois outros corantes. Sob o efeito desta
solucdo graos de pdlen viaveis apresentam o citoplasma cor purpura e a parede
do grdo de polen de cor verde; enquanto grdos de pdlen inviaveis colorem de
verde por apresentarem apenas a parede do grédo de poélen (Alexander, 1969).
Esses métodos sao faceis e relativamente baratos, portanto podem ser utilizados
de maneira rotineira nos laboratérios visando ter um indicativo da viabilidade
polinica de um determinado gendtipo. No entanto, apesar dessas vantagens
alguns autores questionam a eficacia dos mesmos fornecerem informacdes sobre
a capacidade germinativa do pdlen, ja que as solugbes reagem com o citoplasma
e nucleo do gréo de pdlen.

A capacidade germinativa do grdo de pdlen pode ser avaliada através de
testes de germinacado in vitro (Techio et al.,, 2006) ou através do método via
reacdo fluorocromatica ou Teste do FCR. Nesta metodologia, os grdos de pélen
gue ndo sao plenamente fluorescentes, ou seja, graos pouco fluorescentes e sem
fluorescéncia sao considerados inviaveis, enquanto que os graos de podlen

fluorescentes séo tidos como viaveis; a reacéo de fluorescéncia esta diretamente
correlacionada com a integridade da membrana do grao de polen, que por sua

vez participard da germinacao e crescimento do tubo polinico (Heslop-Harrison &
Heslop-Harrison, 1970).

A viabilidade do pédlen se relaciona diretamente com a normalidade da
microesporogénese e microgametogenese e com a eficdcia dos cruzamentos,
tanto entre cultivares quanto entre espécies. Uma alta porcentagem de graos de
polen viaveis € esperada como resultado de um alto percentual de tétrades
normais, as quais refletem um processo meiético regular (Techio et al., 2006 ).
Considerando-se que a meiose esta sob controle genético, mutacées podem

ocorrer (Defani-Scoarize et al., 1996) e segundo Horner e Palmer (1995), ha
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genes mutantes que atuam durante os estadios de pré-meiose, meiose e poés-
meiose, assim o desenvolvimento de graos anormais ou inviaveis pode ser o
resultado de anormalidades que tenham ocorrido durante este periodo. Singh
(1993) relata que os graos de podlen podem ser abortados devido a ocorréncia de
aberracdes estruturais; a ocorréncia de translocacbes heterozigotas causa
aproximadamente 50% de grdos de pdlen estéreis.

2.5. Aspectos citogenéticos da familia Caricaceae

A cultura do mamoeiro mesmo sendo considerada como uma importante
cultura tropical e subtropical, ndo apresenta muitos estudos associados a
caracterizacdo citogenética quando esta € comparada a outras espécies de
interesse agrondmico; fato este justificado devido ao tamanho e a semelhanca
morfoldgica entre os cromossomos (Bajpai e Shing, 2006).

Kumar et al. (1945) relatam a importancia do trabalho realizado por Heiborn
em 1921, que descreveu que a espécie C. papaya era dipléide, com 2n=18
cromossomos. Considerando relevante o trabalho, Kumar e Abraham (1942), a
partir da avaliacdo de células de mamoeiro em metéfase, comprovaram que o
namero somatico da espécie € 2n=18 cromossomos, sendo estes metacéntricos
ou submetacéntricos, concluindo ainda a ndo existéncia de cromossomos sexuais
heteromdrficos. Em termos de conteldo de DNA, a espécie cultivada apresenta
um genoma relativamente pequeno, sendo este composto por 327 Mpb
(Arumuganathan e Earle, 1991).

A cariotipagem € importante para as espeécies, pois por meio dela se
podem avaliar os diferentes tipos de cromossomos que a espécie apresenta a
presenca das constricdbes secunddrias, o tamanho do lote hapléide, e o tipo de
cariotipo se simétrico ou ndo. Em Caricaceas a literatura faz referéncia ao numero
de cromossomos somaticos, porém poucos sao os trabalhos de descricdo desses
cromossomos. Datta (1971) descreveu os cromossomos da espécie cultivada,
como sendo todos muito pequenos, apresentando pequenas diferencas em seu
comprimento, contricdes primarias do tipo medianas ou submedianas, sendo que
alguns cromossomos podem apresentar mais de uma constricdo secundaria. Os
cromossomos das cinco variedades estudadas pelo autor foram em geral

pequenos com comprimento variando de 1 a 4,23 ym.
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Damasceno Junior (2008) trabalhando com as espécies C. papaya, V.
monoica, V. cundinamarcensis e J. spinosa observou que as quatro espécies
apresentaram cariétipos simeétricos com 9 pares de cromossomos, ou seja 2n=18
cromossomos, como ja descrito na literatura para a familia Caricaceae. Foi
possivel observar constricbes secundarias nas espécies C. papaya (par 6), J.
spinosa (par 1) e V. monoica (par 3), todas tratadas com paradiclorobenzeno,
poréem em V. cundinamarcensis, pré-tratada com trifluralin, ndo foi possivel
observar nenhuma constricdo secundaria nos cromossomos. O tamanho dos
cromossomos de C. papaya variaram de 1,52 a 2,29 um, de V. monoica variaram
de 1,35 a 2,49 um, de V. cundinamarcensis variaram de 1,66 a 2,45 um, e de J.
spinosa variou de 1,67 a 2,92 um. As trés primeiras espécies apresentaram
cromossomos metacéntricos, e a ultima, metacéntricos e submetacéntricos. O
comprimento do lote hapléide variou entre as quatro espécies, sendo para J.
spinosa de 20,17 um, para V. cundinamarcensis de 18,69 um, para V. mondica
de 17,11 ym, e para C. papaya de 17,18 um, concluindo que a forma cultivada

apresenta um dos menores genomas entre as espécies estudadas.

Por meio da técnica de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH), utilizando
sondas de rDNA (18S e 5S) Costa et al. (2008) fizeram um estudo comparativo
entre as espécies V. cundinamarcensis, V. goudotiana e C. papaya e verificaram
que had uma maior similaridade genética entre V. goudotiana e V.
cundinamarcensis, em termos de numero e distribuicdo das sondas, e que o
mamoeiro, em relagéo a estas sequéncias repetitivas de rDNA, praticamente nao
se assemelha as espécies de Vasconcellea. As espécies do género Vasconcellea
apresentaram um par de sitios 5S, enquanto C. papaya apresentou trés sitios 5S;
ja as sondas 18S ocorreram com maior freqiéncia no género Vasconcellea, tendo
sido observado em V. goudotiana cinco sitios da sonda 18S, e em V.
cundinamarsencis foram observados quatro sitios dessa sonda. Os autores
confirmaram o nimero de cromossomos para as trés espécies como sendo 2n=18
Cromossomos,

A meiose é também pouco estudada nas Caricaceas. Damasceno Junior
(2008) analisando a meiose das espécies C. papaya e V. monoica confirmou que
as duas espécies sado diploides com 2n=2x=18 cromossomos, ambas
apresentando pareamento regular dos cromossomos, observando-se nove

bivalentes para ambas as espécies, confirmando assim o nivel de ploidia das
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mesmas. Entretanto, a meiose nas duas espécies apresentou algumas
anormalidades. C. papaya apresentou 79% das células em anafase | com
cromossomos retardatarios, e V. monoica, 92,31%. V. monoica, apresentou mais
irregularidades do que a espécie cultivada, sendo cromossomos pegajosos (sticky
chromosomes) a anormalidade mais freqlente e, provavelmente, responsavel
pela segregacao irregular na anafase |, produzindo células desbalanceadas, que
resultaram em produtos meidéticos desbalanceados. C. papaya apresentou indices
meioticos e viabilidade polinica maiores do que V. monoica, sendo de 94,84 e
96,0%, e 77,83 e 70,93%, respectivamente. Esses dados sugerem que V.
monoica € uma espécie meioticamente instavel, e, portanto, pode apresentar
problemas quando envolvida em hibridacbes. Os autores ndo observaram
cromossomos sem pareamento em C. papaya, portanto sugerem a nao existéncia

de cromossomos sexuais heteromaorficos.



17

3. TRABALHOS

3.1. Vasconcella goudotiana: DESCRI(;AO BOTANICA SUMARIZADA DESSA
ESPECIE SILVESTRE.

3.1.1. RESUMO

O género Vasconcella é o que mais se destaca dentro da familia Caricaceae por
apresentar um grande numero de espécies com caracteristicas desejaveis que
poderdo ser transferidas, via hibridizacéo interespecifica, para a forma cultivada
(Carica papaya L.). Recentemente, o Laboratorio de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) adquiriu sementes de espécies do género Vasconcellea visando ampliar a
base genética da sua colecdo de germoplasma, bem como utilizar algumas
dessas espécies em futuras pesquisas de melhoramento do mamoeiro.
Considerando-se que a maioria das espécies desse género € silvestre ou
semidomesticadas, €é importante observar o seu comportamento vegetativo
guando cultivada em local diferente do seu local de origem. Tendo como objetivos
futuros a utilizacdo de Vasconcella goudotiana em programas de melhoramento
do mamoeiro, sementes foram colocadas para germinar e genaotipos foram
cultivados em casa de vegetacdo na Unidade de Apoio de Pesquisa do

CCTA/UENF. Foram descritas folhas e flores das plantas masculinas e femininas
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da espécie conforme descritores recomendados para a cultura do mamoeiro pelo
IBPGR. As plantas masculinas apresentam folhas palmipartidas e onduladas,
tendo em média comprimento de 25,98 cm e 31,20 cm de largura, nao
apresentam tricomas e nem cera nas folhas. As flores masculinas sédo dispostas
em inflorescéncias e apresentam, em média, 24,44 botdes ou flores por
inflorescéncia. Quanto as plantas femininas, apresentam folhas também
palmipartidas, com coloracdo verde-escuro, e comprimento médio de 22,71 cm e
27,9 de largura. As flores femininas séo isoladas e surgem nas axilas foliares. O
gineceu é gamocarpelar e o pistilo € pluricarpelar com seis carpelos. O ovario da
planta é infero e plurilocular, apresentando cinco l6cus. O numero de 6vulos por
ovario € em média de 264 ovulos. As plantas masculinas floresceram antes das

femininas e levaram em média oito meses para o florescimento.

