2

INSTITUTO AGRONOMICO

Instituto Agronomico de Campinas

Pos-Graduacao em Agricultura Tropical e Subtropical
Area: Genética, Melhoramento vegetal e Biotecnologia.
Centro de Citricultura Sylvio Moreira

Laboratorio de Biotecnologia

Obtencao e caracterizacéo de hibridos F; triploides e
diploides, a partir de linhagens de tomateiro

Luciano Delmondes de Alencar

Orientador: Rodrigo R. Latado

Dissertacdo apresentada como requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em
Agronomia, Area de Concentragdo em
Genética, Melhoramento Vegetal e
Biotecnologia.

Campinas, SP

2017

pOs

AGRICULTURA



Formacdao e caracterizacdo de hibridos F1 triploides e diploides, a partir de

linhagens de tomateiro.

Aos meus pais, Valdenor e
Cecilia, meus irméos e
sobrinhos e a minha esposa
pelo companheirismo na

caminhada.

DEDICO



“O aspecto mais triste da
vida de hoje é que a ciéncia
ganha em conhecimento
mais rapidamente que a
sociedade, em sabedoria”.
(Isaac Asimov)



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais pelo apoio e dedicacdo, eles que sempre creram em mim,
muitas vezes mais que eu proprio, aos meus irmdos de sangue: Eduardo, Everaldo e
Valdenora, ao meu cunhado e cunhada e meus sobrinhos, eles todos que sempre
estiveram prontos a me auxiliar nesta caminhada. Agradeco aos meus irmaos de coragédo
que a academia proporcionou: Willian, Gilmar e Cesar, eles que sempre estiveram
presentes na hora das discussdes sobre métodos e estatisticas, eles com quem
compartilhei muitos momentos de alegria. Agradeco a Patricia minha esposa, que
sempre me deu forca e apoio, me fazendo focar nos reais objetivos, com quem aprendi a
valorizar o que realmente importa nesta vida, ela que me ensinou, através de seu
exemplo, que temos que tirar forcas do nosso &mago e continuar a lutar, porque a vida é
feita de pequenas conquistas diarias, ela que € portadora de esclerosa multipla e ndo se
deixa abalar por isso, ao contrario faz da sua caminhada um exemplo de como viver a
vida, ela quem me ensina que a maior liberdade dessa vida é ter alguém para amar,
agradeco a ela por fazer da minha vida mais leve e repleta de felicidades. Agradeco a
Dr2 Ménica Bertdo por ter compartilhado seus conhecimentos de citogenética e a Dr.
Karina Salom&o por suas contribuicbes no texto da qualificacdo. Agradeco ao
Laboratério de Ecotoxicologia e Conservacdo de Abelhas (LECA — CEIS) da UNESP
de Rio Claro, por ter cedido o uso do micrétomo, bem como do microscopio de
fluorescéncia. Agradeco ao amigo e professor Dr. Jean Carlos Cardoso pelo incentivo
para realizacdo de um sonho, a pds-graduacéo, e por diversos conselhos tdo sabios e
certeiros. Agradeco a empresa Sakata Seeds e seus colaboradores pela inestimavel
parceria que possibilitou a realizacdo deste trabalho. Agradeco sobretudo ao Instituto
Agrondmico de Campinas, que durante décadas tem servido a agricultura deste pais,
agradeco aos professores do Programa de Pds-graduacdo do IAC, com o0s quais pude
aprender e evoluir, e a0 meu orientador Dr® Rodrigo Rocha Latado, por ter acreditado
no desenvolvimento deste trabalho, contribuido para que ele pudesse ser concretizado e
por ter compartilhado seus conhecimentos que foram fundamentais para o meu

crescimento intelectual.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS .....cooiiieeeeeee et vii
LISTA DE TABELAS.......oooceeeeeeetee et X
RESUMO ...ttt Xii
ABSTRACT ..ottt es et xiii
1. INTRODUGAOD ....oooieeeeeeeeeeeeteee e 15
2. REVISAO DE LITERATURA ....ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
2.1 A CULTURA DO TOMATE ...oovoiieeeeceeteeseseeeeses s 15
2.2 0 USO DE POLIPLOIDES NA AGRICULTURA .....ooovveererereeeeinnen, 17

2.3 METODOS DE OBTENCAO E CARACTERISTICAS DE PLANTAS
TRIPLOIDES ..ottt 18
2.4 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE POLIPLOIDES ............. 19
3. OBIETIVOS ..ot 21
4. MATERIAL E METODOS .....ooomieieeeeeeeeeeeeveeeeeeesesesess s sensssaseasnaees 21
4.1 MATERIAL VEGETAL ..ot eeeees s 21

4.2 EXPERIMENTO DE AVALIACAO DE FERTILIDADE DIFERENCIAL
DE PLANTAS AUTOTETRAPLOIDES DE ORIGEM DIFERENTES ...22
4.3 EXPERIMENTO DE AVALIAGCAO DE CARACTERES AGRONOMICOS
DE HIBRIDOS F; 3X E 2X DE TOMATE EM COMPARACAO COM
GENITORES ... 23
4.4 ENSAIO DE COMPETICAO DE HIBRIDOS F; 3X E 2X DE TOMATE,
EM COMPARACAO COM GENITORES E PLANTAS AUTOTRIPLOIDES

............................................................................................................................. 24
4.5 ANALISES DE CITOMETRIA DE FLUXO PARA CONFIRMACAO DE
PLOIDIA DE PLANTAS ..o 25

4.6 CARACTERIZACOES ANATOMICAS, MORFOLOGICAS,
VIABILIDADE DE POLEN E CONTAGEM DE CROMOSSOMOS DE
PLANTAS HIBRIDAS F; 3X, EM COMPARACAO COM OS GENITORES



4.6.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE E DA GERMINACAO IN VITRO E

IN VIVO DE GRAOS DE POLEN .....ooiiiieeisieeieeeeesesessesesese s 26
4.6.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS FOLHAS E FLORES ...27
4.6.4 CARACTERIZAGCAO DE ANATOMIA FOLIAR .....coooovvveevseseenneen, 27
4.6.5 CARACTERIZACAO ESTOMATICA DE FOLHAS .......cooovvvvreirren. 28
4.6.6 CARACTERIZACAO DE CLOROFILAS .....cooovviveieeeeieeeseeeniensnesnenes 29
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....covevieeeeieireieeeseeessiesess s, 30

5.1 EXPERIMENTO DE AVALIACAO DE FERTILIDADE DIFERENCIAL
DE PLANTAS AUTOTETRAPLOIDES DE ORIGENS DIFERENTES ...30

5.2 EXPERIMENTO DE AVALIACAO DO POTENCIAL MATERNO DE
PLANTAS TETRAPLOIDES DE TOMATE, EM COMPARACAO COM
PLANTAS DIPLOIDES ... 32

5.3 ENSAIO DE COMPETICAO DE HIBRIDOS F; 3X E 2X DE TOMATE,
EM COMPARACAO COM GENITORES E PLANTAS

AUTOTRIPLOIDES ..ottt en st 37
5.4 ANALISES DE CITOMETRIA DE FLUXO PARA CONFIRMAGCAO DE

PLOIDIA DE PLANTAS ....oovtiieiieceeeeeerssestessesesees st 42
5.5 CARACTERIZACOES ANATOMICAS, MORFOLOGICAS,

VIABILIDADE DE POLEN E CONTAGEM DE CROMOSSOMOS DE
PLANTAS HIBRIDAS F: 3X, EM COMPARACAO COM OS
GENITORES ... 42
5.5.1 CONTAGEM DO NUMERO CROMOSSOMICO DE PLANTAS 43
5.5.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE E DA GERMINACAO IN

VITRO E IN VIVO DE GRAOS DE POLEN .......cocvvvvevivirirenins 44

5.5.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS FOLHAS E FLORES
........................................................................................................... 46

5.5.4 CARACTERIZACAO ESTOMATICA .....ooovvieeeeeeeeeeeeeeeeeene, 51

5.5.5 CARACTERIZACAO DE ANATOMIA FOLIAR ......cccvvvveenann. 58

55.6 CARACTERIZAGAO DE CLOROFILAS .....oovveeveeeeeeeseeeeeneen, 62

B. CONCLUSODES.......ooooieieeieeteeeee ettt 66

7. REFERENCIAS ..o oo e e e e e e oot 67



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

LISTA DE FIGURAS

Esquema de contribuicdes dos genitores na formacdo do endosperma
e do embrido hibrido, em cruzamentos interploides (2x x 4x e 0
reciproco), com 0 calculo dos balangos
endoSPErmMa/eMBDITAO. .........coiiiiiieiee e s

Frutos de tomate tipo grape obtidos de plantas com diferentes
ploidias. Fruto de planta diploide (a). Fruto de planta tetraploide (b).
Frutos de planta triploide (C). Barra — 2CMm.......cccocvviiiiiiincnc e
Histogramas obtidos nas andlises de citometria de fluxo de suspensdes
nucleares de plantas de tomate tipo grape. a — Planta diploide (2x); b —
Planta triploide (3x) e ¢ — Planta tetraploide (4X)......c.ccccevvevvverveviernenne.
Fotomicrografia de cromossomos metafésicos. a) Genotipo 274 -
diploide, com 24 cromossomos e b) Gen6tipo 153 — tetraploide, com
A8 CTOMOSSOMOS. ......vveireeieeeireesiee et esteeseeesseessreesreeasneesneeaneesneeaneennneenes
Viabilidade e germinacdo de grdos de polen: A — Determinacdo da
viabilidade de pdlen com carmim acético (2%) a — Pdlen viavel; b —
Pélen inviavel. B — Germinacdo de grdos de pdlens in vitro PG —
Pélen germinado; PNG — Pdlen ndo germinado............cccceevevveiesnnennn.
Gréos de polen corados com carmim acético: a — Triploide; b —
Tetraploide; ¢ — Diploide. Barra = 100HM.......ccooiieiineneniniseseeeen
Anélises histoldgicas do estigma, estilete e ovario, em microscépio de
fluorescéncia apos polinizacdes de cruzamentos interploides de tomate
tipo grape. Estigma ap6s 30 minutos da polinizacdo; notar o
desenvolvimento de tubos polinicos (seta) (A). Ovario apos 30
minutos da polinizagdo, ndo é possivel observar o desenvolvimento
dos tubos polinicos (B). Estilete com tubos polinicos apés 2 h da
polinizaco (C). Ovulo sendo fecundado por tubo polinico (seta) apds

2 h da polinizagdo (D); et — Estigma; el — estilete; ov —

Terceira folha complemente espalmada a partir do apice. Folha de
planta diploide (a). Folha de planta tetraploide (b). Folha de planta

triploide (C). Barra — 2Cm........ooeiiiiii e

35

39

42

43

44

45

46



Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Sementes de tomate tipo grape obtidos de plantas com diferentes
ploidias. Sementes de planta tetraploide (a). Sementes de planta
diploide (D), barra — LCM.....ccceiieiiie e

Flores e frutos de tomate grape de diferentes ploidias. Flor de planta
diploide (A). Flor de planta tetraploide (B). Flor de planta triploide
(C). LA — Largura de anteras; CA — Comprimento de anteras; AF —
Altura de flor; LF — Largura de flor.........ccoooiiiiiiiniiie e,
Seccdo transversal de um foliolo terminal da terceira folha adulta de
uma planta triploide de tomate tipo grape. Tr — Tricomas; FV — Feixe
Vascular; PP — Parenquima Palicadico; PL — Parenquima Lacunoso;
CE — Céamara Subestomatica; EAd — Epiderme adaxial, EAb —

Epiderme abaxial; Setas brancas Indicam estbmatos. Barra

Seccéo transversais das folhas tetraploides (a), diploides (b), triploide
originario de cruzamento interploide (4x x 2x) com genitor materno
tetraploide (c) e triploide originario de cruzamento interploide (2x X

4x) com  genitor materno  diploide (d). Barra 50

Boxplot das analises anatémicas do foliolo terminal da terceira folha
completamente espalmada de tomate tipo grape. Ac 150 - gendtipo
diploide original. Ac 153 - gendtipo autotetraploide. Ac 491 -
genotipo triploide originado de cruzamento interploide (4x x 2x) com
genitor materno tetraploide e Ac 488 - gendtipo triploide originado de
cruzamento interploide (4x x 2x) com genitor materno diploide.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si. Graficos sem letras ndo houve diferenca estatistica significativa.

Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de

Fotomicrografias de seccdes paradérmicas da superficie abaxial da
folha de tomate tipo grape. Planta tetraploide (A). Planta diploide (B).
Planta triploide (C e D) Barra = SOHM.......cccoviriiimieie e
Boxplots mostrando diametro polar dos estdmatos de genétipos com
diferentes ploidias, evidenciando os outliers, algumas sobreposi¢oes

dos quartis, mas avanco de didmetro de acordo com a ploidia;

49

50

54

55

57

58



Figura 16 -

Figura 17 -

Boxplots do didmetro equatorial dos estdmatos de genotipos com
diferentes ploidias, evidenciando os outliers e sobreposicdo dos
quartis; Boxplot mostrando densidade estomatica de gendtipos com
diferentes ploidias, evidenciando alguns outliers e a separacdo em
campos distintos dos genotipos com ploidias iguais...........ccccceeeeeccnnn,
Boxplot do indice de Clorofila Falker para Clorofila a (ICF a); indice
de Clorofila Falker para Clorofila b (ICF b), indice de Clorofila Falker
para Clorofila total (ICF a + ICF b) e a relacdo ICF b/ ICF a em
plantas de tomate de diferentes ploidias. Ac. 274 — Genétipo diploide;
Ac. 150 - Gen6tipo diploide que deu origem ao Gendtipo tetraploide
153 (Ac 153); Ac. 492 - Genotipo triploide originério de cruzamentos
interploides (4x x 2x) sendo o parental materno o tetraploide e Ac. 488
— Gendtipo triploide originario de cruzamentos interpldides (2x x 4x)
sendo o parental materno o diploide. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de

Correlagdo entre indice de clorofila de Falker (ICF) e teor de
pigmentos foliares em folhas de plantas de tomate. MF — Massa Fresca

60

64



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

LISTA DE TABELAS
Dados de pardmetros de frutos e sementes, avaliados em distintas
plantas autotetraploides de tomate tipo grape (Dados somados de trés
colheitas), aN0 de 2015........cccocvevereeeereiereee e, 31
Dados de parametros de plantas, frutos e sementes, obtidos de
cruzamentos interploides de linhagens de tomate tipo grape (Dados

somados de trés colheitas), ano de

Dados de parametros de plantas, frutos e sementes, obtidos de
cruzamentos interploides de linhagens de tomate tipo grape (Dados
somados de seis colheitas), ano de
2006, ..ttt ettt ettt neane s 36
Dados de parametros de plantas, obtidos em ensaio de competicdo de
genotipos de tomate tipo grape, com variagfes de ploidia e origem.
Dados  somados de  seis colheitas, do ano de
2006, ..ttt re s 37
Dados de parametros de frutos, obtidos em ensaio de competicdo de
genotipos de tomate tipo grape, com varia¢fes de ploidia e origem.
Dados somados de seis colheitas, do ano de 2016.............cccccvevvervenenne. 38
Matriz de correlacdo de parametros de plantas e frutos, de diferentes

gendtipos de tomate tipo grape, com variacdo de ploidia e

OFIGEM et ee ettt n s en et anen s ssenes 41
Anélises de Viabilidade de Pélen (VP) e Germinagdo de Pdlen (GP),
nos diferentes tratamentos de tomate tipo grape.........ccoeeevervrervneeennns 42

Caracteristicas morfoldgicas da terceira folha espalmada, a partir do
apice, de genotipos de tomate tipo grape com diferentes ploidias......... a7
Area de sementes de frutos de gendtipos de tomate tipo grape com
diferentes Ploidias...........eoiiiiiiiiie i 49
Caracteristicas morfoldgicas de flores do segundo cacho, a partir do
apice, em genotipos de tomate tipo grape com diferentes ploidias......... 51
Caracteristicas anatdmicas dos foliolos terminais das terceiras folhas
completamente espalmadas de plantas de tomate tipo grape, com

