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RESUMO

ROSSI SARAGOSA, F. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; MARCO 2015; Caracterizacdo de gendtipos de mamoeiro
(Carica papaya l.) tratados com solucao de colchicina, visando a identificacao de
autotetraploides. Orientadora: Prof2 Telma Nair Santana Pereira. Conselheiros:
Profs. Messias Gonzaga Pereira e Alexandre Pio Viana.

Este estudo teve por objetivo caracterizar citologicamente gendétipos de
mamoeiro supostamente poliploides (JS12 e SS72/12), identificando entre eles os
autotetraploides, e caracterizar morfologicamente os frutos obtidos em plantas
tetraploides. Para analise meidtica e viabilidade polinica, botbes florais foram
coletados, fixados e conservados a 4°C até o momento de preparo da lamina,
seguindo os procedimentos rotineiros do Laboratorio. Foram estimados o
percentual de produtos poés-meidticos, a frequéncia de gametas 2n e a
porcentagem de gréos de podlen viaveis. As variaveis foram submetidas a analise
de variancia e as médias, comparadas via Teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o programa GENES. Nos frutos, foram mensurados peso (g), espessura
(mm), comprimento (mm), didmetro (mm) e numero de sementes viaveis e
invidveis. As variaveis obtidas foram analisadas utilizando os recursos
computacionais do programa SAS Dentre os 20 gendtipos estudados, 12 tiveram
0 numero de cromossomos duplicados, 06 advindos do JS12 e 06 do SS72/12,
apresentando 2n=36 cromossomo e 8 gendtipos tratados apresentaram 2n=2x=18
cromossomos, sendo um JS12 e sete SS72/12, mantendo seu nivel de ploidia,

ndo diferindo dos controles. Foram observadas anormalidades meibticas na
Vii



divisdo celular dos gendtipos, como cromossomos univalentes, falta de
sincronismo, e segregacdo precoce de cromossomos. Assim como monades,
diades, triades, poliades, e tétrades com micronucleos resultantes das
anormalidades. O percentual de tétrades normais nos genotipos autotetraploides
JS12 variou de 25% a 57,60% e de 54,80% a 62% nos genotipos autotetrapléides
SS72/12. As linhagens controle apresentaram 96,4% e 89,4% para JS12 e
SS72/12, respectivamente A frequéncia de gameta 2n foi relativamente alta nos
autotetrapléides advindos do JS12 variando de 6,21% a 27,60% e nos
autotetraploides do SS72/12 de 3,07% a 9,18% comparando com a frequéncia
dos respectivos controles que foram de 0,56% e de 1,90%. A viabilidade polinica
dos autotetraploides foi baixa, variando de 1,87% a 13,70% nos genoétipos JS12 e
de 2,33% a 56,9% nos gendtipos SS72/12, j4 os controles apresentaram uma alta
viabilidade que foram de 89,80 para JS12 e de 97,50 para SS71/12. A analise de
variancia dos dados ndo mostrou diferencas significativas entre os genotipos,
para todas as caracteristicas avaliadas nos frutos. No genoétipo SS72/12 os frutos
das plantas do controle ndo diferiram estatisticamente dos tratados para as
caracteristicas peso, espessura e comprimento, mas diferiu para as
caracteristicas de didametro e numero de sementes viaveis. Ja no genotipo JS12
as médias para as caracteristicas avaliadas de peso (392g), espessura
(19,57mm), comprimento (153,25mm) e diametro (68,29mm) menores quando
comparadas com as médias dos frutos das plantas controle para peso (1009,6q),
espessura (24,58mm), comprimento (224,33mm) e diametro (96,60mm). o numero
médio de sementes viaveis foi reduzido tanto nas linhagens autotetraploides JS12
(19,64) quanto nas linhagens SS72/12 (67,09) quando comparado com numero
meédio de sementes do controle JS12 (423,88) e do controle SS72/12 (388,84).
Concluindo, foi possivel confirmar a natureza tetraploide de 12 genotipos, 06 JS12
e 06 SS72/12. A meiose dos autotetrapldides foi anormal, resultando em um baixo
percentual de tétrades normais, presenca de gametas nédo reduzidos e uma baixa
viabilidade polinica, caracteristicas comuns em genoétipos autotetraploides. Os
frutos das plantas tratadas do gendtipo JS12 quando comparados com os frutos
das plantas controle JS12, tiveram diferengcas maiores nas caracteristicas
avaliadas, do que os frutos das plantas tratadas do gendétipo SS72/12 quando

comparados com os frutos das plantas do controle SS72/12.
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ABSTRACT

ROSSI SARAGOSA, F. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; MARCH, 2015; Characterization of papaya genotypes (Carica
papaya [|.) treated with colchicine solution, aiming the identification of
autotetraploids. Adviser: Prof2 Telma Nair Santana Pereira. Consultant: Profs.
Messias Gonzaga Pereira e Alexandre Pio Viana.

This study aimed to characterize cytologically the papaya genotypes (JS12 and
SS72/12), in order to identify autotetraploids among them, and to characterize
morphologically the fruits of tetraploid plants. For the meiosis analyses and pollen
grain viability, flower buds were collected, fixed and stored at 4 °C. The slide
preparation was done by squash technique following the routine procedures of the
Laboratory. The percentage of post-meiotic products, the frequency of 2n gametes
and, the percentage of viable pollen grains were estimated. The data were
subjected to analysis of variance and, means were compared by Tukey's test at
5% of probability, using the Genes software. The fruit characteristics measured
were: weight (g), thickness (mm), length (mm), diameter (mm) and the number of
viable and non-viable seeds. The data were analyzed using the computational
resources of the SAS program. Among the 20 genotypes under study, 12
presented a duplicated number of chromosomes, 6 genotypes from JS12 and 6
genotypes from SS72/12, with 2n = 36 chromosomes. Eight treated genotypes had
2n = 2x = 18 chromosomes, one genotype from JS12 and seven genotypes from
SS72/12, indicating that they did not duplicated their chromosome numbers and

they did not differ from controls. Meiotic abnormalities were observed in the
X



genotype cell divisions, such as univalent chromosomes, lacking of synchronism
and early segregation of chromosomes as well as monads, dyads, triads, polyads
and tetrads with micronuclei. The percentage of normal tetrads in autotetraploid
genotypes of JS12 varied from 25% to 57.60% and, 54.80% to 62% in genotypes
of SS72/12. The control lineages showed 96.4% and 89.4% for JS12 and
SS72/12, respectively. The frequency of 2n gametes was relatively high for the
JS12 autotetraploids ranging from 6.21% to 27.60% and for SS 72/12
autotetraploids the values varied from 3.07% to 9.18% comparing to the frequency
of their respective controls, 0.56% and 1.90%. The autotetraploid pollen grain
viability was low, ranging from 1.87% to 13.70% for the genotypes JS12 and
2.33% to 56.9% for the genotypes SS72/12 while the controls showed a high
viability, 89,80% for JS12 and 97,50% for SS71/12. For the genotype SS72/12 the
fruits of controls did not differ statistically from treated in regards to weight,
thickness and length, but differed for the diameter and number of viable seeds.
The average of the JS12 genotype for the evaluated characteristics: weight
(3929), thickness (19,57mm), length (153,25mm) and diameter (68,29mm), was
lower compared to the averages of the fruits of controls: weight (1009,69),
thickness (24,58mm), length (224,33mm) and diameter (96,60mm). The average
number of viable seeds was low for both autotetraploid lines, JS12 (19.64) and in
lines SS72/12 (67,09) when compared to the average number of seeds JS12
(423.88) and SS72/12 (388.84) of the controls. In conclusion, it was possible to
confirm the autotetraploid nature of the 12 genotypes, 6 of JS12 and 6 of
SS72/12. The autotetraploid meiosis was abnormal, resulting in a low percentage
of normal tetrads, presence of unreduced gametes and low pollen grain viability,
common features in autotetraploid genotypes. The fruits of JS12 autotetraploid
genotypes when compared to the JS12 control fruits presented greater differences
than the SS72/12 autotetraploid genotypes compared to the SS72/12 controls.



1. INTRODUCAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma espécie da familia Caricaceae,
composta por 35 espécies (Badillo 2001), agrupadas em seis géneros: Carica,
com uma unica espécie (C. papaya), Vasconcellea (21 espécies), Cyclimorpha (2
espécies), Jarilla (3 espécies), Jacaratia (7 espécies) e Horovitzia (1 espécie)
(Badillo, 2000). Quase todas as espécies sao dioicas, com excecdo de V.
monoica, que é estritamente monoica, e V. cundinamarcensis e C. papaya, que
apresentam individuos dioicos e monoicos, e dioicos e andromonoicos,
respectivamente (Badillo, 1993). Todas as espécies sdo diploides com
2n=2x=18 cromossomos (Darlington e Ammal, 1945; Storey, 1941; Damasceno
Junior et al,. 2010).