3.1.2. ABSTRACT

Vasconcella is an important genus of Caricaceae family. It contains many
species with desirable traits that can be transferred to papaya (Carica papaya L.)
by interspecific hybridization. Recently, the Plant Breeding Laboratory (LMGV)
from the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF)
acquired seeds from Vasconcella species aiming to increase the genetic base of
its Caricaceae germplasm collection as well as to use some of these species in
further researches of papaya breeding. Considering that almost all species within
this genus are wild or semi-domesticated species, it is important to observe their
vegetative behavior when cultivated under different conditions of their natural
habitats. With the potential intent to use V. goudotiana in papaya breeding
programs, seeds were germinated and the plants were cultivated under
greenhouse conditions at UAP/CCTA/UENF. Leaves and flowers from male and
female plants were described according to the papaya descriptors recommended
by IBPGR. The male plants presented palmate leaves, with a mean length of
25.98 cm and a mean wide of 31.20 cm. These leaves presented neither
trichomes nor wax. The male flowers are disposed in inflorescences with a mean

of 24.44 floral buds per inflorescence. The female plants shows dark green
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palmate leaves, with a mean length of 22.71 cm and a mean wide of 27.90 cm.
The solitary female flowers are localized in the axil of the leaf. The gynoecium is
syncarpous (multiple connate carpels) and the pistil shows six carpels. The ovary
is inferior, 5-locular, with 264 ovules per ovary. Male plants flowered before

female, with a mean of 8 months until flowering.

3.1.3. INTRODUCAO

Segundo Badillo (1971), o primeiro relato da familia Caricaceae é datado
de 1696, presente na obra Plantarum de Lineus, publicada em 1753. A familia tem
como principal centro de origem a América, apresentando uma maior
concentracdo na Ameérica do Sul, onde se localizam os géneros Vasconcella,
Carica e Jacaratia. As espécies que compdem o género Vasconcella séo
descritas como silvestres e ou semidomesticadas, e se desenvolvem em regides
de 1.500 a 2.200m de altitude, em bosques umidos e subtropicais (Badillo, 1971,
1993, 2001).

As espécies que compdem a familia Caricaeae além de C. papaya L., sdo
muito conhecidas regionalmente, sem apresentarem grande destaque econdémico,
mas suas caracteristicas podem vir a ser consideravelmente exploradas
futuramente (Badillo, 1971). As espécies do género Vasconcella sdo muito
utilizadas por camponeses da regido Andina e Peru, centro de origem dessas
espécies, sendo que cada uma apresenta caracteristicas muito especificas, sendo
muito utilizadas na producéo de sucos.

Considerando o conjunto de caracteres de interesse agronémico presente
no género Vasconcella, pode-se relatar a resisténcia ao frio, alta concentracéao de
acucar, resisténcia a Phytophtora, entre outros caracteres (Manshardt e Wenslaff,
1989; Drew et al., 1998; Scheldeman et al., 2003) V. quercifolia e V. cauliflora, sdo
resistentes ao virus da mancha anelar (Van Droogenbroeck et al., 2004; Dillon et
al., 2005; Dillon et al., 2006;). As variedades cultivadas do mamoeiro s&o
suscetiveis a maioria dos agentes patolégicos como fungos, bactérias e virus;

assim, torna-se imprescindivel a realizagdo de trabalhos de pré-melhoramento do
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género para que se possa avaliar a possibilidade de sua utilizacdo em programas
de melhoramento.

A espécie Vasconcella goudotiana é considerada resistente ao fungo
Phytophtora palmivora, que age destruindo o meristema radicular das plantas
podendo ocasionar a podriddo do fruto e causar perdas de frutos maduros em
torno de 7 a 10% da producdo total do mamoeiro (Liberato et al, 1993).
Considerando que a UENF tem um programa de melhoramento genético de
mamoeiro e que recentemente ampliou a sua colecdo de germoplasma com
aquisicdo de acessos de espécies silvestres e dentre elas a Vasconcella
goudotiana, e considerando ainda a completa auséncia de relatos na literatura
sobre esta espécie em condi¢des de cultivo no territério nacional, o objetivo do
presente trabalho foi fazer uma descricdo botanica das plantas masculinas e

femininas representantes da espécie em questao.

3.1.4. MATERIAL E METODOS

3.1.4.1. Material Vegetal

Foram utilizadas sementes da espécie silvestre Vasconcella goudotiana
cedidas pelo USDA / ARS - Hillo (HI) (United States Department of Agriculture /
Agricultural Research Service) - Hillo (HI): (HCR 167). Assim que as sementes
chegaram a territério nacional foram encaminhadas ao Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), localizado em Campinas — SP, onde passaram um periodo de
quarentena.

Por serem sementes silvestres e adaptadas a baixa temperatura, as
sementes foram submetidas a um pré-tratamento. As sementes foram imersas em
solucdo de 1 M de Nitrato de Potassio. O material foi distribuido em Erlemeyer, e
colocado no agitador (shaker) por 48 horas, a 99,3 rpm e 35 °C (Costa et al.,
2007). O tratamento teve como objetivo quebrar a dorméncia das sementes, e
nutri-las a fim de acelerar, e garantir sucesso em sua germinacdo e

desenvolvimento das plantulas.
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ApoOs o pré-tratamento, as sementes foram retiradas do agitador (shaker);
em seguida foram semeadas em bandejas preenchidas com substrato. Em
seguida as bandejas foram levadas para a estufa incubadora a temperatura de
25°C, e fotoperiodo de 8h, segundo Damasceno Junior (2008), sendo molhadas
diariamente.

Doze dias apdés a semeadura as primeiras plantulas iniciaram a emersao
das primeiras folhas e assim que as primeiras folhas verdadeiras se
desenvolveram as plantulas foram transplantadas para copos plasticos de 200 mi
preenchidos com substrato, e levadas para a casa de vegetacdo, mantidas a
temperatura ambiente, e em local sombreado, com aplicacdo de agua duas vezes
ao dia.

Dois meses ap0s serem levadas para casa de vegetacao, as plantas foram
transferidas dos copos para pequenos vasos de 3 litros, preenchidos com
substrato na propor¢ao de 1:1:1 (solo:esterco:areia), a fim de permitir o melhor
desenvolvimento das plantas.

A adubacéo foi realizada de duas formas, semanalmente foi realizada a
adubacdo com humus, formando uma cobertura na base do caule da planta, com
0 objetivo de nutri-la e ajudar na manutencao da temperatura. Quinzenalmente, foi
feita a adubacdo com ouro verde (N4. P14. K8), diluido em agua, na proporcéo de
1g/l. As plantas foram regadas diariamente, e mantidas em local imido e com alta
luminosidade. Trés meses ap0s o transplante das plantas, elas foram novamente
remanejadas para 5 litros, e a adubacao foi mantida.

Cinco meses ap0s o primeiro transplantio, as plantas foram novamente
transferidas para vasos de 50 litros com o mesmo preparado de 1: 1: 1 (solo:
esterco: areia). A esta mistura foi adicionado o adubo “Osmocoti” (N4: P14: K8),
proprio para fruteiras. A adubacdo realizada com humus foi mantida
semanalmente e foi aplicado em todas as plantas 0,5 g de sulfato de amonio.

3.1.4.2 Metodologia
A mensuragdo das pecas florais das plantas masculinas e femininas, bem

como a descri¢cao botéanica foi realizada seguindo os descritores do IBPGR (1988)

recomendados para a cultura do mamoeiro e conforme Vidal & Vidal (1995).
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Para a descricdo botanica das plantas foram analisadas quatro plantas
(tratamentos) femininas e cinco masculinas, devido a auséncia do florescimento
nas demais plantas.

Nas plantas femininas foram avaliados as variaveis comprimento e largura
da folha adulta de cinco folhas (tratamentos), e trés flores para as avaliagbes da
estrutura floral, como namero de ovulos por ovario, e caracteristicas da morfologia
floral interna. Em plantas masculinas foram também coletadas cinco folhas para a
avaliacao das variaveis de comprimento e largura da folha, e cinco inflorescéncias
para a avaliagdo das caracteristicas comprimento do pedunculo floral, nUmero de
botdes por inflorescéncia, numero de flores abertas por inflorescéncia. As
medidas foram obtidas com utilizacdo do paquimetro digital, a fim de se obter
dados precisos. As folhas foram mesuradas com o auxilio de uma fita métrica, | e

para a caracterizagao das estruturas internas das flores utilizou-se a lupa.