AIVETSAS PIOTOIAS. .....c.vveveiiececee ettt en st 52



Tabela 12 -

Tabela 13 -

Tabela 14 -
Tabela 15 -

Matriz de correlacdo para variaveis anatdmicas e de massa

Caracterizacdo de estdmatos da superficie abaxial da terceira folha a
partir do apice, com avaliacdo do diametro polar e equatorial dos
estdmatos, e densidade estomatica de folhas, de plantas de tomate
grape com diferentes ploidias..........ccoceverirerieiieieee e
Matriz de correlagédo para parametros relacionados a estbmatos............
Indice de Clorofila Falker (ICF) para clorofila a, clorofila b e
clorofilas totais (ICF a + ICF b) e relacdo ICF a/ICF b, para genotipos

de tomate tipo grape com diversas ploidias.........ccccevivererieesienneenennenn

53

60
61



Resumo

O tomate é uma das mais importantes hortalicas no Brasil e no mundo. A
demanda mundial por essa cultura tem levado os programas de melhoramento de plantas
a desenvolver diversas cultivares com muitas tipologias e diferentes adaptacdes.
Buscando uma nova tipologia para a tomaticultura este trabalho objetivou desenvolver
hibridos triploides através de cruzamentos interploides, a fim de encontrar o melhor
parental materno em cruzamentos interploides 2x x 4x, além de caracterizar morfologia
e anatomia das plantas poliploides. Para confirmagéo da ploidia das plantas utilizou-se a
citometria de fluxo e a contagem de cromossomos. Em cruzamentos interploides para a
producdo de sementes o cruzamento em que plantas 4x foram parentais maternos houve
maior producdo de sementes por fruto. Plantas obtidas a partir dos cruzamentos
interploides foram avaliadas em um experimento no qual diversos caracteres foram
avaliados, dentre eles tamanho e formato de frutos. Por meio dos resultados, foi possivel
inferir que, enquanto plantas diploides produzem tomates com caracteristicas do tipo
grape (oval), plantas poliploides produzem frutos redondos. Também foi possivel
observar que plantas triploides tem reducdo drastica na producéo de frutos. As analises
estomaticas mostraram significativas diferencas entre plantas com diferentes ploidias,
sendo a densidade estomatica por mm?2 a que melhor agrupou plantas de acordo com a
ploidia. J& para caracteristicas morfoldgicas da terceira folha, as plantas triploides
apresentaram folhas mais compridas e largas, enquanto plantas tetrapl6ides, mesmo
apresentando folhas de tamanhos menores, apresentou maior massa fresca de folhas. No
que se refere a anatomia foliar plantas tetraploides apresentaram maiores espessura da
epiderme adaxial e total das folhas. Triploides de origem materna diploide apresentam a
mesma espessura de folha que o parental diploide, mas quando o parental materno é
tetraploide a espessura de folha nos triploides é estatisticamente igual ao parental
tetraploide e, portanto, maior que o parental paterno diploide. Plantas 3x de origem
materna 4x apresentam maiores espessuras de parénquima lacunoso que 3x de origem
materna 2X e sdo ainda mais espessos que em seus parentais 4x e 2x, ainda a tetraploidia
elevou os teores de clorofilas, mas prejudicou o balango entre clorofila a e b. Plantas
triploides de origem materna tetraploides apresentam teores de clorofilas maiores que
plantas diploides e menores que plantas tetraploides, com desbalanco entre clorofilas a e
b, quando comparados com plantas diploides. J& plantas triploides de origem materna
diploides apresentam menores teores de clorofilas que seus parentais tetraploides e
diploides. Portanto plantas 4x s&o melhores parentais maternos para producédo de plantas
3x quando comparadas com plantas 2x. A poliploidia altura caracteres de fertilidade,



anatomia e morfologia das plantas. Plantas 3x apresentam diferencas anatémicas e de

clorofila dependendo a sua origem materna, se 4x ou 2x.
Palavras-chave: tetraploide, vigor, tomate, cromossomos

Abstract

Tomato is one of the most important vegetables in Brazil and in the world. Worldwide
demand for this culture has led to plant improvement programs to develop diverse
cultivars with many typologies and different adaptations. Researching a new typology
for the agriculture this work aimed to develop hybrids triploidy through crosses
interploides, in order to find the best maternal parent in crosses interploidy 2x x 4x,
besides characterize morphologically and Anatomically the plants polyploid. The ploidy
level was determined by flow cytometric analyses and the chromosomes were counted.
At interploidy crosses for the production of the seeds the crossing in which 4x plants
were maternal parenting hears greater production of seeds by fruit. Plants obtained from
the interploidy crosses were evaluated in a competition experiment in which several
characters were evaluated, among them size and format of fruits. Through the results, it
was possible to infer that, while diploides plants produce tomatoes with characteristics
of grape type (oval), polyploid plants produce spherical fruits. It was also possible to
observe that triploidy plants have drastic reduction in fruit production. The analyses
stomatal showed significant differences between plants with different ploidy level, the
density stomatal by mmz2 to which best grouped plants according to the ploidy level.
Already for the morphological characteristics of the third leaf, the plants triploids
presented longer and wide leaves, while plants tetraploids, even presenting smaller
leaves of sizes, presented more fresh weight of leaves. In the case of foliar tetraploids
plants have increased thickness of the upper epidermis and total leaves. Triploides of
maternal origin diploid present the same leaf thickness as parental diploide, but when
maternal parenting is tetraploid the leaf thickness in the triployd is statistically equal to
parental tetraploid and hence greater than parental paternal diploid. 3x Plants of
maternal origin 4x have greater parenchyma thicknesses spongy than 3x of 2x maternal
origin and are even thicker than in their parent 4x and 2x, still the tetraploid elevated the
contents of chlorophylls, but damaged the balance between chlorophyll a and b. Plants
triployd of maternal origin tetraploids present levels of chlorophylls larger than plants

diploids and smaller than plants tetraploids, with disbalance between chlorophylls a and



b, when compared with plants diploids. Already triploides plants of maternal origin
diploides have less chlorophyll content than their parental tetraploides and diploides.
Key words: tetraploid, vigor, tomato, chromossomes



1. INTRODUCAO

O cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) € realizado em quase todo 0 mundo. Trata-se
de uma cultura promissora ja que a sua producdo mundial foi duplicada nos ultimos 20 anos devido,
principalmente, ao aumento da demanda (FAOSTAT, 2014; IBGE, 2014). Geralmente as plantas de
tomate cultivadas comercialmente sdo diploides e produzem frutos com muitas sementes, acima de
50 sementes para tomates tipo grape. Tradicionalmente o cultivo comercial do tomateiro era
realizado principalmente por meio do uso de variedades. Entretanto ha um crescente cultivo de
tomates hibridos (F1), derivados de cruzamentos de linhagens.

Na agricultura moderna h& pouca utilizacdo de plantas poliploides (triploides, tetraploides,
hexaploides e etc...). Como exemplos de maior sucesso estdo as bananeiras (Prata, Nanica e Magca)
além da lima acida Tahiti, que se tratam de plantas triploides (3x) e, portanto produzem frutos sem
sementes. Em geral, a producdo dos frutos sem sementes nas plantas triploides ocorre em
decorréncia da infertilidade dos 6rgéos reprodutivos masculinos e femininos, devido a ocorréncia de
meiose irregular nas células.

Tomates triploides e, portanto, sem sementes podem ser de interesse comercial, pois a
auséncia de sementes pode resultar em maior valor econémico dos frutos. No entanto, ndo sdo ainda
conhecidas as questdes envolvidas nas técnicas e custos de producdo de sementes 3x para tomates
tipo grape, assim como ndo se sabe a respeito da produtividade destas plantas e nem da qualidade
de seus frutos (em termos de tamanho, caracteristicas fisicas e quimicas, sabor e etc...).

A justificativa para o presente trabalho foi estudar um método de producdo de hibridos F1
(3x), a partir de cruzamentos interploides de linhagens homozigotas (4x x 2x), comparando-0 com 0
método usual de producdo de hibridos F1 (2x) (usando as mesmas linhagens, porém diploides). Em
seguida, buscou-se caracterizar parametros agrondmicos, morfoanatémicos, fisioldgicos e

fertilidade, dos dois grupos de hibridos F1 (3x e 2x) em relacdo aos genitores (2x) e (4x).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do tomate

O tomate € uma espécie cujo centro de origem € a regido dos Andes na América do Sul,
porém sua domesticacdo ocorreu no México sendo, portanto, seu centro de origem secundario
(COLARICCIO, 2000). Suas plantas possuem numero cromossdmico igual a 2n = 2x = 24 (RICK,
1945). Trata-se de uma espécie com plantas autdgamas, com flores hermafroditas pequenas, corola

e anteras amarelas, apresentando cinco estames livres, cujas anteras soldam-se formando um cone
15



que envolve o estigma (WINKLER, 1909; RICK; BUTLER, 1956). Por ser uma espécie na qual a
polinizacdo cruzada ocorre em baixa frequéncia (cerca de 5%), apresenta plantas com alto grau de
homozigose. Como consequéncia, as populacGes de tomate cultivado geralmente apresentam
plantas com diversidade genética quase inexpressiva (MELO, 2007).

Os maiores produtores mundiais de tomate sdo a China e os EUA, enquanto o Brasil ocupa a
sétima colocacdo e possui uma média de consumo de 8,5 Kg/ano (FAOSTAT, 2014; IBGE, 2014).
Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, (2014), em 2013, a safra
brasileira de tomate apresentou a producéo total de 3,8 milhdes de toneladas, produzidas em 60,8
mil ha, com rendimento médio de 61,9 toneladas de hectare. A alta produtividade da tomaticultura
mundial, incluindo o Brasil, estd também associada ao uso de tecnologias eficientes, dentre as quais,
destaca-se 0 uso de sementes hibridas. No mercado de sementes de hortalicas no Brasil, as sementes
hibridas de tomate sdo as que apresentam maiores valores de comércio, com forte tendéncia de
expansdo da producdo (ABCSEM, 2013). O mercado brasileiro de sementes de hortalicas e folhosas
movimentou em 2012, R$ 226 milhdes, sendo que as sementes de tomate representaram R$ 53
milhdes, aproximadamente 23,5% do total (ABCSEM, 2013).

2.2 Caracteristicas de plantas poliploides

A poliploidia ocorre quando o organismo possui células com ndcleos contendo mais de dois
conjuntos cromossémicos. Os poliploides podem ser classificados em autopoliploides e
alopoliploides. Os primeiros possuem conjunto de cromossomos originados de um mesmo genoma,
enquanto os alopoliploides possuem conjuntos de genomas com origem distinta (GUERRA, 1988).
Nestes Gltimos, o pareamento cromossdmico ocorre apenas entre 0S Cromossomos do mesmo
genoma e espera-se que a heranca seja dissomica (STEBBINS, 1971; SYBENGA, 1992).

Em plantas, a poliploidia é bastante comum. Estima-se que a maioria, sendo todas as
angiospermas j& passaram por um aumento do ndmero cromossémico em algum momento da sua
histdria evolutiva (OTTO; WHITTON, 2000).

A autopoliploidia pode ocorrer espontaneamente ou ser induzida. Em alguns casos, a indugéo
a poliploidia é vantajosa, devido a obtencdo de plantas contendo 6rgdos com maior tamanho, como,
por exemplo, flores em plantas ornamentais e frutos de espécies comerciais. 1sso ocorre, entre
outros fatores, devido ao aumento do nimero de cromossomos, que por sua vez, resulta em maiores
volumes nuclear e celular, quando comparados com seu parental diploide (RAMALHO et al., 2008;
HASHIMOTO, 2013). Essas alteragdes em nivel de ploidia podem resultar em plantas cujos frutos

apresentam cor, sabor e quantidade de sementes, diferenciados (GUERRA, 1988).
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Os alopoliploides ocorrem frequentemente na natureza, sendo que inUmeras espécies
agronomicamente importantes tais como o trigo, aveia, algoddo, cana de acucar, banana, etc., sdo
classificadas como alopoliploides. O trigo (Triticum aestivum), por exemplo, possui 0 genoma
AABBDD, sendo, portanto, um alohexaploide — 2n=6x=42 — derivado do cruzamento entre as
espécies Triticum monococcum (genoma A), Triticum turgidum (genoma B) e Triticum taushii
(genoma D) (RAMALHO et al., 2008). Os alopoliploides também podem ser obtidos
artificialmente, sendo que mais de mil hibridos alopoliploides j& foram produzidos
experimentalmente (GUERRA, 1988).

Com o desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos, a poliploidizacdo in vitro tem se
tornado o método mais utilizado para a inducdo de plantas poliploides (ZANG et al., 2008),
incluindo o tomate. JACOBS e YODER (1989) e ELLUL et al. (2003) constataram o aparecimento
de plantulas de tomate apresentando diferentes niveis de ploidia apds utilizacdo da técnica de
transformacdo genética. Plantas quiméricas de tomateiro contendo células diploides e tetraploides
também foram obtidas apos cultura de anteras (BRASILEIRO et al., 1999).

A inducéo de poliploidia pode se dar por meio da utilizagdo de um agente inibidor do fuso
(agente antimitotico). Dentre os antimitoticos, o alcaléide colchicina € o mais conhecido e
empregado, por ter a capacidade de induzir duplicacdo cromossémica em ceélulas vegetais
(WITTMANN; DALL"AGNOL, 2003). Geralmente, concentragdes proximas a 0,2% de colchicina
(na maioria das vezes, em solucdo aquosa) e tempos de exposi¢édo variando entre 1 e 16 horas foram
0s que apresentaram melhores resultados para poliploidizacdo de tomateiros (WITTMANN;
DALL"AGNOL, 2003.) PRACA et al., (2009) estabeleceram um protocolo de inducdo de tomates
tetraploides a partir da cultura de meristemas apicais tratados com colchicina (8 mM= 0,32%) por
96 horas e obtiveram uma taxa de obtencdo de tetraploides de 11,11%.

Plantas autotetraploides autdgamas, como o tomateiro, podem apresentar problemas de
fertilidade, uma vez que a homologia das cromatides induz a formacdo de quadrivalentes ou
trivalentes, causando anormalidades na meiose, como pontes, cromossomos retardatarios, quebras
cromossOmicas, entre outras, que podem tornam os gametas inferteis (GUERRA, 1988). No
entanto, tais anormalidades também podem ocorrer em tomateiros alotetraploides, mas
possivelmente em menor escala. Lesley e Lesley (1943) observaram a formacéo de quadrivalentes
em tomateiros hibridos tetraploides entre espécies diferentes e constataram que, mesmo pertencendo
a espécies distintas, havia homologia entre seus cromossomos, o que levou a reducdo da fertilidade

nos hibridos alotetraploides.
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2.3 Metodos de obtencéo e caracteristicas de plantas triploides

Uma das maneiras de se obter plantas triploides é realizar cruzamentos interploides (4x x 2x),
0 que resulta em sementes cujo embrido podera ser 3x, sendo que o endosperma pode variar de
acordo com o parental utilizado como mée. Isto ocorre devido ao fato do endosperma ser formado
pela fusdo dos dois nucleos polares, com o gameta masculino. Durante o desenvolvimento do tubo
polinico o gameta masculino passa por uma mitose dando origem a dois gametas. Um que, ao
fecundar a oosfera, dard origem ao embrido zigotico e outro, que se unira aos dois nucleos polares
dando origem ao endosperma.

Em sua maioria, plantas triploides apresentam distlrbios meidticos, comprometendo a
viabilidade dos gametas, que podem ser aneuploides, poliploides e em uma pequena fracéo,
haploides ou diploides (CUENCA, 2010). Com isso, os frutos de plantas triploides geralmente tém
um ndmero muito baixo ou auséncia de sementes, caracteristica esta que pode ser de interesse dos
consumidores (CUENCA, 2010; ALEZA et al., 2010). Lesley e Lesley (1926) observaram
tomateiros triploides naturais em campos de producdo de sementes que tinham plantas diploides e
também plantas tetraploides, eles foram possivelmente obtidos do cruzamento natural entre os
gendtipos 4x e 2x.

Diversas plantas cultivadas s&o triploides, como por exemplo: bananas, algumas mandiocas,
limeira acida Tahiti e melancia sem sementes (DEL BOSCO et al., 2007; MEDINA, 1958). Com
excecao da melancia, a grande maioria tem propagacao vegetativa o que facilita a sua propagacao e
cultivo comercial. J& em plantas de propagacdo sexual é necessario realizar cruzamentos
interploides 4x x 2x para obter sementes 3X. Outra op¢do que ocorre com baixa frequéncia é a
obtencdo de plantas triploides a partir de cruzamentos 2x x 2x, em que um dos pais produz gametas
ndo-reduzidos (DE WET, 1971).

Johnston et al., (1980) propuseram a teoria do NUmero Endospérmico Balanceado (NEB),
para explicar o desenvolvimento do endosperma em cruzamentos interploides. Segundo a teoria,
cada espécie tem um NEB especifico que é independente da ploidia da planta. O NEB serve para
prever a capacidade de sucesso nos cruzamentos interploides. Geralmente o desenvolvimento
adequado do endosperma para garantir o desenvolvimento do embrido é de dois genomas maternos
para um genoma paterno, mas isso nao € regra. O balanco entre a ploidia do endosperma e a do
embrido também pode se constituir num mecanismo natural de evitar hibridacbes entre espécies
(CARPUTO et al., 1999).

