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1. INTRODUCAO

A familia Solanaceae é constituida por 85 génersiiltliidos nas regides tropicais e
subtropicais do novo mundo. Segundo Cronquist (1983sa familia esta classificada como
pertencente a classe Magnoliopsida, sub-classeidete Ordem Solanales. Entre os géneros
pertencentes as SolanacehgcopersiconMill. destaca-se como um dos mais importantes
economicamente. Constituido por nove espécies,sditestres e uma cultivada; esse género
vem sendo muito utilizados em programas de melhemgngenéticos para obtencéo de novas
cultivares. O Brasil, é considerado o oitavo mauorydutor de tomate no mundo, sendo as
regides Nordeste euBeste as maiores areas de producéo dessa cultura.

Entre as plantas superiores, 0 genoma do tomatedos mais bem caracterizados. Nos
altimos anos, diversos trabalhos genéticos vémaoseealizados para entender o material
genético do tomate, através da obtencdo de vaapsasnincluindo mapas classicos, mapas
citologicos, mapas fisicos e moleculares. A maidéesses trabalhos sao realizados devido a
importancia econdmica e a facil manipulacéo geaétasta espécie.

Do ponto de vista citogenético, existem poucaginégdes a respeito dos cromossomos
metafasicos de tomate. De uma forma geral, os llrabaelatam unicamente o numero
cromossdmico (2n=24) e a presenca de um par détesgt&com poucas informacdes
adicionais sobre a morfologia e a identificacdo pl®s cromossémicos. Acredita-se, que a
escassez desses trabalhos seja relacionada ad@altdiferencas morfologicas desses
pequenos cromossomos. Por outro lado, analisegicasi®&@m cromossomos paquiténicos,
sdo mais exploradas. Independente do tipo cromassdmilizado sabe-se que a analise
citogenética € importante para o reconhecimentaltéeacdes cromossdmicas estruturais e
numéricas, cromossomos marcadores e irregularidagésticas. Essas informacdes sao
muitas vezes necessarias para realizacdo doshimalizé melhoramento, uma vez que varias
caracteristicas do genoma sao reveladas peloiparidlesse sentido, o presente trabalho
teve como objetivo principal, analisar os cromoss®mitéticos de diversas cultivareslde
esculentume das oito espécies silvestres do gérigroopersicon atraves da coloracéo
convencional e diferencial, com as técnicas deragim com CMA/DAPI, bandeamento C
e hibridizacaan situ, numa tentativa de encontrar marcadores citolégéee facilitem o
reconhecimento das espécies. Os resultados oltidpsesente trabalho foram divididos em

dois manuscritos enfocando diferentes aspectogatgenética do grupo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ConsideragOes gerais sobre o géndrgcopersicon

O géneroLycopersiconfoi inicialmente classificado como pertencent8@anum,o
mesmo género da batata, espé&ietuberosun{Humphrey, 1937; Rick e Butler, 1956).
Porém, Bentham e Hooker (187&pud Humphrey, 1937), baseados em diferencas na
deiscéncia da antera, separaram as espéci€Soldaumem dois génerosSolanume
Lycopersicon Do ponto de vista genético, os cariotipos daga@sp de ambos 0s géneros
sdo muito semelhantes indicando uma elevada catg@\durante a evolucdo (Ramanna,
1979).

Atualmente,Lycopersiconé constituido por nove espécies e subdividido e d
subgéneros-ulycopersicorMill. e EriopersiconMill., baseado na coloracéo do fruto e na
posicao do estigma (Rick e Butler, 1956). O subggBalycopersiconnclui as espécies de
frutos vermelhosL. cheesmaniRiley, L. esculentumMill. e L. pimpinellifolium (Jusl.)
Mill.; enquanto o subgéneiriopersican engloba as espécies de frutos vertleshilense
Dun., L. chmielewskiFobes & Holle L. hirsuntumHumb. & Bompl.,L. parviflorumFobes
& Holle, L. pennellii (Corr.) Darcye L. peruvianum(L.) Mill. (Rick e Butler, 1956;
Chmielewski, 1968; Esquinas-Alcazar e Nuez VifiaB95). Todas as espécies do género
sdo silvestres, exceto. esculentumMill. (Rick e Lamm, 1955; Rick e Holle, 1990). E
comumente aceito, que o ancestral das formas ad#s/ tenha sido b. esculentunvar.
cerasiforme (Rick e Butler, 1956), devido as similaridades nadrdo aloenzimatico

verificado entre cerasiforme e as demais cultivdees®mate (Rick e Holle, 1990).

O géneraLycopersicontem como provavel centro de origem as areas moosash
do Peru, Bolivia e parte do Equador (Rick e Butl®56; Esquinas-Alcazar e Nuez Vinals,
1995). Para a espédie esculentuna maioria dos trabalhos citam o Peru e o Méxicmao
0os provaveis centros de origem (Rick e Butler, 1966milewski, 1968; Joly, 1979).
Entretanto, Jenkins (194&pud McCue, 1952) considerou que o centro de origemadess
espécie seria 0 continente Europeu e que o Periviéx@o seriam apenas 0s centros de

domesticacado do tomateiro. Qualquer que seja é@ashicial do cultivo do tomate, sabe-se
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gue hoje essa cultura é amplamente cultivada eas tasl regides tropicais e subtropicais do
mundo. No entanto, as maiores areas de distribigéEmdem-se pelo Norte do Chile, Sul
da Colémbia, Costa do Pacifico e regibes dos ArfEsguinas-Alcazar e Nuez Vinals,
1995). Na regido andina, crescem espontaneameids &5 espécies do género e é neste
local queL. esculentunmostra sua maior variacdo. No Brasil, o tomatéiramplamente
cultivado em todas as regides do pais, entretarnpopducéo por estado é bem desigual. O
Sudeste, nos estados de Sao Paulo e Minas Geoaldpeeleste, na regido do submédio Séo

Francisco, séo as maiores areas de producao dagsa oo pais (IBGE, 1996).

Com relacdo as caracteristicas morfologicas, pécess desse género apresentam
folnas compostas, flores hermafroditas e autégar@es.frutos sdo bagas carnosas e
suculentas, apresentando numero de l6culos varigedalois a 10. As sementes sao
pequenas de formato irregular e enrugado apresEntamdmero variavel por fruto
(Esquinas-Alcazar e Nuez Vinals, 1995). O tomadte gsculentuintem sido estudado
principalmente por sua importancia econémica. Easréortalicas cultivadas, essa espécie
destaca-se economicamente como uma das mais imesrtdBGE, 1996). Nos ultimos
anos, essa cultura vem se expandindo mundialmenterenos de area de producao, gracas
as novas tecnologias e ao emprego de variedadbésmagas. Segundo estatisticas da FAO
(2000), o tomate ocupa o 2° lugar entre as hoamligais cultivadas no mundo, com uma
demanda de 3.042.603 Mt no ano 2000, cujo indice fdperado pela batata inglesa e pela
batata-doce. No Brasil, o cultivo dessa culturastiin-se em atividade agricola de grande
relevancia socio-econdmica. Por possuir uma alteesgracao de vitamina A1 BB, PP,

C, P e K 0 tomate € destinado a alimentagdo huntani@ sob condicdm naturaquanto
industrializada na forma de extratos, molhos ehtgidEsquinas-Alcazae e Nuez Vifales,

1995), sendo considerado, portanto, um alimenéoredhte nutritivo e sadio.

2.2. Importancia dos estudos citogenéteem vegetais

A caracterizacdo cariotipica € um dos instrumentwEs importantes para a
compreensdo das relacbes de parentesco na sisemédgetal. Essa caracteristica

possibilita esclarecer os possiveis mecanismos agedmicos envolvidos na evolugéo,
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tanto dentro de pequenos tdxons quanto em niv@isristes (Stebbins, 1971). Varios
trabalhos de sisteméatica utilizaram técnicas citéfjeas para auxiliar em seus estudos.
Porém, é nas plantas cultivadas que se enconteaca parte das informacdes citogenéticas
detalhadas, especialmente com relacdo aquelasatesse econdémico, como o trigo e o
milho, além de algumas outras espécies, menosagkstsdcomo as laranjas, as tangeriaas
mandioca, o café, o feijao, etc.

Entre os varios parametros utilizados na descricaoiotipica, o numero
cromossdmico, através da andlise convencional titgrse na caracteristica mais referida
na citogenética vegetal e sobre a qual se dispdandenaior nimero de dados. Nas
angiospermas, algumas familias como Orchidacedie €uerra, 2000) Eommelinaceae
(Pitrez et al, 2001) apresentam maior variagdo no numero credn@so enquanto em
outras, como as Solanaceae (Moscone, 1992) e lawideecae (Meloet al, 1997) este
dado tende a ser uniforme na maioria dos génerasn&ibuicdo dessas analises, por outro
lado, tem sido eficaz em espécies com cromossoradsrdanho relativamente grande,
como os de cebola e de trigo, porém, espécies comossomos pequenos, apresentam
dificuldades na visualizacdo de caracteristicasrelifciais baseadas apenas no tamanho e
morfologia cromossémica. Na maioria dos casos, @isan cariotipica convencional é
insuficiente e o uso de técnicas de coloracaoetifgal € recomendéavel por possibilitar uma

caracterizacdo mais detalhada.

A utilizacdo dessas técnicas vem contribuindo derelites formas, inovando os
estudos de evolucdo cariotipica realizados nasrddiseespécies vegetais. Através da
identificacdo das regibes cromossOmicas constgujo@r segmentos de DNA repetido
milhares de vezes no genoma, formando os chani@ddogs heterecromaticosliferencas
genbmicas entre tadxons afins se tornam mais visiy®chubert e Rieger, 1990). A
visualizacdo desses blocos € possivel atravésldagio de técnicas, como o bandeamento
C, que revela toda a heterocromatina do genomagl@acdo com os fluorocromos
cromomicina A (CMA) e o 4',6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e aibridizacaoin situ,
através da localizacdo de determinadas sequénéiaisag distribuidas ao longo dos

cromossomos (Sharma e Sharma, 1999).