3.1.5. Analise estatistica

Para a analise dos dados foi utilizado o Programa Genes (Cruz, 2001). Foi
realizada a andlise de variancia, para as variaveis mensuradas. Aplicou-se o teste

de média Scott-knott a 5% de probabilidade, para as mesmas variaveis.

3.1.6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas masculinas iniciaram o periodo de floracdo aos oito meses e as
femininas aos nove meses e meio. Avaliando-se o crescimento das plantas,
observou-se, que tanto as plantas masculinas quanto as femininas apresentam
porte arbustivo quando cultivados sob as condicbes experimentais, sendo
regadas diariamente, adubadas com humus semanalmente e adubadas

mensalmente com adubo quimico.
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3.1.7. Descrigao das plantas masculinas

A analise de variancia dos dados mensurados foi significativa em nivel de
5% e em nivel de 1% de probabilidade conforme pode ser verificado na Tabela 1.
Nos gendtipos masculinos, o caule da planta apresenta coloracéo verde-escura, e
textura aspera como que se o0 caule estivesse constantemente escamando. As
folhas séo classificadas como folhas palmipartidas, tendo uma média de
comprimento de 25,99 cm, e 31,20 cm de largura (Tabela 1), ndo apresentam
tricomas e nem cera nas folhas. O peciolo apresenta coloracdo verde com

pigmentos avermelhados variando de intensidade (Figura 1).

Figura 1-Detalhe da folha masculina onde se observa o limbo bem recortado.

O florescimento das plantas masculinas iniciou aos oito meses apo6s a
germinacdo das sementes. Seu florescimento ocorre por inflorescéncias que
apresentam, em média, 24,44 botdes ou flores por inflorescéncia; o pedunculo
das inflorescéncias apresenta coloragéo verde-clara e um comprimento médio de
23,84 cm (Tabela 2).
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Tabela 1. Resumo e andlise da variancia dos dados, Comprimento (C) e Largura
(L) da Folha, Numero de botdes florais/inflorescéncia (NBF), Comprimento do
pedunculo da inflorescéncia (CPI) e Comprimento da corola (CC) mensurados em
cinco plantas da espécie Vasconcella goudotiana.

QM QM
FV GL GL
C L CPI NBF CC
Trat. 4 95,524*  282,0454* 507,6374* 553,2600* 4 6,53076**
Res. 20 5,256 15,8134 16,3864  133,6199 15 1,80502
Médias 25,988 30,904 24,464 24,32 7,6595
CVy 14,1907 23,6119 40,5172 9,9344 14,1907

*Significativo em nivel de 1% de probabilidade; ** Significativo em nivel de 5% de probabilidade;
CVy, = Coeficiente de Variagdo Genético.

Tabela 2. Comprimento (C) e Largura (L) da Folha, Numero de botdes
florais/inflorescéncia (NBF), Comprimento do pedunculo da inflorescéncia (CPI) e
Comprimento da corola (CC) mensurados em cinco plantas da espécie
Vasconcella goudotiana. Campos dos Goytacazes, 2008.

Plantas Folha Inflorescéncia
C (cm) L (cm) NBF (cm) CPI (cm) CC (mm)
1 27,30 /b 31,82 /b 37,6/ a 34,9 /a 8,80/a
2 24,20 /b 27,4 b 25,2 /a 29,4/b 8,77 la
3 20,84 /c 25,5/b 29,2 /a 21,7 /c 6,67 /a
4 24,98 /b 27,7 /b 10,2 /b 10,8/d 6,86/ a
5 32,62 /a 43,6 /a 20,0 /b 2241/ c 931/a
Média 25,99 31,20 24,44 23,84 8,10
Cv% 8, 8220 12,8676 47,5304 16, 5468 17, 5404

Coeficiente de Variacdo (Cv%). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si, pelo teste Scott —Knott a 5% de probabilidade.

As flores sédo de coloragdo amarelo creme, unissexuais, pentameras, ou
seja, com cinco pétalas, sao classificadas como simpétalas, pois suas pétalas sao
soldadas parcialmente entre si (Figura 2). Quanto a disposicdo das pecas florais
sdo ciclicas, homoclamideas, com suas pétalas iguais entre si.

O comprimento médio da corola € de 8,10 mm e a coloragéo se apresenta
com a base verde-clara com a presenca de pigmentos roxos e vermelhos

misturados, presentes em apenas um lado do boté&o floral, se estendendo por todo
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comprimento do botdo. As sépalas sao de coloracéo verde-clara, comecando com
um verde mais claro e aumentando de tom gradativamente. O namero de anteras
por flor é de 10, sendo do tipo heterodinamo, cinco maiores e cinco menores,
indicando assim que € uma planta diplostémone, ou seja, apresenta o dobro de
anteras em relacdo ao numero de pétalas. As anteras sdo basifixas, pois o filete
gue as sustenta se insere na base da antera; apresentam deiscéncia longitudinal,

e é dita introrsa, pois a abertura das anteras é voltada para o eixo da flor ou seja,

voltada para a parte interna do botéo (Vidal e Vidal, 1995).

Figura 2. Inflorescéncia ( a), botdo floral fechado (b), e a flor masculina(c) observado em plantas
masculinas de V. goudotiana.

3.1.8. Descricao botanica das plantas femininas

As plantas femininas apresentaram o mesmo periodo de geminagdo, com
as mesmas caracteristicas A para coloracdo e textura B do caule. C O peciolo

C:T]O

foliar € de coloracdo ver A claro, sendo gue as Bas sdo classificadas
palmipartidas com coloracdo verde-escuro, e tem um comprimento meédio de
22,71 cm e 27,9 cm de largura. Apresentam folhas sem serosidade, e baixa
presenca de tricomas, o tom de verde apresenta uma coloracdo mais opaca, e
apresentam brotacdes no inicio do florescimento (Figura 3).

Quanto ao tempo para a primeira floracdo, este foi de nove meses e meio,
apos a germinacdo. Os botbes se desenvolvem isolados nas axilas foliares,
apresentam uma coloracdo verde com pigmentos roxos e avermelhados
distribuidos na base das flores, concentrados apenas de um lado da flor; as

pétalas séo internamente de coloracdo amarelo-claro.
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Figura 3. Folha feminina adulta, onde se observa ela é mais larga quando comparada com a folha
masculina.

7z

A flor € pedunculada (Figura 4); suas pecas florais séo dispostas em
circulo, descritas assim como aciclicas, diperiantada, sendo composta por calice e
corola, sdo unissexuais, heteroclamidea, e hipdgea, pois os seus verticilos florais
estdo dispostos abaixo do gineceu. Suas pétalas séo livres, e descritas como
dialissepalo. E uma flor pentamera, com pétalas persistentes e apresenta um
plano de simetria bilateral.

O gineceu ¢é caracterizado como gamocarpelar, sendo o0s pistilos
pluricarpelares, apresentando seis carpelos. O estilete apresenta uma insergao
terminal, e o estigma da flor &€ descrito como indiviso ou unico. O ovario da planta
€ infero e plurilocular, apresentando cinco l6cus. Apresenta em média 264 évulos

por ovario.

Figura 4 — Botéo floral feminino (seta) (a), e flor feminina aberta (b) na axila foliar em V.
goudotiana.
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Devido a espécie ser didica e devido a falta de sincronia no florescimento
das plantas masculinas e femininas ndo foram obtidos frutos maduros. Porém,
algumas poucas polinizagcdes manuais foram realizadas, e observou-se que 0s
frutos quando jovens apresentam coloracdo verde-escura, € apresentam a casca
do fruto de textura lisa e firme.

Pode—se observar que mesmo considerando-se as condi¢des ambientais
desfavoraveis como altas temperaturas, durante o periodo em que o trabalho foi
realizado, os genotipos apresentaram desenvolvimento satisfatorio, pois todos
floresceram, e apresentaram caracteristicas botanicas conforme descrito por
Badillo (1971).

Com base nos resultados conclui-se que € possivel o cultivo e adaptacéao
da espécie Vasconcella goudotiana nas condicbes edafo-climaticas do Norte
Fluminense e que para a manutencdo da espécie é necessario que haja uma
programacao de semeadura das sementes para que ocorra a sincronia da

floracdo simultanea das plantas femininas e masculinas.
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3.2. DETERMINACAO DO CARIOTIPO DA ESPECIE SILVESTRE Vasconcella

goudotiana

3.2.1. RESUMO

Essa pesquisa teve como objetivo a determinacdo do cariotipo
convencional da espécie Vasconcella goudotiana. Para tanto, pontas de raizes
foram coletadas, pré-tratadas, fixadas, e coloridas de acordo com protocolo ja
utilizado para espécies Caricaceas no Laboratorio de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF). Células
metafédsicas que apresentavam os cromossomos condensados e bem espalhados
foram selecionadas e as imagens foram capturadas utilizando-se o Programa
Imedia ProPlus. Medidas como comprimento do braco longo e do brago curto
foram realizadas usando o Programa Micromeasure. Com base nas medidas
foram estimados o comprimento absoluto dos cromossomos, o indice
centromérico, a razao entre bracos, o comprimento do lote hapléide, e o indice de
simetria. Os cromossomos foram classificados com base no indice centromérico
(ic) e com base na razdo entre os bracos. Foram observados 18 cromossomos
nas células metéafasicas e o caridtipo da espécie é constituido por cinco pares de
cromossomos metacéntricos e quatro pares submetacéntricos. O cariétipo é
simétrico e o comprimento do lote haploide estimado para a espécie foi de 23,08
pum. Nao foi observada no conjunto hapléide nenhuma diferenca que pudesse

indicar a presenca de cromossomos associados ao sexo da espécie.
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3.2.2. ABSTRACT

The objective of this research was to determine the conventional karyotype of
Vasconcella goudotiana. Root tips were collected, pretreated, fixed and stained according
to the routine protocol defined to the other Caricaceae species. Cells with condensed and
well spread chromosomes were selected and the images were captured using the Image
ProPlus software. Measures of the long and the short chromosome arms were obtained
using the Micromeasure software. Based on these measures, the absolute chromosome
length, the centromeric index, the arm ratio, the haploid chromosome length and the
symmetry index were estimated. The chromosomes were classified according to their
centromeric index (CI) and their arm ratios. Eighteen chromosomes were observed in
metaphase cells and the species karyotype was constituted by five metacentric
chromosome pairs and four submetacentric chromosome pairs. The karyotype was
symmetric and the lot haploid length was 23.08 um. It was not observed any difference in

the haploid lot suggesting the presence of sexual chromosomes in this species.