O mamoeiro se destaca na familia Caricaceae pela sua grande importancia
econdmica. A cultura esta difundida pelas regies tropicais e subtropicais, onde as
condicbes sdo ecologicamente favoraveis ao seu desenvolvimento, como clima
guente, pluviosidade elevada, solos férteis e bem drenados (Marin et al., 1995).

O Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, em parceria com a
empresa CALIMAN Agricola S/A., localizada na cidade de Linhares no Estado do
Espirito Santo, Brasil, vem implementando varios trabalhos na é&rea do
melhoramento genético da cultura. Como resultado deste projeto, o grupo foi
responsavel pelo desenvolvimento e registro de nove hibridos de mamoeiro.

Atualmente, os hibridos disponiveis no mercado séo as cultivares Tainung 01 e



UENF/Caliman 01. O hibrido UENF/Caliman 01 (Calimosa) assim como o0
Tainung 01 s&o altamente produtivos (Pereira, 2003).

A UENF ja apresenta materiaisnéticos adaptados as condi¢cbes das regides
produtoras de mamao, pretendendo, atualmente, a linha de pesquisa, a obtencao de
frutos sem sementes, visando ao mercado nacional e internacional, visto a
tendéncia mundial de consumo ser orientada para produtos de boa qualidade, o que
implica produtos com bom formato do fruto, auséncia de sementes, entre outras
caracteristicas (Cardoso et al., 2000). A obtengdo de mamoeiros com frutos sem
sementes, € conseguida via desenvolvimento de ftripldides (2n=3x=27
Cromossomaos), que por sua vez pode ser conseguida pelo cruzamento entre plantas
diploides (2n=2x=18 cromossomos) e plantas tetraploides (2n=4x=36
Cromossomaos).

A poliploidia pode ser uma poderosa ferramenta para o melhoramento
genético, podendo ser obtida espontaneamente ou artificialmente. Na inducéo
artificial, sdo utilizadas substancias quimicas, como, por exemplo, a colchicina,
que impedem a formacdo do fuso acromético durante a divisdo celular, ndo
permitindo a separacdo dos cromossomos na anafase. De forma sumarizada,
pode-se dizer que, para a obtencdo de gendtipos triploides, sem sementes, é
necessario primeiro a inducéo de poliploides pelo uso de um antimitético, depois
a identificacéo de tetraploides e, posteriormente, o cruzamento de diploides com
tetraploides para a obtencao dos triploides (Souza et al., 1999). A identificacdo
dos tetraploides pode ser feita via andlise citoldgica, ou via citometria de fluxo, ou
via tamanho e/ou nimero dos estébmatos (Souza et al., 1999).

Considerando que na UENF foi iniciada uma pesquisa de poliploidizagdo em
mamoeiro (Ribeiro et al., 2013), agora é necessario identificar e caracterizar, entre
as plantas tratadas com colchicina, aquelas que tiveram o numero de cromossomos
duplicados (2n=4x=36 cromossomos), para uso posterior no programa de

melhoramento genético da cultura.



2. OBJETIVOS

a) Caracterizar citologicamente genotipos JS12 e SS72/12 supostamente
poliploides e identificar, entre os gendtipos tratados, os autotetraploides;

b) Caracterizar morfologicamente os frutos obtidos em plantas tetraploides.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS BOTANICOS E ORIGEM DO MAMOEIRO

O mamoeiro € uma das fruteiras mais comuns em quase todos os paises da
América tropical (Dantas e Oliveira, 2009). Pertence a espécie Carica papaya L.,
classe Dicotyledoneae, subclasse Archichlamydeae, ordem Violales, subordem
Caricineae, familia Caricaceae, género Carica (Badillo, 1993). A familia Caricaceae
compreende seis géneros e 35 espécies (Badillo, 1993; Van Droogenbroeck et al.,
2002). Os géneros Carica (1 espécie), Horovitzia (1 espécie), Jacaratia (7 espécies),
Jarilla (3 espécies) e Vasconcellea (21 espécies) sao originarios do continente
americano, enquanto o género Cylicomorpha (2 espécies) pertence ao continente
africano (Badillo, 2000;Van Droogenbroeck et al., 2004). E uma espécie diploide,
com 2n=2x=18 cromossomos e numero basico de n=9 cromossomos (Storey, 1941;
Damasceno Junior et al., 2010).

O centro de origem do mamoeiro é discutido ha muitos anos, pois a
maioria dos membros do género Carica ocorre ao longo da cordilheira dos Andes,
desde o Sul da Bolivia e Peru até a Venezuela, em uma area que forma o centro
primario de diversidade do género (Aradhya et al., 1999). Embora haja opinides
divergentes quanto a origem do mamoeiro ha América Tropical, € provavel que
esta espécie tenha se originado nas terras baixas da América Central oriental, do
México ao Panama (Nakasone e Paull, 1998). O Brasil, sendo o segundo maior

produtor mundial de mamao, com producao de 1,9 milhdes de toneladas no ano de



2010, fica atras unicamente da india (FAO, 2014). Quanto & produgéo nacional de
frutos, os principais produtores sdo os Estados da Bahia (683.474 toneladas),
Espirito Santo (484.645 toneladas), Ceara (86.414 toneladas) e Rio Grande do
Norte (71.293 ) em 2012 (IBGE, 2014).

O mamoeiro é uma planta herbacea, de clima tipicamente tropical, de modo
que a cultura esta difundida em regides que apresentam pluviosidade elevada, solos
férteis e bem drenados (Corandie, 1992; Marin et al., 1995). A planta tem sistema
radicular pivotante, com ramificagdes laterais. O caule € do tipo herbaceo lenhoso,
fistuloso nas regides dos entrends, suculento, ereto, contendo numerosas cicatrizes
foliares, terminando com um grupo denso de grandes folhas na regido apical. As
folhas sao alternadas, com grandes limbos foliares (0,70 m de didmetro), longo-
pecioladas, profundamente palma tilobadas, apresentando nervuras mais salientes
na face abaxial. Apresentam coloracao verde-claro-mate na face superior e verde-
brancacento palido na face inferior, coberto por material ceroso, apresentando um
ou mais Iébulos, ou totalmente inteiros. Os peciolos sao fistulosos, cilindricos, verde
palidos, as vezes vermelho - vinosos. As cicatrizes deixadas pelas folhas sao
bastante proeminentes (Badillo, 1993).

O fruto é descrito como ovoide, esférico, ou piriforme, podendo ter outras
classes, com tamanhos variados, desde pequenos (com 2 a 10 cm de comprimento
por 1,5 a 6 cm de largura) até muito grandes (em cultivo). A cor da polpa
comumente é amarela, alaranjada ou avermelhada. Em parentes silvestres, o
interior pode ser completamente preenchido por sementes e massa placentaria. As
sementes variam de 5 a 7 mm, podendo conter sarcotesta mucilaginosa, ser lisa e
dura (esclerotesta). Contém numerosas protuberancias irregularmente dentadas, em
formas de cristas meridianas agudas e irregulares, bastante préximas. O embrido é
reto, com cotilédones ovoides e achatados, circundados por endosperma carnoso,
rico em acidos graxos. A germinagéo é relativamente rapida (duas a trés semanas) e
epigea (Badillo, 1993).

A espécie € considerada sexualmente poligama por apresentar trés
diferentes tipos de plantas, femininas, masculinas e hermafroditas (Storey 1953).
Em mamoeiro, o mecanismo de determinacdo sexual € reportado como sendo
governado por um gene com trés formas alélicas (Hofmeyr, 1938; Storey, 1938).
Hofmeyr (1938) designou os simbolos m para o alelo que determina a

feminilidade, M; para o alelo que determina a masculinidade e M, para



hermafroditismo, concluindo que os gendtipos mm, M;m, Mom produzem flores
femininas, masculinas e hermafroditas, respectivamente. De acordo com Storey
(1941), individuos portadores dos genotipos mm, Miym e M,m sado denominados
ginoicos, androicos e andromonoicos, respectivamente. Ha outras teorias que
explicam a determinacdo sexual em plantas de mamoeiro (Storey, 1953; Hofmeyr,
1967; Liu et al, 2004, Ming et al., 2007), porém a mais aceita é a de alelos
multiplos.