A técnica de bandeamento C permite distinguir gbes heterocromaticas formadas

por sequéncias altamente repetitivas de DNA, nonmiale sem atividade génica. Essa
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técnica evidencia blocos heterocromaticos, atraleésima coloracdo diferenciada dessa
regido em relacdo ao restante do cromossomo, auwkdi dessa forma, a identificacdo dos
pares cromossémicos (Vosa, 1985). Moscenal (1993), por exemplo, estudando seis
espécies dipléides do géndbapsicum(Solanaceae), conseguiram distinguir cada espécie
pela distribuicdo de bandas observadas. &@sbania(Leguminosae), o0 emprego dessa
técnica forneceu diferentes padrées de bandasjtpetondiferenciar os cariétipos de todas
as cinco espécies analisadas (Forni-Martins e @ué&899). Guerra (2000) revisando a
distribuicdo de bandas C em 105 espécies de amginap, verificou que a heterocromatina

apresenta localizacéo preferencial em determinaggpdes cromossomicas.

Outra técnica utilizada na identificacdo de regibeterocrométicas é a coloracao
diferencial com corantes fluorescentes que se ligam regibes especificas da
heterocromatina. Os corantes fluorescentes, ouotwomos, mais utilizados em vegetais
sdo a cromomicina A(CMA), que se liga preferencialmente as regides @omossomos
ricas nos nucleotideos guanina e citosina (GCWY&6adiamidino-2-fenilindol (DAPI) que
se liga as regides ricas em adenina e timina (A8pectivamente (Schweizer e Ambros,
1994). Esta técnica fornece um pouco mais de detald heterocromatina que o
bandeamento C, em virtude da especificidade de ftadeocromo. Dentre os trabalhos
realizados, destaca-se o de Guerra (1993) queedescseis tipos cromossdémicos para as
espécies deCitrus, baseado no padrdo de bandas CMRosteriormente, esses mesmos
tipos cromossémicos foram observados em outrasciespda subfamilia Auriantoideae
(Miranda et al, 1997a,b; Guerrat al., 2000). No génercCapsicum foi verificada uma
grande variabilidade no padrédo de bandas CMA/DAREes espécies estudadas (Moscone
et al., 1996). A utilizacdo dessas técnicas possibilitaleviiar bandas heterocroméaticas
utiizadas como marcadores citologicos na idemtiffim dos cromossomos e na

caracterizacdo das espécies.

A presenca de constricdes secundéarias também tudisstiem importante marcador
citogenético. A RON, ou regido organizadora do énidl, € constituida basicamente pelos
genes de DNAr 18S, 5,8S e 25S juntamente com ®eagscias espacadoras (Rogers e
Bendich, 1987). Frequentemente essa regido é sub&rcom heteromorfismo entre os
cromossomos homologos (Satioal.,1980; Garrideet al.,1994). Dentro de um individuo, o

padrdo de ativacdo das RONs pode ser variavel,ndepdo da necessidade de sintese
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protéica. Em uma populacdo d&llium schoenoprasumpor exemplo, observou-se
freqientemente variacdo no numero de satéliteessps entre individuos (Garrigod al.,
1994). Uma das metodologias de coloracdo diferedeissa regido é através da coloracao
com nitrato de prata, desenvolvida por GoodpastuBloom (1975). O nitrato de prata
possui afinidade com as proteinas acidas nucesolpresentes nas RONs e por isso
impregna mais fortemente essa regido que o restardemossomo (Moscor al, 1995).
Além da utilizacdo dessa técnica, corantes fluerges como a mitramicina e cromomicina
A3 (CMA) auxiliam na identificacdo dos cromossomogsgadores da regido organizadora do
nucléolo (Schweizer e Ambros, 1994; Andeasl, 2000).

A técnica de hibridizacéio situ desenvolvida por Gall e Pardue (1969) e Jethal.
(1969) vem ocupando posicéo de destaque na caractw das espécies cultivadas através
da analise da organizacdo molecular dos cromossdieslop-Harrison, 1991). Em
vegetais, essa técnica tem permitido diferentesagyiles desde a deteccdo de sequéncias
repetitivas de DNA nos cromossomos (Schwarzaehat, 1992; Mukaiet al, 1993) até a
identificacdo de cromossomos parentais em hibsdosaticos assimétricos (Leiteh al,
1991).

No primeiro caso, a utlizagdo de um determinadagrhento cromossomico
contendo alguns nucleotideos marcados torna pbssigevisualizacdo nos cromossomos
quando hibridizados com sequéncias homodlogas. As daquéncias mais frequentemente
utilizadas como sondas sdo as de DNAr 5S e 45&skEgmes formam unidades basicas
repetidas em tandem e em diferentes espécies tasgevado que, embora as unidades
repetidas variem no comprimento, a regido codifeanaltamente conservada (Harilen
al., 1987). No estudo realizado por Moscateal(1999), quatro espécies @Rhaseolus
foram identificadas baseadas no numero, tamanhosiegm dos sitios DNAr 5S e 45S,
demonstrando existir uma variacao interespecifcgmpo estudado. No géndBoassica
por exemplo, o uso dessas sondas possibilitouteairmr 10 dos 19 pares cromossOmicos
de dificil distingdo com a coloracéo convencio@idwdonet al, 2000). A aplicacdo dessa
técnica vem auxiliando na identificacdo dos parmesnossdémicos, principalmente nas
espécies que apresentam poucas diferencas mocaddgitre os cromossomos, melhorando

significadamente a resolucdo e confiabilidade neaatarizacdo desses caridtipos. Na



Melo, M. B. S. de Caracterizacdo citogenética de cultivaresldeopersicorMill. e... 15

maioria dos casos, os sitios de DNAr 45S corresgonal regides cromossémicas que sao
CMA" (Pedrosat al.,2000; Guerra e Felix, 2000).

Além desse tipo de sonda, o conjunto cromossonutal pode ser marcado e
utilizado também como sonda para identificar ag@sp parentais de hibridos (hibridizacdo
gendmicain situ — GISH). Exemplos de sua aplicacdo podem ser védes em trabalhos
realizados com hibridos entre centeio e trigo (Schacheret al, 1989), ou entre..
esculentume Solanum lycopersicoidedEscalanteet al, 1998) e no reconhecimento dos
genomas parentais em hibridosQlvia (Ranet al.,2001). Apesar da GISH ser igualmente
aplicavel em cromossomos meioticos, poucos esttétossido realizados até o momento
(Stace, 2000).

2.3. Importancia dos estudos genéticesy tomate

A extensdo dos trabalhos genéticos em tomate deveebretudo as suas
caracteristicas genéticas favoraveis e a sua iampoa econdmica. Essa cultura apresenta
genoma relativamente pequeno (1C= 0,70), com nueremossémico estavel no género
(2n=24) bem como todas as espécies autdgamas. dzsaateristicas favorecem os estudos
genéticos e consequentemente a uma melhor comacedogrupo.

O melhoramento genético do tomateiro tem seguidorasessos comumente usados
em espécies autbgamas, que sao a hibridacdo ecaseal partir de populacbes segregantes
obtidas. Todos esses métodos sdo baseados no €atpued a cada autofecundacédo a
percentagem de individuos heterozigotos para ué&teramonogénico diminui em 50% e,
consequentemente, a percentagem de individuos Igomz aumenta na mesma
propor¢do. Para se ter um gendtipo com a maiogal@ms em homozigose, € necessario
gue as plantas sejam submetidas a autofecundagdesswas por seis a oito geracoes,
formando um processo muito demorado (Costa, 1996)

Devido a isso, 0s métodos de melhoramento convealcicestdo sendo
incrementados com técnicas moleculares que patsibibma melhor obtencdo de dados
genéticos visando o reconhecimento de novas crd8ve/ou espécies em um intervalo de
tempo bem menor. Entretanto, para isso € necess&asacterizacdo de acessos mantidos
em bancos de germoplasmas. A identificacdo desat=iais pode ser feita de diferentes

formas, desde a caracterizagdo morfoldgica atéractemizacdo molecular. Do ponto de
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vista morfologico, a caracterizacdo visa basicamentdiferenciacdo fenotipica entre os
acessos, evitando a introducdo e/ou manutencao aleriais duplicados nas colecdes.
Infelizmente, nem sempre isso é possivel. Muitaeseas diferencas fenotipicas sdo téo
sutis que sua observacdo ndo € percebida. Nesses &az-se necessario a utilizacdo dos
marcadores citolégicos ou moleculares em virtudéodeecerem uma melhor seguranca na
identificagdo do material estudado.

Em tomate, a maioria dos trabalhos genéticos exhl esta direcionada para
identificacdo dos genes de resisténcia a pragasmcds. Boa parte desses genes, ja foram
mapeados ou localizados nos cromossomos, baseagatagdes segregantes, como por
exemplo, o gene de resisténcia a Tospovifas-5 (Stevenset al., 1995), ao Virus do
Mosaico do TabacoTm-2a(Ohmoriet al, 1995) e a nematoidesMi (Zhonget al, 1999),
entre outros. Porém, o mapeamento fisico de aldesses genes ainda néo foi possivel. A
identificacdo desses genes tém contribuido paratengdo de cultivares resistentes, send
gue as espécies silvestres destacam-se por sentes f@liosas desses genes.