3.2.3. INTRODUCAO

O género Vasconcella, o maior da familia Caricaceae, pode ser
considerado como um reservatério de genes importantes para ser incorporado no
mamoeiro cultivado (Carica papaya L.), pois apresenta caracteristicas
agronémicas de interesse para o melhoramento genético do mamoeiro (Van
Droogenbroeck et al., 2004; Dilon et al., 2005; Dilon et al., 2006). A transferéncia
de genes de interesse agronbmico presentes em espécies silvestres, para
espécies elou variedades cultivadas, pelo método de hibridacdo, é uma
ferramenta de grande interesse, pois tem como objetivo combinar o potencial
genético das espécies, a fim melhorar o material cultivado. Desta forma, as
caracteristicas de interesse tendem a ser melhoradas, complementadas pelos
genes transferidos das espécies silvestres para as cultivadas.

Entretanto, a hibridacdo interespecifica apresenta uma série de

dificuldades que sdo minimizadas quando as espécies envolvidas apresentam
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similaridade genética, fazendo com que o pareamento dos cromossomos nho
hibrido seja perfeito resultando em alta fertilidade; assim, é necessério se
conhecer as relacdes genéticas entre as espeécies (Singh 1993).

Véarias metodologias séo utilizadas para se estudar as relacbes entre as
espécies e dentre elas tém as citogenéticas, como a determinacdo do niamero de
cromossomos somaticos (2n), o nivel de ploidia das espécies envolvidas, e a
determinacao do cariotipo (Singh 1993).

Em Caricaceae alguns estudos foram realizados na forma cultivada do
mamoeiro. Kumar e Abraham (1942) analisando metafases em pontas de raiz de
mamoeiro concluiram que a espécie tem 2n=2x=18 cromossomos, sendo todos
classificados como metacéntricos. Os autores destacam ainda que nédo foi
encontrado nenhum cromossomo heteromorfico que pudesse estar associado ao
Sexo na espécie.

Mais recentemente outros trabalhos foram realizados visando a
determinacdo do numero de cromossomos do mamoeiro e de algumas espécies
silvestres (Bajpai e Shing, 2006; Damasceno Junior et al., 2008 e Costa et al.,
2008). Entretanto, estudos citogenéticos ainda s&o incipientes tanto na forma
cultivada quanto nas espécies silvestres.

Considerando a importancia das espécies silvestres do género Vasconcella
e considerando a escassez de informacgdes sobre as mesmas faz-se necessario a
realizacdo de estudos de caracterizagéo citogenética dessas espécies silvestres a
fim de utiliza-las em programas de melhoramento genético do mamoeiro.

Dando continuidade a pesquisas de caracterizacdo citogenética de
espécies Caricaceas (Damasceno Junior et al.,, 2008; Costa et al., 2008), a
presente pesquisa teve por objetivo determinar o cariotipo com base em

coloracdo convencional, da espécie silvestre Vasconcella goudotiana.

3.2.4. MATERIAL E METODOS

3.2.4.1. Material Vegetal
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Para a realizacdo da determinacgéo do cariétipo foram coletadas pontas de
raizes jovens, de plantas em fase de desenvolvimento, cultivadas em casa de

vegetacao.
3.2.4.2. Pré-tratamento e fixagcéo

As pontas de raizes foram coletadas e imediatamente pré-tratadas em
solucdo de paradiclorobenzeno, agente antimitético, por 8hrs a 40°C. Apés o pré-
tratamento as pontas foram retiradas da solucdo antimitética e foram lavadas em
agua corrente durante 3 minutos. Em seguida, as pontas de raizes foram
transferidas para solucdo fixadora de Farmer (Berlyn & Miksche, 1976) e
conservadas no freezer até o momento do preparo da lamina (Guerra & Souza,
2002).

3.2.4.3. Preparo das laminas

Para o preparo das laminas utilizou-se protocolo para a obtencdo de
nacleos em suspensédo (Costa et al. , 2007; Damasceno Junior et al., 2008). Para
tanto, as pontas de raizes foram lavadas com agua deionizada, e separadas por
tamanho. Posteriormente, o material foi transferido para tubos de 1 ml, e foram
hidrolisadas, com solucdo 0,2 M de HCI durante 10 minutos. Apoés hidrolise, as
pontas foram lavadas duas vezes em agua destilada, colocadas em micro-tubos,
recobertas na enzima pectinase em 20%, e celulase em 2%, e levadas em
seguida ao banho-maria a 37°C por 60 min. Retirados do banho, os tubos
contendo as pontas de raizes foram completados com &gua destilada e
centrifugados com rotacdo de 25000rpm, por 10 minutos. Apds centrifugacao, o
material foi lavado trés vezes consecutivas a fim de paralisar a acdo enzimatica.
Finalmente, apds a Ultima lavagem das pontas de raizes, a agua foi substituida
pela solucdo de metanol: acido acético na proporcéo 2:1, e novamente os tubos
foram centrifugados conforme descrito anteriormente.

Apés centrifugacdo, as laminas foram preparadas com uma gota da
suspensao de nucleos, e em seguida o material foi levado a camara umida para
secar. Uma gota do corante Giemsa 5% foi colocada sobre os nudcleos em

suspensao e a lamina foi deixada para secar em temperatura ambiente. Depois
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de coradas, as laminas foram cobertas com laminulas e observadas sob
microscoépio 6tico. Foram selecionadas as cinco melhores metéafases e nessas foi
observada a posicao do centrébmero e foram mensurados os tamanhos dos bragos

longos e curtos.

3.2.5.Determinacao do caridtipo

As células com as melhores imagens de metafases foram capturadas
através do software IMAGE PRO-PLUS verséo 5.1 (Media Cybernetics, 2004). As
iImagens posteriormente foram trabalhadas e utilizadas para a construgao de um
cariograma e de um idiograma da espécie.

Para a montagem do idiograma, os cromossomos foram mensurados
utilizando o Programa MicroMeasure 3.3 (Reeves & Tear, 2000). Cinco células
com metafases bem definidas foram utilizadas para as mensuragdes dos bracos
longo e curto de cada par de cromossomos. Com base nos dados mensurados
foram estimados comprimento total do cromossomo (soma dos bracos longo e
curto), a razao entre bragos (r = brago longo/bracgo curto), o comprimento do lote
haploide (CLH = somatdria dos comprimentos absolutos dos cromossomos), o
indice centromérico (ic = comprimento do brago curto/comprimento total x 100), e
o indice de simetria (%TF = razdo entre o somatorio dos bracos curtos pelo
comprimento do lote hapldide X 100).

Para determinacdo dos pares de homodlogos foram observados o tamanho
absoluto dos cromossomos e a relacdo entre bracos. Os cromossomos foram
classificados de acordo com (Guerra, 1986), que considera a relacéo entre bracos

(Levan et al. 1964), o indice centromérico (ic).

3.2.6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso do paradiclorobenzeno associado a coloracdo com Giemsa 5%
permitiu observar dezoito cromossomos na espécie em estudo (Figura 1),

conforme registrado pela literatura para a familia Caricacea (Darlignton & Ammal,
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1945). O uso do agente antimitotico permitiu uma boa condensag¢do e um bom
espalhamento dos cromossomos sem sobreposigoes.

O paradiclorobenzeno é indicado tanto para cromossomos longos quanto
para cromossomos pequenos, ja o corante Giemsa € indicado para cromossomos
pequenos, garantindo assim uma coloragcdo mais intensa e com melhor contraste
(Guerra & Souza, 2002).

Conforme pode observar na Tabela 1 os cromossomos de Vasconcella
goudotiana sao pequenos, sendo a média do maior par de cromossomos de 3,06
pm e a do menor de 2,03 um. Entretanto, s&o maiores do que os reportados por
Dasmasceno Junior (2008), que constatou que o tamanho dos cromossomos de
C. papaya, V. monoica e V. cundinamarcensis variam de 2,29 a 1,52 ym; 2,49 a
1,35 ym e de 2,45 a 1,66 um, respectivamente. Ainda segundo Eder-Silva et al
(2007), os cromossomos da espécie Jacaratia spinosa, outro membro da familia
Caricaceae, variando de 2,5a 1,5 ym.

