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RESUMO

A inducédo de poliploidia é uma ferramenta muito empregada em programas de
melhoramento de plantas, mas geralmente resulta em baixa eficiéncia e
elevada taxa de individuos mixoploides ou aneuploides. Poliploides artificiais
podem ser obtidos pela utilizacdo de antimitéticos, que interferem na formacao
do fuso durante a diviséo celular. Dentre eles, a colchicina € o mais empregado
em estudos de poliploidia. No entanto, 0s mecanismos responsaveis por sua
acdo sobre as células ainda ndo foram totalmente elucidados. Solanum
melongena L. (berinjela) apresenta tecidos com elevado potencial de
regeneracao in vitro, caracteristica interessante para o desenvolvimento de
estudos basicos e biotecnologicos. O presente trabalho teve como objetivo
utilizar a berinjela como modelo para o estudo do processo de duplicacdo
cromossbmica em plantas. Foram empregadas técnicas de citogenética,
citometria de fluxo e inducéo de poliploidia in vitro. O capitulo | destinou-se a
caracterizacdo citogenética da cultivar Embu de berinjela, que foi empregada
em todos os experimentos. Esta cultivar apresentou 24 cromossomos, com
tamanho variando entre 1,77 e 2,63 pym. O caritéripo mostrou-se simétrico e
foram observadas duas constricbes secundarias. Através do bandeamento com
fluorocromos CMA; e DAPI, foram observadas quatro bandas CMA positivas. A
técnica de FISH permitiu a visualizacdo de um par de sinais para a sonda DNAr
5S e dois pares para a sonda DNAr 45S. O capitulo Il teve como objetivo
avaliar os efeitos da colchicina (0,2% e 0,02%) sobre o ciclo celular de berinjela
e a eficiéncia destas concentracdes no processo de inducdo de poliploidia. De
forma pioneira, a hidroxiureia foi utilizada como sincronizador do ciclo celular,
com o intuito de aumentar a eficiéncia da poliploidizacdo. A avaliacdo do ciclo
celular foi conduzida em meristemas radiculares com e sem a sincronizagéo e
as analises foram realizadas por microscopia e citometria de fluxo. A inducdo
de poliploides in vitro, por sua vez, foi realizada em sementes e segmentos
nodais sincronizados e néo sincronizados. Nao foram observadas diferencas
significativas em relagdo ao indice mit6tico. Maiores percentuais de c-
metafases, metafases duplicadas e nucleos poliploidizados (2xG2) foram
observados em resposta a maior concentracdo de colchicina (0,2%). Os
protocolos de inducdo de poliploidia testados mostraram-se eficientes, sendo
regeneradas plantas poliploides apds todos os tratamentos. Dos 480 explantes
tratados com colchicina, 342 foram regenerados com sucesso, sendo 45
tetraploides e 90 mixoploides.

Palavras-chave: berinjela; colchicina; duplicagdo cromossomica; hibridizacao
fluorescente in situ, hidroxiureia.



ABSTRACT

Polyploidy induction is an important tool in plant breeding, but usually results in
low efficiency and high rates of mixoploid and aneuploid plants. Synthetic
polyploids can be obtained by the exposure to antimitotic agents, which
interfere with the spindle formation during cell division. Colchicine is the most
widely used antimitotic in polyploidy induction studies. However, the underlying
mechanisms of its action on cells are not completely clear. Solanum melongena
L. (eggplant) has a great in vitro regeneration capacity, an interesting feature to
the development of basic and biotechnological studies. This work aimed to use
eggplant as a model to study the process of chromosome doubling in plants.
Cytogenetic techniques, flow cytometry and in vitro polyploidy induction were
performed. Chapter | focused on the cytogenetic characterization of the cultivar
Embu of eggplant, which was used in all experiments. This cultivar presented
24 chromosomes with length ranging from 1.77 to 2.63 pm. The karyotype was
symmetrical and two secondary constrictions were observed. The CMA3/DAPI
banding showed four CMA positive bands. The FISH technique allowed the
observation of one pair of sites of 5S rDNA and two pairs of 45S. The objective
of chapter Il was to evaluate the effects of colchicine (0.2% and 0.02%) on the
eggplant cell cycle and the efficiency of these concentrations in the polyploidy
induction. Innovatively, hydroxyurea was used as a cell cycle synchronizer, in
an attempt to increase the efficiency of polyploidization. The cell cycle
evaluation was conducted in root meristems with and without cell
synchronization and the analysis were performed by light microscopy and flow
cytometry. In vitro induction of polyploidy was performed on synchronized and
non-synchronized seeds and nodal segments. No significant differences were
detected in the mitotic index. Higher frequencies of c-metaphases, polyploid
metaphases and polyploid nuclei (2xG2) were observed after the exposure to
the higher treatment with colchicine (0.2%). The polyploidy induction protocols
tested were efficient, with the regeneration of polyploid plants after all colchicine
treatments. Of the 480 treated explants, 342 were successfully regenerated,
being 45 tetraploids and 90 mixoploids.