Quando ha algum desbalango do NEB, ocorre a degeneracdo do endosperma, que €
responsavel por nutrir o embrido durante os estadios iniciais do seu desenvolvimento, e como

consequéncia, pode ocorrer a morte do zigoto ou o seu desenvolvimento pode ser afetado
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negativamente. Esse desbalanco é melhor suportado para producéo de sementes quando for positivo
isto é 3:5 (3 genomas do embrido para 5 do endosperma) do que quando for negativo, 3:4 (3
genomas do embrido para 4 do endosperma). Segundo EsenN et al. (1978) quando o NEB em citros
era negativo, 92 a 100% das sementes triploides apresentavam declinio fisioldgico, enquanto que
quando utilizou-se como parental materno o tetraploide e, portanto o desbalanco era positivo, 0
declinio fisiologico foi reduzido de maneira bastante significativa, sendo que 60 a 80% das
sementes tripoides possuiam menor tamanho mas eram viéveis. (ESEN et al., 1978).

Existe também um efeito genético sobre o NEB. Ja foi comprovado que o NEB estd sob o
controle de genes com efeitos aditivos. Em Tomate, por exemplo, comprovou-se que dois ou trés
genes estdo envolvidos na determinagdo do NEB (EHLENFELDT; HANNEMAN, 1988;
CAMADRO; MASUELLLI, 1995).

As diferencas observadas no nivel de ploidia das plantas podem levar a consequéncias
fenoldgicas e morfoldgicas que podem ser de interesse comercial, como, por exemplo, a producéo

de frutos sem sementes ou com formato distinto, em plantas triploides.

2.4 ldentificacdo e caracterizacdo de poliploides

A poliploidia em plantas pode ser determinada por diversos métodos, tais como a contagem
do nimero cromossémico em células, citometria de fluxo e a avaliacdo de parametros morfoldgicos
ou anatdbmicos. A contagem de cromossomos é um método eficaz porque determina o nimero real
de cromossomos, mas pode ser dificil e demorada, ndo possibilitando analises em grande escala,
quando comparada com a citometria de fluxo. Ha ainda a possibilidade de ocorrer eventuais erros,
principalmente em analises de espécies que contém grande nimero de cromossomos e/ou com
tamanho reduzido, como é o caso da cana-de-acucar (PANJE BABU, 1960).

A citometria de fluxo é um método indireto de avaliacdo de ploidia. Porém, € rapido e preciso
(AKINERDEM, 1991). Ela envolve a liberagdo de nucleos intactos de células somaticas, seguido da
coloragdo do DNA nuclear e analise da fluorescéncia emitida ap0s a incidéncia de luz
(GALBRAITH et al., 1983). A determinacdo da ploidia se d& correlacionando-se a quantidade de
fluorescéncia em cada nucleo, com o contedo de DNA, sempre utilizando para isto, controles
experimentais.

Observagdes morfologicas e anatdmicas também podem determinar se houve a
poliploidizacdo. Essas técnicas sdo simples mas, muitas vezes, imprecisas (BRUMMER et al.,
1999). As caracteristicas diferenciais tipicas das plantas poliploides, em relacéo as plantas diploides

da mesma espécie, sdo frequentemente o alvo da inducdo da poliploidizacéo e estdo relacionadas
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com o tamanho e espessura de células e 6rgdos (ANDERSON, 1972), coloracdo de folhas e
caracteristicas relacionadas aos estdmatos: como tamanho e densidade.

De modo geral, plantas diploides tendem a ter estbmatos menores do que plantas tetraploides,
porém com maior quantidade por area (ALLARIO et al., 2011; YANG et al., 2006; SHIGA et al.,
2009; ZHANG et al., 2010). Segundo Schifino-Wittmann e Agnol (2003), a poliploidizagcdo tem
como resultado o aumento do volume celular e a alteragdo de caracteristicas morfologicas, tais
como tamanho e espessura de tecidos, sendo que essas caracteristicas podem também ser
ferramentas para verificar o nivel de ploidia de um gendtipo.

Warner e Edwards (1988), observaram que plantas tetraploides de Penniseturn americanum
apresentavam aumento significativo da espessura de folhas (16% mais espessas) em comparagao
com as de plantas diploides. Essa caracteristica pode entdo servir como ferramenta para triagem de
materiais poliploides.

Outra caracteristica que a poliploidia pode influenciar é o contetudo de clorofilas presentes em
folhas. Segundo Mathura et al. (2006), é possivel realizar a diferenciagdo de arvores de acécias
diploides e tetraploides pela quantificacdo de clorofilas, pois as tetraploides apresentam maiores
teores que as plantas diploides.

Existem varios métodos para determinacdo de clorofilas em plantas. Como exemplos podem
ser citados o método analitico ou também chamados métodos destrutivos (espectrofotometria) e o
método Optico ndo destrutivo. Exemplos desses métodos ndo destrutivos sdo os medidores de indice
de clorofila portateis, como, por exemplo, o ClorofiLog (FALKER Ltda.) que por meio da emissao
de luz em trés comprimentos de onda: dois na faixa do vermelho, proximos aos picos de cada tipo
de clorofila (A=635 ¢ 660 nm) e, um outro, na faixa do infravermelho proximo (A=880 nm). Um
sensor inferior recebe a radiagdo refletida pela folha e fornece os valores de leitura proporcionais a
absorbancia das clorofilas a, b e total (a+b). Os dados resultantes sdo unidades adimensionais
chamados valores ICF - indice de Clorofila Falker (FALKER, 2008).

Uma maneira direta de realizar identificacdo de poliploides é através de estudos dos
cromossomos, a chamada citogenética. Os primeiros trabalhos em citogenética de S. Licopersum L.
datam de 1909 quando Wilker (1909) determinou que as plantas de tomateiros possuiam 2n=24,
determinacdo essa que foi comprovada por diversos outros pesquisadores. No entanto, variaces
deste numero foram posteriormente relatadas por Upcott (1935) e Rick (1945) em plantas
comerciais de tomate que variavam de 2n=1x=12, 2n=2x=25, 2n=3x=36, 2n=4x=48, além de
2n=2x=24.

Huskins (1927) estudou a citogenética de tomateiros triploides e encontrou anomalias na
segregacdo. Concomitantemente, Lesley e Lesley (1927) também descreveram problemas na

segregacdo de cromossomos em progénie de tomates triploides. Ambos estudos encontraram
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anomalias meidticas, causadas principalmente pela formacdo de trivalentes, comprometendo o0s
gametas, que eram aneuploides, poliploides e uma pequena fracdo, haploides. Essa disfuncdo dos
gametas em plantas triploides geralmente causa a auséncia ou a formacao de nimero muito baixo de
semente nos frutos (CUENCA, 2010; ALEZA et al., 2010).

3. OBJETIVO

Os objetivos do presente estudo foram os seguintes:

i. Avaliar o potencial materno de plantas tetraploides de tomate em comparagdo com plantas
diploides, durante a realizacdo de cruzamentos interploides (4x x 2x);

ii. Avaliar o vigor e a produtividade de plantas triploides, em comparacdo com plantas
diploides e tetraploides;

iii. Avaliar caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas de plantas triploides, em comparacao

com plantas tetraploides e diploides;

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de linhagens de tomate tipo grape fornecidas pela empresa
SAKATA SEEDS SUDAMERICA. Plantas autotetraploides da linha AF 18199-1 de tomate foram
obtidas previamente por meio de tratamento in vitro de explantes (discos de folha) em solucéo
aquosa de colchicina, seguido de regeneracdo das plantas. Posteriormente, as plantas
autotetraploides (4x) que tiveram suas ploidias confirmadas pela técnica de citometria de fluxo, de
acordo com o descrito no item 4.5, foram aclimatizadas ao meio ambiente.

As plantas 4x foram, em seguida, cultivadas em vasos com volume de 5 litros contendo
substrato, irrigadas com solucdo nutritiva, e mantidas em casa de vegetacdo até a fase final de
frutificacdo.

O experimento inicial de duplicagcdo cromossémica resultou na obtencdo de cinco plantas com
origens diferentes, isto é, originadas de explantes foliares diferentes, submetidos ao mesmo

tratamento com colchicina.
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Essas plantas autotetraploides, a linhagem original e outra linhagem diploide (17174-1) foram
utilizadas em cruzamentos e autofecundacbes para a obtencdo de hibridos F1 diploides (2x) e
triploides (3x).

Apos esta fase, outros experimentos foram instalados para a avaliacdo de caracteres das

plantas hibridas e de seus genitores (2x e 4x).

4.2 Experimento de avaliacado de fertilidade diferencial de plantas autotetraploides de tomate

com origens diferentes

Plantas autotetraploides de tomate com origens diferentes foram avaliadas em relacdo a
fertilidade. Cinco plantas originais (nUmeros 41, 42, 43, 44 e 45) foram obtidas no experimento in
vitro de inducdo de tomateiros autotetraploides. Apds a aclimatizacdo ao meio ambiente, estas
plantas foram autofecundadas e suas sementes foram usadas no experimento.

Este experimento foi realizado com o cultivo em vasos de 5 L, contendo mistura de terra e
substrato, totalizando sete plantas por tratamento. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com sete repeticdes, sendo
considerada a unidade experimental cada vaso de planta.

Apos o inicio do periodo de frutificagdo realizou-se trés coletas de frutos maduros em cada
planta. Nestas avaliou-se 0s seguintes parametros: nimero médio frutos por planta (somatério das
trés colheitas), teor médio de sélidos sollveis totais da polpa dos frutos (SST), niUmero de sementes
por fruto e por planta (somatorio das trés colheitas), e massa de sementes por planta (somatério das
trés colheitas).

Na ocasido de cada colheita, os frutos foram colhidos individualmente por planta e contados.
Avaliou-se o teor médio de solidos soluveis totais da polpa (SST) de dez frutos, escolhidos ao
acaso, utilizando-se um refratdmetro. Os valores foram expressos em graus Brix.

Em seguida, extraiu-se todas as sementes dos frutos determinando-se o numero total de
sementes de cada planta (bulk de frutos). O nimero de sementes por fruto foi calculado como sendo
a razdo entre o numero total de sementes e 0 numero de frutos obtidos em cada planta. A massa
total (seca) de sementes produzidas por cada planta foi avaliada em balanga de precisao.

As anélises estatisticas foram feitas entre os tratamentos (diferentes linhas autotetraploides).
Para isso submeteu-se os dados a analise de variancia utilizando-se os testes F e 0 de Tukey, a 5%

de probabilidade.
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4.3 Avaliacdo do potencial materno de plantas tetraploides de tomate, em comparacédo com

plantas diploides

Este experimento objetivou identificar qual o melhor parental materno a ser usado em
cruzamentos interploides (2x x 4x) de tomateiro para producdo de plantas hibridas F1 (3x), as
plantas diploides ou tetraploides. Para tanto dois experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com sete repeticdes por tratamento,
sendo considerada a unidade experimental um vaso de planta.

Apenas dois gendtipos autotetraploides foram utilizados nestes experimentos (42=152 e
44=153), a linhagem diploide que deu origem aos tetraploides (150) e outra linhagem diploide (AF-
17174-1=274), usada para a formac&o dos hibridos F1 (2x e 3x).

Os cruzamentos realizados foram do tipo (4x X 2x — mae X pai) e 0S Seus reciprocos (2x x 4x),
além dos cruzamentos (2x x 2x) entre as linhagens diferentes (150 e 274). O mesmo experimento
foi realizado nos anos de 2015 e 2016, mas com algumas diferencas a serem citadas.

Plantulas de todos os gendtipos foram germinadas e, a seguir, transplantadas para vasos de 5
L contendo substrato comercial e mantidas sob fertirrigacdo. Quando as plantas apresentaram o
terceiro par de folhas verdadeiras desenvolvidas, foram coletadas amostras de folha para a
determinacéo da ploidia utilizando-se a técnica da citometria de fluxo (item 4.5).

Para realizacdo dos cruzamentos, flores em fase de pré-antese foram emasculadas e anteras do
parental masculino foram usadas para a transferéncia de polen para os estigmas do parental
feminino. No total foram realizados 100 cruzamentos de cada tratamento, sendo as flores marcadas
e identificadas.

No ano de 2015 foram avaliados os seguintes parametros: nUmero médio frutos por planta
(somatorio das trés colheitas), teor médio de sélidos sollveis totais da polpa dos frutos (SST),
nimero de sementes por planta e por fruto, e massa de sementes por planta. De forma semelhante
ao descrito no experimento anterior.

No ano de 2016 foram avaliados 0s seguintes pardmetros: nimero medio frutos por planta
(somatorio das seis colheitas), taxa de pegamento de frutos, massa total de frutos por planta
(somatorio das seis colheitas), porcentagem de frutos contendo sementes (a0 menos uma semente),
numero de sementes produzidas por planta (somatdrio das seis colheitas) e por fruto.

Em 2016 a taxa de pegamento de frutos foi avaliada aproximadamente 60 dias ap0s 0s
cruzamentos, calculando-se a razdo entre o total de frutos aderidos e o total de flores polinizadas.
Na ocasido de cada colheita, os frutos foram colhidos individualmente por planta, contados e

pesados. Em seguida, extraiu-se todas as sementes de cada fruto, determinando-se o nimero total de
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sementes de cada fruto e o total de cada planta. Determinou-se também a porcentagem de frutos
contendo a0 menos uma semente.

As analises estatisticas foram feitas entre os tratamentos (diferentes cruzamentos realizados).
Para isso submeteu-se os dados a analise de variancia utilizando-se os testes F e 0 de Tukey, a 5%
de probabilidade.

Amostras de sementes de todos os tratamentos foram posteriormente submetidas ao teste de
germinacdo para avaliar a ploidia de cada planta hibrida, utilizando-se de andlises de citometria de
fluxo. Para tal, 10 sementes oriundas de cada cruzamento e das autofecundagdes foram germinadas
em caixas plasticas transparentes, tipo “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm), sobre duas folhas de papel filtro
qualitativo, umedecidas com agua, e mantidas a temperatura de 25 °C (BRASIL, 1992). As
contagens das plantulas germinadas foram efetuadas no sétimo dia ap6s o inicio do experimento

(BRASIL, 1992). Foram avaliadas trés repeticdes de cada tratamento.

4.4 Ensaio de competicdo de hibridos F1 3x e 2x de tomate, em compara¢do com genitores e
plantas autotriploides

Este experimento objetivou verificar o vigor, produtividade e outras caracteristicas de
producdo de hibridos Fi triploides e diploides, em comparacdo com 0s genitores diploides,
tetraploides e plantas autotriploides. Para isso plantas foram conduzidas em um ensaio de
competicdo em casa de vegetacdo. O estudo foi conduzido em DIC com sete repeti¢es contendo
plantas dos seguintes tratamentos: 1) - linhagem homozigota 2x; 2) - hibrido F1 (2x); 3) -
autotetraploide (4x): 4) - autotriploide (3x); 4) - hibrido F1 (3x - obtido de mée 4x) e 5) - hibrido F1
(3x - obtido de mée 2x).

Apls o estabelecimento das plantas em casa de vegetacdo, foram coletados os seguintes
parametros durante o periodo vegetativo e de frutificacdo:

a- Altura de planta: expressa em cm, medida com régua milimetrada, considerando-se a regiéo
compreendida entre o colo e o apice da planta;

b- Distancia entre cachos de flores, em cm;

c- Numero de cachos de flores por planta;

d - producéo de frutos por planta, em Kg;

e - Massa média da cada fruto, em g;

f - Tamanho e forma de frutos [comprimento, largura e a relacdo entre ambos (C/L)];

g - Firmeza de frutos (notas em que 1 - fruto muito firme; 2 - fruto firme; 3 - medianamente
firme; 4 - mole e 5 - muito mole);

h - Teor de sélidos sollveis totais (SST) da polpa dos frutos, em graus Brix;
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I - porcentagem de frutos com semente (a0 menos uma semente);

j - numero de sementes por fruto;

As avaliacOes foram realizadas de forma semelhante ao descrito nos experimentos anteriores.
Para a analise de correlacdo utilizou-se o software Assistat®, o qual utiliza as médias de cada
tratamento para gerar a matriz de correlagdo em que valores iguais ou proximos de 1, demonstra
forte correlagdo entre as varidveis, enquanto que valores proximos a -1, evidencia que as variaveis
sdo inversamente proporcionais. Ja valores préximos de zero indicam que ndo existem correlacdes

positivas nem negativas para as variaveis estudadas.

4.5 Anélises de citometria de fluxo para confirmacéo de ploidia de plantas

As plantas foram caracterizadas quanto a ploidia por meio da técnica de citometria de fluxo
utilizando-se o equipamento Partec CyFlow Ploidy Analyzer DAPI (Partec Gmbh., Alemanha), que
é equipado com lampada UV-LED (365 nm emission wavelenght) e um pardmetro 6tico para
deteccdo de fluorescéncia.