Diferentes estudos genéticos vém sendo conduzagemoma do tomate, tanto com
0 DNA nuclear quanto com o DNA extra- nuclear, @ qqgm proporcionando uma vasta
quantidade de informacBes necessérias para conspeenolutiva do grupo. MacClear e
Hanson (1986), por exemplo, verificaram que as &sg8 do DNA mitocondrial, sdo
menos conservadas que as sequéncias dos clorgplstoespécies deycopersicone
SolanumPalmer e Zamir (1982) utilizando sequéncias do Oi¢Acloroplasto verificaram
as relagbes evolutivas e de parentesco entre a&ciespdos génerokycopersicone
Solanum

Posteriormente, os estudos sistematicos condunieksa espécie sado relacionados a
proporcéo e distribuicdo das sequéncias de copigles e as varias classes de sequéncias
repetitivas (Schweizeet al., 1988; Zamir e Tanksley, 1988). Diferente dos gersuha
varias monocotiledéneas, tais como trigo, arroz ikhame outras dicotiledbneas como
ervilha, nas quais as sequéncias repetitivas rempias 60-80% do genoma, o genoma de
tomate é composto principalmente por sequénciaglessu com baixo nimero de copias
(Zamir e Tanksley, 1988; Petersenal.,1999). Ganaét al (1988) identificaram através da
hibridizac&oin situ as quatro maiores classesrépeatsem L. esculentumg¢aracterizadas

principalmente pelo niumero de copias, localizacgmnossomal e evolugdo na familia
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Solanaceae. Posteriormente, esggeatsforam utilizados como sonda na hibridizagao

situ possibilitando o reconhecimento dos pares cronmoisss.

2.4. Citogenética dd.ycopersicon

O numero cromossémico dipléide 2n=24 foi iniciahtge determinado para as
espécies de tomate por Wilker em 1909, sendo pastemte confirmado por diversos
outros autores. Porém, hapléides, tripldides eapéiides também foram relatados para
essas espécies com uma frequéncia mais baixa {tands Humphrey, 1932; Upcott, 1935;
Rick e Butler, 1956; Rick e Khush, 1969; Quiros919Rick, 1991; Esquinas-Alcazar e
Nuez Vifals, 1995). As espécies dipldides sdo doifdas por cromossomos metacéntricos
a submetacéntricos (Lindstron e Humphrey, 1932yAfi933; Upcott, 1935; Govindarajan
e Vijayakumar, 1986), apesar de Upadhya e Majidb4)l9descreverem Cromossomos
acrocéntricos pard.. hirsutum. O tamanho cromossémico meédio observado lem
esculenturmfoi aproximadamente 1,7fm variando de 1,56m a 1,95um (Upadhya e
Majid, 1964). Entretanto, Govindarajan e Vijayakuifi®86) observaram uma variacao
menor de 2,44m a 2,5um.

Os cromossomos de tomate foram descritos morfdogente pela primeira vez por
Ramanna e Prakken em 1967. Esses autores mostgaaroom uma analise cariotipica
cuidadosa, é possivel identificar os cromossomasatsocos de tomate, com base no
comprimento e na razdo entre os bracos. Porém,fa®rdas entre 0s cromossomos
mitoticos de tomate baseados nesses critériogdis®lou até mesmo em conjunto, nem
sempre sdo suficientes para ident\ifica-los. Exemptlisso sdo as dificuldades no
reconhecimento dos cromossomos satelitados de @oi@at satélites em tomate possuem
tamanhos semelhantes aos seus menores cromosgmudesdo gerar erros nas contagens
cromossomicas.

Banks (1984), por exemplo, analisando 18 varieslade tomate relatou
equivocadamente uma variacdo no numero cromossdddac@an=24 a 2n=26. O autor
encontrou 2n=24 em apenas duas variedades analigad®5 em uma outra e 2n=26 nas
vinte demais variedades. Provavelmente, essa daritg devida a presenca de satélites

grandes as vezes separados do restante do cronwogssan distensdo das constricoes
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secundarias (Carvalheiedal., 1991). Variacdes no tamanho dos satélites tantéénsido
relatadasLesley e Lesley (1935) foram os primeiros a obgeegga variacdo nos satélites
de tomate. Posteriormente, Gottschalk (19yd Rick e Butler, 1956 confirmou essa
variacdo em 19 diferentes variedaded desculentumbDa mesma forma, Upadhya e Majid
(1964), baseados no tamanho dos satélites, ctassifih cinco espécies tgcopersicorem
trés diferentes grupos: o primeiro apresentavalitestéde tamanho grandes, o segundo
satélites de tamanho médio e o terceiro satéléegardanho pequenos.

Os grandes marcos da citogenética do tomate faadescoberta dos tripldides
espontaneos e a analise dos cromossomos paquitéisotriploides se destacaram por
serem o0s polipléides mais frequentes, sendo uliigaem cruzamentos com plantas
dipldides para o mapeamento de genes (Feargl.1996). Apesar da grande importancia
dos tripléides para a citogenética do tomate, fomco estudo dos cromossomos
paquiténicos que obteve-se o maior nimero de daalddentificacdo de cada um dos doze
pares cromossomicos (Quiros, 1991; Petewsonl, 1996) identificados, principalmente,
pelo comprimento da cromatide e pela posicédo dou@mero (Barton, 1950; Rick e Butler,
1956). Essas analises ocorreram no final da dédad® e inicio dos anos 50 e vem sendo
continuamente utilizadas até os dias atuais, desadwetudo, as dificuldades na descri¢do
cariotipica dos cromossomos somaticos de tomateof3al950; Upadhya e Majid, 1964;
Rick e Khush, 1969; Quiros, 1991; Petersbal, 1996).

A aplicacao de técnicas de coloragéo diferenc@ho o bandeamento C, em tomate,
mostrou a ocorréncia da heteocromatina apenagjéorerganizadora dos nucleolo (RON)
do cromossomo 2 (Ramachandrand e Ramanna, 4p88 Hille et al, 1989). Outras
técnicas de coloracao diferencial, incluindo o deoccorante fluorescente como o Hoechst
33258, também foram insuficientes para destingsicmmossomos individuais. Porém,
com o advento da técnica de hibridizag@ositu, a citogenética do tomate teve grande
impulso (Lapitaret al, 1991; Xu e Earle, 1994). Como essa espécie &acsa dentre as
espécies mais intensamente mapeadas com o usordadoras de RFLP (......), RAPD
(.....), SCARs (....), etc (Klein-Lankhorst al., 1991; Ohmoriet al., 1995; Zhonget al.,
1999), genes especificos podem ser localizadaositu, comparando-se assim 0s mapas

fisicos com os mapas genéticos. Zhehgl.(1999), por exemplo, localizaram fisicamente o
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geneMi-1 associado intimamente aos marcadéyes-1e yv na regido pericentromérica do
braco longo do cromossomo 6, através da hibridecgitucom BACs e YACs.

O uso de sequéncias teloméricas, subtelomériais BNAr 5S e 45S vem sendo
realizado com sucesso em cromossomos mitoticosiéticos de tomate. Ganalt al
(1988) e Schweizeet al. (1988) isolaram sequéncias repetidas em tandegedoma de
tomate, chamadas d&RL, as quais foram hibridizadas nas regides telaage em alguns
sitios centroméricos e intersticiais. Lapi&nal (1989), utilizando os mesmeospeatsde
DNA em linhas trissbmicas de tomate, identificarasada um dos doze pares
cromossdmicos, através do padrdo de hibridizacdioloobA maioria dos cromossomos
apresenta padrdo de hibridizacdo distinto, variandodistribuicdo e na quantidade de
clusters presentes. Os poucos cromossomos que apresenfadréo similar foram
distinguidos um do outro com base no comprimentoragporcdo do comprimento dos
bracos. Da mesma forma, Lapitahal. (1991) e Zhonget al. (1998), utilizandorepeats
teloméricos e subteloméricasonseguiram identificar cada um dos doze cromosspo®
quais apresentaram alta variagdo nos comprimentbferentes combinacgdes depeats
nos terminais cromossémicos. O padrdo de hibriflizagpservado entre os cromossomos
sugere ser a sequénciGRL uma boa ferramenta para identificar os cromossomo
individuais de tomate (Lapiteet al, 1991).

Vallejoset al(1986) encontraram um unico locus do DNAr 45S nsigém terminal
do braco curto do cromossomo 2. Entretanto, XureeE2994) observaram trés sitios para
o DNAr 45S em cromossomos metafasicos. Em anal@sepor com cromossomos
meioticos, Xu e Earle, (1996a) visualizaram a preaale cinco sitios para o DNAr 45S: um
maior localizado no cromossomo 2, correspondente saiélites, e quatro menores,
localizados no braco longo do cromossomo 2, e agdbecurto dos cromossomos 6, 9 e 11.

Com o gene RNAr 5S, a localizacdo cromossomal amate foi observada pela
primeira vez por Lapitaet al em 1991, através do mapeamento por RFLP e eletss
em gel de campo pulsado (PFGE), determinaram ontamésico do gene RNAr 5S e
identificaram pela primeira vez sua localizacdccrmmossomo 1 de. esculentunatravés
da hibridizacéaon situ. Nesse trabalho, foi verificado que essa sequésté@representada
por cerca de 1000 coépias localizadas no braco acmotocromossomo 1, proOXimo ao

centromero. A especificidade do RNA 5S no cromossdinfez desse um excelente
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marcador citolégico para esse cromossomo. Da mdemmaa, Xu e Earle (1996b),
identificaram o gene RNAr 5S proximo ao centromesaromossomo 1 de tomate. Devido
a sua localizacdo na regido heterocroméatica, pixam centrdmero, varias especulacdes
foram feitas como resultado de possiveis recombemqeidticas; translocacdes da regiao
eucromatica e dele¢bes ocorridas, uma vez quexiagmdamente todos 0S genes expressos

sao localizados nas regifes eucromaticas.
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Localizacdo dos satélites e dos sitios de DNAr 8S&em algumas

especies do génekgcopersicoriill.