Key words: colchicine; chromosome doubling; eggplant; fluorescent in situ
hybridization; hydroxyurea.
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1 INTRODUCAO

1.1 A poliploidia

De acordo com a definicdo classica, organismos poliploides sdo aqueles que
apresentam trés ou mais conjuntos cromossomicos completos (MADLUNG, 2013;
STEBBINS, 1950). A poliploidia pode estar presente em células de um tecido
especifico, em partes de um organismo ou em organismos inteiros e é considerada
uma das caracteristicas mais importantes na evolucdo dos eucariotos (COMAI,
2005; OTTO e WHITTON, 2007; RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; SONG et al., 2012).

Os poliploides séo classificados de acordo com sua origem em auto ou
alopoliploides (STEBBINS, 1950). Os autopoliploides s&o produzidos pela
duplicacdo do numero cromossdmico de uma Unica espécie, resultando em dois ou
mais pares de cromossomos homologos (STEBBINS, 1971; SYBENGA, 1992). Ja
nos alopoliploides, ocorre hibridizacdo entre duas espécies distintas seguida da
duplicacdo cromossdmica (THOMAS, 1993) e, neste caso, 0 pareamento correto
pode acontecer apenas entre 0s cromossomos do mesmo genoma (STEBBINS,
1971; SYBENGA, 1992).

Em relacdo ao processo de formacdo, os poliploides podem ocorrer por
poliploidizacdo meidtica (sexual) ou mitética (somatica). A poliploidizagdo sexual
envolve a juncdo de dois gametas nao reduzidos, originando organismos com mais
de dois conjuntos cromoss6micos em um mesmo nucleo (RAMSEY e SCHEMSKE,
1998; SOLTIS, SOLTIS e TATE, 2003). Neste processo, a falha na reducao
gamética afeta a formacdo e a funcdo do fuso acromatico e a citocinese (COMAI,
2005; ACQUAAH, 2007). A poliploidizacdo mitética, por sua vez, ocorre devido a
falhas no curso normal da diviséo celular e, consequentemente, a célula duplica seu
material genético sem completar a divisdo, entrando em interfase com o dobro do
material genético (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998; OTTO e WHITTON, 2007).
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A poliploidia € considerada uma das alteragbes citogenéticas mais
importantes no processo de evolucido e especiacido vegetal (STEBBINS, 1950). E
uma das maiores forcas evolutivas em plantas superiores, uma vez que a duplicacéao
do genoma dentro de um Unico organismo se torna uma fonte de inovacao genética
e tem potencial para gerar especiacdo (HEGARTY et al., 2013). A frequéncia natural
de poliploides em angiospermas é extremamente elevada e é provavel que 100%
delas ja tenham sofrido pelo menos um evento de poliploidizacdo durante seu
processo evolutivo (GOLDBLATT, 1980; MASTERSON, 1994; CHIES et al., 2014;
CUI et al., 2006). A ocorréncia de poliploides em gimnospermas é bastante rara (WU
et al., 2016), sendo em torno de 5%, ao passo que cerca de 95% das pteridofitas
apresentam origem poliploide (SOLTIS e SOLTIS, 1989; AHUJA, 2005).

Organismos poliploidizados geralmente apresentam novos fendtipos que
podem contribuir para seu sucesso ha natureza ou para Seu uso na agricultura
(OSBORN et al., 2003). Geralmente, poliploides apresentam folhas e flores maiores,
hastes mais grossas, folhas mais verdes e maior tolerdncia ao estresse (KEHR
1996; KERMANI et al. 2003; SHAO et al., 2003). Alguns passam a apresentar a
capacidade de produzir maior quantidade de determinado produto génico ou até
mesmo de sintetizar uma nova substancia (MAYO et al, 1970). Um conhecido efeito
da poliploidia é o efeito “giga”, caracterizado pelo aumento do tamanho dos érgaos
dos vegetais em consequéncia do aumento do volume nuclear. Nestes casos, 0
ndcleo aumenta para que seja possivel acomodar o namero de cromossomos
duplicados e, como consequéncia, a planta poliploide tende a ser maior que seu
correspondente diploide (CAVALIER-SMITH, 1985).