Cada amostra foi composta por suspensdes nucleares isoladas a partir de segmentos de folha
(Iamina foliar) com tamanho aproximado de 0,25 cm? (0,5 x 0,5 cm), usando-se lamina de ago
afiada (bisturi) e imersos de 0,2 ml tampéo de extracdo (kit de coloragdo CyStain UV precise T-
DAPI, Partec Gmbh.). A seguir, as suspensdes foram coradas com 0,8 ml da solugcdo corante do
mesmo Kit, que usa o 4-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) como fluorocromo, filtradas com 30 uM
CellTrics disposable filter (Partec Gmbh.) e analisadas imediatamente.

Foram realizadas duas andlises independentes (amostras) de cada planta. Considerando que
para cada amostra foram avaliados 2.000 ndcleos intactos, no minimo, com uso do software CyView
(Partec Gmbh.) e a seguinte calibracdo: Gain = 520 e Low Level (LL) = 0,70, resultando em
histogramas. As amostras cujos coeficientes de variacdo (CV) situaram acima de 10% foram
descartadas. A ploidia de cada planta foi determinada usando-se o resultado de amostras-controle

diploides como referéncia.

4.6 Caracterizagbes anatdbmicas, morfologicas, viabilidade de podlen e contagem de

cromossomos de plantas hibridas F1 3x de tomate, em comparacao com 0s genitores

4.6.1 Contagem do nimero cromossémico de plantas
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Para a contagem do numero cromossdmico das plantas foram utilizados apices radiculares
coletados das plantas mantidas em vasos.

As amostras foram lavadas em &gua corrente e a seguir, tratadas com solugdo 8-
hidroxiquinoleina 0,003 M, por 60 minutos, a 36° C. Em seguida, foram fixadas em solucédo de
Carnoy (3 metanol: 1 acido aceético glacial) e mantidas em geladeira por 24 horas. Apos, as raizes
foram submetidas a trés lavagens em agua destilada, hidrolisadas em HCI 1N, a 60° C ,por 12
minutos, imersas em reagente de Schiff e mantidas por 45 min. em ambiente escuro. Em seguida,
foram lavadas em &gua pela técnica de gotejamento para retirada do excesso do reagente, para
evidenciar a coloracdo resultante da oxidacdo do reagente de Schiff.

As raizes foram maceradas em laminas com auxilio de um bastdo na presenca de solucdo de
acido acético a 45% e cobriu-se o material macerado com laminula. A l1amina e laminula foram
colocadas, separadamente, para secar e, apos 24 horas, o conjunto foi selado com Entellan® para
tornar as laminas permanentes, seguido de observacdo em microscopio Optico com aumento de
1000x (FERREIRA et al., 2008).

De cada amostra vegetal, cinco células que apresentaram 0s cromossomos metafésicos
suficientemente bem espalhados foram fotomicrografadas e analisadas para contagem do numero

cromossdmico.

4.6.2 Avaliacéo da viabilidade e da germinacéo in vitro e in vivo de gréos de pélen

Para a determinacdo da viabilidade de grdos de polen através do método do carmim acético,
trés anteras foram coletadas de flores de cada gen6tipo momentos ap6s a antese (minimo 10 flores,
de 5 plantas diferentes). Imediatamente elas foram transferidas para solucdo de etanol e acido
acetico (3:1) e mantidas por 24 horas, até 0 momento de preparo das laminas. As anteras foram,
entdo, lavadas em &gua destilada por trés minutos e, a seguir, coradas com solucdo de carmim
acético a 2% (diluido em solucdo aquosa de &cido acético a 45%).

A visualizacdo dos grdos de polen foi realizada com auxilio de microscépio Optico, com
aumento de 400x. Foram contados 50 gréos de pdlen por Iamina, com trés repetices (laminas) de
cada genotipo, perfazendo um total de 150 gréos de polen contados por genotipo.

Foi estimado o percentual de grédos de pélen viaveis calculando-se a razéo entre o numero de
grdos de polen corados (viaveis) e o total de grdos de pdlen avaliados para cada genotipo
(LORENZON; ALMEIDA., 1997). Aplicou-se o teste de Tukey ao nivel de 1 e 5% de
probabilidade.

A germinacdo de graos de poélen in vitro foi realizada em meio descrito por Pio et al., (2007),

composto de 800 mg L de Nitrato de Calcio, 200 mg L de &cido borico, 10% de sacarose e 7,0 g
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L de Agar. O pH do meio foi ajustado para 6,5 antes da adicio do agar. Para cada genétipo foram
utilizadas cinco repeticdes (Placas de Petri), inoculadas com grdos de pdlen provenientes de cinco
botdes florais diferentes. Foram considerados germinados os grdos de pdlen que apresentaram
crescimento do tubo polinico. A observacao foi realizada com auxilio de microscépio invertido.

Para avaliacdo microscopica da germinacdo in vivo dos grdos de polen, pistilos polinizados e
ndo polinizados (controle) foram coletados de acordo com a metodologia de Linskens e Esser
(1957). Cinco pistilos de cada tratamento foram coletados: T1 - 10 minutos apés a polinizagdo, T2 -
30 minutos e T3 - 2 horas ap0s a polinizagdo. Em seguida, os pistilos foram fixados em solucédo de
etanol absoluto e acido acetico glacial (3:1), por 24 horas.

Posteriormente, os pistilos foram lavados em solucdo de etanol 70% por 20 minutos e
colocados em solucdo clareadora (sulfito de sddio & 10%) e autoclavados a 120 °C, 1 Kg cm™, por
20 minutos, para amolecimento dos tecidos. As amostras foram lavadas em agua destilada por 10
minutos, seguido de imersdo em solucdo corante de azul anilina a 0,1%, por 48 horas. Apos, foram
esmagados em lamina com auxilio de pingca e cobertos com laminula para observacdo em
microscopio de fluorescéncia.

Foram coletados e avaliados cinco botdes florais de cada tratamento. As amostras que
apresentavam crescimento de tubo polinico e atingiam ovarios e 6vulos, foram contabilizadas como
sendo fecundadas, enquanto as amostras que ndo apresentaram desenvolvimento do tubo polinico

foram consideradas como ndo fecundadas.

4.6.3 Caracterizacdo morfoldgica das folhas, flores e sementes

Para a caracterizacdo morfoldgica das folhas analisou-se amostras de dez plantas por
tratamento, nas quais determinou-se a massa fresca foliar da terceira folha partindo-se do apice
caulinar, comprimento e largura da folha e o nimero de foliolos por folha.

As flores do segundo cacho mais proximo ao apice foram caracterizadas em relacdo a altura e
largura das flores, comprimento e largura das anteras e nimero de pétalas. As medidas foram
obtidas com auxilio de paquimetro, utilizando-se cinco flores de cada planta.

Vinte sementes oriundas de plantas tetraploides e de plantas diploides foram fotografadas para
medicdo da area das sementes com auxilio do software ImageJ®. Todos os dados deste experimento

foram submetidos a analise estatistica ANAVA usando-se os testes F e de Tukey a 5% e 1%.

4.6.4 Caracterizacdo de anatomia foliar
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Para caracterizar anatomicamente as folhas dos poliploides e diploides confeccionou-se
Iaminas permanentes contendo cortes transversais de se¢des da folha. Utilizou-se o terco médio das
amostras contendo a nervura central e os foliolos terminais das terceiras folhas maduras
(completamente espalmadas), contadas a partir do apice de plantas.

As amostras foram fixadas em solucdo FAA 70% (formaldeido, acido acético e etanol 5:5:90
v/IVv), por 24 h. Posteriormente as amostras foram mantidas em solugéo de etanol 70% por mais 24 h
e, posteriormente, desidratadas em série etilica (70, 80, 90, 95 e 100% v/v), antes da embebicdo em
solugdo de infiltragdo e inclusas em resina de hidroxietilmetacrilato (LEICA-HISTORESIN®),
conforme recomendacéo do fabricante.

Os blocos foram entdo cortados em secgdes transversais com 6 pm de espessura em
microtomo automatico da marca Leica®. Os cortes foram colocados em banho histolégico e
sobrepostos em laminas. Essas laminas, contendo os cortes, foram coradas com safrablau (Astra-
blue 1% e safranina 1%) e as laminulas foram fixadas nas laminas com resina sintética (Entellan®).

As laminas histologicas foram fotomicrografadas em microscépio Oticos sendo que as
imagens capturadas j& continham a escala automatica. As imagens foram analisadas com auxilio do
software ImageJ® para mensuracéo das espessuras da epiderme Adaxial (EAd), da epiderme abaxial
(EAD), do parénguima palicadico (PP), do parénquima lacunoso (PL) e a espessura total da folha
(Esp Total).

Para determinacdo da massa fresca e da massa seca, 10 discos de folha com 2,5 mm de raio
foram extraidos das terceiras folhas completamente desenvolvidas e pesados em balanca de
precisdo, para a determinacdo da massa seca 10 discos de folha com 2,5 mm de raio foram
extraidos das terceiras folhas completamente desenvolvida, cada conjunto de discos foi
acondicionado em sacos de papel, levado a estufa de circulacdo forcada, a 65°C, até a estabilizacao
da massa, ap0s esse procedimento o conjunto de discos foi pesado em balanca de precisao.

Todos os dados deste experimento foram submetidos a analise estatistica ANAVA usando-se
os testes F e de Tukey a 5% e 1%. Foram construidos graficos de boxplot e, para a anlise de

correlagdes, utilizou-se o software Assistat®.

4.6.5 Caracterizagdo estomatica de folhas

Para as analises de determinacdo de densidade e tamanho dos estdmatos foram utilizadas as
mesmas folhas que foram submetidas as avaliacbes métricas. Para tal a epiderme abaxial das folhas
foi retirada com auxilio de pinga e colocada sobre lamina para observacdo em microscopio Otico.
Fotomicrografias foram realizadas em dois campos de visdo distintos da epiderme abaxial, em cinco

folhas de cada tratamento e, posteriormente, mediu-se 10 estdmatos em cada fotomicrografia.
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Assim, totalizou-se a observacdo de 100 estbmatos por tratamento, determinando-se o didmetro
polar dos estdbmatos (DPE) e didmetro equatorial dos estdmatos (DEE), com auxilio do software
ImageJ.

Para a determinacdo da densidade estomatica (DE) foram avaliados 12 campos de visdo, com
area total de 0,0875 mm?2 cada, em que se determinou 0 ndmero de estdmatos. Os dados foram
transformados dividindo-se o nimero de estdbmatos encontrados, pela area de 0,0875 mm2, para
estimar a densidade estomatica em mm2.

Os dados foram submetidos ao teste de Tukey a 1 e 5% de probabilidade. Foram construidos

graficos de boxplot e, para a analise de correlacdes, utilizou-se o software Assistat®.

4.6.6 Caracterizacao de clorofilas

As determinacdes de teores de clorofilas presentes em folha foram realizadas utilizando-se
dois métodos distintos. O primeiro, com uso do equipamento Clorofilog (Falker®) que fornece uma
medida adimensional, o Indice de Clorofila Falker (ICF). As leituras foram realizadas em, no
minimo, quatro foliolos pertencentes a terceira folha, a partir do apice de cada planta. Realizou-se
cinco leituras na regido mediana dos foliolos. Depois, calculou-se a média das cinco leituras e essa
média foi tomada como uma repeticéo.

As mesmas folhas mensuradas com Clorofilog foram levadas ao laboratério para a realizacdo
de analise espectrofotométrica dos teores de clorofila presentes na folha. Para estas analises discos
de folha foram extraidos de cada amostra. Eles foram pesados e usados nas analises por meio de
incubacdo em 3,5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO), por 65 °C, durante 4 h (DAUD et al., 2012).
Ap6s, o volume da solucdo foi ajustado para 7 mL e realizou-se leituras das solugdes em
espectrofotdmetro, com leitura da absorbancia nos comprimentos de onda de 645 e 663 nm.

As concentracdes das clorofilas a, b e total foram calculadas de acordo com as seguintes
férmulas, apresentadas por De Cassia Corforto et al. (2014), sendo o teor de pigmentos expresso em

mg por grama de massa fresca.

Clorofilaa=[(12,7 . Aseanm) — (2,69 . Asasnm)]. V/(1000.M) e
Clorofila b =[(22,9 . Aesnm) — (4,68 . Assznm)] . V/(1000.M

Em que ‘A’ ¢ a absorbancia no comprimento de onda estabelecido no espectrofotometro, ‘V’
é volume da solugdo e ‘M’ é a massa de folha. Ja para a determinacéo de clorofilas totais, foi usada

a férmula;
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Teor de Clorofilas (mg/cm®) = 20,2 . bAsasnm + 8,02 . Asssnm

Os dados foram submetidos ao teste de Tukey a 1 e 5% de probabilidade. Foram construidos

graficos de Boxplot e, para a analise de correlacdes, utilizou-se o software Assistat®.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento de avaliacio de fertilidade diferencial de plantas autotetraploides de tomate

com origens diferentes

As plantas autotetraploides tiveram médias que diferiram estatisticamente entre si para 0s
parametros nimero de sementes por planta e por fruto. Para estes parametros os genotipos 42, 44 e
45 foram os superiores, com valores entre 120,4 e 161,3 sementes por planta e 2,6 e 3,1 sementes
por fruto, seguidos dos gendétipos 43 e 41. O mesmo ocorreu para 0 parametro massa total de
sementes por planta em que foram observados valores entre 384,4 g e 494,6 mg de sementes secas
por planta (Tabela 1). Em resumo, 0s genotipos 41e 43 demonstraram possuir performance bem
inferior aos demais em relacdo a producdo de sementes.

Wu et al.,, (2012) também obtiveram plantas muito distintas ao realizar duplicacdo
cromossdmica de Kiwi, de modo que as plantas regeneradas produziram frutos com formatos e
tamanhos diferentes, mesmo elas tendo como origem 0 mesmo genétipo diploide.

Os teores de solidos soluveis totais da polpa de frutos também constituiu um parametro em
que se pbde observar diferencas entre os genotipos autotetraploides, sendo que o 41, 42 e 43
apresentaram médias estatisticamente superiores ao genotipo 44, enquanto o gendtipo 45 nao diferiu

dos demais para este parametro.
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Tabela 1 Dados de parametros de frutos e sementes, avaliados em distintas
plantas autotetraploides de tomate tipo grape (Dados somados de trés colheitas),

ano de 2015.
Numgro NUmero NUmero Massa total
Tratamento medio SST sementes/ sementes/  sementes/
frutos/ (°Brix) lanta fruto lanta (mg)
planta P b g
41 (4x) 43,8 8,45a 75,25 b 1,78 b 217,71 b
42 (4x) 34,1 8,51 a 120,38 ab 3,10a 384,38 ab
43 (4x) 42,5 8,40 a 101,25 ab 2,19 ab 264,25 b
44 (4X) 54,8 7,76 b 161,25 a 311a 494,63 a
45 (4x) 45,0 8,0lab  129,75ab 2,61 ab 393,75 ab
CV (%) 36,14 5,57 30,19 33,80 47,85
Valor de f ns 4,04** 6,26* 3,59* 3,47*

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo ao nivel de 1% de
probabilidade de erro (p < 0,01). * significativo ao nivel de 5% de probabilidade
de erro (0,01 < p < 0,05). ns = ndo significativo. SST = Sélidos Soluveis Totais.
mg = miligrama.

Os resultados obtidos evidenciaram que plantas obtidas através da inducdo in vitro de
tetraploides a partir de uma mesma planta mée, podem se comportar de maneiras distintas. 1sso
pode se dar, pois 0 processo de duplicacdo cromossémica in vitro € um processo que causa um
disturbio fisiol6gico no momento da divisdo celular, com o impedimento da formacéo das fibras do
fuso, induzindo células e, consequentemente, plantas a duplicarem seu conjunto cromossémico.
Entretanto, esse processo, por ndo ser totalmente controlavel, pode ser excessivo ou parcial, 0 que
pode resultar em alteracfes indesejaveis, com a obtencdo de plantas tetraploides aneuploides
(devido a perda ou ganho de partes, de um ou de mais cromossomos), plantas tetraploides
mixoploides (contendo setores quiméricos com ploidias diferentes) e/ou plantas com ploidia mais
elevada (octaploides e etc...), oriundas de um mesmo tratamento mutagénico com o agente
antimitotico.