As cultivares de mamoeiro em muitas partes do mundo s&o do tipo dioico
(Arkle Junior e Nakasone, 1984), sendo os frutos femininos aproveitados para o
consumo da fruta fresca ou para extracdo da enzima papaina. No Brasil, os frutos
piriformes produzidos pelas plantas hermafroditas sdo preferidos em relacdo aos
frutos esféricos produzidos pelas plantas femininas, destinando-se aos mercados
interno e externo. Contudo, deve ser ressaltada a limitagdo de alternativas para a
escolha de variedades e/ou hibridos comerciais para o plantio que atendam tanto

as exigéncias do mercado nacional quanto internacional (Marin et al., 2003).

3.2 CITOGENETICA DO MAMOEIRO

Os primeiros trabalhos citogenéticos foram desenvolvidos por meio do
estudo da meiose do milho, mais precisamente do paquiteno, por Mc Clintock
em 1929, cujo mapeamento cromossOmico possibilitou a identificagdo do
tamanho de cada cromossomo, a posicdo do centrébmero, regides eucromaticas
e heterocromaticas (Gill et al., 1997).

Apesar da revolugdo provocada pela Genética Molecular, a andlise
cromossOmica continua sendo a Unica maneira de observar 0 genoma de um
eucarioto na forma de blocos individualizados de material genético, faceis de
serem mensurados, diferenciados em subunidades e manipulados de diferentes
formas, pois de nenhuma outra forma o material genético é tdo claramente
observado (Brammer et al., 2002).

O conhecimento do numero de cromossomos ou do nivel de ploidia, além
de importante para a caracterizacdo de germoplasma, é importante para 0s
trabalhos de melhoramento genético, quando sdo programados cruzamentos
(Schifino-Wittmann, 2001).



Segundo Bajpai e Singh (2006), embora seja uma importante cultura
tropical e subtropical, a literatura apresenta poucos resultados envolvendo
estudos citogenéticos de mamoeiro, quando comparados com outras espécies
de interesse econdmico. O mamoeiro é uma espécie diploide com 18
cromossomos metacéntricos bastante similares e de tamanho pequeno
(Datta, 1971; Dasmaceno Junior et al., 2009). Segundo Datta (1971) os
cromossomos de mamoeiro Sd80 pequenos, com uma pequena diferenca em
comprimento, 1 um a 4,23 um mas constricdbes primérias sdo geralmente
medianas ou submedianas e alguns cromossomos apresentam mais de uma
constricdo secundaria. Ja Dasmaceno Junior et al. (2009), observaram que o
tamanho dos cromossomos variou de 1,43 um a 2,29 um todos metacéntricos
(Damasceno Junior et al., 2007).

As espécies V. monoica, V. goudotiana, V. microcarpa (Micheletti de
Zerpa, 1959), V. cauliflora (Storey, 194; Dasmaceno Junior et al., 2009) V.
quercifolia (Darlington e Wylie, 1955; Dasmaceno Junior et al., 2009) e Jacaratia
spinosa (Kumar e Srinivasan, 1944), da familia Caricaceae, apresentam o mesmo
um numero soméatico de cromossomos, 2n=18 cromossomos.

Quanto ao estudo dos cromossomos meidticos de mamoeiro Kumar et al.
(1945) observaram que um par de cCromossomos Se separa precocemente
durante a anafase | da meiose de plantas masculinas de mamoeiro. Eles
relataram que essa diferenca no comportamento dos cromossomos esta de
acordo com o observado em outras espécies vegetais que contém cromossomos
sexuais heteromorficos. Pereira et al (2014) analisando o comportamento meiético
das espécies Jacaratia spinosa e Vasconcellea quercifolia, verificou que a meiose
mostrou-se regular em ambas as espécies, apesar de V. quercifolia ter
apresentado um maior namero de irregularidades, como a falta de sincronia e a
presenca de cromossomos retardatarios em algumas células.

Apesar da existéncia de diferentes sexos em mamoeiro as analises
morfologicas e citogenéticas de seus cromossomos nao tém possibilitado a
identificacdo de cromossomos sexuais nessa espécie (Parasnis et al., 1999).
De acordo com Negrutiu et al. (2001), existem exemplos de outras espécies
vegetais cuja determinacdo sexual € cromossOmica, tais como Silene latifolia,
Silene dioica (sistema XY), Humulus lupulus (sistema X:A) e espécies do
género Rumex (sistemas XY e X:A).



Embora existam marcadores de DNA para a predicdo do sexo em
mamao (Parasnis et al., 1999; Urasaki et al.,, 2002; Liu et al., 2004), é
dispendioso testar e transplantar milhdes de plantulas em curto periodo de
tempo para a producdo comercial de frutos (Ming et al., 2007), dai essa

metodologia ndo ser de uso préatico no estabelecimento das plantas no campo.

3.3 MELHORAMENTO GENETICO DO MAMOEIRO

O melhoramento genético do mamoeiro pode contribuir substancialmente
para maior produtividade. Este objetivo pode ser alcancado pela aplicagcdo de
meétodos de melhoramento e selecdo de variedades com rendimentos superiores,
bem como pela obtencéo de linhagens ou hibridos com resisténcia a doencas e
pragas, o que certamente contribuird de maneira decisiva no melhoramento da
cultura, limitada pela grande incidéncia e distribuicdo de doencas viréticas
(Harkness, 1967; Ishii & Holtzmann, 1963; Gabrovska et al., 1967).

O germoplasma do mamoeiro pode ser classificado em dois grandes
grupos: Grupo Solo e Grupo Formosa. Os materiais do grupo Solo sao
geneticamente uniformes, consistindo de linhagens fixadas por sucessivas geracoes
de autofecundacgao. A cultivar Golden, do grupo Solo, é descrita por Marin & Gomes
(2000) como tendo plantas e frutos de coloragdo verde-clara e acentuadamente
aclorofilada, com superficie do fruto bastante lisa; € uma cultivar muito tolerante a
mancha fisiolégica do mamoeiro.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF iniciou
em 1995 um projeto de introducéo, adaptacado e desenvolvimento de tecnologias a
serem aplicadas a cultura do mamoeiro nas regides do Norte e Noroeste
Fluminense. Como resultado desse programa, em 2002, foram registrados nove
hibridos de mamoeiro adaptados as condi¢cées da regido (Pereira, 2003). Esses
hibridos s&o superiores ao hibrido Tainung 01 nas caracteristicas melhor sabor,
maior teor de solidos soluvel (mais doces), melhor coloragdo de polpa e maior
uniformidade de frutos, atingindo melhor propor¢ao de frutos exportaveis (Pereira,
2003).

O melhoramento da cultura tem tido por base a hibridagcéo intraespecifica
dentro do Grupo Heterdtico — Solo e Formosa e/ou entre Grupos Heterdticos,

existindo, com isso, cultivares como o hibrido Tainung 01, Golden, o hibrido



UENF/CALIMANO1, obtidos do cruzamento entre JS12 (Grupo Formosa) e SS 72/12
(Grupo Solo).

O desenvolvimento de cultivar que apresente frutos sem sementes, do tipo
triploide, € uma inovagao tecnolégica dentro do programa de melhoramento da
cultura do mamoeiro. Esta metodologia ja foi aplicada com sucesso em outras
fruteiras como a melancia (Souza et al., 1999), o melao (Ezura et al., 1993), citros
(Cavalcante et al., 2000), entre outras.

O mamoeiro € uma espécie diploide com 2n=2x=18 cromossomos € a
poliploidia ndo é relatada na familia, entretanto, algumas tentativas foram feitas
por diferentes pesquisadores. Um dos primeiros relatos de tentativa de
poliploidizagao foi feita por Hofmeyer e Elden (1942), que utilizaram solugédo de
colchicina em sementes de mamoeiro e obtiveram alguns genétipos com o fendétipo
indicativo de autotetraploides, induzindo pela primeira vez a poliploidizacdo na
especie. Clarindo et al. (2008) observaram plantulas de mamoeiro obtidas via
cultura de embrido zigotico imaturo in vitro e identificaram via citometria de fluxo
genatipos diploides, triploides, tetraploides, mixiploides e aneuploides, evidenciando

que a cultura in vitro induziu variagado somaclonal em mamoeiro.

3.4 MUTAGENESE E POLIPLOIDIZACAO

A variabilidade genética € caracterizada pela alteragdo das frequéncias
génicas e alélicas em uma populacdo. Estuda-la € imprescindivel para elucidar a
biologia, conhecer a diversidade e obter informacdes sobre a evolugcdo das
espécies, pois mutagao, recombinacgao e fluxo génico sao forcas atuantes sobre a
geragao de variabilidade genética, sendo fundamentais no processo evolutivo, na
adaptacao de cada espécie ao seu ambiente ao longo das geragdes na qual atua a
selecéo natural (Brammer, 2002).