As causas dessas alteracfes ainda ndo sao bem entendidas, mas sabe-se
gue podem envolver variacdes na expressao génica regulada pela dose e rapidas
mudancas genéticas e/ou epigenéticas (OSBORN et al., 2003). A duplicacdo génica
€ uma consequéncia da duplicacdo gendmica induzida pela poliploidia e traz consigo
consequéncias evolutivas, como genes com funcdes diferentes, silenciamento de
uma ou duas das coépias duplicadas, retencéo da funcao original ou semelhante, ou
ainda a interacéo entre genes duplicados, onde ocorre o efeito de dose (ADAMS e
WENDEL, 2005).
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Estudos mostram que a duplicacdo cromossdmica pode também aumentar as
taxas de apomixia, um efeito interessante que permite restaurar a fertilidade de
hibridos e ainda manter o vigor, uma vez que a apomixia permite perpetuar
caracteres favoraveis que se encontram na planta materna (NASSAR, 2006).
Segundo Chen (2007), organismos poliploides podem sobreviver melhor do que
seus progenitores diploides quando em ambientes adversos (frio, altas latitudes,
altitudes elevadas, seca, etc.), pois a condicdo de poliploidia permite uma melhor

adaptacao a novos nichos (CHEN, 2007).

1.2 A poliploidia e 0o melhoramento de plantas

A poliploidia é interessante do ponto de vista do melhoramento genético
porque produz novos fendtipos desejaveis ou fornece suporte para cruzamentos
entre plantas. Organismos poliploides sdo ainda fontes valiosas de genes que
conferem resisténcia a doencas e pragas, tolerancia ao estresse e variacao genética
(PLAISTED e HOOPES, 1989). Muitas espécies cultivadas sédo poliploides, como
alfafa (Medicago sativa), algoddo (Gossypium hirsutum), batata (Solanum
tuberosum), batata doce (Ipomoea batatas), café (Coffea arabica), cana-de-ac¢ucar
(Saccharum officinarum), fumo (Nicotiana tabacum), morango (Fragraria ananassa),
trigo (Triticum aestivum), soja (Glycine max), canola (Brassica napus), aveia (Avena
sativa), entre outras (CHEN, 2010; GOTTLIEB, 2003).

A poliploidia natural ndo esta presente em todas as especies de interesse
econdmico e agronémico e, por isso, a indugdo de poliploides sintéticos vem sendo
cada vez mais empregada para a manipulacdo do genoma vegetal (DHOOGHE et
al., 2011). Varias aplicacOes desta técnica sao descritas, como a quebra de barreiras
sexuais e a restauracdo da fertilidade de hibridos (ISSHIKI e TAURA, 2003), a
producéo de plantas dihaploides, triploides e tetraploides (TOMICZAK et al., 2015), o
desenvolvimento de varia¢des fenotipicas vantajosas, como o aumento do tamanho
de frutos, folhas e caules (DO AMARAL et al., 2015), a diversificacdo de
caracteristicas ornamentais (KAZI et al.,, 2015), o desenvolvimento de novas
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variedades (WEILER et al, 2015), a inducéo de apomixia (RESENDE et al., 2014), o
aumento da biomassa em espécies de interesse econbmico ou medicinal
(SERAPIGLIA et al.,, 2015), entre outros (NONAKA et al., 2011, RAMSEY e
SCHEMSKE 1998).

Tetraploides induzidos em lirio apresentaram caules mais espessos (VAN
TUYL e VAN HOLSTEIJIN, 1996); em Platanus, a poliploidizacado resultou em
plantas com um habito de crescimento mais compacto (LIU; LI; BAO; 2007), a
duplicacdo do numero de cromossomos reduziu a quantidade de sementes em
Chaenomeles japbnica, mas aumentou a producéo de frutos (STANYS et al., 2006);
em Zizyphus jujube, uma importante arvore frutifera da Asia, a tetraploidizac&o
resultou em caules mais espessos, folhas suculentas e arredondadas, grandes flores
e atraso do tempo de florescimento de trés a quatro dias (GU et al., 2005); em uva
(Vitis spp.), a poliploidia resultou em plantas com frutos maiores (NOTSUKA et al.,
2000).