O fato de terem como origem o mesmo explante (disco foliares) e da mesma planta, néo
garante que 0s regenerantes sejam geneticamente iguais ou, mesmo, fenotipicamente iguais. Leitch
e Bennett (2004) mostraram que a tetraploidia ndo estava diretamente ligada aos valores C como até
entdo se acreditava. Os autores citaram que pode haver perdas de DNA ou reducdo do genoma em
tetraploides, pois eles, algumas vezes, apresentavam valores de C menores do que o esperado, que
seria 0 dobro do observado em diploides. De maneira analoga, pode se propor que, ao gerar

poliploides artificiais de mesma origem, 0s regenerantes ndo necessariamente sejam idénticos,
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justamente pelas possibilidades de haver perdas, delecGes e/ou inversdes de cromossomos, 0 que
leva a formacdo de plantas distintas umas das outras.

Este estudo requer maiores aprofundamentos para comprovar se as diferengas fenotipicas
encontradas aqui sdo estaveis ou se elas serdo alteradas nos proximos ciclos de cultivo. Também
poderia ser de interesse tentar encontrar as razdes biologicas (genéticas) para as diferencas
fenotipicas observadas, como por exemplo pelas técnicas de hibridacéo in situ de cromossomos.

Com base nos resultados obtidos foram selecionados os gendtipos 42 e 44 para a
continuacdo deste estudo.

Esse trabalho evidenciou a importancia da realizacdo de diversos eventos de duplicacédo
cromossémica com posterior Screening dos gendtipos, uma vez que plantas de mesma origem

quando tetraploidizadas podem apresentar diferencas de producéo de sementes e Brix

5.2 Avaliacdo do potencial materno de plantas tetraploides de tomate, em comparacédo com
plantas diploides

Os resultados expressos na tabela 2 demonstram que, no ano de 2015, os cruzamentos
interploides resultam na baixa producédo de frutos e sementes, em comparagdo com 0s cruzamentos
entre plantas diploides (2x x 2x).

Comparando-se somente os dados dos tratamentos de cruzamentos interploides
(cruzamentos de plantas diploides com plantas tetraploides), pode se observar que, quando o genitor
feminino era uma planta tetraploide, havia uma tendéncia a maior producéo de sementes por fruto e
por planta, além de maior massa total de sementes por planta, apesar das analises estatisticas
demonstrarem que as diferencas eram estatisticamente ndo significativas. No entanto, o numero
médio de frutos produzidos por planta foi significativamente menor quando o genitor feminino
tetraploide foi usado (Tabela 2).

Para 0 numero médio de frutos por planta, 0s cruzamentos 2x x 2x apresentaram maior
namero de fruto, com 139,5 diferindo estatisticamente do cruzamento 2x x 4x, com uma producao
média de 72,45, enquanto o cruzamento 4x x 2x apresentou média de 40,71 frutos por planta. Para
producdo de sementes 0 cruzamento 2x X 2x produziu 3652,5 sementes por planta, diferindo
estatisticamente dos outros tratamentos. O cruzamento interploide que utilizou o 4x como parental
feminino produziu 3,14 sementes por planta, aproximadamente o dobro do observado no
cruzamento reciproco (1,60 sementes / planta). Ndo houve diferencas significativas entre nenhum

tratamento para o parametro teor de solidos solGveis totais (SST) da polpa dos frutos (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados de parametros de plantas, frutos e sementes, obtidos de cruzamentos
interploides de linhagens de tomate tipo grape (Dados somados de trés colheitas), ano de
2015.

Tratamento NuUmero medio SST Ntmero NGmero Massa total
(mae x pai) frutos/planta  (°Brix) sementes/ sementes/ sementes/
planta fruto planta (mg)
4X X 2X 40,71 ¢ 8,15 3,14b 0,052 b 6,1b
2X X 4X 72,45 Db 8,88 1,60 b 0,008 b 42b
2X X 2X 139,5a 8,03 3652,50 a 26,73 a 7.276,5a
Cv (%) 24,17 49 40,1 24,2 26,4
Teste F 47,62** 6,34 ns 610,39** 184,33** 1403,93**

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p
< 0,01). ns = ndo significativo. SST = Solidos Soluveis Totais. mg = miligrama.

Resultados semelhantes foram obtidos por Lewis (1980) ao realizar cruzamentos
interploides (2x x 4x e o reciproco) em Delphinium hanseni. Quando o gendtipo diploide foi usado
como parental feminino, produziu-se mais frutos enquanto que o gendtipo tetraploide produziu
frutos com maior nimero de sementes e sementes com o dobro da porcentagem de germinacao, em
relacdo as plantas maternas diploides.

O baixo indice de producdo de sementes de cruzamentos interploides, quando comparados
com cruzamentos diploides, pode ter ocorrido em funcdo da baixa fertilidade dos acessos
tetraploides, que por causa da autotetraploidia pode apresentar formacéo de multivalentes durante as
meioses, tornando os gametas inviaveis. Swaminathan e Sulbha (1959) verificaram que, com o
avanco das geracdes de cruzamentos envolvendo plantas autotetraploides de Brassica campestres
var. ‘Toria’, houve uma significativa reducdo na frequéncia de multivalentes e aumento da
frequéncia de bivalentes. Constaram também que ao avancar as geracles, houve aumento da
fertilidade destas plantas, indicando quéo correlacionadas estavam a formacao de bivalentes com a
fertilidade da planta. O mesmo foi constatado em milho autotetraploide, apds dez anos de cultivo e
manutencdo de linhas tetraploides, os autores observaram que houve redugdes na formacdo de
multivalentes e aumento na formagéo de bivalentes (Gilles; Randolph, 1951).

No presente estudo, como as linhas autotetraploides foram obtidas recentemente, é muito
provavel a ocorréncia de multivalentes durante as meioses, o que pode ter levado as plantas a terem
baixos indices de fertilidade masculina e feminina, o que resultou em menores nimeros de frutos e
de sementes obtidos nos cruzamentos interploides.

Huang e Sun (2001), ao realizarem cruzamentos interpldides (2x x 4x e 0 reciproco) em arroz
verificaram que, quando se utilizou como parental materno a planta diploide, 0 nUmero de sementes

foi menor do que quando utilizou como parental materno a planta tetraploide.
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O desenvolvimento bem sucedido de sementes ap0s 0s cruzamentos depende da formacéo e
desenvolvimento adequado do endosperma. As primeiras explicacfes para o “bloqueio triploide”
(aborto de sementes triploides) sustentaram que era necessario um equilibrio de 2:3:2 entre tecidos
materno, endosperma e embrido. Posteriormente verificaram que na verdade era necessaria a
dosagem de dois genomas maternos para um genoma paterno (2:1) para a formacdo e
desenvolvimento do endosperma. Esse mecanismo parece ser uma ferramenta natural para se evitar
cruzamentos interploides espontaneos (Ehlenfeldt e Hanneman 1992; Ortiz, 1995).

Shuxing e Daogian (1991) estudaram cruzamentos interploides em S. licopersicum L. (4Xx x
2X) e constataram que ndo houveram diferencas significativas no desenvolvimento de tubo polinico
in vivo entre cruzamentos (4x X 2x) e (2x x 4x) quando comparados com 0 cruzamento (2x X 2Xx).
Eles observaram também que em cruzamentos 4x x 2x ocorreu deterioracdo do endosperma no
sétimo dia apds a polinizacdo e dos embrides, apos 23 dias. Isso suporta a teoria de EBN
(‘Endosperm balance number’) ou NEB (Numero Endospermatico Balanceado).

O balangco endospermatico parece ser um fator bastante relevante em cruzamentos
interploides. Ele é representado pela razdo entre a ploidia do endosperma e a ploidia do embrido
(Figura 1). Bretagnolle e Thompson (1995), em uma revisao de literatura sobre o tema, constataram
que em cruzamentos interploides (4x x 2x) pode ocorrer 0 aborto dos embriées como consequéncia
do desenvolvimento deficiente do endosperma. Acontece que nesses cruzamentos, tanto 2x x 4x
quanto 4x x 2x, ocorre um desbalanco Endosperma-Embrido de modo que o aborto dos embrides
triploides pode ser ocasionado em decorréncia da falta total ou parcial do endosperma. Entretanto
Esen et al. (1978), ao realizarem cruzamentos interploides (2x x 4x) em Citrus, encontraram
evidéncias de que um menor balanco endosperma/embrido (1,33) levava a degradacdo do
endosperma e ao declinio fisiolégico do embrido em até 99% das sementes triploides. No entanto,
quando o parental feminino era tetraploide, o balanco endosperma/embrido era 1,67 e a taxa de
sementes triploides vidveis saltava para 60 a 80%. Assim, 0s cruzamentos em que o parental
feminino séo tetraploides costumam ser mais bem sucedidos do que o oposto (mé&e diploide e pai
tetraploide).

Ehlenfeldt e Hanneman (1992), através de cruzamentos interploides de diferentes espécies
de tomateiro, determinaram que existem NEB distintos para as distintas espécies. Para o L.
esculentum L. o NEB € de 2, enquanto que para o L. Peruvianum var ‘humifusum’, houve uma
variacdo podendo chegar ao dobro do primeiro. Entretanto, em algumas plantas, a formagédo de
triploides é tolerada mesmo com o desbalanco de endosperma (RAMSEY; SCHEMSKE, 1998).
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Figura 1. Esquema de contribui¢cbes dos genitores na formagdo do endosperma e do embrido
hibrido em cruzamentos interploides (2x x 4x e o reciproco), com o calculo dos balangos

endosperma/embrido.

No ano de 2016, os resultados mostraram que o tratamento cujo parental materno era 4x,
houve menor numero de frutos por planta, com média de 98,94, enquanto no outro cruzamento
interploide, a média foi de 205,97 (Tabela 3). No entanto, ndo se observou diferenca estatistica em
relacdo ao cruzamento diploide (2x x 2x), que apresentou média de 195,0 frutos por planta. As
plantas tetraploides apresentam gametas menos férteis que as plantas diploides, conforme
constatado no experimento anterior (Tabela 2). Assim, quando ocorre a producdo de polens com
baixa viabilidade, em decorréncia da meiose irregular, provavelmente ocorrera baixa viabilidade de
dvulos também. O fato de o cruzamento 2x x 4x ter apresentado mais frutos que o outro cruzamento
interploide pode evidenciar que ha alguma taxa de partenocarpia nas plantas diploides.

Consequéncia do parametro anterior, a massa média de frutos produzidos por planta foi
menor no tratamento (4x x 2x) do que em (2x X 4x) e (2x x 2x) com 1,45; 2,15 e 2,32 Kg/planta,
respectivamente (Tabela 3).

O cruzamento 2x x 2x apresentou maior porcentagem de frutos com sementes (a0 menos
uma semente), com média de 88,1% de seus frutos, enquanto que o cruzamento 4x X 2X obteve
média de 7,51 e o cruzamento 2x x 2x, média de 0,6% de frutos contendo sementes.

Em cruzamentos interploides, uso do parental materno tetraploide resultou na producéo de
maiores porcentagens de frutos contendo sementes. Além de maior nimero de sementes por frutos
(0,0448), mas ndo se observou diferencas estatisticas significativas no nimero de sementes por
planta. O que deve ter ocorrido é que os parametros: numero de sementes por frutos e namero

35



médio de frutos por planta, se anularam, tornando os dois tratamentos iguais para 0 parametro

nimero de sementes por planta.

Tabela 3. Dados de parametros de plantas, frutos e sementes, obtidos de cruzamentos interploides de
linhagens de tomate tipo grape (Dados somados de seis colheitas), ano de 2016.
Taxa

NUmero Massa frutos Frutos com NUmero NUmero
Tratamento J pegamento
~ . medio frutos / planta sementes sementes/  sementes/
(mé&e x pai) frutos
/ planta (%) (Kg) (%) planta fruto
4X X 2X 98,94 b 80,9 1,45b 751D 4,44 0,0448 a
2X X 4x 205,67 a 80,1 2,15a 0,60 c 3,87 0,0188 b
2X X 2X 195,00 a 91,0 2,32 a 88,10 a - -
Cv (%) 24,2 11,3 24,2 34,9 110,2 93,4
Teste F 28,22** 5,53ns 12,23** 548,57** 0,12 ns 6,09*

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01). * significativo ao nivel de
5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). ns = ndo significativo. SST = Sdlidos Soluveis Totais.
kg = quilogramas.

Em 30 sementes obtidas do cruzamento 2x x 4x, a porcentagem de triploides produzidos foi
de 14,29%, a mesma porcentagem de tetraploides foram produzidos (aproximadamente 14%),
enquanto que 71,4% das plantas obtidas eram diploides. O resultado obtido nos cruzamentos
interploides com uso de mae 4x foi completamente diferente, com a producdo de 93,3% de plantas
triploides e 6,67% de plantas tetraploides, ndo houve a producdo de plantas diploides neste
cruzamento. Sendo assim, o resultado obtido foi melhor quando a mée era o parental tetraploide.

Isso evidencia que o desbalango positivo € mais bem suportado em tomate do que o
desbalanco negativo, para producdo de sementes com embrido triploide. O embrido triploide
geralmente se desenvolve mais rapidamente que embrido diploide, no caso de cruzamentos que 0
balanco é negativo ocorre o declinio do embrido 3x. Isto ocorre porque 0 endosperma ndo é capaz
de nutrir e garantir o desenvolvimento do embrido (Esen; Soost, 1973). Este fato poderia ser
utilizado para explicar a baixa ocorréncia de sementes triploides quando o parental materno é
diploide. Nestas maes (2x), o endosperma € degenerado precocemente € o0 embrido ndo consegue se
desenvolver, levando ao declinio e morte do embrido e da semente.

O deshalango positivo endosperma/embrido em cruzamentos interploides é melhor
suportado que o desbalanco negativo. Plantas 4x sdo melhores parentais maternos, em cruzamentos

interploides para producéo de sementes triploides, do que plantas diploides.

5.3 Ensaio de competicdo de hibridos F1 3x e 2x de tomate, em compara¢do com genitores e
plantas autotriploides
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Apb6s a obtengdo de sementes dos cruzamentos controlados, plantas oriundas dessas
sementes foram conduzidas em um ensaio de competicdo de vigor e produtividade, em comparagao
com hibridos F1 (2x). Ndo houve diferencas estatisticas significativas entre altura de plantas e
distancia entre cachos de flor. Ja para o parametro: nimero de cachos de flor por planta, houve
diferencas estatisticas entre o hibrido F1 2x e o gendtipo autotetraploide. Enquanto o primeiro
obteve uma média de 20,33 cachos de flor por planta, o segundo teve média de 13,08. Este ultimo,
por sua vez, ndo diferiu estatisticamente dos hibridos F1 3x e nem da linhagem homozigota (2x),
mas diferiu estatisticamente do genotipo autotriploide que teve meédia de 18,38 cachos de flor por
planta (Tabela 4).

Quanto a producéo de frutos por planta o hibrido F1 2x apresentou maiores médias com 3,52
quilos de frutos por planta, diferindo estatisticamente de todos os poliploides, mas ndo da linhagem
homozigota (2x), que apresentou média de 2,02 Kg de frutos por planta. As plantas 4xe os hibrido
F1 (3X) ndo diferiram entre si neste pardmetro. Apenas 0 genotipo autotriploide teve média baixa,
com 0,35 Kg de frutos por planta, mas ndo diferiu estatisticamente dos demais poliploides (Tabela
4).

Tabela 4. Dados de parametros de plantas, obtidos em ensaio de competicdo de
gendtipos de tomate tipo grape, com varia¢oes de ploidia e origem. Dados somados
de seis colheitas, do ano de 2016.

Tratamento Ploidia  Altura Distancia  Numero  Producéo
planta entre cachos cachos/ frutos /
(m) (cm) planta  planta (kg)
Linhagem 2X 2,56 23,87 17,58 ab 2,02 ab
homozigota
Hibrido Fy 2X 2,78 26,83 20,33 a 3,52a
Autotetraploide 4x 2,19 28,00 13,08 b 0,76 bc
Autotriploide 3X 2,74 27,13 18,38 a 0,35¢
Hibrido F1 (mé&e 4x) 3X 2,70 25,00 18,00 ab 0,65 bc
Hibrido F1(mae 2x) 3x 2,71 28,00 17,81 ab 0,77 bc
CV% 8,81 15,58 11,53 62,61
Valor de F 3,50 ns 0,76 ns 4,90* 8,93**

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01). *
significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). ns = ndo
significativo.

No ensaio de competicdo, 0s gendtipos diploides e os tetraploides apresentaram frutos

maiores (comprimento e largura) e com maior massa média, quando comparados com os triploides
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(Tabela 5). Dentre os triploides, o autotriploide apresentou frutos com menor comprimento e menor
massa, diferindo do hibrido F1 (3x originado de mée 4x) (Tabela 5).

N&o houve diferengas estatisticas para relacdo C/L (comprimento e largura) de frutos. Porém
existe uma tendéncia de que frutos poliploides sejam mais redondos (Figura 2), enquanto os frutos
de plantas diploides sdo ovalados. Também ndo houve diferenca estatistica significativa para o
parametro teor de SST de polpa dos frutos.