Pode-se concluir que as espécies que compdem a familia Caricaceae até
entdo estudadas apresentam cromossomos pequenos ja que em 856
angiospermas avaliadas o tamanho do cromossomo metafasico variou de 0,6 pm
h&a um pouco mais de 14,6 um e o comprimento do lote hapldide varia de 14,6 um
a 250 pm (Levin & Funderberg, 1979; Schubert, 2007). O comprimento do lote
hapldide estimado para a espécie aqui estudada foi de 23,08 um, enquanto que
em V. cundinamarcensis € de 18.69 um e V. monoica € de 17.11 um (Damasceno
Junior et al., 2008).

N&do foram observadas constricbes secundarias, RON e satélites,
provavelmente devido a coloracao utilizada, ja que Giemsa nao € indicado para
este fim; entretanto, as vezes a condensacdo dos cromossomos permitiu esta
observagdo mesmo com uma coloracdo nao especifica. Devido a sua constituicdo
as contricbes secundéarias s6 colorem com o nitrato de prata (Guerra & Souza,
2002). Nas espécies de C. papaya, J. spinosa e V. mondica; foram observadas a
presenca de possiveis constricdes secundarias, tais estruturas sao de natureza
heterocromatica e se manifestaram nos pares 6, 1, e 3 das espécies,
respectivamente. Assim, pode se inferir que tais pares cromossOémicos possam
estar associados a regiao organizadora de nucléolo (RON’'S) (Damasceno Junior
et al, 2008).
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Figura 1- Cromossomos metafasicos; Cariograma e idiograma da espécie V. goudotiana, onde se
observa os dezoito cromossomos e a similaridade entre os cromossomos. Barra= 5 um
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O caridtipo de V. goudotiana é constituido por 2n=18 cromossomos, sendo
cinco pares do tipo metacéntrico e quatro pares do tipo submetacéntrico (Tabela 1
e Figura 1). Damasceno Junior (2008) relata que V. cundinamarcensis e V.
monoica apresentam o cari6tipo constituido por nove pares de cromossomos
metacéntricos. A forma ou tipo dos cromossomos dentro de um determinado
género pode ser alterado durante a evolucdo devido a presenca de inversdes
enquanto numero de cromossomos pode ser alterado devido as translocacdes,
delecdes, duplicacbes, por insercdes, dentre outras aberracbes estruturais

cromossoOmicas (Schubert, 2007).

O indice de simetria (TF=40,16%) indica que o cari6tipo de Vasconcella
goudotiana é do tipo simétrico (Tabela 1); o TF pode ter uma variacdo de zero a
0,5 (0 a 50%), sendo este ultimo valor caracteristico de cariotipo extremamente
simétrico. De acordo com Mayeda (1997), cariétipos assimétricos apresentam
cromossomos de tamanhos variados e centrdbmeros mais terminais, enquanto que
0s cariotipos simétricos sdo considerados 0s mais primitivos e possivelmente
originariam 0s assimétricos. Guerra (1988) estabelece que uma espécie
apresenta cariétipo simétrico quando seus Cromossomos apresentam uma
variacdo de tamanho muito pequena e similar, pois estes sdo homomorficos.
Resultados semelhantes foram relatados por Damasceno Junior (2008), cujos
indices de simetria das espécies C. papaya, V. monoica, V. cundinamarcensis e J.
spinosa foram 46%, 44%, 40% e 47%, respectivamente. Assim, com base nesses
resultados pode-se supor que a espécie estudada é mais evoluida, que as demais
espécies do género até o presente avaliado, por outros autores. O caribtipo
simétrico é caracterizado pela predominancia de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos de tamanhos aproximados. O aumento da assimetria pode
ocorrer ou pela mudanca de posicdo do centrbmero, de mediana para
submediana, ou para terminal ou subterminal, ou pelo acumulo de diferencas no
tamanho dos cromossomos de complementos tornando o cariétipo mais
heterogéneo (Slébbieis, 1971).
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Tabela 1 — Média do comprimento total dos pares cromossdmicos (CT ), média do
braco longo (BL), média do brago curto (BC), razdo entre os bracos (r), indice
centromérico (IC), tipo de cromossomo (TC), Comprimento do Lote Haploide
(CLH) e indice de Simetria (TF).

Cromossomo CT (um) BL (um) BC (um) r IC TC
1 3,06 1,78 1,28 1,39 41,83 M
2 3,09 1,93 1,16 1,66 37,54 SM
3 2,63 1,51 1,12 1,34 42,58 M
4 2,80 1,71 1,09 1,56 38,92 SM
5 2,50 1,56 0,94 1,65 37,6 SM
6 2,41 1,50 0,91 1,64 37,75 SM
7 2,31 1,32 0,99 1,33 42,85 M
8 2,25 1,31 0,94 1,39 41,77 M
9 2,03 1,17 0,86 1,36 42,36 M

CLH (um) 23,08 9,29

TF (%) 40,25

M= metacéntrico, SM = submetacéntrico

N&do se observou nenhum par de cromossomos heteromorficos que
pudessem indicar a existéncia de cromossomos sexuais na determinacdo do sexo
nas plantas de V. goudotiana. Entretanto, nem sempre o sexo nas plantas didicas
€ devido a presenca de cromossomos e quando o é, o par de cromossomos pode
ser homomorfico ou heteromérfico. Segundo Charlesworth (2004), muitas plantas
didicas como mamoeiro e kiwi ndo apresentam cromossomos heteromoérficos;
nessas espeécies 0s genes que determinam o sexo das plantas parecem estar
localizados em regides de um cromossomo normal. Conclusdes semelhantes a
estas foram descritas por Costa et al. (2008), que utilizando a técnica de FISH em
espécies de Caricaceas, ndo observaram nenhum par de cromossomo
heteromdrfico. Damasceno Junior (2008), estudando Carica papaya L, J spinosa,
e V. monodica, também nao relata presencas de pares ou de Cromossomos
sexuais heteromorficos.

Os resultados obtidos permitem concluir que a espécie V. goudotiana

apresenta cromossomos pequenos, sendo cinco pares de Ccromossomos
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metacéntricos e quatro pares de cromossomos submetacéntricos com cariotipo do

tipo simétrico, apresentando assim uma formula cariotipica de 2n=18=5M + 4SM.
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3.3. AVALIAQAO DO COMPORTAMENTO MEIOTICO DA ESPECIE
SILVESTRE Vasconcella goudotiana

3.3.1. RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento meiotico, determinar
o indice meidtico e a viabilidade polinica da espécie silvestre V. goudotiana. Para
a andlise meidtica, botdes florais em diferentes estadios de desenvolvimento
foram fixados em solucdo de Farmer. As laminas foram preparadas pelo método
do esmagamento (squash), sendo as anteras maceradas em solucdo de carmim
acético em 1% e posteriormente observadas sob microscopio o6tico. Observou-se
gue a espécie apresenta dezoito cromossomos e é dipldide conforme registra a
literatura para a familia Caricaceae. A meiose foi normal com um indice de
recombinacdo de 26,2, porém foram observadas véarias anomalias como
Cromossomos pegajosos, cromossomos retardatarios, falta de sincronia, e
distarbios nas fibras do fuso. Essas anomalias devem ter ocasionado a ocorréncia
de produtos pés-meidticos do tipo triades, diades, mbénades e poliades que
influenciaram para que o indice meidtico fosse de 85,27%. Para a viabilidade
polinica os botbes proximos da antese foram coletados em etanol 70%, as
anteras foram maceradas em solucéo tripla de Alexander, e as laminas foram
observadas no microscopio otico. Foi contado o numero de grdos de podlen
vidveis e invidveis que computados originaram um percentual de viabilidade

polinica de 67,93%, considerado um percentual baixo. Assim, conclui-se que V.
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goudotiana apresenta meiose irregular devido provavelmente as condicdes
ambientais como alta temperatura e a propria condicdo de ser uma espécie
silvestre. Assim, recomenda-se cautela no uso dessa espécie em programas de
melhoramento, visto que a mesma pode apresentar uma proporcdo de gametas

desbalanceados e assim gerar progénies aneuploéides.

3.3.2. ABSTRACT

The objectives of this work were to evaluate the meiotic behavior, to
determine the meiotic index and the pollen grain viability of V. goudotiana. Floral
buds in different development stages were fixed in Farmer’s solution. The slides
were prepared by squashing; the anthers were macerated in 1% acetic carmine
and the slides were observed under optical microscope. The species has 18
chromosomes and it is diploid, which is in agreement with the literature. The
meiosis was normal, with a recombination index of 26.2. However, some
abnormalities as sticky and delayed chromosomes, synchrony absence and fuse
fibers disturbance were observed. Post-meiotic products as triads, dyads, monads
and polyads would be resulted from these abnormalities and probably contribute
to the meiotic index value of 85.27%. To analyze the pollen grain viability, floral
buds close to the anthesis were collected in 70% ethanol. Their anthers were
macerated in Alexander’s triple solution and the slides were observed under
optical microscope. The viable and non-viable pollen grains were counted,
resulting in pollen viability of 67.93%, which can be considered a low percentage.
The irregular meiosis is probably due to environment conditions, such as high
temperatures, and the fact that V. goudotiana is a wild species. Thus, its use in
genetic breeding programs should be cautious; its unbalanced gametes can

generate aneuploid progenies.