Maria Betania Santos de Melo *, Gianna Maria Griz Carvalheira > e Marcelo Guerra *

Abstract

In order to evaluate the cytological charactersstiof the species belonging to the
Lycopersicorgenus, cytogenetic analysis was carried out bynsieéconventional staining
and in situ hybridization in certain species of this genus. Aficesis showed 2n=24
chromosomes, with exception of tetraploids, whickspnted 2n=48. The karyotypes were
symmetrical and were made up of one pair of stgatiiromosomes in the diploid varieties.
The number and the position of the ribosomal gB&and 45S rDNA) observed with time
situ hybridization were exactly similar in the five aymd species, with apparently no
difference in size. The karyotype stability in teda to chromosome number, as well as the

5S and 45S rDNA sites amongst the species, arass$ied.

Com o intuito de avaliar as caracteristicas citickig) das espécies pertencentes ao género
Lycopersicon foram realizadas analises citogenéticas com agoraconvencional e
hibridizac&oin situ em algumas espécies desse género. Todos os fisatgniasentaram
2n=24 cromossomos, exceto os tetraploides, com &nG4 caridtipos foram simétricos
constituidos de um par de cromossomos satelitadesgpécies diploides. O niumero e a
posicao dos sitios ribossomais (DNAr 5S e 45S)robges com a hibridizacéao situ foi
igualmente semelhante nas cinco espécies analjsadas havendo, aparentemente,
nenhuma diferenga no tamanho. S&o discutidas bkileldde cariotipica quanto ao niumero

cromossdmico e aos sitios de DNAr 5S e 45S entes@écies.
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INTRODUCAO

O génerd.ycopersiconesta constituido por oito espécies silvestres & cuitivada,

o tomateiroL. esculentumMill. Para obtencdo de cultivares melhoradas, gsa@ss
silvestres sdo frequentemente cruzadas comsculentunpara transferéncia de genes de
resisténcia. Entre essas espédiegeruvianum(L.) Mill. destaca-se como uma das mais
importantes por possuir, entre outros, 0os genegsisténcia ao virus causador da moléstia
“vira cabeca”, a tragaScrobipalpula absolutédeyrick) e ao nematdiddeloidogynesp.,
pragas que atacam normalmente a cultura do torkeahnderet al, 1942).

Citologicamente, as espécies ldgcopersiconsao estaveis quanto ao niamero e a
morfologia cromossdmica, apesar de existirem liehagetrapléides de peruvianum(L.)

Mill. e L. pimpinellifoliumDun., oriundas de cultura de calos. Em algunsosuiéneros de
plantas cultivadas, com nimero cromossémico estvabrfologia cromossémica muito
semelhante, tem sido possivel obter uma diferefigiaariotipica entre as espécies atraves
de padrdes de bandas heterocrométicas (Guerra, M@38oneet al, 1996a) ou atravées de
regibes cromossdmicas especificas detectadas lpiinacaoin situ (Adamset al, 2000).
Entre as regides cromossdmicas que mais frequentenapresentam variagcbes entre
espécies destacam-se 0s sitios dos genes ribossd@raes genes se encontram repetidos
centenas a milhares de vezes em cada genoma, fiwrbéocos de sequéncias em tandem
gue podem ser visualizados com diferentes técnicas.

A regido da constricdo secundaria, e frequentemerd®matina adjacente a essa
constricdo (incluindo parte do satélite), € contd pelos genes para RNAr 18S, 5.8S e 25S
(também referidos como DNAr 45S) repetidos centenasilhares de vezes no genoma
(Rogers e Bendich, 1987). Essa regido pode sealizada com técnicas especificas, como
a coloracdo com nitrato de prata ou a hibridizagasitu com sondas de DNAr 45S. A
coloracdo com nitrato de prata identifica bem dmsside DNAr ativados na intérfase
anterior, denominados de regido organizadora ddeole¢c ou RONs, mas ndo permite
visualizar aqueles sit ios que ndo foram ativadosmntemente (Moscoret al, 1995). Por
outro lado, a hibridizacam situ permite localizar sitios de DNAr 5S ou 45S, ativas
inativos, incluindo alguns relativamente muito psgps (Xu e Earle, 1996b). Por essa

razdo, essa técnica vem sendo frequentementeadélipara auxiliar na caracterizacéo
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cariotipica de espécies e cultivares, devido pradoiente as variacdes em numero, tamanho
e distribuicdo desses sitios (Moscateal., 1999; Snowdoret al, 2000). Além disso, em
muitos casos, o numero de sitios de DNAr 45S reammidbs por hibridizacaim situ é muito
maior que o descrito por outras técnicas.\Hgna unguiculatapor exemplo, por coloracdo
convencional foi observado apenas uma ou duas ragiest secundarias, enquanto por
hibridizacaoin situ foram observados cinco pares de sitios de DNAr @agrraet al,
1996).

Em L. esculentum diversos autores tém relatado um intenso polistod de
tamanho de satélite (Lesley e Lesley, 1935; GaatkcH 954;apud Rick e Butler, 1956;
Upadhya e Majid, 1964). Andras$ al. (2000) observaram também variacdo no tamanho dos
satélites entre acessos ldeperuvianum Dados relacionados aos sitios de DNAr 5S e 45S
tém sido relatados apenas paraesculentum(Ganal et al., 1988; Xu e Earle, 1994,
1996a,b), enquanto que para as espécies silvegtoeha registros quanto ao nimero e a
distribuicdo desses sitios.

O objetivo deste trabalho foi comparar o nimeeop®sicao dos satélites nas nove
espécies do génekgycopersicore entre algumas cultivares do tomateiieando identificar
diferencas citoldgicas entre elas. Além disso,nfonavestigados a localizacdo dos sitios de

DNAr 5S e 45S em quatro espécies silvestres eautgares dd.. esculentum

MATERIAL E METODOS

Todas as oito espécies silvestres analisadas fdigldides (2n=24), procedentes do
Centro Nacional de Pesquisa em Hortalicas (CNPHasiBa, BR. Os tetraploidek.
peruvianumcv. humifusum(LA1292) e a cultivar LA2582 dé&. pimpinellifoliumforam
procedentes do Tomato Genetics Resource Centefor@a, E.U.A. As espécies diploides
silvestres foram fornecidas com os seguintes c&ddg referéncial.. cheesmanRiley,
CNPH 432;L. chilenseDun., CNPH 410L. chmielewskiiFobes & Holle, CNPH 944..
hirsutun Humb. & Bompl., CNPH 943|.. parviflorum Fobes & Holle, CNPH 416kL..
pennellii (Corr.) Darcy, CNPH 409;L. peruvianum (L.) Mill.,, CNPH 201 e L.
pimpinellifolium Dun., CNPH 382. As cultivares de esculentun(Caraiba, cerasiforme,
Hawaii 7997, Hawaii 7998, Ht-16, IPA-5, IPA-6, IFA-Jumbo Ag592, Olho Roxo) foram
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fornecidas pela Empresa Pernambucana de Pesquispe&garia, Recife, exceto a cultivar
cerasiformefornecida pelo centro supracitado da Califérnia.

Pontas de raizes obtidas a partir de sementesrgatas em placas de Petri foram
coletadas e pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleinan® por 10-20 horas a 6 °C.
Posteriormente, foram fixadas em Carnoy (etanoldca@acético, 3:1) por 24 horas a

temperatura ambiente e estocadadresrzer

Coloragao convencional

A preparacdo das laminas para a analise convemhaegaiu a metodologia descrita
por Guerra (1983). Pontas de raizes foram hidaddiseem HClI 5 N por 20 minutos a
temperatura ambiente e esmagadas em uma gotadidea@ético 45%. Posteriormente, as
laminas foram coradas com Giemsa a 2% por 10 ai2@tos. A determinacdo do tamanho
maximo e minimo dos cromossomos foi realizada eas dw trés metafases representativas
de cada acesso e a medi¢do de cada cromossoneitdaiifetamente através da ampliacéo
dos negativos fotograficos dessas células, comgaramma escala micrométrica na mesma
ampliacéo.

Hibridizagaoin situ

Foi feita uma analise da localizagdo dos sitioDNAr 5S e 45S enh. hirsutum, L.
parviflorum, L. peruvianum, L. pimpinellifoliumem 2 cultivares de. esculentunfCaraiba
e Ht-16). As raizes foram tratadas em uma solughaetulase (Sigma) 2% e pectinase
(Sigma) 20% a 37 °C por uma hora. A sonda de DNeS, 4btida dérabidopsis thaliana,
foi cedida gentilmente pelo Prof. D. Schweizer, Waversidade de Viena, clonada nos
plasmideos SK 18S e SK 25S e marcadanfmbrtranslationcom biotina-11-dUTP (Sigma).
A sonda de DNAr 5S foi obtida por PCR a partir ddADgendmico dePassiflora edulis
Sims., utilizando oprimers5’-GTGCGATCATACCAGC(AG)(CT)TAATGCACCGG-3' e
5-GAGGTGCAACACGAGGAC
TTCCCAGGAGG-3' e marcada com digoxigenina-11-dURAPtécnica de hibridizacam
situ utilizada foi a descrita por Moscoret al. (1996b), com algumas modificacdes. A
mistura de hibridizacdo continh@d% de formamida, 5% de dextran sulfato, 2xSSCle 0,

pg/ul de DNA de esperma de salmdo. As misturas de didlaigdo e as preparacdes
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citologicas foram desnaturadas a®@Spor 10 min. e hibridizadas durante 18-20 h a@7 °
em camara umida. A deteccédo da sonda de DNAr 458it@ com anti-biotina monoclonal

produzida em camundongo (Dakopatts n°® M743). P@aalzar a sonda foi utilizado

anticorpo anti-camundongo produzido em coelho gagos com TRITC (tetrametil

rodamina isotiocianato) (Dakopatts n°® R270). A dgie do DNAr 5S foi feita com anti-

digoxigenina produzida em carneiro e conjugada €é0WC (fluoresceina isotiocianato)

(Boehringer Mannheim n° 1207741). As laminas foramnadas com DAPI (Zug/ml),

lavadas em 2xSSC e montadas em meio Vectashie@DBl{(Vector Laboratories).