As mutagcbes cromossOmicas podem ocorrer espontaneamente como
podem ser induzidas. Em fruteiras, tém sido reportadas ocorréncias de mutagbes
espontaneas de valor agrondbmico, que foram usadas para o desenvolvimento de
novas cultivares, como, por exemplo, as cultivares de maca ‘ Royal Gala’, ‘Imperial
Gala’, que sdao mutagdes ocorridas naturalmente na cultivar Gala (Muggleston,
2003).

As mutagdes induzidas podem ser causadas por agentes fisicos (raios X e
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gama, ultravioleta, radiagao térmica e através de particulas beta) e quimicos como o
uso de diethyl sulfate (DES), ethyl methane sulfate (EMS), e colchicina, entre outros
(Lapins, 2000). Algumas consideragdes tém que ser feitas na escolha do produto a
ser usado para a indugdo de mutagdes como (a) a eficiéncia do produto, (b) a
eficiéncia na taxa de mutagéo em relagéo a efeitos deletérios e (c) a especificidade
do agente mutagénico.

A colchicina € um dos produtos mais utilizados para a indugao de poliploides
e variagbes morfolégicas em plantas (Lapins, 2000). Trata-se de um alcaloide que
tem a capacidade de inibir a formagao do fuso mitdtico em células e tem sido usada
em experimentos de indugao artificial de poliploidia, em células e tecidos vegetais de
diversas espécies (Griffiths et al., 2002).

A poliploidia diz respeito ao aumento no numero de conjuntos
cromossOmicos ou genomas, sendo coletivamente denominados de poliploides
aqueles individuos com trés ou mais conjuntos cromossdmicos completos. Pode
ser distinguida em autopoliploidia e alopoliploidia. A autopoliploidia consiste na
duplicacdo do numero de cromossomos da propria espécie, de modo que ela
passa a ter 3, 4, 5, 6 ou mais cOpias do mesmo conjunto basico de cromossomos.
Ja a alopoliploidia é resultante do cruzamento de duas espécies distintas, sendo,
posteriormente, 0 nimero de cromossomos duplicado, resultando na obtencédo de
individuos com dois ou mais genomas distintos duplicados, provenientes de
diferentes espécies (Wright, 1976).

Os alopoliploides geralmente exibem combina¢des das caracteristicas
dos parentais, podendo os graus de semelhanca estar voltados para um ou outro
dos genitores caso ocorra dominancia, sendo dificil determinar em que nivel de
extensdo as diferencas quantitativas e qualitativas observadas sao reflexo de
mecanismos genéticos ou da poliploidia em si, cujos efeitos sdo mais bem
avaliados em autotetraploides (Swanson, 1957).

A poliploidia induzida pode ser uma poderosa ferramenta para o
melhoramento genético, desde que bem empregada, podendo ser utilizada
basicamente de trés maneiras: (1) poliploidizacdo na propria espécie, como um
modo de tentar conseguir plantas maiores e melhores; (2) poliploidizagdo de um
hibrido para restaurar a fertilidade do hibrido estéril, sintetizar uma nova espécie,

ressintetizar uma ja existente; ou (3) como uma ponte para transferir genes de



11

interesse entre niveis de ploidia, na mesma espécie ou entre espécies diferentes
(Dewey, 1980).

A poliploidia normalmente resulta em um aumento no tamanho das
células, observando-se que células tetraploides, geralmente, tém um volume duas
vezes superior e um comprimento ou largura 20% a 25% maior do que o de
células diploides (Wright, 1976).

A utilizacdo de antimitéticos na agricultura tem sido feita principalmente
em programas de melhoramento genético para a geracao de plantas poliploides.
Essas substancias antimitoticas se ligam as proteinas que formam as fibras do
fuso acromatico, denominados tubulinas, impedindo sua despolimerizacdo e,
consequentemente, suprimindo a formacdo das fibras, ou ainda inativando os
fusos ja formados (Guerra, 1989).

Desde a descoberta da acao poliploidizante da colchicina (Blakeslee &
Avery, 1937), que no inicio foi considerada um “elixir do crescimento”, os
melhoristas tentam utilizar a inducdo de poliploidia no melhoramento para obter
plantas maiores, melhores e mais produtivas. A colchicina tem a capacidade de
inibir o fuso durante a divisdo celular, levando a formacédo de células e plantas
com o dobro do niumero cromoss6mico (Blakeslee e Avery, 1937).

O mecanismo de acdo da colchicina é conhecido. Ela se liga
reversivelmente ao dimero de tubulina, causando mudancga conformacional que
impede a polimeriza¢do do fuso mitético e, consequentemente, bloqueia a célula
em metafase. Como os sitios especificos aos quais a colchicina se liga nos
dimeros sdo inacessiveis quando a tubulina estd polimerizada na forma de
microtubulos, tal substancia atua na tubulina solavel, impedido-a de se
polimerizar. Em microtdbulos ja formados, a colchicina impede o crescimento
destas estruturas durante a divisdo celular (Morejohn et al., 1987; Sluder, 1991).

Diversos meétodos de aplicacdo da colchicina sao sugeridos e utilizados,
havendo sempre necessidade de ajustes e padronizagdes, de acordo com a
espécie com que se esta trabalhando. A aplicacdo pode ser por imersao do tecido
meristematico na solucao, por gotejamento da solucdo sobre o meristema, ou por
aplicacdo de algoddao embebido na solucdo, diretamente sobre o ponto de
crescimento (Eigsti e Dustin, 1957; Elliott, 1967), ou colocando a colchicina no

meio de cultura in vitro (Silva et al., 2000; Vainola, 2000).
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ApoOs a inducdo, é necessério verificar o sucesso do procedimento.
Caracteristicas morfolégicas externas, como “gigantismo” - érgdos maiores e, em
geral, mais espessos, podem auxiliar na distingdo entre diploides e poliploides
(Eigsti e Dustin, 1957; Elliot, 1967) sendo, entretanto, avaliacbes subjetivas e
expostas a falhas frequentes.

O teste definitivo €, sem duvida, a contagem de cromossomos, processo
gue demanda tempo, sendo, frequentemente, sugeridas praticas alternativas.
Como o aumento do volume celular € um dos primeiros efeitos da duplicacéo
cromossOmica, caracteres citoldgicos como tamanho das células dos estdbmatos,
densidade de estbmatos por area e diametro dos graos de poélen sdo muito
utilizados para identificar poliploides (Graner, 1941; Brewbaker, 1952; Evans,
1955; Armstrong e Robertson, 1960; Elliott, 1967; Silva et al., 2000; Beck et al.,
2003; Morgan et al., 2003), da mesma forma que o niamero de plastidios nas
células dos estomatos (Bingham, 1968; Boaventura et al., 1981).

Fenotipicamente, os tetraploides, em comparacdo com os diploides,
apresentam folhas maiores em largura do que em comprimento, mais espessas,
com tendéncia a uma coloragdo mais escura. As asas dos peciolos sao
normalmente mais largas e, em algumas variedades, se fundem frequentemente
com o limbo foliar. Seu desenvolvimento € mais lento, a ocorréncia de brotacdes
vigorosas € menos comum e a copa € menos ereta e mais compacta. Além disso,
apresentam florescimento mais retardado e menor frutificacdo (Cameron & Frost,
1968; Moreira, 1980), embora existam evidéncias da manifestagdo de alta
produtividade em selecdes tetraploides de limao ‘Lisboa’ e de alguns pémulos
(Cameron & Frost, 1968).

Quanto a influéncia da poliploidia sobre o numero de sementes, € bem
variavel, havendo tetraploides que apresentam redugcdao no numero de sementes,
outros que ndo mostram alteragdes (Cameron & Frost, 1968).

Plantas poliploidizadas artificialmente geralmente tém comportamento
meidtico mais irregular que plantas diploides, uma vez que o pareamento
cromossdmico pode formar associacbes multivalentes, comprometendo a
segregacao cromossOmica em direcdo aos polos, produzindo cromossomos
retardatarios, pontes e fragmentos (do Valle et al.,, 2004). O resultado,
dependendo do grau de irregularidades na divisdo celular, € a diminuicdo da

fertilidade até a completa esterilidade do individuo. Para Stebbins (1950), as
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principais causas de esterilidade em autotetraploides s8o uma série de
desarmonias produzidas em varios estdgios do ciclo sexual, sendo a meiose a
mais importante.

Como consequéncia do processo meiético anormal, ndo ocorre a reducao
do nimero de cromossomos nos gametas (Schifino-Wittmann e Dall’agnol, 2001),
formando pélen ou évulo ndo reduzido (2n). Gametas ndo reduzidos sao resultado
de um processo meiético anormal, em que a reducdo do nimero cromossémico
nao ocorre. Essa falha na reducdo pode ocorrer basicamente de duas formas: na
meiose |, pela restituicdo na primeira divisdo (RPD), em que 0S cromossomos néo
se dirigem para os polos na anafase e, em vez de duas células com numero
haploide de cromossomos na tel6fase |, ha formacédo de uma célula com numero
diploide; na meiose Il, neste caso, ocorre normalmente, mas resulta em uma
diade ao contréario da tétrade esperada. A outra forma de surgimento dos gametas
2n € na meiose Il, pela restituicdo na segunda divisdo (RSD), em que h& falha da
citocinese e restituicdo de nucleos diploides, com formacéo de diades ou triades
(Schifino-Wittmann e Dall’agnol, 2001).