3.3.3. INTRODUCAO

A espécie C. papaya L. € dentro da familia Caricaceae a que mais se
destaca economicamente, devido a seu valor comercial, e por apresentar diversas
aplicacdes na industria. Segundo dados da Secretaria de Estado da Agricultura,
Abastecimento, Aquicultura e Pesca (SEAG, 2007), o Brasil € o maior produtor e o
terceiro maior exportador de mamao, e responde por 25% de toda producao
mundial da cultura, com 1,6 milh6es de toneladas por ano. O mamao é
classificado como a sétima fruta in natura exportada pelo pais, apresentando uma
area cultivada de 30 mil hectares, sendo que estas estdo concentradas nos
estados do Espirito Santo e Bahia, estes juntos sdo responsaveis por 70% de
toda a producdo mundial da fruta (SEAG,ES, 2007).

O mamoeiro cultivado mesmo sendo uma cultura com alta
representatividade econdémica, ainda apresenta poucas pesquisas associadas a
areas de conhecimento basico, importantes em programas de melhoramento
genético (Bajpai e Shing, 2006). Um dos principais problemas da cultura esta
associado a fatores como a suscetibilidade ao virus, como no caso do virus da
mancha anelar, e a agdo de patégenos como o fungo Phytophtora Palmivora,
ressaltando ainda a necessidade do melhoramento de caracteres importantes
cComo a espessura e consisténcia da polpa, além da textura da casca (Costa e
Pacova, 2003).

Assim, é importante se destacar o género Vasconcella, como portador de
importantes caracteristicas agronomicas para programas de melhoramento do
mamoeiro.

Hajjar & Hodgkin (2007) destacam a importancia do uso de espécies
silvestres no melhoramento genético das formas cultivadas, visando a
introgressao de genes de interesse agrondmico que possam vir a melhorar a
cultura. No caso do melhoramento da cultura do mamoeiro, a realizacdo de
estudos sobre o género Vasconcella € muito importante, considerando que
algumas espécies do género apresentam caracteristicas importantes para o
melhoramento da cultura.

Considerando-se que a introgressdo de genes se da via hibridacdo
interespecifica e considerando que para atingir 0 sucesso na introgressao a

fertilidade dos graos de polen é um fator a ser considerado, € importante para o
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melhorista conhecer a capacidade de fertilizacdo das espécies que estdo sendo
intercruzadas, em especial a espécie silvestre. O desenvolvimento normal da
meiose é que garante uma boa fertilidade dos graos de pdlen, ja que € por meio
dela que se da a formacao do gametoéfito masculino.

Durante a meiose € possivel observar o pareamento dos cromossomos
homélogos, a formacdo da estrutura do complexo sinaptonémico, o evento de
permuta ou crossing over, a formagdo de quiasmas, e também o processo de
formacdo dos produtos hapldides. Diversos genes atuam sobre a pré-meiose da
mesma forma que atuam sobre a pés-meiose (Kaul e Murthy, 1985), gerando
assim graos de pélen anormais ou até mesmo inviaveis (Horner e Palmer, 1995).
Bajpai e Singh (2006) relatam que as pesquisas citogenéticas sao poucas no
mamoeiro, mesmo sendo esta uma importante cultura nas regides tropicais e
subtropicais. Em se tratando de espécies silvestres da familia Caricaceae essas
pesquisas sdo mais raras ainda. Damasceno Junior (2008) analisou a meiose da
forma cultivada e das espécies Vasconcella monoica e Jacaratia spinosa,
confirmando que essas espécies sdo diploides e que apresentam algumas
anormalidades no decorrer da divisao celular; resultados esses concordantes com
0s observados por Bajpai e Singh (2006).

Dando continuidade as pesquisas citogenéticas em espécies da familia
Caricaceae, esta pesquisa teve por objetivos avaliar o comportamento meiotico da
espécie silvestre de V. goudotiana, bem como a viabilidade polinica da mesma, a
fim de se conhecer o comportamento da espécie para nortear futuros trabalhos de

melhoramento genético da cultura do mamoeiro.

3.3.4. MATERIAL E METODOS

3.3.4.1. Material Genético

Plantas masculinas de V. goudotiana utilizadas foram cultivadas na casa
de vegetacdo do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada em

Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.



45
3.3.4.2. Metodologias

Analise da meiose

Para fazer a andlise meiotica, dez botbes florais/planta, em diferentes
estadios de desenvolvimento, foram coletados ao acaso, e fixados em Solucao de
Farmer (Berlyn & Miksche, 1976) por 24h, com renova¢do da solucdo durante
este periodo, e mantidos no freezer a -20% até o momento do preparo da lamina.

Para a preparagdo das laminas os botdes foram re-hidratados em agua a
temperatura ambiente. As laminas foram preparadas por meio da técnica de
esmagamento, e de cada botdo floral foram retiradas quatro anteras grandes e
guatro anteras pequenas, sendo que foram preparadas duas laminas/botéo,
sendo uma lamina com anteras grandes e a outra lamina com anteras pequenas.
As anteras foram esmagadas em solucdo de carmim acético em 1%, os debris
foram retirados, e a lamina foi selada para observacéao.

Observaram-se as diferentes fases meidticas, sendo dada principal
atencdo para a fase da profase | e para possiveis irregularidades. A medida que
as irregularidades, como cromossomos retardatarios, cromossomos pegajosos,
segregacao precoce, dentre outras, foram sendo observadas as mesmas foram
registradas. Foi também registrado os tipos de quiasmas, intersticial ou terminal, e
foi calculado o indice de recombinagdo segundo Darlington (1958) citado por

Damasceno Junior (2008):

IR=n (nimero do conjunto haploide da espécie) + o nimero total de quiasmas.

indice meidtico

Para a determinac¢&o do indice meio6tico (IM) botdes florais na antese foram
coletados em solucdo de etanol 70% e conservados na geladeira. A lamina foi
preparada utilizando a técnica de esmagamento (squash) onde anteras foram
maceradas em solucdo do corante carmim acético 1%. Foram contabilizadas 500
células/lamina, de produtos pés — meibticos (poliades, tétrades, triades, diades,
monades). O IM de 90 a 100% indica que a espécie em estudo é citologicamente
estavel, tendo facilidade na realizacdo de cruzamentos, ja em caso de IM menor

que 90% a espécie avaliada € considerada instavel citologicamente, o que
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significa que a espécie pode apresentar gametas desbalanceados e
conseqlientemente gerar progénies desbalanceadas e inférteis.

A avaliacao do indice meiotico foi estimada conforme Love (1951), onde:

IM = ( NuUmero total de tétrades normais ) X 100

(Somatorio dos produtos pds — meioticos)

Viabilidade Polinica

Botdes florais proximos da abertura foram coletados em solucédo de etanol
70% e armazenados em geladeira até 0 momento de preparo da lamina. Para a
realizacdo do estudo da viabilidade polinica da espécie foi utilizada a solucéo
tripla de Alexander, sendo esta composta pelos corantes Laranja G, fucsina acida
e verde malaquita (Alexander, 1969). Foram coletados 10 botbes florais por
planta, sendo que foram preparadas duas laminas por botdo (repeticdo), e
contados 500 graos de pélen por lamina, perfazendo um total de 50.000 graos de
polen classificados em viaveis e inviaveis.

As anteras foram maceradas sobre a lamina, sobre elas foi colocada uma
gota do corante Alexander (1969), e delicadamente foram esmagadas para
liberacdo dos graos de polen. Em seguida foram retirados os debris da lamina e
as mesmas foram observadas sob microscépio 6tico, campo claro. Em cada
lamina os gréos de pdlen foram classificados e contados o numero de graos de
pblen viaveis e o0s inviaveis. Grdos de pdlen viaveis apresentam coloracdo
vermelho-purpura e os grdos de poélen inviaveis apresentam coloracdo verde.
Foram também considerados como inviaveis graos de poélen que apresentaram o

citoplasma plasmolizado.

Captura das imagens

Apbés o preparo das laminas nas diferentes etapas da avaliacdo, as
mesmas foram observadas sob microscoépio 6tico Olympus BX 60 e as imagens
foram capturadas utilizando o programa Image Pro-Plus versdo 5. 1 (Media

Cybenertics).



47

Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos analise de variancia a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico GENES (versao 2006) e foi

aplicado as médias o teste Scott-Knott.

3.3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As observacOes realizadas nas plantas de V. goudotiana, nas diferentes
fases meidticas, confirmaram que a espécie apresenta 2n=2x=18 cromossomos e
é diploide (Figura 1A - 1G). Foi também observado que alguns cromossomos da
espécie aqui estudada apresentam regides cuja coloracao se diferencia do resto
do cromossomo; essas regides podem indicar a presenca de knobs (Figuras 1 A e
B). Ming et al (2008), avaliando cromossomos de Carica papaya, na fase de
paquiteno, também relatam a ocorréncia de knobs, que sao regibes que
apresentam coloracdo diferenciada, com uma maior intensidade; tais regides
estdo localizadas em alguns bivalentes, e correspondem a um total de 17% de
todo o genoma da cultura.