Microscopia e fotografia

As melhores células foram fotografadas com o mistela Leica MPS 60 ou
capturadas com camera de video CCD Cohn no migimstéica DMLB. Para analise das
células marcadas com DNAr 5S e 45S foram utilizadss filtros N 2.1e I3,
respectivamente. As fotografias foram feitas cdmdiKodak Imagelink HQ ASA 25 para
campo claro e T-MAX Kodak ASA 400 para fluorecéndds filmes foram copiados em

papel Kodak Kodabromide F3 ou Kodak Royal.

RESULTADOS

Todo o material foi inicialmente analisado com do@xéao convencional para
identificacdo das caracteristicas basicas do gawiétlocalizacdoa dos satélites. As espécies
dipléides apresentaram 2n=24 (Figura la-f), enquayd acessos tetrapldides de
peruvianumvar. humifusume L. pimpinellifolium apresentaram 2n=48 (Figura 1g, h).
Quanto ao tamanho, os caridtipos foram sempreelmente simétricos, constituidos por
cromossomos cujo tamanho médio variou de 0a 2,19um entre os acessos dipléides
(Tabela 1). A maior variagdo de tamanho cromosséndentro de um caribtipo foi
encontrada enh. cheesmane L. peruvianumonde a diferenca entre o maior e o menor
cromossomo foi de cercafim. EmL. chmielewskiessa diferenga foi de 0,70n e nas
demais espécies foi de cerca de @B ou menos (Tabela 1). Em todas as espécies, 0s
cromossomos profasicos mostraram um padréo de wsaco proximal (Figura 1c, d, g, h)

e 0s nucleos interfasicos foram do tipo semiredidol
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Nos acessos diploides foram observados sempre depsatélites, havendo variacédo
de tamanho entre os diferentes acessos. Essangdeee dificil de quantificar porque o
tamanho do satélite pode variar dentro de cadas@acaparentemente dependendo do grau
de ativacdo da RON. Baseado simplesmente em untiag@avisual, a espécle chilense
foi a que apresentou os menores satélites, enquamtsculentuntyv. Ht-16 e a cv. IPA-5
mostraram os maiores satélites. Entre as silvessresaiores satélites foram observados em
L. chmielewskiiNas demais, o tamanho foi similar e intermediaritree essas espécies.
Entre as cultivares de esculentumgs menores satélites foram encontrados em Olho Roxo
e Hawaii 7998 e os maiores em Ht-16 e IPA-5.

A identificacdo dos cromossomos satelitados foicdlfada pela distencdo da
constricdo secundaria e pela separacdo do satélitestante do cromossomo. Além disso,
em alguns acessos, 0s satélites foram de tamanfil@rsao dos menores cromossomos
(Figura 1f), parecendo de fato haver 26 cromosspemso reportado por Banks (1984).
Nos acessos tetraploides, foram observados doés pler cromossomos satelitados, sempre
relativamente pequenos, mas de facil distincaouBidg). Em todas as espécies, ambas as
constricbes secundarias apareceram distendidagranein algumas células apenas uma
delas era visivel.

Foi sempre observado um Unico par de sitios de DA¥S ocupando a regido da
constricdo secundaria, do satélite e, as veze®, garegido proximal adjacente a constricdo
secundaria (Figura 2a). Na maioria das células raricGo secundéaria ndo foi visivel,
ficando o satélite e a porgdo terminal do bractoamarcado de forma descontinua, como se
fossem quatro sitios (compare Figura 2c e 2e).glréi 2a mostra uma célula onde a
constricdo secundaria foi marcada, permitindo elasaque os satélites ndo estavam soltos e
sim ligados por uma regido de cromatina muito dedensada. Contudo, nas células mais
condensadas se via apenas 2 cromossomos marcéglos e, i). Nos nucleos interfasicos
foram observados dois a quatro blocos marcados aorsonda para DNAr 45S,
correspondentes aos satélites e a por¢ao ternonbfato curto desses cromossomos. Em
alguns nudcleos foram encontrados também seis apeitpuenos sitios, algumas vezes
localizados proximos dos blocos maiores (Figura)2e,

Com relacdo ao DNAr 5S, também nao foi observafiaetica entre as espécies e

cultivares estudadas. Em todos os casos, o sitiaps&entou-se como um par de pontos
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pequenos localizados na regido proximal do bracio co maior par cromossoémico (Figura
2b, d, f, h, |, I). Com esta sonda, nem sempredéaisivel visualizar os sitios nos nucleos

interfasicos.
DISCUSSAO

Os caridtipos das espécies do généymopersicontém sido descritos como
simétricos, apresentando apenas pequenas variapfbestamanho e morfologia
cromossdmica, destacando-se um Unico par de eatditandes nos acessos dipléides
(Upcott, 1935; Rick e Butler, 1956; Quiros, 199Rpenas Upadhya e Majid (1964)
relataram a existéncia de cromossomos acrocéntn@®gultivares de. esculentumEsse
tipo cromossdmico néo foi encontrado em nenhumadessos investigados aqui, embora,
em células prometafasicas, alguns cromossomosespees um dos bragcos descondensados,
dando a impressdo de serem acrocéntricos. Comaeela simetria de tamanho
cromossdmico, os caridtipos de. peruvianum L. cheesmanie L. chmielewskii
apresentaram uma variagcdo de mais de 50% entreiay ;@ menor cromossomo. Na
pratica, entretanto, essa variacdo € muito pequepaesentando no maximo Jm de
diferenca entre os 12 pares.

Apesar dessa aparente estabilidade, no preseb&hinaforam observadas variacoes
no tamanho dos satélites semelhantes as descnitias altivares de.. esculentunpor
outros autores (Lesley e Lesley, 1935; Upadhya gdME64; Xu e Earle, 1994). Embora
ndo tenham sido quantificados, a cultivar Ht-16eaentou satélites sempre maiores que as
demais, enquanto entre as espécieschilenseapresentou 0os menores satélites. Essas
variacbes podem estar relacionadas ao numero dérsggs repetitivas presentes na RON
(Rogers e Bendich, 1987) mas podem também seratewicnudancas de posicdo da RON
no braco cromossémico (Guerra, 1988; Moscetred,, 1999).

A hibridizacaoin situ com sondas de DNAr 45S permitiu a deteccdo de apema
par desses sitios nobraco curto do segundo paossimmico das cinco espécies e das duas
cultivares estudadas. Resultados semelhantes, stahilelade do nimero e posicdo de
sitios ribossomais em todas as espécies de umog&aer raros, mas foram também
encontrados em alguns géneros, co@uwercus(Zoldoset al.,1999)e Manihot(Carvalho e
Guerra,no prelg. Ganalet al (1988, 1989) haviam reportado previamente a éocra de

um unico sitio de DNAr 45S no braco curto do crosooso 2 dd.. esculentuntv. VF 36.
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Xu e Earle (1994), no entanto, reexaminaram edsaarue mais as cultivares Rio Grande e
Motelle e encontraram trés pares de sitios de DAFS menores além daqueles do par 2.
Esses mesmos autores reexaminaram esses sitiosr@nossomos paquiténicos e
encontraram quatro pares menores e um maior ewvalbaer que podem ocorrer até 10
nucléolos por nucleo, indicando que todos essies S@o ativos. No presente trabalho ndo
foi possivel detectar os sitios menores em cronmessanitoticos mas em varios nucleos
interfasicos foram encontrados seis a oito pequermadmeros marcados com a sonda nas
cinco espécies investigadas. Portanto, além do sidior do par 2 parece existir sitios
menores de DNAr 45S tanto dmesculentunguanto nas outras espécies analisadas.

Com a sonda DNAr 5S, foi localizado um sitio progiao centrdbmero em todas as
espécies analisadas. Lapitetnal (1991), através do mapeamento por RFLP e eletsdo
em gel de campo pulsado (PFGE), determinaram ontamésico do gene RNAr 5S e
identificaram pela primeira vez sua localizacdccrmmossomo 1 de. esculentunatravés
da hibridizac&oin situ. Esse resultado foi posteriormente confirmado par eXEarle
(1996b) por FISH. No presente trabalho, o sitioDd¢Ar 5S foi localizado na regido
proximal de um dos maiores pares cromossomicosdiestas espécies estudadas, embora,
devido a pequenas diferencas de tamanho entre @ssesssomos, nem sempre foi claro
que se tratava do par 1, o maior do caridtipo. Méma dos outros géneros investigados
esse sitio tende a ser conservado entre as espidmsset al, 2000), sugerindo que em
um grupo com cariétipo muito estavel comgcopersicongessa caracteristica tinha uma

chance muito pequena de apresentar variagoes.
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Tabela | - Tamanho dos cromossomos e do complemento hagléglespécies do género
Lycopersicon

Espécies analisadas Tamanho dos cromossomos

minimo maximo medio
L. cheesmani 1,66 2,66 2,19
L. chilense 1,80 2,33 2,00
L. chmielewskii 1,35 2,05 1,80
L. esculentuncv. IPA-5 1,80 2,07 1,60
L. hirsutun 1,50 2,02 1,80
L. parviflorum 1,80 2,26 2,10
L. pennellii 1,70 2,20 2,00
L. peruvianun(2x) 1,30 2,35 1,75
L. pimpinellifolium(2x) 1,70 2,18 1,90
Tamanho médio 1,62 2,23 1,90
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Figura 1 — Complemento cromossdmico de seis espécies da@@ycopersiconcoradas
com Giemsa 2%. d). cheesmanib) L. chilense c) L. chmielewskjid) L. pennelliie-g) L.
peruvianume h)L. pimpinellifolium Letras s indicam satélites. Barra correspondgira.5

Figura 2 — Complemento cromossdmico de cinco espécies amrgé.ycopersicon
hibridizadas com as sondas de DNAr 5S (verde) e(4&8nelho). a,b).. esculentunctv.
Caraiba, c,d)L. esculentumcv. Ht-16, e,f)L. hirsutun g,h) L. parviflorum i,)) L.
peruvianum k,l) L. pimpinellifolium Setas destacam os sitios de DNAr 5S. Barra

corresponde a gm.
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Distribuicdo da heterocromatina em espécies do gémelycopersicon
Mill.