No Brasil, ha relatos da obtencdo de melancia triploide sem sementes em
pesquisa em conducdo pelo Centro Nacional de Pesquisa do Semiarido em
Petrolina — PE. Esta pesquisa foi iniciada em 1996 quando duas linhagens de
melancia tiveram suas sementes submetidas a uma solugéo de colchicina a 0,2%
por 24 horas, tendo sido obtidas 192 possiveis tetraploides, sendo que apenas 53
foram identificadas como provaveis tetraploides. A melancia triploide foi obtida apds
cruzamento entre material diploide com material tetraploide (Souza et al., 1999).
Esse material esteve em fase de avaliagdo da capacidade de combinacédo entre
linhas tetraploides e diploides para selecionar as melhores combinagcbes que
permitirdo a sintese de hibridos triploides superiores (Souza et al., 2002).



14

4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

Neste estudo, 100 plantas supostamente poliploides foram utilizadas,
além de plantas nao tratadas (controle) das linhagens SS72/12 e JS12. Essas
plantas foram obtidas na pesquisa desenvolvida no Setor de Genética Aplicada
(Citogenética) do Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (CCTA/UENF), conduzida em casa
de vegetacdo do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuérias da UENF.

Ribeiro et al. (2013) utilizaram sementes provenientes de frutos de
linhagens dos grupos Solo e Formosa, SS72/12 e JS12, respectivamente. Quatro
bandejas de 128 células, contendo substrato Vivato, foram semeadas para cada
linhagem. A aplicacdo de solucdo aquosa de colchicina a 1% foi feita na gema
apical, sendo aplicadas duas gotas pela manha e duas gotas ao final da tarde,
durante trés dias consecutivos. Duas bandejas de cada linhagem néo receberam
tratamento, constituindo o controle.

Uma semana apés a aplicacdo de colchicina, as plantas foram
transplantadas para copos plasticos de 300 ml, contendo substrato Vivato, e
mantidas em casa de vegetacdo. O screening de plantas supostamente
poliploides foi feito segundo o aspecto morfolégico, conforme descrito por
Hofmeyr e Elden (1942). Desta forma, selecionaram-se entre as plantas tratadas,

de cada linhagem, aquelas que apresentavam calos pronunciados, vigor
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acentuado, folhas grossas e encarquilhadas. As plantas selecionadas foram
transplantadas para sacos plasticos de trés litros e mantidas em casa de
vegetacao por aproximadamente 30 dias.

Posteriormente, 40 plantas de JS12 e 60 de SS72/12, supostamente
poliploides, além de 20 plantas do controle de cada linhagem, foram
transplantadas para o campo localizado na area de convénio da UENF com o
Centro Estadual de Pesquisa em Agroenergia e Aproveitamento de Residuos. As
plantas mantidas no campo foram dispostas em fileiras simples com espacamento
de 4 m x 2 m entre covas, com 20 plantas por fileira, sendo a irrigagao por
asperséo. Os tratos culturais foram feitos conforme recomendacéo para a cultura,
e a sexagem, tdo logo a plantas floresceram. Durante o experimento, algumas
plantas morreram devido a ocorréncia do virus do mosaico, tendo o restante das

plantas tratadas sido avaliadas, além das linhagens controle (JS12 e SS72/12).

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 CARACTERIZACAO CITOLOGICA

4.2.1.1 ANALISE MEIOTICA

Botbes em diferentes estadios de desenvolvimento foram coletados em
plantas hermafroditas, ao caso, em solugéo fixadora de etanol e acido acético na
proporcdo 3:1, sendo conservados em freezer até o0 momento do preparo da
lamina. No preparo das laminas, as anteras foram maceradas (squash) em gota
de carmim acético a 1% e, posteriormente, apds a retirada dos debris e do
excesso de corante, a laminula foi sobreposta, e as laminas observadas sob
microscopio otico.

A determinacdo do nivel de ploidia foi feita pela contagem de
cromossomos e do tipo de pareamento predominante e a segregacao dos
cromossomos. O numero cromossomico foi determinado, no minimo, em cinco
células em meiose, nas fases de diacinese ou metafases, anafases e telofases | e
II. Foi também observada ocorréncia de anomalias durante a divisdo.

Foi estimado o percentual de produtos pds-meidticos e a frequéncia de

gametas nao reduzidos (2n). Para tal, foram preparadas cinco laminas por bot&o
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em cada planta analisada, sendo contabilizados 100 produtos pés-meidticos por
lamina, totalizando 500 por botdo. No momento do preparo da lamina, as anteras
foram maceradas em gota de carmim acético a 1%.

Foram contados por genotipo, os produtos pds-meidticos normais e 0s
anormais, sendo considerados produtos pos-meiéticos normais as tétrades, e
como anormais, as monades, diades, triade, poliades e tétrades com
micronucleos. Posteriormente, foram estimados os percentuais de produtos poés-
meioticos.

A frequéncia de gametas nao reduzidos (FG2n) por genétipo foi estimada
conforme Yan et al (1997):

(2D+Tr)
(2D+3Tr+4T)

Frequéncia de gametas 2n = x 100

Em que:

D corresponde ao numero de diades; Tr, ao numero de triades; e T, ao niumero
de tétrades. O numerador (2D + Tr) representa 0 numero total de gametas 2n
observados. O denominador (2D + 3TR+ 4T) representa 0 numero total de
gametas observados.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, considerando um
delineamento inteiramente casualizado, em que cada lamina foi considerada uma
repeticdo. As médias foram comparadas via teste Tukey, utilizando o programa
GENES (Cruz, 2013).

4.2.1.2 VIABILIDADE POLINICA

Para a andlise da viabilidade polinica, botbes florais na antese foram
coletados em etanol 70% e conservados a 4°C até o momento de preparo das
laminas. Posteriormente, quatro anteras foram maceradas em solucéo tripla de
Alexander para a liberacdo dos graos de pélen (Alexander, 1969).

Foram preparadas trés laminas por genotipo, e em cada lamina foram
contados e classificados 500 gréos de polen por lamina. A classificagdo dos gréos
de polen foi feita em duas classes: os viaveis, de coloracdo vermelho-purpura, e
os graos de pdlen inviaveis, de coloracdo verde ou com o citoplasma retraido.
Para controle, foram utilizadas as linhagens originais diploides (SS72/12 e JS12).

Por dltimo, calculou-se a porcentagem de grdos de podlen viaveis por
gendtipo. Os resultados obtidos nessas avaliagdes foram submetidos a andlise de
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variancia, considerando um delineamento inteiramente casualizado, em que a
lamina foi considerada a repeticdo. As médias foram comparadas via teste Tukey,
utilizando o programa GENES (Cruz, 2013).

4.2.1.3 CAPTURA DAS IMAGENS

Todas as observacdes foram feitas sob microscopio 6ptico Olympus
BX60, e as imagens Opticas, capturadas, utilizando o programa Image-Pro-Plus

versdo 5.1 (Media Cybernetics).

4.2.2 CARACTERIZACAO DOS FRUTOS

Neste trabalho, ocorreu alta taxa de mortalidade das plantas causada
pelo virus do mosaico, assim como de reversdo sexual nas plantas com flores
hermafroditas de todos os materiais, de maneira mais acentuada nas plantas
JS12 tratadas.

As plantas com frutos avaliados foram dispostas em 08 tratamentos
(Tabela 01). Os tratamentos foram separados segundo as caracteristicas das
plantas: quanto ao gendtipo, se controle ou tratado; quanto ao sexo, se
hermafrodita (HERM) ou feminina (FEM); e quanto a ploidia, se diploide (2n=2x
=18) ou tetraploide (2n=4x=36).

Tabela 1 — Descricdo dos oito grupos nos quais as plantas com frutos foram
alocadas para avaliacdo, com respectivos numeros de plantas e frutos avaliados
em cada grupo.