Damasceno Junior (2008), trabalhando com V. mondica, Jacaratia spinosa
e Carica papaya, observou que tais espécies também apresentam um conjunto
cromossOmico de 2n=2x=18 cromossomos, e que em C. papaya e V. mondica
foram observados um par de cromossomos associados ao nucléolo; segundo o
autor tais cromossomos podem estar associados a regido organizadora do
nucléolo (RON). Pode-se observar na Figura 1B a presenca de um par de
cromossomos associado ao nucléolo, indicando que neste par pode estar
localizado a RON da espécie. As RON séo regides sitios da sequiéncia repetitiva
de DNA 45S (rDNA), responsaveis em grande parte pela constituicdo dos
nucléolos. E considerado um marcador citologico, podendo estar na regido
terminal ou intersticial do cromossomo, gerando assim uma constricdo secundaria
e no ultimo caso gerando um satélite (Schubert, 2007).

Nesta pesquisa foi estimado o indice de recombinag&o, que no caso foi de

7

26,2. Tal indice é referente a taxa de permuta ou crossing over observada na
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espécie avaliada. O indice de recombinacdo est4d associado a configuracédo
cromossOémica devido a formacao dos quiasmas durante o evento da permuta. De
acordo com Senda et al. (2005), a presenca de cromossomos em bastédo
caracteriza a ocorréncia de apenas uma permuta, ja cromossomos em anel,
caracterizam duas permutas. Damasceno Junior (2008), avaliando o
comportamento meidtico de C. papaya e V. monoica, relata que o indice de
recombinacdo das espécies estudadas € de 26,0 e de 25,8 respectivamente; o
autor descreve ainda a ocorréncia de um par de cromossomos em bastéo e oito
pares em anel, tal caracteristica foi observada em ambas as espécies avaliadas.
Neste trabalho n&o foram analisados os diferentes tipos de quiasmas para
estabelecer o indice de recombinacgéo, porém pode se observar na Figura 1C os
cromossomos ainda associados pelos quiasmas e a segregacdo normal onde se
observam os nove cromossomos nos pélos celulares (Figura 1D).

A segunda fase foi normal, sendo possivel observar células com os quatro

nacleos resultantes da divisdo meidtica. A citocinese em angiospermas pode ser
simultanea ou sucessiva (Ramanna & Jacobsen, 2003), e em mamoeiro € do tipo
simultdnea, onde a celularizacdo ocorre apds a telofase Il (Figura 1H) dando
origem as tétrades. Assim, pode-se concluir que a espécie ap0s meiose gera
gametas balanceados com nove cromossomos cada.
Foram observadas algumas anormalidades durante a divisdo meidtica em V.
goudotiana, como cromossomos retardatarios, segregacdo precoce dos
Cromossomos, Cromossomos pegajosos, e fibras dos fusos anormais. Algumas
dessas anomalias foram também observadas em mamoeiro (Damasceno Junior,
2008; Bajpai e Singh, 2006), em V. monoica, V. cundinamarcensis (Damasceno
Junior, 2008) e em V. pubescens (Zerpa, 1980).

Cromossomos retardatarios foram observados tanto na metafase | quanto
na metafase Il (Figura 2 A e B), entretanto esta anomalia meiética foi também
registrada por Damasceno Junior (2008), que observou cromossomos
retardatarios em V. mondica e C. papaya, porém apenas V. mondica apresentou
micronucleos em poliades. Corréa et al. (2005), avaliando o comportamento
meidtico em espécies da familia Araceae, relatam a ocorréncia de cromossomos
dispostos fora da placa equatorial durante a fase de metafase e cromossomos

retardatarios durante as fases de anafase e tel6fase, tanto na meiose | como na |l.
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Figura 1. Diferentes fases da meiose em Vasconcella goudotiana — 1A - Profase | subfase
Zigo6teno onde se observa os filamentos (cromossomos) e o nucléolo (N) - 1B. Préfase | subfase

paquiteno onde se observa os cromossomos mais condensados e alguns apresentando regides
mais condensadas ou knobs (seta) - 1C.  Metafase | onde se observa os cromossomos ainda
associados pelos quiasmas (seta) - 1D. Anafase | onde se observa a segregacao normal com 9
cromossomos nos polos celulares - 1E a 1H. Metafase Il, Anafase Il e Telofase Il onde se observa
4 nulcleos resultantes da meiose.

Figura 2: Anomalias observadas na meiose de V. goudotiana onde se observa cromossomos
retardatarios na metafase | e metafase Il (2A e 2B), segregacdo precoce € Cromossomos
pegajosos (2C) e falta de sincronia na meiose | (2D).
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A presenca de cromossomos retardatarios pode gerar gametas
desbalanceados ou aneupldides, ja& que 0os cromossomos retardatarios podem
ficar retidos no citoplasma, ndo acompanhando o conjunto de cromossomos que
segue a divisdo celular normalmente, e no final serem eliminados na forma de
micronucleos (Kodoru & Rao, 1981).

Outra anomalia meidtica observada em V. goudotiana foi cromossomo
pegajoso (sticky chromosome) (Figura 2A, B e C). Esta anomalia, que esta sob
controle genético e ambiental, é caracterizada pela aglomeracdo dos
cromossomos na célula podendo ocorrer em diferentes fases da meiose. Varios
genes mutantes sado relatados como responsaveis por cromossomos pegajosos
em espeécies vegetais e usualmente esta anomalia é seguida por fragmentacao
cromossOmica, anomalias nas fibras do fuso acromatico, e meiose anormal.
Dentre os fatores ambientais a temperatura e a aplicagdo de herbicidas podem
ativar este tipo de anomalia (Koduru & Rao, 1981; Bajpai e Singh, 2006). Bajpai e
Singh (2006) relatam que em variedades comerciais de C. papaya esta foi a
anomalia de maior ocorréncia e variou de 21.6% a 44% e Damasceno Junior
(2008) observou cromossomos pegajosos em 12% e 28,8% das células
analisadas em C. papaya e em V. monoica, respectivamente.

A falta de sincronismo na divisdo celular e a segregacédo precoce foram
também observadas durante a meiose em V. goudotiana. A falta de sincronismo
€ caracterizada quando duas fases distintas da divisdo celular sdo observadas na
mesma célula (Figura 2 D). Estudos realizados em células-méae de gréo de podlen
em plantas de mamoeiro hermafrodita e masculino revelaram a presenca de um
par de cromossomos que apresenta uma separacdo precoce em relacdo aos
demais. Alguns autores associam a segregacao precoce de cromossomo em
mamoeiro a existéncia de cromossomos sexuais, porém espécies com
cromossomos pequenos podem apresentar problemas de segregacéo durante a
meiose (Schubert, 2007) e este pode ser o caso das espécies Caricaceas, ja que
segregacao precoce tem sido observada por outros autores (Storey, 1953; Bajpai
e Singh, 2006, Damasceno Junior, 2008 ).

A desorganizacgéo das fibras do fuso acromatico também foi observada em
V. goudotiana (Figura 3). Durante a divisdo celular o citoesqueleto sofre uma
transformacdo de uma configuracdo em outra apropriada para as diferentes

funcdes que apresenta durante a cariocinese e a citocinese (Shamina, 2005a). O
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ciclo do citoesqueleto em células-mée de gréos de pdlen parece ocorrer em dois
modos: com e sem a despolimerizagdo na profase. Neste Ultimo caso, na
interfase o rearranjo do citoesqueleto ocorre em um sistema perinuclear
semelhante a anel; ap6s o desarranjo do envelope nuclear no inicio da
prometafase, o anel se desfaz e as fibras do fuso (micro-tubos) invadem o nucleo
formando uma rede desorganizada. A formacdo das fibras do fuso bipolar,
cinetdcoros e central, ocorrem nesta fase de desorganizacao. As fibras bipolares
desenvolvidas se orientam ao longo do futuro eixo de divisdo e convergem para
0os polos formando as fibras metafasicas no final da prometafase (Shamina,
2005a). Dentre as anomalias da fibra observaram-se fibras em C e fibras

multiplas (Figura 3).

\

=

O
Figura 3. Anormalidades nas fibras do fuso observadas durante a metafase | e Il em V.
goudotiana. A — Fibras do fuso em C. B — E. Fibras mdltiplas tanto na metafase | (B) quanto na
metafase Il (C-E). F. célula com segregacao anormal dos cromossomos em fungdo do desarranjo
das fibras do fuso.

As fibras em C ocorrem devido a anormalidades que ocasionam a
curvatura dos feixes das fibras do fuso, enquanto que as fibras multiplas ocorrem
ao acaso e regra geral elas causam o surgimento de poliades em vez de diades
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na meiose I. Ambas as anomalias tém sido reportadas em outras espécies como
milho e hibridos intergenéricos de cereais (Shamina, 2005b).

Todas essas anormalidades podem gerar gametas desbalanceados que
podem configurar em gametas ndo reduzidos (n=2n=18cromossomos) em vez de
gametas reduzidos (n=9 cromossomos) e em gametas aneuploides que podem se

configurar com graos de pélen inviaveis.

indice Meidtico e Viabilidade Polinica

A andlise de variancia dos dados referentes ao indice meiético (Tabela 1)
foi significativa conforme pode ser verificado na Tabela 2. Apesar de a meiose ter
apresentado algumas anormalidades (Tabela 1) houve uma grande formacéo de
tétrades normais, o que indica uma formacdo de gametas balanceados na
espécie. Observa-se também que a formacao dos produtos pds-meibticos variou
entre plantas bem como os indices meioticos, ja que houve diferenca entre as
médias dos gendétipos. Em termos médios, a espécie apresenta indice Meibtico
(IM) de 85,27% e segundo Love (1951), espécies que apresentam IM de 90 a
100% caracterizam espécies citoldgicamente estaveis, jA espécies que
apresentam IM menor que 90% s&o consideradas instaveis meioticamente;
portanto, a espécie analisada pode ser considerada instavel meioticamente, o que
significa que a espécie pode vir a apresentar gametas desbalanceados e
dificuldades para a obtencéo de progénies.