MARIA BETANIA SANTOS DE MELO"" E MARCELO GUERRA!

!Departamento de Botanica, CCB, Universidade FeddealPernambuco, Recife-PE,
50.670-420, Brasil.

Abstract - Lycopersicons one of the economically most important genuthefSolanaceae
family, and has been the focus of many cytogersttidies. However, in spite of numerous
appriaches related to the genetic organizatiohefjtoup, little is know about the structural
characteristics of the chromatin. Throughout thisrky two approaches were adopted:
stainig with CMA/DAPI and C-bandinf. The stainingttvCMA/DAPI was used in the eight
wild species of the genus and in eight wild speofethe genus and in eight cultivaresLof
esculentumThe C-banding technique was used in three cués/afL. esculentumin all

the analyzed material with the fluorochromes CMARIAthree chromosome pairs were
identified, pair 1 containing a proximal band, paithat showed the nucleolus organizig
refions and pair 12, with a large band localizethim terminal or sub-terminal region of the
short arm. The species were grouped according éonttmber of bands that were most
visible. Generally, these species presented angréfal distribution of the heterochromatin
in the terminal regions of the chromosomes, witbegt forL. chmielewskjiwhich showed
CMA™ bands in the proximal and interstitial/sub-termiredions. The obtained results with
the C-banding technique seemed similar to thoseimdd with CMA stain. In both
techniques the satellites were strongly stainedmedented varying sizes. The size of the
satellites seems to be the most variable chromostmeacteristic in thé.. esculentum
cultivated and possibly in the other species of ¢emus. This data suggests that the
Lycopersicon genus is karyologically very stable, and toleratesv chromosome

rerrangements and little chromosome number vanatio
Key Words: banding, flurochrome, heterochromatic, satellites)ato.

» Correspondéncia: fax +81-32718348; e-mailismelo@bol.com.br
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INTRODUCAO

Para a caracterizacdo do caridtipo de plantas stiseparametros carioldgicos
distintos tém sido utilizados. Um dos parametrossmariaveis, e por isso frequentemente
utilizado é o padréo de distribuicdo da heteroctoraaGreilhuber, 1995). As diferencas
observadas na quantidade e na organizacdo da dreteaiina sdo utilizadas para
identificar espécies ou cultivares mantidas em dame germoplasmas e para reconhecer
mecanismos envolvidos na evolucédo cariotipica fFeafites grupos vegetais (Vosa, 1985).
Em Capsicum por exemplo, foi verificada uma grande varialaitld no padrédo de bandas
entre as espécies estudadas, tanto com bandea@eqieanto com os fluorocromos
CMA/DAPI (Mosconeet al.,1993,1996).

A heterocromatina de uma espécie pode ser formadadiperentes tipos de
sequéncias de DNA. O tipo de heterocromatina conmanpraticamente todas as
angiospermas é a que se observa nas constricOesdagas e nos satélites. Essas duas
regides sdo formadas por sequéncias repetitivagioceodas as outras regides
heterocromaticas, mas diferem das demais por pesswis genes para DNAr 45S repetidos
centenas de vezes — 0 que as tornam particularnmeptetantes. Schubert e Wobus (1985)
observaram que essas sequéncias sao capazestae tkmlma regido cromossémica para
outra, 0 que certamente contribui para aumentaeuop®limorfismo. Para reconhecer o
satélite e outras regibes heterocromaticas lockizaao longo dos cromossomos, sao
utilizadas diversas técnicas de coloracdo difeagnprrincipalmente a coloracdo com os
fluorocromos CMA/DAPI e o bandeamento C (Guerrd&®@0

Lycopersiconé um dos géneros economicamente mais importantefarddia
Solanaceae, tendo sido foco de muitos estudoseciétigos. Referéncias anteriores a
heterocromatina de tomate foram feitas por divemasres, mas nenhum deles utilizou
técnicas de coloracdo especificas para heterodran&tack (1984), baseado em Ramanna
e Prakken (1967), estimou que 75,3% dos creamgs mitdticos de tomate seriam
formados por heterocromatina, enquanto Peteetoml (1996) coraram cromossomos
paquiténicos de tomate com DAPI e com base naswarges afirmaram encontrar 77% de
heterocromatina. Como esses autores ndo utilizaéamcas apropriadas para revelar a

heterocromatina, mais provavelmente o que elesraradioi a fracdo da cromatina que
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condensa precocemente (ver Guerra, 1988) e quereatd corresponde a maior parte de
cada cromossomo. Alguns outros autores tém examiosidromossomos de tomate com a
técnica de hibridizacdm situ localizando determinadas sequéncias especifica3Nte
(Ganal et al, 1988, 1989, Petersoat al, 1999; Zhonget al, 1998, 1999). Essas
hibridizagbes indicaram que, a0 menos em tomateverd existir numerosos blocos de
heterocromatina, principalmente nas regides croomoigs®s terminais. Apesar disso, se
conhece ainda pouco sobre a distribuicdo da hetenatina neste grupo.

O géneroLycopersiconé dividido em nove espécies, a maioria das quaduar
hibridos viaveis e ferteis quando cruzados (redgaat Quiros, 1991). Os cari6tipos dessas
espécies sao constituidos por 24 cromossomos pasjeetle tamanho similar, com poucas
diferencas morfoldgicas. Entretanto, diversos astoelataram diferencas cariotipicas entre
cultivares deL. esculentumpaseados no tamanho dos satélites. Lesley e LEEB3p)
foram os primeiros a observar diferencas entreibivares dd_. esculentunde acordo com
esse critério. Posteriormente, essa variacdo fuiirooada por outros autores (Gottschalk,
1954 apudRick e Butler, 1956; Upadhya e Majid, 1964). Masantemente, Andras al
(2000) encontraram variacdo no tamanho dos satéitdre um acesso dipldide e um
tetrapldéidedeL. peruvianum.

O presente trabalho teve como objetivo verificapadrdo de distribuicdo da
heterocromatina nas nove espécies do géimgropersiconincluindo oito cultivares deé.
esculentumcom o uso dos fluorocromos CMA e DAPI. Além dis§m, comparado o
padrdo de bandas CMA/DAPI de esculentuntom o padrdo de bandas C obtido em trés

cultivares da mesma espécie.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram analizadas, com a coloracdon €MA e DAPI, as oito
espécies silvestres do géndrgcopersicon(L. cheesmaniRiley, L. chilenseDun., L.
chmielewskiiFobes & Holle,L. hirsutunHumb. & Bompl, L. parviflorumFobes & Holle,
L. peruvianum(L.) Mill., L. pennelli (Corr.) Darcy, eL. pimpinellifoliumDun.) e oito
cultivares dd.. esculentunMill. (Caraiba, Hawaii 7997, Hawaii 7998, Ht-16 A, IPA-6,
IPA-8 e Jumbo AG592), com a coloragdo com CMA e DA cultivares IPA-5, IPA-6 e

Hawaii 7997 foram analisados também com bandeaméntolodo o material foi
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proveniente do Centro Nacional de Pesquisas emalit@s, Brasilia, BR, do Tomato
Genetics Resource Center, Califérnia, E.U.A., ouEd#presa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuéria, Recife, BR. Indicacdo especifica megriéncia desses materiais se encontra
descrita em Melet al (em preparacgéo).

Para a analise mitGtica, pontas de raizes foramtamtds e pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina 2 mM por 10 a 20 horas a 6 °Gt&dormente, foram fixadas em Carnoy

(etanol: acido acético 3:1, v/v) por 24 horas aperatura ambiente e estocadasferazer

Na preparacdo das laminas para o bandeamento € e maloragdo com CMA e
DAPI, as raizes foram inicialmente tratadas corm¢gm de celulase 2% e pectinase 20% a
37 °C por uma hora. A técnica de bandeamento @adasem Schwarzachetr al. (1980),
consistiu no esmagamento das raizes em uma gdiaidie acético 45%, envelhecimento
das laminas por dois dias a temperatura ambiemirséo das laminas em &cido acético
45% a 60 °C por 10 minutos, tratamento com umac8olsaturada de hidroxido de bario
5% a temperatura ambiente por 10 minutos, trataoremtsolucdo salina saturada (2xSSC)

a 60 °C por 80 minutos, coloracdo com Giemsa a B%rdgagem em Entellan (Merck).

Para a coloragdo com CMA/DAPI foi utilizado o pedonmento descrito por
Schweizer e Ambros (1994). Essa técnica consistiesmagamento das raizes em acido
acético 45%, envelhecimento das laminas por trés, doloragcdo com CMA a 0,5 mg/ml
por uma hora, seguida da coloracdo com DARiginl por 30 minutos, montagem das

laminas em tampéao Mcllvaine-glicerol (1:1) e estimra das laminas por mais trés dias.

RESULTADOS

A coloragdo com os fluorocromos permitiu obsemaresenca de bandas CMA
maiores em algumas regides terminais dos cromoss@naenenos frequentemente, nas
regides proximais e intersticiais. Além disso, dbas bandas CMAmenores ocorreram,
mas nem sempre foram visualizadas. A maior fragdloetlerocromatina apareceu associada
a regido organizadora do nucléolo. Todas as espépresentaram um par de cromossomos
satelitados, com os satélites fortemente marcaslbsocCMA, 0s quais corresponderam nos
nicleos interfasicos a dois grandes blocos CMAs constricbes secundarias algumas

vezes também coraram positivamente com o CMA, jpahmente quando ndo se
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encontravam muito distendidas. Na coloracdo com IDAd® foram observadas bandas
positivas em nenhum dos materiais. O DAPI sempreucos cromossomos uniformemente,
exceto algumas regides CMAnaiores que apareceram negativamente coradas EokPb
(Fig. 1B, F, J). Em varias células foi possivelesliar uma divisdo do satélite em dois
blocos de heterocromatina nucleolar, resultandapasecimento de trés ou quatro blocos de
tamanho menor. Curiosamente, em alguns nulcleosfasims, ou mesmo profasicos-
metafasicos, esses blocos ndo foram claramentéfickehos (veja, por exemplo, Fig. 3B).
Isso provavelmente ocorreu porque o0s satélitesntraa@m-se descondensados ou, mais
provavelmente, porque foram acidentalmente retgaldocélula durante o esmagamento.