N° N°
TRATAMENTO SEXO PLOIDIA PLANTA | FRUTOS
01 — SS72/12 — CONTROLE HERM 2n=2x =18 05 25
02 — SS72/12 - TRATADO HERM 2n=2x =18 06 37
03 — SS72/12 - TRATADO HERM 2n=4x =36 06 22
04 — SS72/12 — TRATADO FEM DESC 08 36
TOTAL - - 25 120
05 -JS12 - CONTROLE HERM 2n=2x =18 05 25
06 -JS12 - TRATADO HERM 2n=2x =18 02 04
07 -JS12 - TRATADO HERM 2n=4x =36 03 11
08 -JS12 —- TRATADO FEM DESC 05 11
TOTAL - - 15 51

Hermafrodita (HERM), Feminina (FEM), Desconhecida (DESC)
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Foi feita a colheita em todas as plantas tratadas que produziram frutos e
em cinco plantas dos controles de ambos os gendtipos. Os frutos foram coletados
com 75% de casca alaranjada. Em cada fruto, foram feitas as seguintes

mensuracdes, conforme IPGRI (1995):

4.2.2.1 PESO DE FRUTO (PF - g)
A pesagem dos frutos foi expressa em gramas e efetuada em balanca

analitica, para cada fruto, separadamente.

4.2.2.2 COMPRIMENTO DO FRUTO (CF - mm)
As medidas de comprimento foram feitas nas dimensfes longitudinais

dos frutos, com a utilizacao de paquimetro.

4.2.2.3 DIAMETRO DO FRUTO (DF - mm)
O diametro do fruto foi obtido pela medida da dimenséo transversal dos

frutos, com a utilizacdo de paquimetro.

4.2.2.4 ESPESSURA MEDIA DA POLPA DO FRUTO (EPF - mm)
A espessura média da polpa dos frutos foi obtida pela medicdo do
mesocarpo, apos o corte transversal do fruto, com uso de paquimetro, medindo a

espessura maior e menor do mesocarpo.

4.2.2.5 NUMERO DE SEMENTES POR FRUTO

No Laboratério, os frutos foram cortados e suas sementes retiradas e
colocadas em placas de Petri. As sementes foram contadas e classificadas em
bem formadas (sementes viaveis) e sementes mal formadas (sementes inviaveis).
Sementes chochas ou mal formadas ou de cor branca foram consideradas mal
formadas e as sementes completamente integras de cor preta foram

consideradas bem formadas.

4.2.2.6 ANALISE ESTATISTICA
As variaveis obtidas foram analisadas utilizando o0s recursos
computacionais do programa SAS (Statistical Analysis System, 1995). Foi feita

analise de variancia (ANOVA), e as médias, comparadas via teste Tukey a 5%
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de probabilidade. Com base nas analises de variancia de cada caracteristica,
foram obtidas as estimativas de varidncia genotipica e a variancia fenotipica,
assim como as estimativas de parametros genéticos como o indice de variacéo,

coeficiente de variacdo experimental e coeficiente de variacdo genotipica.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO CITOGENETICA

Foram selecionadas 100 plantas tratadas para serem transplantadas ao
campo, destas poucas sobreviveram devido a incidéncia do virus do mosaico,
além da ocorréncia da reversao sexual em algumas. Foram estudadas 37 plantas
tratadas, destas, 17 eram femininas e 20 hermafroditas. Algumas plantas tratadas
apresentaram um excessivo brotamento com os primérdios foliares
encarquilhados e espessos. Assim como algumas plantulas tratadas apresentaram
o tecido foliar com uma coloracdo verde mais acentuada e folhas coriaceas,
guando comparadas com as plantulas ndo tratadas (Figura 1) caracteristicas

similares as observadas por Hofmeyr e Elden (1942).
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Figura 1 - Obtencéo de autotetraploides em mamoeiro. (A) - Plantulas de JS12 tratadas
com solucao de colchicina em que se observa o calo (seta) e (B) - Proliferacdo de gemas
a partir do ponto de aplicagdo da solucdo. (C) - Planta autotetraploide de JS12 e (D) -
planta diploide de JS12, observa-se presenca do calo na planta adulta (seta).

Todas as plantas tratadas e cultivadas no campo, inclusive os controles,
foram avaliadas via meiose, com excecdo das plantas femininas devido a
dificuldade de se obter um protocolo eficiente para a contagem dos cromossomos.
Das 20 plantas hermafroditas tratadas, supostamente autotetraploides, 12 delas,
seis advindas do JS12 e seis do SS72/12, tiveram a natureza autotetraploide

confirmada apresentando 2n=4x=36 cromossomos (Figura 2 e Figura3 - C e F).

Figura 2 - (A) - Planta tetraploide JS12 — F1P01; (B) - Célula em teléfase | de JS12
diploide — controle, onde se observa 9 cromossomos em cada polo; (C) - Célula em
teléfase | da planta tratada JS12, onde se observa 18 cromossomos em cada polo,
confirmando sua natureza tetraploide.
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Por outro lado, 8 gendtipos tratados apresentaram 2n=2x=18
cromossomos, sendo um JS12 e sete SS72/12, mantendo assim o mesmo nivel
de ploidia bem como o mesmo numero de cromossomos, ndo diferindo dos
controles (Figura 3 - B e E), concluindo-se que alguns gendtipos nao

responderam a poliploidizagao.

Figura 3 — Anafases com diferentes niveis de ploidia nos gendétipos de mamoeiro
analisados. (A) - Anéfase de JS12 controle, diploide (2n = 2x = 8); (B) - Anéfase de JS12
tratado com colchicina, diploide (2n =2x =18); (C) - Anéafase de JS12 tratado com
colchicina, autotetraploide (2n= 4x= 36 cromossomos) (D) — Anafase SS72/12 controle,
diploide (2n=2x =18); (E) - An&fase de SS72/12 tratado com colchicina, diploide (2n=2x
=18) e (F) Anéafase de SS72/12, gendtipo tratado com colchicina, autotetraploide (2n=4x=
36 cromossomos).

Plantas poliploidizadas geralmente tém comportamento meiético irregular
devido ao pareamento multivalente dos cromossomos, comprometendo a
segregacao cromossomica em direcdo aos polos, produzindo cromossomos
retardatarios, pontes e fragmentos (do Valle et al., 2004).

Nesse estudo, foram observadas algumas anormalidades durante a
divisdo meidtica dos gendtipos estudados, como, por exemplo: cromossomos
univalentes (Figura 4 - A e B), falta de sincronismo (Figura 4 - D) e segregacao
precoce dos cromossomos (Figura 4 - C e E). Entretanto, algumas dessas

anomalias foram também observadas em mamoeiro diploide (Damasceno Junior,



23

2010; Bajpai e Singh, 2006), em V. monoica, V. cundinamarcensis (Damasceno

Junior, 2013) e em V. pubescens (Zerpa, 1980).

| .
Figura 4 - Anormalidades observadas na meiose dos gendétipos de mamoeiro

autotetraploides tratados com solugéo de colchicina: A e B - cromossomos univalentes;
C e E - segregacao precoce dos cromossomos; e D- falta de sincronismo.

Cromossomos retardatarios foram observados por Corréa et al. (2005) em
algumas células com ocorréncia de cromossomos dispostos fora da placa
equatorial durante a fase de metafase e cromossomos retardatarios durante as
fases de anéafase e tel6fase, tanto na meiose | como na ll.

A presenca de cromossomos retardatarios pode gerar gametas
desbalanceados ou aneuploides, visto poderem ficar retidos no citoplasma, nao
acompanhando o conjunto de cromossomos que segue a divisdo celular
normalmente, e no final, ser eliminados na forma de micronucleos (Kodoru & Rao,
1981).

Também foram observadas, durante a meiose, falta de sincronismo na
divisdo celular e segregacdo precoce. Alguns autores associam a segregagao
precoce de cromossomo em mamoeiro a existéncia de cromossomos sexuais,
porém espécies com cromossomos pequenos podem apresentar problemas de
segregacao durante a meiose (Schubert, 2007), provavelmente o caso das
espécies Caricaceas, ja que a segregacao precoce tem sido observada por outros
autores (Storey, 1953; Bajpai e Singh, 2006, Damasceno Junior et al, 2010).

As irregularidades meidticas podem resultar em produtos pos-meiéticos

anormais e desbalanceados.
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Figura 5 - Produtos pGs-meiéticos observados nos gendétipos tratados.
A-Mobnades; B-Diade; C-Triade; D-Tétrade; E-Poliade. F-Tétrade com micronucleo.

Como pode ser verificado na Tabela 2, foram observadas moénades,
diades, triades, poliades e tétrades com micronucleos resultantes das
anormalidades observadas durante a meiose (Figura 5). Considerando as
anormalidades meiéticas, as triades (Figura 5 — C), foram as mais frequente em
todos o0s gendtipos autotetraploides, variando de 15.8% a 33% nos
autotetraploides JS12 e de 8% a 30% nos autotetraploides SS72/12.