Tabela 1. Produtos pés-meidticos observados em Vasconcella goudotiana.

Produtos Pés-meidticos

Planta Tétrades Triades Diades Monades Poliades Total M ()"

1 8.302 1.081 03 01 19 9.880 88,82 a"

2 6.754 520 41 06 165 7.486 90,22 a

3 6.668 750 25 07 463 7.913 84,27 b

4 7.587 997 170 0 248 9.002 84,28 b

5 8.043 942 654 06 353 9.998 80,45b
Total 37.354 4.290 893 20 1.248 43.805 85,27

*Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente entre si, pelo teste Scott e
Knott, a 5% de probabilidade.

Como pode ser verificado foram observadas triades, diades, poliades que

foram consequéncias das anormalidades observadas durante a meiose (Tabela
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1). Diades e triades podem gerar gametas ndo reduzidos do tipo 2n, ja as
poliades geram gametas desbalanceados devido a presenca de micronucleos que
regra geral podem representar cromossomos retardatarios (Figura 3). Entretanto,
produtos pos-meiodticos anémalos tém sido registrados em outras espécies como
V. pubescens, cuja meiose também apresentou produtos poés-meiodticos
irregulares (Zerpa, 1980). Damasceno Junior (2008) estimou para C. papaya e V.
mondica, indices meidticos de 94,84% e 77,57% respectivamente, assim pode-se
inferir que V. goudotiana tem um indice meiético mais alto do que V. monoica, que

também € uma espécie silvestre do género Vasconcella.

Figura 4. Produtos poés-meioticos observados em V. goudotiana. A — Tétrade. B — Diade. C —
Diade com microndcleo (seta). D — Triade com nucleos de tamanho desiguais. E — Poliade onde
se observa seis nucleos de tamanhos diferentes. F. Graos de pdlen sem a devida degeneracéo da
calose.

A viabilidade polinica das plantas de V. goudotiana (Tabela 3 e Figura 5)
variou de 48,50% a 85,05%, sendo que em meédia a viabilidade polinica da
espécie esta em torno de 67,93%, o que € considerado uma viabilidade polinica
baixa a média. Entretanto, considerando as inumeras irregularidades meiéticas
observadas nas plantas este indice ja era esperado. Bajpai e Singh (2006)

avaliando a viabilidade polinica de dez variedades de mamoeiro observaram que
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este indice variou de 11,64% a 83,95%; Damasceno Junior (2008) observou
valores de 96% e 70,93% para as espécies C. papaya e V. , respectivamente.
Mendes (1994) relata que a presenca de tétrades anormais é um fator indicativo
de ocorréncia de um processo meidtico irregular, que conseqientemente leva ao
desenvolvimento de grdos de polen com a diminuicdo da taxa de viabilidade

polinica.

Tabela 2. Resumo a andlise da variancia dos dados do indice Meidtico em
Vasconcella goudotiana

indice Meidtico Viabilidade Polinica
QM
FV GL
Trat. 4 177,4140** 2109, 7727**
Res. 45 30,4252 132,5824
Médias 85,508 68, 294**
CVy 4,4837 20, 5863

*Significativo em nivel de 1% de probabilidade; ** Significativo em nivel de 5% de probabilidade;
CVy, = Coeficiente de Variagdo Genético.

Figura 5. Viabilidade polinica em V. goudotiana onde se observa um gréo de pdélen viavel (seta

preta) e dois graos de polen inviaveis do tipo plasmolisados (seta curta). Barra =5 ym.
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Tabela 3. NUmero de graos de polen viaveis (GPV), grdos de pdlen inviaveis
(GPI), graos de podlen plasmolisados (GPP), total de grdos de pélen inviaveis
(TGPI), total de graos de polen (TGP) e viabilidade polinica (VP) observados nas
plantas de V. goudotiana.

Graos de podlen inviaveis

Planta GPV P pi cpp TGP VP (%)*
1 8.511 764 732 1.496  10.007 85,05'a
2 7.832 1.295 850 2.145 9.977 78,50 ab
3 6.297 2.473 1.260 3.733  10.030 62,78 b
4 4.881 3.898 1.285 5.183  10.064  4850c
5 6.522 2.730 808 3.538  10.060 64,83 b

Total 34.043 11.251 4.935 16.095  50.138 67,93

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott —Knott
a 5% de probabilidade.

Segundo Corréa et al., (2005), as alteragGes ocorridas durante a meiose,
teoricamente deverao, se refletir na viabilidade polinica dos graos de pdlen, ja que
o carater de fertilidade do grdo de podlen é totalmente dependente do sucesso
durante o processo de meiose. A ocorréncia de graos de pdlen inviaveis pode vir
a ter uma maior relacdo com a segregacao irregular dos cromossomos, do que 0s
outros eventos irregulares observados como a citomixia e o atraso dos
cromossomos detectados em anéafase | e Il (Damasceno Junior 2008).

Com base nos dados observados neste trabalho conclui-se que a espécie
V. goudotiana apresenta meiose irregular devido provavelmente as condi¢cbes
ambientais, ja que esta espécie se desenvolve em regides altas com
temperaturas mais amenas. Consequentemente, essas irregularidades
observadas na meiose ocasionaram o surgimento de produtos pds-meioticos
andmalos e uma viabilidade polinica baixa. Assim, para que esta espécie seja
utilizada em programas de melhoramento via hibridacdo € necessario que haja
uma programacdo cuidadosa no numero de cruzamento a serem realizados, ja

que a mesma apresenta uma baixa propor¢cédo de gametas viaveis.
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4. CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar citologicamente a espécie
Vasconcella goudotiana, que pertence a familia Caricaceae e apresenta
caracteristicas desejaveis podendo ser utilizada em programas de melhoramento
genético do mamoeiro (Carica papaya L.). Para tal, sementes foram colocadas
para germinar e plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo. Considerando
gue esta espécie é originada das terras altas e baixas temperaturas, fez-se uma
breve descricdo botanica das plantas que foram cultivadas na casa de vegetacao.
A espécie é didica e apresentam folhas palmipartidas de coloracédo verde. Nas
plantas masculinas o tamanho das folhas apresentam, em média, comprimento de
25,98 cm e 31,20 cm de largura; as flores estédo dispostas em inflorescéncias que
apresentam, em média, 24,44 botdes ou flores por inflorescéncia. Quanto as
plantas femininas, as folhas apresentam comprimento medio de 22,71 cm e 27,9
cm de largura. As flores femininas séo isoladas e surgem nas axilas foliares. O
gineceu € gamocarpelar e o pistilo e pluricarpelar com seis carpelos. O ovario
apresenta em média de 264 Ovulos. As plantas masculinas floresceram antes das
femininas e levaram em média oito meses para o florescimento. Uma diferenca
marcante entre plantas masculinas e femininas é o recorte das folhas que nas
masculinas apresentam os foliolos mais estreitos do que as femininas; essa
diferenca permite identificar o sexo das plantas antes da floracdo. Além da
descricéo botanica foi determinado um cariétipo convencional, analisado a meiose

e 0s produtos pos-meioticos, bem como a viabilidade polinica. Para o cariétipo
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observou-se que a espécie apresenta 18 cromossomos, sendo cinco pares do tipo
metacéntrico e quatro pares do tipo submetacéntrico (2n=2x=18= 511 M + 4l SM).
O caridtipo € do tipo simétrico, indicando a similaridade no tamanho dos
cromossomos e 0 comprimento do lote hapldide estimado para a espécie foi de
23,08 um. O tamanho dos cromossomos da espécie variou de 3,06 pm (o maior
par) a 2,03 um (o menor par). N&o foi observada nenhuma diferengca entre os
pares de cromossomos homodlogos que pudesse indicar a presenca de
cromossomos associados ao sexo da espécie. Na analise meidtica que foi
realizada em botdes florais de diferentes estadios de desenvolvimento, observou-
se células com a divisdo normal, gerando no final produtos pds-meidticos
balanceados e normais. Entretanto, varias anomalias foram observadas como
Cromossomos pegajosos, Cromossomos retardatarios, segregacao precoce, falta
de sincronia da divisdo Il e disturbios nas fibras do fuso acromatico tanto na
divisdo | quanto na Il. Essas anomalias meibéticas se reverteram em produtos pos-
meidticos anormais; assim foram observados triades, diades, nbmades e poliades
além de tétrades, fazendo com que a espécie apresentasse um indice meidtico de
85,27% e uma viabilidade polinica de 67,93%. Com base nos resultados sugere-
se que o cultivo dessa espécie € possivel nas condi¢cbes locais e em casa de
vegetacdo, porém o uso da mesma em programas de hibridacdo interespecifica
deve ser bem programado, ja que em virtude das anomalias apresentadas que
induziram a um baixo indice meidtico e a uma baixa viabilidade polinica e podem
gerar progénies desbalanceadas (aneupldides ou duplicadas) ou mesmo ter um
baixo indice de fertilizacdo ou vingamento das flores polinizadas e

consequentemente baixa obtencéo de frutos com sementes hibridas.
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