Em adicdo as mudancas morfologicas e anatbémicas, os poliploides podem
também exibir mudancas fisiologicas como a resisténcia a doencas e tolerancia a
seca, caracteristicas de grande interesse para 0 sucesso comercial de plantas
cultivadas (XIONG et al., 2006). Em Lonicera japonica, Prumus salicina e Betula
papyrifera, por exemplo, os poliploides apresentam alta tolerancia ao estresse
hidrico (LI et al., 2009). Outros exemplos podem ser encontrados em Lolium perene
e Lolium multiflorum (resisténcia a doencas, alta palatabilidade, aumento de
carboidratos ndo estruturais, diminuicdo na producdo de fibras e maior
digestibilidade) (DEWEY, 1980) e em Dioscorea (tolerancia a altas temperaturas)
(ZHANG et al., 2010).

Em espécies medicinais a poliploidia pode representar um ganho devido ao
aumento de biomassa e do contetdo de compostos com acao medicinal (GAO et al.,
1996). Em Datura stramonium, por exemplo, Berkov e Philipov (2002) relataram um
aumento no conteudo de alcaloides nas raizes e folhas (BERKOV e PHILIPOV,
2002). Ao induzir poliploidia em Pfaffia glomerata, conhecida como ginseng

brasileiro, Gomes et al. (2014) observaram um aumento de 50% na produgao de B-
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ecdisona, a substancia responsavel pelas propriedades terapéuticas da espécie
(GOMES et al., 2014).

A duplicagdo cromossémica também pode ser utilizada para quebrar as
barreiras sexuais entre espécies relativamente proximas. Van Laere (2008) duplicou
0 numero cromossémico de Buddleja globosa (2n=2x=38) para permitir a hibridacao
interespecifica com Buddleja davidii (2n=4x=76) (VAN LAERE, 2008). Exemplos de
restauracdo da fertiidade de hibridos interespecificos com a duplicacédo
cromossdmica também s&o encontrados na literatura (DUNN e LINDSTROM, 2007;
CAMPOS et al., 2009). A obtencdo de plantas tetraploides também pode ser um
passo importante na obtencdo de cultivares triploides resultantes do cruzamento
entre um material diploide com um tetraploide, como descrito em Musa (BAKRY et
al., 2007), Weigela (ARENE et al., 2007) e Hibiscus (VAN LAERE et al., 2006).

1.3 Aiinducdao de poliploidia artificial e seus desafios

Embora constitua uma estratégia importante, a duplicacdo cromossémica
induzida em plantas ainda esta associada a um processo com baixa eficiéncia e um
alto percentual de producdo de plantas mixoploides e aneuploides (DHOOGHE et
al., 2011). Essa ineficiéncia sustenta-se pela caréncia na literatura de trabalhos que
tenham como objetivo entender o processo de duplicacdo, abordando aspectos
bésicos do efeito dos antimitoticos sobre as células, o conhecimento de
caracteristicas do ciclo celular das plantas, entre outros. De modo geral, os trabalhos
procuram apenas a producdo de plantas com o0 numero de cromossomos
duplicados, o que geralmente é alcancado com o tratamento de um numero grande
de plantas com os antimitoticos. Entretanto, a grande maioria dos estudos ja
realizados ndo se preocupa em contribuir para o entendimento basico do processo e

possivelmente cooperar para o aumento da eficiéncia do mesmo.

A importancia desta abordagem pode ser demonstrada por uma das acdes da
Organizagdo Innocentive, que possui como objetivo incentivar a inovagado e a

solucdo de problemas relacionados a Ciéncia. (http://www.innocentive.com).
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Contando com parceiros como governos e empresas como a Eli Lilly, Life
Technologies, NASA, nature.com, Popular Science, Procter & Gamble, Roche e
Rockefeller Foundation, a Innocentive lanca desafios nas mais diversas areas do
conhecimento. O desafio lancado em 2009, por exemplo, teve como objetivo a
premiacdo de trabalhos sobre o desenvolvimento de um protocolo eficiente de
duplicacdo cromossdmica em plantas (Figura 1). Mesmo apds oito anos desta
iniciativa ainda estamos a procura de um protocolo eficiente, evidenciando a

importancia e a necessidade deste tipo de abordagem em plantas.
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Figura 1 - Desafio em parceria com a Nature, lancado em 2009 pela Organiza¢édo Innocentive para
premiacdo de projetos que tivessem como objetivo o desenvolvimento de um protocolo eficiente de
duplicacdo cromossémica em plantas. Disponivel em http://www.innocentive.com