Souza et al. (2004), ao analisarem frutos de melancia tetraploides também constataram que
esse frutos eram mais arredondados que frutos de plantas diploides. Wu et al. (2012), ao induzir
tetraploides de Kkiwi, obtiveram plantas cujos frutos tinham forma mais arredondada que 0s
diploides, entre os regenerantes do experimento eles também conseguiram um tetraploide que
produziu frutos com forma similar aos diploides porém maiores e mais pesados. Mudanc¢as em
tamanho e formato também foram encontradas em pepino (SHIFRISS, 1942), abdbora (SINNOTT;
BLAKESLEE, 1938) e em banana (VAKILI, 1967).

Os parametros porcentagem de frutos com sementes (a0 menos uma semente) e numero de
sementes por fruto expressaram a infertilidade de plantas triploides. As plantas diploides
apresentaram maiores porcentagens de frutos com sementes e maior nimero de sementes por fruto,
seguido da planta autotetraploide. Por ultimo se situaram as plantas triploides (Tabela 5). Dentre as
plantas triploides, o hibrido F1 (3x originado de m&e 2x) apresentou maior porcentagem de frutos

com sementes e maior nimero de sementes por fruto: 3,87 e 0,441, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5. Dados de parametros de frutos, obtidos em ensaio de competi¢cdo de gendtipos de tomate tipo
grape, com variagoes de ploidia e origem. Dados somados de seis colheitas, do ano de 2016.

Tratamento Massa Comprim. Larg. Relacdo Firmeza  Teor SST  Frutosc/ Ndmero
média médio medio C/L frutos (°BRiX) sementes sementes
fruto (g) fruto fruto fruto (%) / fruto
(mm) (mm)
Linhagem homozigota 2x 13,69a 32,63 ab 24,96 a 1,31 2,31 7,33 90,7a 20,90 ab
Hibrido F1 2x 15,18 a 35,13 a 25,87a 1,36 1,92 6,68 96,5 a 29,43 a
Autotetraploide 4x 13,56 a 29,43 bc 26,17 a 1,12 1,83 6,84 84,4 a 8,40 bc
Autotriploide 3x 582¢ 22,74 d 20,25 b 1,15 2,07 6,73 0,50 b 0,005c
Hibrido F1 3x (mée 4x) 9,68b 28,05abc 22,73 ab 1,23 1,17 7,37 0,00 b 0,000 c
Hibrido F1 3x (mée 2x) 9,50 bc 26,63 cd 23,04 ab 1,16 1,89 7,56 3,87b 0441c
CV % 15,51 8,60 6,47 10,18 26,93 11,98 22,09 90,60
Valor de F 20,36** 13,59** 9,40** 2,41 ns 1,57 ns 1,03 ns 174,35**  14,25**

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey. **
significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01). ns = ndo significativo. SST — Solidos Soluveis
Totais em °Brix; Relacdo C/D — Razdao entre comprimento e diametro de fruto.
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a b

Figura 2. Frutos de tomate tipo grape obtidos de plantas com diferentes ploidias. Fruto de planta
diploide (a). Fruto de planta tetraploide (b). Frutos de planta triploide (c). Barra — 2cm.

Tomates obtidos de plantas triploides, apesar da reducdo da fertilidade apresentam 6rgéos
maiores (Lesley 1927). Karchi et al. (1981), estudando tetraploides de melancia encontraram
evidéncias de que as plantas tetraploides tém crescimento mais lento e menor nimero de
ramificacdes, do que seus originarios diploides. Em autopoliploides, os conjuntos de cromossomos
podem parear ao acaso formando multivalentes na meiose (Morrison; Rajhathy, 1960; DE Wet,
1980; Stebbins, 1971; Ramsey; Schemske, 2002). Em decorréncia dessa formacgédo de gametas néo
balanceados, as plantas autotetraploides sofrem com declinio na fertilidade (Otto; Whintoon, 2000)
como foi observado neste trabalho, em que os autotetraploides tiveram uma reducdo na producéo de
frutos.

Dias (2016) ao induzir tetraploides de eucalipto também obteve mudas menores, menos
vigorosas e deformadas, em comparacdo com seus correspondentes diploides. Resultados
semelhantes foram encontrados em Dendrobium (VICHIATO, 2007), eucaliptos (ROTH, 1984) e
em limoeiro cravo (ALLARIO et al., 2011). Segundo Otto (2007), o aumento celular, em
decorréncia do aumento do volume nuclear (aumento esse em consequéncia do aumento do nimero
de cromossomos no nucleo), leva a uma reducdo do numero de divisdes celulares afetando o
desenvolvimento da planta.

A matriz de correlacdo (Tabela 6) evidenciou, entre outras coisas, que 0 humero de cachos
de flor na planta esta muito correlacionado com a altura de planta. A matriz mostrou forte
correlacdo entre comprimento de fruto e producéo total de frutos e com a massa meédia de fruto.
Essas correlagdes podem ser explicadas em decorréncia da baixa producdo de frutos por plantas
poliploides que, de modo geral, apresentaram frutos com menor comprimento e com menores
massas (Tabela 5). As mesmas raz0es se aplicam para a alta correlacéo entre producédo de frutos e
relacdo C/L dos frutos. As plantas poliploides, que tiveram menores producdes de frutos,
produziram frutos mais arredondados, isto €, com menores relagées C/L (Tabela 5).

Também aplica-se 0 mesmo raciocinio para as correlagdes elevadas entre nimero de

sementes por fruto e producdo total de frutos; além de numero de sementes por frutos e
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caracteristicas fisicas dos frutos (comprimento, largura e relacdo C/L) e com porcentagem de frutos
com sementes. O nimero de sementes por fruto foi baixa em poliploides (3x e 4x) e alta, em plantas
diploides (Tabela 5), e isto estd correlacionado com a produgdo total por planta e com a
porcentagem de frutos com sementes, parametros maiores em plantas 2x.

Por ultimo, frutos contendo maiores nimeros de sementes (plantas diploides) geralmente

apresentavam maiores massas (Tabela 6).
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Tabela 6. Matriz de correlacdo de parametros de plantas e frutos de diferentes genétipos de tomate tipo grape, com variacao de ploidia e origem. Dados do ano de
2016.

Dist Numde Prod Massa Frutc/ N.sem/
Altplan cachos cachos frut frut CF LF C/L FF SST sem frut
Alt plan 1,000 -0,1860 0,9566 0,2491 -0,3735 -0,0947 -0,5363 0,4441 -0,0752 0,1170 -0,4458 0,0201
Dist entr
cachos - 1,000 -0,2795 -0,2337 -0,1808 -0,3497 -0,0304 -0,6043 0,0014 -0,3402 -0,1606 -0,2865
Num de
cachos - - 1,000 0,5100 -0,1188 0,1711 -0,3112 0,6684 0,0409 -0,0146 -0,1695 0,3070
Prod frut. - - -- 1,000 0,7681 0,8937 0,6290 0,8943 0,3052 -0,3010 0,7388 0,9584
Massa frut. - - -- -- 1,000 0,9528 0,9748 05965 0,1723 -0,1369 0,9175 0,8419
CF - - -- -- -- 1,000 0,8641 0,8096 0,497 -0,1049 0,8521 0,9151
LF - - -- -- -- -- 1,000 0,4047 0,261 -0,1263 0,8856 0,7216
C/L - - -- -- -- -- -- 1,000 0,1550 -0,0601 0,5310 0,8328
FF - - -- -- -- -- -- -- 1,000 -0,2265 0,4595 0,4435
SST - - -- -- -- -- -- -- -- 1,000 -0,3871 -0,3634
Frut ¢/ sem - - -- -- -- -- -- -- -- -- 1,000 0,8854
N. sem/ frut. - - -- -- -- -- -- -- -- -- -- 1,000

Alti plant - Altura de Plantas; Dis cachos - Distancia entre cachos; Cachos flor/has - Numero de cachos de flores; Prod frut - Producéo Total de
Frutos Por Planta; Massa frut - Massa de Fruto; CF - Comprimento de Frutos; LF — Largura de Frutos; C/L — Relagdo entre comprimento e largura
de fruto; FF- Escore para Firmeza de fruto; SST - Teor de so6lidos soltveis em solucdo de sacarose expresso em °Brix; Frut ¢/ sem — Porcentagem
de frutos com sementes; N. Sem/frut — Numero de Sementes por fruto.
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5.4 Analises de citometria de fluxo para confirmacéao de ploidia de plantas

Neste estudo os histogramas obtidos com as anélises de citometria de fluxo possibilitaram
identificar claramente as plantas diploides, com valores em torno de 43 (valor relativo), das
triploides, com valores em torno de 63; e as plantas tetraploides, com valores aproximados de 83
(Figura 3).
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Figura 3. Histogramas obtidos nas analises de citometria de fluxo de suspensdes nucleares de
plantas de tomate tipo grape. a — Planta diploide (2x); b — Planta triploide (3x) e ¢ — Planta
tetraploide (4x).

Existem diversos métodos para analisar a ploidia de plantas, algumas dessas analises séo
mais imprecisas, como as morfolégicas. Outras mais precisas como a contagem do nimero de
cromossomos. Entretanto essa técnica, apesar de ser bastante precisa, uma vez que 0S
cromossomos sao visualizados, é demorada e requer a utilizacdo de partes especificas das
plantas, como por exemplo: a ponta de raiz. A citometria de fluxo por sua vez é a técnica mais
utilizada para determinacdo da ploidia em plantas, seguida da contagem de cromossomos
(DOOGHE et al., 2011). Se constitui num método rapido e eficaz, que utiliza folhas das plantas

para extrair nlcleos que serdao contabilizados no aparelho (EECKHAUT et al., 2005).

5.5 Caracterizagcbes anatomicas, morfologicas, viabilidade de polen e contagem de

cromossomos de plantas hibridas F1 3x de tomate, em comparacao com o0s genitores

5.5.1 Contagem do numero cromossémico de plantas

As analises de contagem do numero cromossémico em ceélulas de ponta de raiz
corroboraram os resultados obtidos nas analises de citometria de fluxo.
Os acessos caracterizados por meio da citometria de fluxo como tetraploides

apresentaram 48 cromossomos (Figura 4b) para todas as cinco células analisadas que se
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encontravam em estadio de metafase. As plantas diploides, segundo a contagem de
cromossomos, apresentavam 24 cromossomos (Figura 4a), evidenciando a caracteristica diploide

do material.

Figura 4. Fotomicrografia de cromossomos metafasicos. a) Genotipo 274 - diploide, com
24 cromossomos e b) Gendtipo 153 — tetraploide, com 48 cromossomos.

Os resultados aqui encontrados corroboram os resultados encontrados por Rick (1945),
Barton (1950), Huskins (1927), Lesley e Lesley (1927) e Acosta et al. (2005). Banks (1984)
descreveu algumas variedades de tomates cultivados que possuiam 26 Cromossomos e a
fertilidade ndo foi afetada, tdo pouco a morfologia, quando comparada com o tomateiro 2n = 2x
= 24. No entanto, 0s gendtipos analisados no presente estudo tiveram 24 cromossomos para 0S

tomateiros 2n = 2x, e 48 cromossomos para 0s tomateiros 2n = 4x.

5.5.2 Avaliacédo da viabilidade e da germinacao in vitro e in vivo de graos de polen

A técnica de coloragdo com carmim acético a 2% possibilitou identificar claramente gréos
de polen viaveis, dos inviaveis (Figura 5). As plantas diploides tiveram viabilidades de gréos de
polen (VP) proximas de 62 e 67%, enquanto dois gendtipos tetraploides tiveram valores entre 11
e 33% e, os triploides, valores bem mais baixos (entre 2,2 e 3,8%) (Tabela 7). Quando ocorreu a
inducdo dos tetraploides em tomates, ocorreu a reducdo da viabilidade de pélen em no minimo
50%.

A reducdo de fertilidade em autotetraploides recém-formados é descrita por diversos
pesquisadores (LEVAN, 1939; MORRISON; RAJHATHY, 1960; STEBBINS, 1971; DEWEY,
1980; OTTO; WHITTON, 2000). Robledo-Torres (2008) também encontrou reducdo na
viabilidade pélen ao induzir autotetraploides de Physalis ixocarpa, bem como Ye et al. (2010),
que ao induzir tetraploides de Lagerstroemia indica L., observaram redugdes drésticas na
fertilidade de pdlen.
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Figura 5. Viabilidade e germinacdo de grdos de polen de tomate: A — Determinacdo da
viabilidade de p6len com carmim acético (2%) a — Pdlen viavel; b — Pélen inviavel. B —
Germinagdo de grdos de polens in vitro. PG — Pdlen germinado; PNG — Pdélen ndo

germinado.

Nos acessos triploides, quando analisou-se a germinacdo in vitro, o gendtipo que

apresentou 2,2% de VP, apresentou pdlens com germinacdo na frequéncia de 0,39%, enguanto

que o0 gendtipo 492 teve 3,8% de viabilidade pelo método do Carmin acético mas ndo apresentou

pélens com capacidade de germinagdo in vitro. Os acessos tetraploides tiveram taxas de

germinacdo de polen variando entre 3,3 e 11,9% enquanto as plantas diploides tiveram taxas de

germinacéo de pélen variando entre 54,4 e 60,1% (Tabela 7).

Tabela 7. Analises de Viabilidade de Pélen (VP) e Germinacdo de Polen (GP), nos diferentes

tratamentos de tomate tipo grape.

Tratamento Ploidia VP (%) GP (%)
Linhagem homozigota  2X 66,94 a 54,38 a
Linhagem homozigota  2X 62,15 a 60,09 a
Autotetraploide 4x 152 4X 32,86 b 11,90 b
Autotetraploide 4x 153  4X 11,00 c 3,26 b
Hibrido F1 3x (mée 2x) 3X 2,17 d 0,39 b
Hibrido F1 3x (mde 4x)  3X 3,79 cd 0,00 b
CV (%) 29,84 50,71

Valor de f 106,83**  38,79**

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de
erro (p < 0,01). ns = ndo significativo.
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Em plantas, a triploidia acarreta problemas na meiose, com a formacdo de trivalentes,
bivalentes e univalentes, ocasionando a formacdo de gametas desbalanceados e
consequentemente inférteis (Figura 6a). Esse comportamento ja foi observado em diversos
poliploides de milho (JAUHAR, 1970), tomateiros (LESLEY; LESLEY 1943) e melancia
(MEDINA, 1958; MOHR, 1986).

Figura 6. Gréos de pdlen de tomate tipo grape, corados
com carmim acético: a — Triploide; b — Tetraploide; ¢ —
Diploide. Barra = 100pum.

Os resultados referentes a germinacdo in vivo de grdos de pdlen evidenciaram que, 30
minutos apos a polinizacdo manual, os tubos polinicos ainda ndo atingiram os évulos, mesmo
tendo se desenvolvidos no estilete. J& apds duas horas da polinizagdo manual foi possivel

observar o desenvolvimento de tubos polinicos chegando até os 6vulos (Figura 7).
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Figura 7. Analises histolégicas do estigma, estilete e ovario, em microscopio de fluorescéncia apés
polinizagBes de cruzamentos interploides de tomate tipo grape. Estigma ap6s 30 minutos da polinizagéo;
notar o desenvolvimento de tubos polinicos (seta) (A). Ovario apés 30 minutos da polinizacdo, nao €
possivel observar o desenvolvimento dos tubos polinicos (B). Estilete com tubos polinicos ap6s 2 h da
polinizacéo (C). Ovulo sendo fecundado por tubo polinico (seta) ap6s 2 h da polinizacio (D); et — Estigma;
el — estilete; ov — 6vulo.

Huang et al. (2014), ao investigarem o desenvolvimento de tubo polinicos in vivo para fins de
comparacdo entre tomates selvagens e transgénicos, fizeram a extracdo do estigma e ovario apés
seis horas da polinizacdo manual e observaram que o desenvolvimento dos tubos polinicos
estava completo. Ao que parece ndo ha relatos sobre essa determinacdo, de que ap6s duas horas,
a fecundagdo ja ocorreu em tomate tipo grape. Essa informagdo pode ser bastante atil para
programas de melhoramento, como por exemplo, para a utilizacdo de regaste de embrides

imaturos.

5.5.3 Caracterizacdo morfologica das folhas, flores e sementes

As caracterizagOes foliares possibilitaram observar a existéncia de diferengas no nimero

de foliolos, comprimento, largura e massa fresca foliar, entre plantas de diferentes ploidias
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(Tabela 8). As plantas tetraploides apresentaram média de 9,14 foliolos por folha, diferindo
estatisticamente dos outros tratamentos. As plantas triploides e diploides ndo diferiram entre si,
apresentando médias de 11,07 e 11,12 foliolos por folha, respectivamente.