A presenca de triades e diades podem explicar a ocorréncia de gametas
ndo reduzidos (2n) em alguns genoétipos como JS12 e SS72/12 (Tabela 2). A
frequéncia de gameta 2n foi relativamente alta nos autotetraploides advindos do
JS12, em que se observou uma variagdo de 11,17% a 34,90%, e nos
autotetraploides advindos do SS72/12, em que a variacao ficou entre 3,07% e
10,34%, valores relativamente baixos quando comparados com 0S
autotetraploides JS12. Gametas néo reduzidos podem ser detectados
citologicamente, pela presencga de diades e triades ao final da tel6fase Il (Ortiz et
al., 1992; Yan et al., 1997).

Gametas nao reduzidos (2n) sao resultantes de um processo meiotico
anormal, em que a reduc¢do do ndmero cromossdmico ndo ocorre. Essa falha na
reducéo pode ocorrer basicamente de duas formas: na meiose |, pela restituigao

na primeira divisdo (FDR), em que os cromossomos nao se dirigem para os polos
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na anafase e, em vez de duas células com nimero haploide de cromossomos na
teléfase I, ha formacdo de uma célula com ndmero diploide; a meiose Il, neste
caso, ocorre normalmente, mas resulta em uma diade ao contrario da tétrade
esperada. A outra forma de surgimento dos gametas 2n € na meiose Il, pela
restituicdo na segunda divisdo (SDR), em que ha falha da citocinese e restituicdo
de nucleos diploides, com formacédo de diades ou triades (Schifino-Wittmann &
Agnol, 2001).

O percentual de tétrades normais, Figura 5 — D, nos genotipos
autotetraploides JS12 variou de 25% a 53,60% e de 59,20% a 62% nos
autotetraploides de SS72/12. As linhagens controle apresentaram 96,4% e 89,4%
para JS12 e SS72/12, respectivamente (Tabela 2). Nos genotipos tratados, né&o
duplicados, o percentual de tétrades variou de 75,8% a 91,8%, valores que
podem ser considerados satisfatérios, jA que a literatura registra valores proximos
a estes para genotipos diploides.

As poliades e as tétrades com micronucleos podem gerar gametas
desbalanceados pela presenca de micronucleos, considerados cromossomos

retardatarios perdidos durante a diviséo celular (Figura 5 - E).



Tabela 2— Frequéncia de produtos pés-meidticos, gametas néo reduzidos (F2n), porcentagem de viabilidade polinica (VP) e ploidia
(2n) dos genotipos SS712/12 e JS12 controle e tratados.

Gendtipos 2n F2n VP (%)
Produtos P6s-Meiéticos (%)
TR T D M P TRm

JS12 — Controle 2n=2x=18 96,42 2,2 0 0 1,2 0 0,56% 89,80a
JS12 - F2 P17 2n=2x=18 96,62 2,6 0 0 0,8 0 0,66% 73,40a
JS12 - F1 P14 2n=4x=36 53,6bc 20,2 0 13,8 9,8 2,6 7,35% 2,67d
JS12 - F1 P19 2n=4x=36 57,6bc 17,6 0 15,8 9,0 0 6,21% 3,00d
JS12 - F2 P16 2n=4x=36 45,6¢d 33,0 0 3,6 15,8 2,0 11,73% 3,74d
JS12 - F2 P02 2n=4x=36 43,4d 15,8 0 11,6 28,0 1,2 7,15% 9,20cd
JS12 - F1 P10 2n=4x=36 44,0d 19,8 1,4 28,2 0,6 6,0 9,49% 13,70bcd
JS12 - F1 P12 2n=4x=36 25,0e 25,0 15,6 24,2 4,2 6,0 27,26% 1,87d
SS72/12-Controle 2n=2x=18 89,4 a 7,2 0 3,0 0,4 0 1,90% 97,5a
SS72/12 - F7P03 2n=2x=18 918a 5,0 0 3,2 0 0 1,31% 96,6a
SS72/12 - F7P07 2n=2x=18 912a 6,6 0 2,2 0 0 1,72% 93,4a
SS72/12 - F7P14 2n=2x=18 88,8 a 8,4 0 2,4 0,4 0 2,21% 94,3a
SS72/12 - F5P13 2n=2x=18 83,4 ab 15 0 0 1,6 0 3,96% 90,5a
SS72/12 - FAP10 2n=2x=18 74,4 b 13,8 0 2,0 8,6 1,2 4,07% 91,3a
SS72/12 - F5P02 2n=2x=18 75,6 b 22,4 0 2,0 0 0 6,06% 88,93a
SS72/12 - F5P10 2n=2x=18 75,8 b 24,2 0 0 0 0 6,44% 86,9a
SS72/12 - F7P01 2n=4x=36 62,0 c 26,6 0,2 0,6 4,4 6,2 8,23% 6,87de
SS72/12 - F5P11 2n=4x=36 59,2 ¢ 8,0 0 0 21,8 11,0 3,07% 26,9cde
SS72/12 - F5P18 2n=4x=36 58,6 c 21,4 0 8,4 5,0 6,6 7,17% 23,9cde
SS72/12 - F7P04 2n=4x=36 56,8 ¢ 19,6 0 0 14,8 8,8 6,85% 56,9b
SS72/12 - FAP13 2n=4x=36 54,8 ¢ 18,8 0 10,8 11,6 4,0 6,82% 2,7¢e
SS72/12 - F7P11 2n=4x=36 59,2 ¢ 30,0 0 3,0 4,0 3,8 9,18% 2,3e

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si no teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Tétrades (TR), triades (T), diades (D),
mdnades (M), poliades (P), tétrades com microndcleos (TRm), gametas ndo reduzidos, viabilidade polinica (VP).

9¢



27

A determinacao da viabilidade do polen é importante na investigacdo das
causas de infertilidade das plantas e dos problemas de fertilidade que possam
ocorrer (Pefaloza, 1995). Gréaos de podlen viaveis, quando corados com solucéo
tripla de Alexander, apresentam o citoplasma na cor vermelho/purpura em
funcdo da reacdo da fucsina basica com o0s componentes do citoplasma,
enquanto graos de polen inviaveis se colorem de verde em fungéo da reagéo do
corante verde malachita com a parede do grdo de pdlen (Alexander, 1969). A
solucéao tripla de Alexander foi eficaz na distingdo de graos de pdlen viaveis dos

inviaveis (Figura 6).
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Figura 6 - Gréos de pdlen corados com solucéo tripla de Alexander: A e C - plantas
controle em que se observam grdos de pdlen viaveis, respectivamente, e B e D do

genotipos tratados JS12 e SS72/12 com colchicina, em que se observam graos de pélen
inviaveis.

Como esperado, a viabilidade polinica dos autotetraploides foi baixa,
variando de 1,87% a 13,70% em autotetraploides JS12 e de 2,33% a 56,9% em
autotetraploides SS72/12. Nos genotipos tratados, mas nao duplicados, a
viabilidade polinica ndo diferiu da viabilidade polinica dos genétipos originais
(controle) tanto JS12 quanto SS72/12. Assim, conclui-se, neste estudo, que as
plantas poliploides tém viabilidade polinica muito baixa, em alguns casos a planta
€ praticamente estéril, Tabela 2, o que ja era previsto, dadas as irregularidades

meioticas observadas em autotetraploide (Figuras 4 e 5).
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Bajpai e Singh (2006), avaliando a viabilidade polinica de dez variedades
de mamoeiro, observaram que este indice variou de 11,64% a 83,95%.
Damasceno Junior et al. (2010) observaram valores de 96% e 70,93% para as
espécies C. papaya e V. monoica, respectivamente.

Mendes (1994) relata que a presenca de tétrades anormais € um fator
indicativo de ocorréncia de um processo meiotico irregular, que,
consequentemente, leva ao desenvolvimento de grédos de polen com diminuicédo
da taxa de viabilidade polinica, 0 que explica o fato de as plantas poliploides

terem viabilidade polinica muito baixa.

5.2. CARACTERIZAGAO DOS FRUTOS

A analise de variancia apresentada na Tabela 3 mostrou diferencas
significativas, pelo teste F (P < 0,01), entre os gendtipos, para todas as
caracteristicas avaliadas. Porém quando a fonte de variacéo foi planta dentro de
gendtipo (Planta (Gendtipo)), ndo houve diferenca significativa para maioria das
caracteristicas, diferindo apenas para as caracteristicas comprimento e diametro
de fruto.

O coeficiente de variacdo genotipica (CVg) auxilia a definir com
maior precisdo as estratégias de melhoramento, além de permitir a
comparacdo da variabilidade genotipica das diferentes caracteristicas. O CVg
apresentou para as caracteristicas peso, diametro e nUmero de semente viavel,
valores moderados a altos (acima de 30%).