A heterocromatina ndo nucleolar foi reconhecidaté® grupos de blocos distintos:
como um bloco terminal maior que os demais, empgegss cromossémicos de tamanho
médio a pequeno; intersticial ou proximalmente @mautrés pares cromossomicos; € como
blocos bem pequenos nos teldomeros de quase todwernessomos. A intensidade desses
blocos variou de célula para célula de uma mespéces mas, no geral, observou-se uma
maior quantidade de heterocromatina lenchmielewskii, L. hirsuturl,. parviflorume L.
pimpinellifolium (Fig. 1A, C, D, E, G, H, I), uma quantidade um pmuoenor emL.
chilense,L. esculentune L. pennelli(Fig. 2A, B, C) e uma quantidade ainda menorLem
peruvianume L. cheesmanfFig. 2D, E, F). EnlL. cheesmangue apresentou a mais baixa
quantidade de heterocromatina, mesmo os trés padeedlocos terminais maiores
apareceram fracamente corados (Fig. 2F). Os bintessticiais ou proximais (geralmente
foi dificil identificar a posicdo do centrébmero)rdon mais brilhantes erh. chmieleskii
Lycopersicon pennellidestacou-se das outras espécies por apresentarblooo
relativamente grande de heterocromatina no brago de um par cromossoémico (Fig. 2C).
Por outro ladol.. chmielewskidiferiu das demais pela distribuicdo preferendéad bandas
CMA™ nas regibes proximais e intersticiais dos cromwssp com poucas bandas
localizadas nas regides terminais (Fig. 1D).

Nas oito cultivares de.. esculentumanalisadas, foram observadas pequenas
variagdes no nimero e localizacéo de bandas Gldncipalmente relacionadas as bandas
menores e mais instaveis. Esta variacdo pode tesid® devida as limitagbes da técnica
utiizada ou ao grau varidvel de condensacdo credmoiga. Todas as cultivares

apresentaram bandas CMAequenas em um ou ambos os teldmeros de todos os
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cromossomos e um par de satélites grandes, intemsanbrilhantes com CMA,
frequentemente encontrados separados do restami@mossomo (Figs. 3A, C, F, G, H).
Em todas as cultivares foram reconhecidos trésspammossdmicos de tamanho médio a
pequeno com bandas terminais ou subterminais mdesfe o maior par de cromossomos
(par 1) com uma banda terminal e uma outra intgasproxima a terminal. Esse ultimo par
ndo foi reconhecido em todas as células, aparentenp®rque quando o0 espaco entre as
duas bandas estava encurtado elas apareceram owrsdlbanda (Fig. 3E). Além do par 1,
foram facilmente reconhecidos o par cromossémiau@,contém a regido organizadora do
nucléolo, e o par 12, o menor do complemento, cora banda grande localizada na regiéo
terminal ou subterminal do braco curto.

A técnica de bandeamento C utilizada foi muitoafiona coloracéo diferencial da
heterocromatina do satélite mas nem sempre prothozis resultados em relacdo as demais
fracOes da heterocromatina. Nas trés cultivareisadas, IPA-5, IPA-6 e Hawaii 7997
(Fig. 4A,B,C), os resultados pareceram similares @atidos com a coloragdo CMA. Foi
observado uma maior frequéncia de bandas C nasergetgrminais dos cromossomos €, em
menor quantidade, nas regides proximais e intaisticOs satélites foram fortemente
marcados, tanto nas metafases quanto nas préfasess intérfases foram vistos como

grandes blocos corados, frequentemente associadggia do nucléolo.

DISCUSSAO

A analise das oito cultivares de esculentuncom os fluorocromos CMA/DAPI
revelou um padrdo de heterocromatina constituido pois tipos distintos: a
heterocromatina nucleolar, restrita a um bloco dga@ muito brilhante com o CMA e que
corresponde ao satélite, e a heterocromatina néteaiar, formada por blocos CMA
menores, localizados principalmente nos telomefosieterocromatina nucleolar ocupou
todo o satélite o qual reagiu uniformemente britbaaom o CMA e negativo com o DAPI,
indicando que ele é inteiramente heterocromaticn.Vv@rias outras espécies com satélites
grandes, como o de tomate, a parte distal do teatlieucromatica (veja por exemplo,
Mosconeet al.,1996). EmLycopersicono satélite foi observado sempre no braco curto do
cromossomo 2, em acordo com o reportado por alguttes autores (Rick e Butler, 1956;
Ramanna e Prakken, 1967; Andetsal., 2000). A posicdo do DNAr 45S foi também
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mapeada por polimorfismos de comprimento de fragosete restricdo (RFLP) na posicéo
terminal do cromossomo 2 (Vallejes al, 1986). Lapitaret al. (1989) ndo conseguiram
definir se apds a hibridizacdwo situ com o DNAr 45S todo o brago curto do cromossomo 2
era marcado ou apenas a maior parte dele, umaueeragmarcacdo com a hibridizagéo
situ a regido marcada tende a parecer maior do queataente é. Um efeito semelhante de
hiperdimensionamento da regido marcada ocorre tangdoén o bandeamento C e o CMA.
Contudo, na andlise de células duplamente coramtasGMA/DAPI foi possivel visualizar
com o filtro para DAPI uma regido eucromatica ira¢giinente adjacente ao bloco CMA

Lesley e Lesley (1935) haviam observado que oditeatéle duas cultivares de
esculenturreram maiores que ds pimpinellifoliume dois outros acessos silvestres. Esses
autores reportaram também que essa diferenca dahanse conserva em hibridos e que
nao afeta o fendtipo das plantas. Contudo, no presebalho foram observadas variacdes
no tamanho dos satélites tanto dentrd_desculentunguanto entre as espécies silvestres
(ver também, Mel@t al, em preparacdo). Banks (1984) contou 2n=26 ecult®ares de
tomate e apenas na cultivar hibrida “Sunny” encanZn=25. Esses resultados se devem
certamente a dificuldade de distinguir os satéldes demais cromossomos e indicam
também que a maioria das cultivares tem satélitasdgs.

O bandeamento C de cultivares de tomate mostraltadses semelhantes aos das
bandas CMA, sugerindo que ao menos a maior parket@aocromatina dessa espécie seja
rica em GC. O fato de que a heterocromatina nualdol mais facilmente revelada com a
técnica de bandeamento C utilizada do que a hetenatina ndo nucleolar se deve
provavelmente a que se tratem de tipos diferentelhaterocromatina ricas em GC (ver
Guerra, 2000). Esse padrao de bandas, formadoigaimente por pequenos blocos
teloméricos, contraria a observacdo de alguns esihe que a heterocromatina em tomate
estaria concentrada na regido centromérica e twristimais de 75% da extenséo
cromossomica total (Ramanna e Prakken, 1967; Sth@84; Petersoret al, 1996).
Provavelmente o que esses autores referiram cotambhematina foi na realidade a regido
proximal precocemente condensada que pode ser aostacoloragdo convencional em
cromossomos de tomate (Mealbal, em preparacdo). Guerra (1988) observou em espéci
de Costusque apenas uma pequena fracdo da regido hetertipgcptoximal correspondia

a bandas heterocromédticas positivas para bandean@nbu coloracdo CMA/DAPI.
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Portanto, € mais prudente considerar os dadosi@eteque relacionam a heterocromatina
de Lycopersiconcom outros parametros citoldégicos, como a espesdaraomplexo
sinaptonémico ou a distribuicdo dos quiasmas (wero®, 1991; Stack, 1984; Petersein
al., 1996), como sendo associadas as regifes hetedtipas.

Ganalet al (1988) encontraram quatro classes principaisidA Batélite em tomate.
A mais abundante delas, T@GR, esta formada por uma sequéncia de 162 pb reyetid
77.000 vezes e correspondendo a 1,75% do genorsa.sEgquéncia tem uma distribuicéo
muito semelhante a da heterocromatina reportade trabalho e, segundo Schweieeial
(1988), um conteudo de GC de 46-48%. Como a crogioaiA cora preferencialmente o
DNA rico em GC (Schweizer, 1976) € de se esperarogpiadrao de bandas cdi@R seja
semelhante ao de bandas CMA. A segunda maior daigsB&NA repetitivo foi o DNAr 45S
que correspondeu a 4,5% do genoma de tomate, porgaase trés vezes o conteudo de
TGR. Essa disparidade entre esses percentuais pamapativel com as quantidades de
heterocromatina nucleolar e nao nucleolar encoasradque foi aparentemente maior na
regido nao-nucleolar. Essa diferenca pode ser degid parte, a existéncia de sitios
menores de DNAr, ndo localizados por Gastaél (1988, 1989) mas reportado por Xu e
Earle (1994; 1996), e em parte ao pequeno tamdasdanda3GR. Ganalet al (1989)
concluiram que o tamanho das band@&@R variou de 650 kb a 25 kb, o que atingiria o
limite inferior de deteccdo com hibridizac#o situ. Certamente, algumas dessas bandas
menores devem estar abaixo do tamanho minimo pammmecimento com CMA. Além
disso, Chilton (1975), utilizando gradiente de d#sde com cloreto de césio, encontrou
uma menor diferenca entre esses satélites (2,68 qBNAr e 2,0% para o restante). As
duas outras frac6eFGRI e TGRII) parecem ter uma distribuicdo dispersa no gemom
emboral GRII forme bandas proximais em alguns cromossoman et al., 1988, 1989).