Para as medidas de comprimento da terceira folha adulta a partir do apice, as plantas
triploides apresentaram médias superiores aos demais tratamentos, diferindo estatisticamente
com 15,33 c¢cm, enquanto que as plantas diploides apresentaram média de 13,98 c¢cm e as
tetraploides, 10,89 cm de comprimento, diferindo estatisticamente de todos os tratamentos
(Tabela 8).

Os resultados aqui apresentados diferem dos resultados encontrados por Sugiyama (2005)
em que folhas tetraploides de Lolium eram maiores que folhas diploides, mas corroboram os
resultados encontrados por Otto (2007) que associa o desenvolvimento lento de plantas
poliploides ao tamanho celular. Segundo o autor, como o tamanho das células é geralmente
maior nas plantas poliploides a divisdo celular e consequente crescimento, isto é, alongamento é
mais lento. Assim, estas necessitam de mais tempo para proceder as divisdes celulares, o que

resulta em crescimento mais lento.

Tabela 8. Caracteristicas morfologicas da terceira folha espalmada,
a partir do apice, de gendtipos de tomate tipo grape com diferentes

ploidias.
Tratamento Nam. Comprim.  Larg. folha Massa
Foliolos folha (cm) (cm) fresca folha
(9)
2X 11,12 a 13,98 b 9,09b 158D
3X 11,07 a 15,33 a 10,18 a 2,08 a
4x 9,14 b 10,89 ¢ 9,09b 192a
CV (%) 16,37 19,44 20,27 36,01
Valordef 18,71** 32,88** 4,65* 6,26**

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey. ** significativo ao nivel
de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01). * significativo ao nivel de
5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). ns = néo significativo.

As plantas triploides apresentaram medias superiores que as demais também para largura
de folha, com 10,18 cm diferindo das diploides e tetraploides, que obtiveram meédias semelhantes
(9,09 cm). Por outro lado, as plantas tetraploides, que apresentaram folhas com menores
tamanhos, obtiveram massa média de folha estatisticamente igual a dos triploides (1,92 g —
tetraploides e 2,08 g — triploides) (Tabela 8, Figura 8).

Em resumo foi possivel observar que as plantas triploides produziram folhas maiores e

com maiores massas que as folhas de plantas diploides. Em comparag¢do com as folhas de planta
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tetraploides, as folhas das plantas triploides também eram maiores, mas ambas possuiam massas
semelhantes. Isto provavelmente ocorreu devido a observacdo de que folhas de plantas

tetraploides possuiam limbo foliar bem mais espesso, 0 que certamente refletiu na massa foliar.

\

a b ¢

Figura 8. Terceira folha de tomate tipo grape, complemente espalmada a partir do
apice. Folha de planta diploide (a). Folha de planta tetraploide (b). Folha de planta
triploide (c). Barra — 2cm.

As plantas triploides apresentaram frutos sem sementes, enquanto que as plantas
tetraploides apresentaram numero reduzido de sementes por fruto em comparacdo com as plantas
diploides. No entanto, o tamanho médio das sementes obtidas de plantas tetraploides era maior,
expresso em termos de area média de sementes. O resultado foi igual a 0,637 cm?, diferindo
estatisticamente da massa média de sementes produzidas por plantas diploides, 0,277 cm?
(Figuras 9 e Tabela 9). Diversos autores ja relataram que o aumento do nivel de ploidia das
plantas pode levar ao aumento do tamanho das sementes (CAMPOS et al., 2009; YE et al., 2010;
WU et al., 2012).

Esen e Soost (1973) observaram diferencas significativas em sementes poliploides de
Citrus. As sementes com maior relacdo endosperma/embrido apresentaram-se mais pesadas e
maiores, de modo que foi possivel distinguir, com base nessas caracteristicas, sementes com

diferentes ploidias.
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Figura 9. Sementes de tomate tipo grape obtidos de
plantas com diferentes ploidias. Sementes de planta
tetraploide (a). Sementes de planta diploide (b).; Barra
—1cm

Tabela 9. Area de sementes de frutos de gendtipos de tomate tipo
grape com diferentes ploidias.

Tratamento  Area sementes

(cm?)
2X 0,277 b
3X -
4x 0,637 a
CV (%) 15,22
Valor de f 93,33**

Médias seguidas pela mesma
letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey. ** significativo
ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p <0,01).

Os resultados obtidos com as avaliagbes morfoldgicas de flores demonstraram que,
geralmente, as flores produzidas por plantas triploides eram maiores (maior altura e largura) que
as das plantas diploides e tetraploides (Tabela 10 e Figura 10). O aumento do tamanho de tecidos

e orgdos de plantas autotetraploides ja é bem conhecido (XIONG et al., 2006; VYAS et al.,
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2007). No entanto, para plantas triploides, ndo ha tantas informacGes sobre caracterizagOes
morfoldgicas. Outra questdo importante, e que deve ser levada em consideracdo, é que, ao
contrario das plantas autotetraploides, que sdo obtidas sem a realizacdo de cruzamentos e,
portanto, tendem a possuir maiores semelhancas entre si, as plantas triploides sdo resultantes de
cruzamentos, em que as segregacdes meioticas ocorrem livremente, resultando em maior

heterogeneidade entre plantas.

Figura 10 - Flores e frutos de tomate tipo grape de diferentes ploidias. Flor
de planta diploide (a). Flor de planta tetraploide (b). Flor de planta triploide
(c). LA — Largura de anteras; CA — Comprimento de anteras; AF — Altura de
flor; LF — Largura de flor.

Ye et al. (2010), ao induzir tetraploides de Lagerstroemia indica L., observaram que
havia diferengas estatisticas para aumento de didmetro e maior comprimento basal de flores, nas

plantas poliploides.
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Tabela 10 — - Caracteristicas morfoldgicas de flores do segundo cacho, a partir do apice, em

genotipos de tomate tipo grape com diferentes ploidias.

Tratamento Ploidia Origem Altura Larg. Larg. Comprim.  Num.
(mae x flor flor anteras anteras pétalas
pai) (mm) (mm) (mm) (mm)
Linhagem homozigota 2x Autof 12,50cd  25,90d 2,18¢c 8,35 cd 5,00
Linhagem homozigota 2x Autof 1165e 26,20d 2,17¢ 8,00d 5,00
Hibrido F1 2X 2xx2x 12,35cd 26,60d 2,05¢ 8,00 d 5,10
Hibrido F1 2X 2xXx2x 12,10de 28,90c 2,12 ¢ 8,8 bc 5,40
Hibrido F1 3X 4X X 2X 14,10a 31,20bc  3,05a 8,74 bc 5,40
Hibrido F1 3X 4xx2x 1360ab 31,10ab 2,98a 9,43 a 5,00
Hibrido F1 3X 2xx4x  13,60ab 34,05a 2,72b 9,10 ab 5,30
Autotetraploide 4x Autof 13,00bc 29,40c 3,03a 9,15 ab 5,40
Autotetraploide 4x Autof 13,10bc  29,40c 3,15a 9,25 ab 5,10
Cv (%) 6,10 8,17 10,79 6,44 8,85
Valor de f 10,39**  13,66* 27,56** 8,95** 1,59 ns

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01). * significativo ao nivel
de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). ns = ndo significativo.

Para largura de anteras os genotipos 4x e os hibridos 3x (originados de mée tetraploide)
apresentaram maiores larguras, diferindo estatisticamente do genotipo 3x (originados de mée
diploide). Esses tratamentos apresentaram diferencas significativas quando comparados com 0s
gendtipos 2x. Para comprimento de anteras, as maiores médias ficaram com as plantas 4x e dois
hibridos F1 (3x). As menores médias ficaram com os genotipos 2x. Ndo houve diferencas
estatisticas entre nimero de pétalas.

5.5.4 Caracterizacao de anatomia foliar

As andlises histoldgicas de seccdes transversais das folhas evidenciaram que haviam
diferengas nas estruturas foliares de plantas de tomate com diferentes polidias. A epiderme
adaxial (EAd) apresentou-se maior e semelhante nos gendtipos poliploides (triploides e
tetraploides) em comparacdo com as plantas diploides. J& para a Epiderme Abaxial (EAb),
Parénquima Palicaddico (PP) e Massa Seca (MS) das folhas ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas (Tabela 11).

Resultados similares foram encontrados por Dias (2016) ao analisar sec¢fes anatdmicas
das folhas de eucalipto, a autora encontrou diferengas significativas para a epiderme adaxial,
com maiores espessuras para os tetraploides. Li et al. (1996), observaram que a epiderme adaxial
de poliploides de Betula papyrifera eram muito mais espessas que as de plantas diploides. Em
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decorréncia disso e da densidade estomatica, as plantas tetraploides apresentavam menor perda

de agua por evapotranspiracdo em relacao as plantas diploides.

Tabela 11. Caracteristicas anatdmicas dos foliolos terminais das terceiras folhas
completamente espalmadas de plantas de tomate tipo grape, com diversas ploidias.

S amento EAd  EAb PP PL  Esp Total MF MS
(um)  (wm)  (um)  (pm) (um) ) )
150 (2x) 1198b 814 3274 5223b 10510b  0,0845b 0,0143

488 (3x de mae 2x) 16,60a 10,64 34,76 64,15b 126,16 Db 0,0835b  0,0165
491 (3x de mae 4x) 20,44a 13,39 46,20 87,33a 166,56 a 0,0967b  0,0138

153 (4x) 1699a 12,71 40,06 64,28b 134,04ab 0,1250a  0,0180
Cv (%) 10,42 13,94 10,40 17,78 19,07 14,91 25,42
Valor de f 5,09* ns ns 7,61** 5,05* 7,09** ns

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01). *
significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). ns = nédo
significativo. EAd — Espessura da epiderme adaxial; EAb — Espessura epiderme abaxial;
PP — Espessura parenquima palicadico; PL — Espessura parénquima lacunoso; Esp total —
Espessura total da folha; MF — Massa fresca da folha e Ms — Massa seca da folha.

Valores maiores para espessura de parénquimas palicaddico e lacunoso bem como,
espessura total das folhas (soma de mesofilos mais epidermes) foram encontrados em
autotetraploides, quando comparados com diploides em Phlox drummondii (VYAS et al., 2007).
Ye et al. (2010), ao duplicar os cromossomos de Lagerstroemia indica L., verificaram um
aumento de mais de 50% na espessura das folhas. Enquanto um genétipo diploide apresentava
folhas com espessura de 0,39 mm, plantas tetraploides do mesmo genotipo passaram a medir
0,96 mm de espessura. Em Triticum observou-se que o volume das células do mesofilo de
plantas poliploides estava fortemente correlacionado com o tamanho do genoma (JELLINGS;
LEECH 1984).
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Tabela 12. Matriz de correlagdo para parametros anatdomicos de folha e de massa foliar de

plantas de tomate tipo grape, com diferentes ploidias.

EAd EAD PP PL ESPTOTAL MF
EAd 1 0,9398 0,9041 0,9490 0,9710 0,3358
EAD - 1 0,9119 0,8377 0,9083 0,6375
PP - - 1 0,9345 0,9680 0,4692
PL - - - 1 0,9885 0,1653
ESP TOTAL - - - - 1 0,3109
MF - - - - - 1

MS - - - - - :

MS
0,0024
0,2272
-0,1691
-0,3072
-0,1855
0,6320

1

EAd — Espessura da epiderme adaxial; EAb — Espessura epiderme abaxial; PP —
Espessura parenquima pali¢adico; PL — Espessura parénquima lacunoso; Esp total —
Espessura total da folha; MF — Massa fresca da folha e Ms — Massa seca da folha.

Nesta analise de anatomia foliar foi possivel observar as diferentes estruturas da folha de

tomateiros, com estdmatos, camara subestomatica, parénquima palicadico e lacunoso, epidermes

abaxial e adaxial, feixes vasculares e tricomas (Figura 11). A matriz de correlacdo (Tabela 12)

evidenciou fortes correlacdes entre as espessuras das epidermes e as dos parénquimas, palicadico

e lacunoso, assim como entre eles (PP e PL). Além destes, a espessura total da folha mostrou

também forte correlacdo com as espessuras das epidermes e com as dos parénquimas (PP e PL).

Os parametros: massa fresca e seca de folhas ndo apresentaram correlagdes com os demais

parametros avaliados no presente experimento.
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Figura 11. Seccdo transversal de um foliolo terminal da terceira folha adulta de uma planta
triploide de tomate tipo grape. Tr — Tricomas; FV — Feixe Vascular; PP — Parenquima
Palicadico; PL — Parenquima Lacunoso; CE — Camara Subestomatica; EAd — Epiderme adaxial;
EADb — Epiderme abaxial; Setas brancas Indicam estdmatos. Barra 100um.

Estes resultados corroboram as teses de que, apesar de as células de poliploides serem
maiores em tamanho, isso ndo confere diferencas na massa seca de folhas (TAL; GARDI, 1976),
pois esse aumento eleva apenas a capacidade de armazenamento de agua (ALLARIO et al.,
2011) o que acaba por refletir em diferencas na massa fresca das folhas.

Plantas diploides de Triticum apresentaram folhas mais finas que seus correspondentes
tetraploides (KAMINSKI et al., 1990). Romero-Aranda et al. (1997) encontraram diferengas
estatisticas significativas entre folhas de plantas tetraploides e diploides de Citrus, os
parénquimas e as epidermes foram maiores nas plantas 4x que nas plantas 2x. Li et al. (2009),
constataram que plantas tetraploides de Lonicera japonica tinham epidermes adaxiais e abaxiais
mais espessas que as correspondentes diploides, assim como o parénquima paligadico. Essas
caracteristicas levaram os tetraploides a tolerar melhor condicdes de déficit hidrico que a planta

diploide.
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O gendtipo triploide 491 (obtido de genitor tetraploide) apresentou uma espessura de
parénquima lacunoso (PL), estatisticamente superior aos demais tratamentos, com média de
87,33 um de espessura (Tabela 11). Este genotipo também diferiu dos genotipos: diploide e
triploide (obtido de genitor diploide) quanto a espessura total de folha (Esp total), igualando-se
ao genotipo tetraploide.

A planta 491 herdou o citoplasma do genitor tetraploide. Portanto, este fato pode ter sido
relevante para a geracao destas diferengas aqui encontradas. Em plantas tetraploides, o aumento
de tamanho das células leva ao aumento de tamanho das organelas para acompanhar o aumento
celular. Essas evidéncias ja foram descritas para cloroplastos das células-guardas
(MCCUISTON; ELMSTRON, 1993; HO; RAYBURN, 1991).

Figura 12. Seccdo transversais das folhas de tomate tipo grape. Tetraploides (a), diploides (b),
triploide originério de cruzamento interploide (4x x 2x) com genitor materno tetraploide (c) e
triploide originério de cruzamento interploide (2x x 4x) com genitor materno diploide (d). Barra
50 pm.
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Quanto a analise do parametro massa fresca de folha (MF), o gendtipo tetraploide diferiu
estatisticamente dos demais, obtendo média de 0,1250 g. No entanto a sua massa seca de folhas
néo apresentou diferencas significativas em comparagdo com os outros tratamentos. Tal e Gardi
(1976) constataram que plantas de tomate autotetraploides continham mais agua do que seus
correspondentes diploides e, por isto, ndo encontraram diferencas significativas no peso seco das
plantas. Allario et al. (2011), também constataram que plantas tetraploides, além de possuirem
células maiores, continham maiores teores de agua do que plantas diploides.

O Boxplot evidenciou que plantas triploides de origem materna tetraploide apresentam
tendéncia de terem uma amplitude maior que ou demais tratamentos, mas com significativa
diferenca entre o triploide de parental materno diploide, que apresentou menores amplitudes.
Para espessura de epiderme adaxial o teste de Tukey ndo revelou diferencas estatisticas
significativas entre os poliploides, as médias sdo proximas, mas ha tendéncia de que o acesso 3x
de mae 4x apresente maiores espessuras, pois o quartil superior (Q3) esta bastante distante da
média, 0 que indica que ela, a media, foi influenciada por uma maior dispersdo dos dados do
quartil inferior (Q1). O grafico ainda revela que para o parénquima lacunoso hd uma tendéncia
para que plantas poliploides apresentem maiores espessuras, mesmo ndo havendo diferencas
estatisticas significativas, com 3x de origem materna 4x com maiores espessuras, seguindo de
plantas 4x, essas Ultimas de plantas 3x de origem materna 2x e por ultimo plantas diploides. O
grafico ainda mostra que para epiderme adaxial ha uma tendéncia de que plantas 4x e 3x de méae

4x apresentem maiores espessuras de epiderme do que plantas 2x (Figura 13).
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Figura 13. Boxplot das anélises anatomicas do foliolo terminal da terceira folha completamente
espalmada de tomate tipo grape. Ac 150 - genétipo diploide original. Ac 153 - gendtipo autotetraploide.
Ac 491 - gen6tipo triploide originado de cruzamento interploide (4x X 2Xx) com genitor materno
tetraploide e Ac 488 - gendtipo triploide originado de cruzamento interploide (4x x 2x) com genitor
materno diploide. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Gréficos sem

letras ndo houve diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de
erro.