Com relacdo ao coeficiente de variagdo experimental (CVe), as
estimativas para as caracteristicas avaliadas, que estdo abaixo de 20%, indicam
uma boa precisdo experimental. Contudo, para algumas caracteristicas como
peso, diametro e nimero de semente viavel, as estimativas mostraram valores
bastante elevados para CVe. Esse resultado sugere que essas caracteristicas
sao bastante influenciadas por fatores ambientais como temperatura e

umidade, por exemplo



Tabela 3 — Resumo da analise de variancia (ANOVA) para as caracteristicas avaliadas nos genaotipos estudados.

Quadrado médio

Fonte de variagao | G.L. Peso (g) Espessura (mm) Com(;:r:ir:ln)ento Didmetro (mm) | Stes viaveis | Stes inviaveis
Genotipos 7 1.670.431,01** 124,37** 51.456,48** 2.516,11** 613.791,76** 19.395,09**
Planta (Gen) 32 47.785,00™ 13,53 1.029,27** 403,12** 4.4005,52" 6.847,61™
Erro 131 25.607,44 7,12 197,32 88,94 21.320,38 3.091,27
CVe(%) 41,84 13,64 11,51 12,37 80,67 98,70
CVg(%) 41,79 6,92 23,19 64,64 53,160 28,33

= ns Significativo a 1% e nao significativo pelo teste F, respectivamente. Grau de Liberdade (G.L.), Genétipos (Gen), Sementes (Stes), milimetro (mm) o coeficiente de variagdo
experimental (CVe) e o coeficiente de variagdo genotipica (CVQ).

62
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As estimativas do coeficiente de variacdo experimental (CVe) foram de
11,51% para comprimento, de 12,37 % para diametro, de 13,64% para
espessura, de 41,84% para peso, de 80,67% para sementes viaveis e de 98,70%
para sementes inviaveis, evidenciando assim que a precisdo experimental foi
meédia para algumas caracteristicas, exceto para peso, numero de sementes
viaveis e inviaveis, que foi alta. Isso se deve ao fato de ter ocorrido uma grande
variacdo dessas caracteristicas nos genotipos avaliados.

O coeficiente de variacdo (CV) é definido como a estimativa do erro
experimental em porcentagem da estimativa da média (Steel & Torre, 1980).
Segundo Pimentel Gomes (2000), em experimentos de campo, se o coeficiente
de variacédo for inferior a 10%, considera-se como baixo, ou seja, 0 experimento
tem alta precisdo, de 10% a 20%, os CVs sdo considerados médios, implicando
boa precisédo, de 20% a 30%, séo julgados altos, significando baixa precisao e,
acima de 30%, séo tidos como muito altos, indicando baixissima preciséo.

Quando as médias para as caracteristicas avaliadas nos frutos dos
gendtipos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade entre os
gendtipos, o gendtipo controle JS12 apresentou as maiores médias para todas as
caracteristicas avaliadas, com excecdo de sementes inviaveis (Tabela 4). No
genotipo SS72/12 os frutos das plantas do controle ndo diferiram estatisticamente
dos tratados para as caracteristicas peso, espessura e comprimento, mas
diferiram para didametro e nimero de sementes viaveis e inviaveis. Ja no genétipo
JS12, as médias dos frutos das plantas do controle diferiram para todas as 06
caracteristicas avaliadas quando comparadas com todos o0s genotipos tratados
JS12.

As médias entre os tratamentos SS72/12 Controle /Hermafrodita/ Diploide
X SS72/12 Tratada/Hermafrodita/tetraploide néo apresentaram diferenca
significativa para as caracteristicas peso, espessura e comprimento do fruto em
relacdo ao controle, diferindo apenas para as caracteristicas diametro do fruto,
namero de sementes viaveis e numero de sementes inviaveis. Por outro lado, as
médias entre os tratamentos JS12 Controle/Hermafrodita/Diploide X JS12
Tratada/Hermafrodita/tetraploide apresentaram diferencas significativas para
todas as caracteristicas avaliadas. Souza et al. (2004), avaliando caracteres
morfolégicos na identificacdo de plantas poliploides de melancia, relatam que

foram observadas diferencas significativas entre os grupos de ploidia para todas
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as caracteristicas avaliadas e que para os frutos, com exce¢do da relacdo
didmetro transversal/diametro longitudinal, todas as varidveis manifestaram
maiores médias em nivel dos genotipos triploides.

Pode-se observar que o efeito da colchicina sobre os frutos das linhagens
SS72/12 e JS12 foi diferenciado, pois as linhagens autotetraploides JS12
apresentaram frutos menores (Figura 6) quando comparadas com os frutos das
plantas controle JS12 (Figura 6 - E). O mesmo comportamento ndo foi observado
nas linhagens autotetraploides de SS72/12, Figura 6, considerando que os frutos
ndo sofreram grandes alteracdes no tamanho. Quanto ao nimero de sementes,
foi observada reducédo tanto nas linhagens autotetraploides JS12 quanto nas
SS72/12. Esse resultado ja era esperado considerando as irregularidades da
meiose bem como a baixa viabilidade polinica dos gendtipos. Resultados
semelhantes foram obtidos por Souza et al. (1999) e Jaskani et al. (2005)

trabalhando com melancia.



Tabela 4 — Médias para as seis caracteristicas avaliadas nos frutos (Tukey, p<0.05).

, MEDIAS
GENOTIPO SEXO | PLOIDIA - e (g) | ESPES.mm) | COMP.(mm) | DIAM.(mm) | S. VIAVEIS | S.INVIAVEIS
01 — SS72/12 — CONTROLE | HERM | 2n=2x =18 | 349,40 C | 18,632 B 11429CD |81,818B |388,84A |19,08BC
02 — SS72/12 - TRATADO | HERM | 2n=2x =18 | 214,49C |16,912B 101,71CD | 67,243CD |197,49B | 53,97 AB
03— SS72/12 - TRATADO | HERM | 2n=4x =36 | 224,91 C | 18,564 B 98,33 D 65,103D | 67,00CB | 101,55 A
04 — SS72/12 - TRATADO | FEM | DESC 238,58 C |20,402 B 78,28 E 79,486 BC | 8,50 C 86,19 A
05-JS12 — CONTROLE HERM | 2n=2x =18 | 1009,6 A | 24,580 A 224,33 A 96,608 A | 423,88A | 50,00 AB
06 —JS12 — TRATADO HERM | 2n=2x =18 | 564,25B | 17,608 B 162,97 B 61,343D | 4825CB |500C
07 —JS12 - TRATADO HERM | 2n=4x =36 | 392,00 BC | 19,578 B 153,25 B 68,298 CD | 19,64 C 10,00 C
08 —JS12 — TRATADO FEM | DESC 255,40 C | 18,602 B 117,73 C 67,326 CD | 9,60 C 20,60 BC

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si no teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Hermafrodita (HERM), Feminina

(FEM), Desconhecida(DESC) ,Espessura(ESPES.) ,Comprimento (COMP.), Diametro (DIAM.), Sementes (S.)

A



33

Figura 6 - Frutos avaliados nos genotipos SS72/12 E JS12 controle e tratados.

A— SS72/12 controle diploides; B—-SS72/12 tratados diploides; C— SS72/12 tratados
tetraploides; D—SS72/12 tratados femininos; E—JS12 controle diploides; F-JS12 tratados
diploides; G— JS12 tratados tetraploides; H-JS12 tratados femininos.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel confirmar a natureza tetraploide de 12
linhagens, seis JS12 e seis SS72/12. A meiose dos tetraploides foi anormal,
resultando em um baixo percentual de tétrades normais, presenca de gametas
ndo reduzidos e uma baixa viabilidade polinica, caracteristicas comuns em
genotipos autotetraploides.

As linhagens autotetraploides SS72/12 tiveram frutos com médias
similares para as caracteristicas de peso (224,91g), espessura (18,56mm) e
comprimento (98,33mm) quando comparadas com as médias dos frutos das
plantas controle para as respectivas caracteristicas (349,40g; 18,63mm;
114,29mm). Ja a caracteristica de diametro apresentou media menor (65,10mm)
guando comparada com o controle (81,81mm).

As linhagens autotetraploides JS12 tiveram frutos com médias para as
caracteristicas avaliadas de peso (392g), espessura (19,57mm), comprimento
(153,25mm) e diametro (68,29mm) menores quando comparadas com as médias
dos frutos das plantas controle para peso (1009,69), espessura (24,58mm),
comprimento (224,33mm) e diametro (96,60mm). O numero médio de sementes
viaveis foi reduzido tanto nas linhagens autotetraploides JS12 (19,64) quanto nas
linhagens SS72/12 (67,09) quando comparado com numero médio de sementes
do controle JS12 (423,88) e do controle SS72/12 (388,84).
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