Embora os padrdes de bandas CMAGR sejam muito semelhantes, ha algumas
diferencas importantes. A primeira delas € congésao cromossomo 1 que apresenta uma
banda CMA intersticial ou proximal néo localizada cdfGR. O cariograma apresentado
por Ganalet al (1988) mostra um sitio intersticial no brago eutb par 1 que hibridizou
com TGRII mas os autores ndo comentam sobre esse sitimi® outro cromossomo do
cariograma desses autores que apresenta uma kb@ndanta posicao similar a esta é a o

par 3, situado anteriormente como o par 4 (Gatahl, 1988). Essa banda né&o foi
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identificada com o CMA e, portanto, poderia ser esmo par, embora a diferenca de
tamanho entre o par 1 e 0 3 ou 4 seja bem clasegAinda discrepancia é quanto aos trés
pares de bandas CMAnaiores, que sdo observados facilmente em quaas &sdcélulas.
Pelo menos dois desses pares estdo entre 0s menaoesienos 0 menor deles ndo possui
banda no teldmero oposto. Nos cariogramas de Garell (1988, 1989) os cinco pares
menores apresentam bandas nos dois teldmeros @ahamaparentemente idénticos. A
razdo para essa diferenca ndo esta clara, umaueea gequéncia € a mesma em todos 0s
Cromossomos e apenas 0S cromossomos 1, 2 e 7 réserdpm bandas em ambos os
telomeros.

A sequéncidl GR foi também encontrada em outras espécieksydepersicore ao
menos em uma espécie 8elanum S. lycopersicoidesEm outras espécies @&olanum
bem como enbatura, CapsicumPetuniae Nicotianaela parece estar ausente (Gatall,
1988; Schweizeet al, 1988). As sequéncid$GRI e Ill estdo também presentes em outras
espécies deycopersiconembora muito menos representadas (4.200 e 2.1e@g@&gps por
genoma, respectivamente) e distribuidas principatenele forma dispersa. Nos outros
géneros estudados elas sdo ausentes, exceto emaalgapécies dgolanum(Ganalet al,
1988).

Portanto, como os padrdes de bandas CMA das espigligcopersicorsao muito
semelhantes, € possivel que o padrédo de ba@Bsnas demais espécies seja semelhante
ao deL. esculentumUm estudo comparativo da distribuicdo do DNAr 5858 em duas
cultivares de tomate e quatro espécies silvestds/cbpersiconmostrou que esses sitios
sdo altamente conservados. Essa similaridade ipécatincluindo tamanho e morfologia
cromossdmica, padrdo de bandas, distribuicdo dass sie DNAr e conservacdao das
sequéncias satélites principais sugere que o0 gendesaas espécies sofreram uma
diversificagcdo muito pequena, o que facilita a fagéo de hibridos interespecificos entre
elas (Quiros, 1991). Por outro lado, os padroedatelas C conhecidos em alguns dos
géneros proximos dycopersiconsdo muito diferentes dos observados neste trabalho
(Pijnacker e Ferwerda, 1984; Pringle e Murray, 1988sconeet al, 1993), indicando que
as mudancas na sequéncia satélite principal foaamhém acompanhadas pelo surgimento

de novos padrdes de distribuicdo da heterocromatina
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Fig. 1— Complemento cromossémico de quatro espécies dergEwcopersiconcoradas
com CMA e DAPI. A-C)L. hirsutun,D) L. chmielewskjiE-G)L. pimpinellifoliume H-J)L.
parviflorum Setas mostram as principais bandas CMAetras s indicam satélites. Barra

corresponde a gm.

Fig. 2— Complemento cromoss6mico de quatro espécies dergEypcopersicorcoradas
com CMA. A,B) L.chilense,C) L. pennellif D,E) L. peruvianume F)L. cheesmaniSetas
mostram as principais bandas CMletras s indicam satélites. Barra corresporigra.

Fig. 3 — Complemento cromossomico de oito cultivaresLdessculentuncoradas com
CMA. A) CaraibaB) Hawaii 7997, C) Hawaii 7998, D) Ht-16, E) IPAH) IPA-6, G) IPA-

8 e H) Jumbo AG595etas mostram as principais bandas CMAetras s indicam satélites.
Barra corresponde apbn.

Fig. 4— Bandeamento C em trés cultivaresLdessculentumA) IPA-5, B) Hawaii 7997 e
C) IPA-6. Setas mostram algumas bandas c, letiiediGam satélites. Nlcleos interfasicos
com grandes blocos fortemente marcados em A. Barrasponde a pm.
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5. CONCLUSOES

1) A similaridade no nimero, tamanho e morfologia @esdmica indica que as espécies

do génerd.ycopersicorsao cariotipicamente muito estaveis.
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2) O tamanho dos satélites parece ser a carac@réstriomorfolégica mais variavel nas
cultivares de.. esculentune possivelmente nas demais espécies do gdngrapersicon
chilenseteve os menores satélites do génerb. eesculentumcultivar Ht-16 teve os

maiores. A maioria das cultivares ldeesculentumapresentaram satélites grandes.

3) A andlise do padrdo de bandas CND¥PI  revelou um padrédo similar para todas as
espécies e cultivares com poucos blocos grandesuitbsmpequenos e de dificil

visualizacao.

4) O uso da coloracéo diferencial com o CMA/DAPb dbandeamento C foi altamente
eficiente no reconhecimento dos satélites, tandacehilas metafasicas quanto nos nucleos
interfasicos como grandes blocos positivamentedosraOs demais blocos apareceram

fracamente corados com o bandeamento C.

5) A hibridizacdoin situ com o DNAr 45S coincidiu com as regides organiraslado
nucléolo coradas com o CMA nas espécies estud&iags extras e muito pequenos
foram encontrados nos ndcleos interfasicos, sud@mgue além do sitio maior que forma
0 satélite podem existir sitios menores nao loadbs em cromossomos profasicos ou

metafasicos.

6) O DNAr 5S foi restrito a um Unico sitio em todus acessos investigados, parecendo

portanto ser muito estavel.

7) De todos os parametros investigados o padrémd@as CMA foi o mais promissor para

diferenciar cariologicamente essas espécies.
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6. RESUMO

Foram analisadas citogeneticamente 10 cultivarek. dsculentune as oito espécies do
género Lycopersicon.Todas as espeécies apresentaram 2n=24 cromossexueip 0S
acessos tetrapléides que apresentaram 2n=48. @dipmw foram sempre visivelmente
simétricos constituidos por cromossomos que vamiata 1,60 a 2,1m. O padrdo de
condensacédo profasico observado foi do tipo proxana estrutura do nucleo interfasico
arreticulada a semi-reticulada. Todos o0s acessp®idiks apresentaram 1 par de
cromossomos satelitados. A coloragdo com o fluoroo CMA revelou que a maior fracdo
da heterocromatina nessas espécies encontra-sgadsscom a regido organizadora do
nucléolo. Em todas as espécies foi possivel recemhérés tipos cromossdémicos
caracteristicos, sendo agrupadas de acordo cormeratde bandas CMAmais evidentes.

O DAPI sempre corou 0s cromossomos uniformementete algumas regides CMAjue
foram DAPI negativo. Com o bandeamento C foi padsibservar resultados similares aos
obtidos com a coloragdo com os fluorocromos CMA/DARde as cultivares analisadas
apresentaram bandas heterocromaticas localizad#s pneferencialmente nas regides
terminais e subterminais dos cromossomos. Forarargdidas variagbes no tamanho dos
satélites entre as espécies. Entretanto, apenagisraultivares de. esculentunesse dado
foi quantificado. As cultivares Caraiba, Ht-16 eAl® foram as que apresentaram o0s
maiores satélites, enquanto os menores satéli@s fobservados nas cultivares Olho Roxo,
Hawaii 7997 e 7998. Com a hibridizagécsitu, 0 nimero e a posicao dos sitios ribossomais
5S e 45S foi similar entre as cinco espécies atis O sitio de DNAr 5S foi sempre
localizado na regido proximal do maior cromossoma@amplemento. Enquanto, o sitio de
DNAr 45S foi localizado na regido da constricAousel@ria e do satélite. Esses dados
sugerem que apesar das pequenas diferencas eegstmiite as espécies e cultivares o

géneroLycopersicorparece ser bem estavel cariotipicamente.
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{.ABSTRACT

Ten cultures of L escwlenrum and the eight species of the Lyeopersicon genus were cylogenclically
analyzed. All species showed 2n=24 chromosomes, except the tetraploid accesses, which exhidited
Zn=4%. The karyotypes were always visibly symmitnical and constitued of chromosomes that varied
trom L&0 1o 2,19 pm. The prophase condensation standard observed was of the proximal tvpe and
the structure of the interphase nuclous. reticulated 1 semi-reticulated. Al the diploid accesses had
one pair of satellie chromosomes. The flurochrome CMA staming revealed that the largest fraction
of the heterochromatin in these species is found 1o be associated with the nucleolus organizing
regions, In all species it was possible 1o eecopnize three Ivpes of chromosome characteristics.,
However. these species were grouped according 1o the number of the most evident CMA® bands,
IXAP] always stained the chromosones in o uniformed manner, except in certain CMA” regrons that
were DAPL. With the C-banding it was possible o observe similar results o those abtained with
Nurochrome CMA/DAPL staining, where the analyzed cultivated showed heterochromatic hands
preferentially localized m o the terminal and sub-terminal regions of the chromosomes, Variations
wete abserved in the sice of the swiellites amongst all the species, With the o s hvbridizanon, 1he
number and the position of the 35 and 455 mbosomal sites were similar within the five il v zed
species, The 35 rDNA site was always localized i the proximal regton of the largest chromosome
of the complement. At the same time, 455 rDNA site was localized in the secondary constnetion
region and in the satellite. This data suggests that in spite of small existing differences between the

specics amd the cultivated, the genus Lyveopersicon appears o be karvotypically stable
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8. ANEXOS
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