A tetraploidia em tomate tipo ‘grape’ elevou a espessura da epiderme adaxial e total das
folhas. Triploides de origem materna diploide apresentaram a mesma espessura de folha que o
parental diploide, mas quando o parental materno é tetraploide a espessura de folha nos triploides
é estatisticamente igual ao parental tetraploide e, portanto, maior que o parental paterno diploide.
Plantas 3x de origem materna 4x apresentaram maiores espessuras de parénquima lacunoso que
3x de origem materna 2x e sdo ainda mais espessos que em seus parentais 4x e 2x. Existe um
efeito de combinacédo de citoplasmas de plantas 4x quando usadas como parental materno com o
nucleo celular de plantas 2x, de modo que houve aumento de espessura de parénquima lacunoso
em plantas 3x de tomate tipo grape quando produzidos no sentido 4x x 2x.
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5.5.5 Caracterizacao estomatica de folhas

Segundo DHOOGHE et al., (2011) existe uma correlacdo muito forte entre caracteristicas
estomaticas de folhas e o nivel de ploidia de plantas, de modo que essas caracteristicas podem
ser utilizadas para diferenciar plantas poliploides (Figura 14). Plantas tetraploides tendem a
possuir estbmatos maiores, mas geralmente se apresentam com menor densidade nas folhas

(DHOOGHE et al., 2011). Ja as plantas triploides tendem a se comportar de forma intermediaria.

Figura 14 - Fotomicrografias de sec¢Ges paradérmicas da superfl'ie abaxial da folha de tomate
tipo grape. Planta tetraploide (A). Planta diploide (B). Planta triploide (C). Outra planta
triploide. Barra = 50um.

As analises de caracterizacdo morfolégicas dos estdbmatos evidenciaram que haviam
diferencas entre todos os tratamentos para o didmetro polar (Tabela 13). Os genotipos
tetraploides apresentaram estbmatos maiores. O gendtipo 153 apresentou estdmatos com média
de 51,25 pum, seguido do 152, com 43,43 um. As plantas triploides vieram em seguida, com
médias de 41,38 um e 38,42 (genotipos 488 e 491, respectivamente) (Tabela 13). As plantas
diploides apresentaram as menores médias com 27,15 um e 29,72 um de didmetro. Para esta

anélise houve diferengas estatisticas significativas entre todos os gendtipos, mas o boxplot
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(Figura 15) mostrou a presenca de muitos outliers e sobreposicdo dos quartis, de modo apenas

essa analise, sozinha, ndo evidenciaria as diferencas entre ploidias das plantas.
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Tabela 13 - Caracterizacdo de estbmatos da superficie abaxial da terceira folha a partir do apice,
com avaliacdo do didmetro polar e equatorial dos estbmatos, e densidade estomética de folhas,
de plantas de tomate tipo grape, com diferentes ploidias.

Diametro

Diametro polar . Densidade
Tratamento estbmatos equﬂatonal estomatica
(Hm) estomatos (estom. / mm?)
(Hm)
274 (2x) 29,72 ¢ 22,70 d 452,38 b
150 (2x) 27,15 f 23,78 c 487,62 a
491 (3x de mée 4x) 38,42 d 22,29 d 311,43 ¢
488 (3x de mée 2x) 41,38 ¢ 25,50 b 308,57 ¢
152 (4x) 4343 b 26,53 ab 196,19d
153 (4x) 51,25 a 27,21a 218,09 d
CV (%) 15,00 12,92 10,23
Valor de F 200,31** 35,81** 150.52 **

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey. ** significativo ao
nivel de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01). * significativo ao
nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). ns = ndo

significativo.
da
80,00 " 35 b ap ¢
a 8 d ¢ d
70,00 b O _ :
3 c Ee
T E 6000 d T § 2 e --
LO“ -% 50,00 £ g 8 EEL—x—
a o e i T e 20 _—
) E 40,00 | - uc-" g .
= + 2 5
% 5 3000 == . =2
‘E - o £ D 5
® g 20, ! ! «©
a ’ fa) .
10,00 5
0,00 (
W 274 (2n) W 150 (2n) 490 (3n) I 488 (3n) M 152 (4n) M 153 (4n) W 274 (2n) M 150 (2n) W 490 (3n) [ 488 (3n) M 152 (4n) M 153 (4n)
700
da
A 600 .
E
£ 500 b
8 _-—
= .
£ 400 . C C
@
g 300 LS d d
o
: ]
3™ B
]
o 100
0
M 274 (2n) M 150 (2n) M 490 (3n) 488 (3n) M 152 (4n) M 153 (4n)

Figura 15 - Boxplots mostrando didmetro polar dos estdmatos de genétipos com diferentes ploidias,
evidenciando os outliers, algumas sobreposi¢des dos quartis, mas avanco de didmetro de acordo com a
ploidia; Boxplots do diametro equatorial dos estdbmatos de gendtipos com diferentes ploidias,
evidenciando os outliers e sobreposicdo dos quartis; Boxplot mostrando densidade estomatica de
genotipos com diferentes ploidias, evidenciando alguns outliers e a separagdo em campos distintos dos
geno6tipos com ploidias iguais.
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Para o diametro equatorial de estdbmatos o genotipo 153 (tetraploide) apresentou maiores
médias, seguindo pelo outro tetraploide, 152, com 26,53 um. No entanto, esse ultimo nao diferiu
estatisticamente da planta 488 (triploide) que teve média de 25,50 um. O outro triploide (491)
também ndo diferiu estatisticamente da planta diploide (274), apresentando médias de 22,29 um
e 22,70 pum, respectivamente (Tabela 10). Este parametro foi o que demonstrou menos as
distancias entre as médias e os quartis, mostradas no boxplot (Figura 15).

A densidade estomatica agrupou os gendtipos tetraploides, triploides e diploides em grupos
distintos, sendo que os genotipos triploides e os tetraploides ndo diferiram entre si dentro de cada
um do seu grupo. Os gendtipos 491 e 488 (triploides) apresentaram médias de 311,43 e 308,57
estomatos/mm2. Os diploides diferiram entre si e em relagdo aos demais tratamentos (ploidias).
A linhagem 150 (2x) teve média de 487,62 estdbmatos/mm?, enquanto o genotipo 274, 452,38
estdmatos/mmz2 (Tabela 13).

Esse parametro foi o que melhor definiu as diferencas entre plantas de ploidia distintas
(Figura 15), separando os grupos com ploidias iguais em campos distintos do grafico boxplot. A
matriz de correlagdo mostrou forte correlacdo, mas inversa, entre densidade estomética e
diametro polar e equatorial de estbmatos, de modo que, quando maiores os estbmatos, menores
serdo as densidades estomaticas (Tabela 14).

Os dados aqui encontrados corroboram os resultados da literatura, sendo que as
caracteristicas estomaticas podem se constituir em caracteristicas a serem usadas no
desenvolvimento de um método facil, rapido e barato de selecionar plantas de tomate poliploide.
Estas caracteristicas das plantas poliploides ja foram observadas em melancia (COMPTON et al.,
1996), Lollium (SUGIYAMA, 2005), em hibridos triploides de Pennisetum purpureum e
Pennisetum glaucum (CAMPOS, et al., 2009), uvas (YANG et al., 2006), Tagetes erecta
(SAJJAD et al., 2010), Disccorea (BABIL et al., 2016), Catlleya intermedia (SILVA et al.,
2000), Lagerstroemia indica (ZHANG et al., 2010) e em eucalipto (DIAS, 2016).

Tabela 14 - Matriz de correlagdo para parametros relacionados a estdmatos.

Diametro polar Diametro equatorial Densidade
estomatos (DPE) estomatos (DEE) estomatica (DE)
DPE - 0,7806 -0,9385
DEE - - -0,7282

DE - - -

DE - densidade estomatica; DPE - diametro polar dos estdmatos; DEE - diametro equatorial dos
estomatos.
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5.5.6 Caracterizacao de clorofilas

O genotipo tetraploide 153 obteve as maiores médias para os indices de clorofila Falker a
(ICF a), b (ICF b) e, consequentemente, clorofila total (ICFT). Estes resultados diferiram
estatisticamente dos demais genotipos para 0s mesmos parametros. Interessantemente 0 mesmo
genotipo 153 foi 0 que apresentou a menor relacdo ICF a/ICF b, evidenciando que a tetraploidia
afetou o balanco entre clorofilas a e b (Tabela 15).

Tabela 15 — Indice de Clorofila Falker (ICF) para clorofila a, clorofila b e clorofilas
totais (ICF a + ICF b) e relacdo ICF a/ICF b, para gendtipos de tomate tipo grape, com
diversas ploidias.

Tratamento ICFa ICFb ICFT ICFa/ICFb
274 (linhagem 2x) 27,81 c 7,01c 34,89 ¢ 3,97b
150 (linhagem 2x) 28,01 c 7,25 bc 35,25¢ 3,86 b
488 (3x de mae 2x) 22,47d 4,93 d 27,41d 4,56 ab
492 (3x de mae 4x) 30,97 b 8,58 b 39,55 b 3,61b
153 (Autotetraploide) 33,86 a 12,46 a 46,32 a 2,72 ¢
Cv (%) 10,23 23,20 12,47 18,98
Valor de F 31,43** 35,24** 34.48 ** 13.10**

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01).

Para Warner e Edwards (1993) existe uma forte correlacdo entre tamanho do genoma e o
namero de cloroplastos. De modo que, com o aumento da ploidia, ocorre 0 aumento de nimero
de cloroplastos. Em milho, essa correlacdo foi confirmada por Ho e Rayburn (1991). Em
melancia, por exemplo, o nimero de cloroplastos por par de células-guardas é uma técnica usada
para a diferenciacdo de tetraploides e diploides. Enquanto plantas diploides apresentam em
média 11 cloroplastos por par de células, as plantas tetraploides tém em torno de 19 e, em
triploides, a média é de 14. Em meldo, as plantas diploides tém, em média, oito cloroplastos por
par de células-guarda, enquanto plantas tetraploides tém 18 (MCCUISTON; ELMSTRON,
1993).

Dentre os hibridos triploides, o gendtipo 492 (de parental materno tetraploide) foi o que
apresentou maiores valores para ICF a, b e total (ICFT), apenas abaixo do observado em plantas
tetraploides, seguido dos gendtipos diploides (Tabela 14). Em ultimo lugar foi observado o

genatipo triploide (488 — triploide com mée 2x).
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As interacdes entre citoplasma e nucleo podem modificar a expressdo de caracteristicas
funcionais. Como exemplo, em hibridos entre Epilobium hirsutum e E. luteum, o parental
materno influencia caracteristicas florais, reduzindo ou aumentando significativamente o
tamanho das flores da progénie (LEVIN, 2013).

O fendtipo, a fisiologia e morfologia de uma alopoliploide podem ser fortemente
influenciadas pelo citoplasma parental que ele carrega. As interagdes entre genoma nuclear e o
genoma das organelas citoplasméticas podem reduzir o vigor e a fertilidade do hibrido (LEVIN,
2013). Levin estudou o efeito do citoplasma em interagdo com o0 genoma nuclear em
alopoliploides.

No presente estudo observou-se diferencas entre hibridos F1 (3x) em que as mées tém
ploidias diferentes. Assim, propomos que o efeito da interacdo entre citoplasma e ndcleo também
possa estar influenciando tais caracteristicas, de modo que plantas 3x (de origem materna de
plantas 4x) possam apresentar menores teores de clorofilas e também diferentes caracteristicas
anatémicas das folhas. Maiores estudos sdo necessarios para compreender a interacdo genética
entre 0 genoma das organelas citoplasmaticas e 0 genoma do ndcleo entre plantas 3x de origem
materna distinta.

Os boxplots (Figura 16) evidenciaram as diferencas estatisticas observadas neste
experimento. A andlise que melhor separou os tratamentos foi o ICF para clorofilas totais
(ICFT), em que o tetraploide ficou isolado. O hibrido 3x (de parental materno 4x) ficou situado
logo abaixo, seguido das plantas diploides e do hibrido 3x (de parental materno 2x), isolado, e
em altimo lugar.

E possivel que a interagdo entre organelas citoplasmaticas e o nlcleo tenha gerado um
efeito negativo nos triploides de origem materna diploide. Quem contribui com as organelas
citoplasmaticas é sempre a mde. Sendo assim, € possivel que as plantas diploides, ao fornecerem
aos hibridos triploides da sua progénie: citoplasma 2x e apenas uma parte do seu genoma, para a
unido com duas partes do genoma do pai, ocasionando a formacgdo do embrido 3x. Isto pode ter

ocasionado uma disfuncdo nos processos regulatérios de producéo de clorofilas.
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Figura 16 - Boxplot do Indice de Clorofila Falker para Clorofila a (ICF a); indice de Clorofila Falker
para Clorofila b (ICF b), indice de Clorofila Falker para Clorofila total (ICF a + ICF b) e a relacéo ICF b/
ICF a em plantas de tomate de diferentes ploidias. Ac. 274 — Geno6tipo diploide; Ac. 150 - Genétipo
diploide que deu origem ao Genétipo tetraploide 153 (Ac 153); Ac. 492 - Gendtipo triploide originario
de cruzamentos interploides (4x x 2x) sendo o parental materno o tetraploide e Ac. 488 — Gendtipo
triploide originario de cruzamentos interpléides (2x x 4x) sendo o parental materno o diploide. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade de erro.

O mesmo grafico mostra forte tendéncia de que a inducdo de tetraploides induz a um
incremento de teores de clorofilas a e b em folhas, assim como um desbalango da relagéo entre
elas. ROMERO-ARANDA et al. (1997), encontraram forte correlacdo entre o nivel de ploidia e
0 aumento do teor de clorofilas, sendo que plantas tetraploides apresentaram folhas com maiores
indices de clorofilas que plantas diploides. Entretanto, a relacdo entre clorofila a e b era 25%
maior nas plantas diploides que nas tetraploides. As chances de plantas diploides de tomate
terem valores de cloroplastos nas células-guarda dentro da faixa de valores para plantas
tetraploides € de menos de 1% (Joseph et al., 1989).

Os dados das analises espectrofotométricas ndo se correlacionaram com os dados obtidos
no Clorofilog, sendo que, para clorofilas totais, houve uma correlagdo maior mas, ainda assim,

ndo muito elevada (Figura 17).
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Figura 17. Correlacdo entre indice de clorofila de Falker (ICF) e teor de pigmentos foliares em
folhas de plantas de tomate tipo grape, com diversas ploidias. MF — Massa Fresca foliar.

A tetraploidia em tomate tipo ‘grape’ elevou os teores de clorofilas, mas prejudicou o

balango entre clorofila a e b. Plantas triploides de origem materna tetraploides apresentaram

teores de clorofilas maiores que plantas diploides e menores que plantas tetraploides, com

desbalango entre clorofilas a e b, quando comparados com plantas diploides. J& plantas triploides

de origem materna diploides apresentaram menores teores de clorofilas que seus parentais

tetraploides e diploides, evidenciando novamente o efeito citoplasmatico materno em

cruzamentos interploides sob caracteres ndo somente anatdmicos, mas também de teores de

clorofilas.
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6. CONCLUSOES
Diante dos resultados obtidos foi possivel retirar as seguintes concluses:

1. Plantas autotetraploides de tomate com origens diferentes apresentam fertilidade diferencial;

2. Plantas tetraploides sdo consideradas como melhores parentais maternos em cruzamentos

interploides (4x x 2x) para producédo de hibridos F1 triploides (3x).

3. De modo geral, hibridos triploides (3x) de tomate tipo grape produzem plantas com bom
vigor, mas menor numero de frutos por planta, baixa porcentagem de frutos com sementes, frutos
ligeiramente menores, com menores massas e quase sem sementes. Flores maiores, mas com

baixissima viabilidade de pdlen, folhas maiores e, as vezes, mais espessas;

4. De modo geral, hibridos triploides (3x) de tomate tipo grape, originados de mées tetraploides,
apresentam algumas caracteristicas diferenciais em relagdo aos hibridos originados de mées
diploides: folhas mais espessas e com parénquima lacunoso mais espesso, e maior contetdo de

clorofilas nas folhas;
5. Plantas autotetraploides de tomate tipo grape, apresentam folhas menores, mas com maiores

massas e mais espessas; estdbmatos maiores, mas menor densidade estomatica; maior conteido de

clorofilas nas folhas e sementes maiores;
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