A inducdo de poliploides sintéticos pode ser feita com o uso de agentes
fisicos como temperatura e pressao ou de antimitéticos, que sao agentes quimicos
qgue interferem na formacéo do fuso mitético durante a divisdo celular (DERMEN,
1938; HANTZSCHE e WEBER, 2010). Os antimitdticos sd0 0s mais comumente
empregados e agem através da desestabilizacdo ou da estabilizagdo dos
microtUbulos. A interrupcdo do processo de montagem ou desmontagem dessas
estruturas impede a segregacdo cromossdmica durante a divisdo, levando a
duplicacdo do numero de cromossomos (PANSUKSAN et al., 2014; MCNULTY et
al., 2015).

Dentre os antimitoticos mais conhecidos estdo a colchicina, colcemide,
vinblastina, acenafteno, orizalina e trifluralina. Destes, a colchicina € um dos mais

empregados em estudos de duplicagdo cromossémica (DHOOGHE et al., 2011). A
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colchicina € um alcaloide extraido de sementes e bulbos de Colchicum autumnale
gue apresenta a grande vantagem de ndo perder sua capacidade poliploidizante
apos o processo de autoclavagem (ZHANG; ZHANG; DENG; 2007).

Segundo Hegarty et al. (2013), os primeiros poliploides artificiais foram
produzidos acidentalmente em 1916 por Winkler em espécies de Solanum. Em
1939, Blakeslee relatou sucesso na inducdo de poliploides em 48 diferentes
espécies utilizando a colchicina (BLAKESLEE, 1939). Poliploides de beterraba,
acucar, azevém e trevo vermelho também foram induzidos apés o tratamento com
colchicina nos anos seguintes (DEWEY, 1980). Em 1966, Murashige e Nakano
obtiveram poliploides de tabaco in vitro pela primeira vez. Os resultados desse
estudo demonstraram o grande potencial da propagacdo in vitro para o0s
experimentos de poliploidia, uma vez que a cultura de tecidos oferece condi¢des
mais controladas e padronizadas do que as casas de vegetacdo. Desde entdo, a
induc&o de poliploides in vitro vem se tornando cada vez mais difundida (ZHANG et
al., 2016; TOKUMOTO et al., 2016; HEO et al.,, 2016; HANNWEG; STEYN;
BERTLING, 2016; SOONTHORNKALUMP et al., 2017 KHARDE et al., 2017).

Inimeros trabalhos relatam a utilizacdo da colchicina em experimentos de
duplicacdo, abrangendo espécies de importancia alimenticia como frutas e vegetais,
cultivares agricolas e forrageiras, espécies ornamentais e de aplicacdo medicinal
(DHOOGHE et al., 2011). Essas espécies estéo distribuidas entre os mais variados
géneros, como Citrus (ZHANG; ZHANG; DENG; 2007; WU e MOONEY, 2002;
ALEZA et al.,, 2009; DUTT et al.,, 2010), Musa (GANGA e CHEZHIYAN., 2002;
HAMILL et al., 1992; VANDUREN et al., 1996), Vitis (NOTSUKA et al., 2000; YANG
et al., 2006), Allium (SONG et al., 1997), Solanum (GREPLOVA; POLZEROVA,
DOMKAROVA, 2009), Paspalum (QUESENBERRY et al., 2010) Pennisetum
(CAMPOS et al., 2009), Pfaffia (GOMES et al., 2014), Rosa (KERMANI et al., 2003;
KHOSRAVI et al., 2008; ALLUM et al., 2007) Cattleya (DE MELLO e SILVA et al.,
2000) e Lilium (TAKAMURA et al., 2002).

Embora seja uma técnica bem estabelecida para espécies vegetais, a inducao
de poliploides in vitro € um processo complexo, altamente laborioso e, na grande

maioria dos casos, apresenta baixas taxas de sucesso. ISso porque 0S mecanismos
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gue envolvem a duplicacdo cromossomica ndo foram completamente elucidados e
ainda ha& muito a ser investigado. Muitas varidveis estdo envolvidas nos
experimentos de inducdo, como a escolha do agente e da concentracdo a ser
empregada, do tipo de explante, do método de aplicacdo e dos periodos de
exposicao (DHOOGHE et al., 2011).

Diferentes explantes podem ser utilizados na duplicagdo in vitro, como
sementes, segmentos nodais e intermodais, gemas apicais, protoplastos, primordios
de brotos, calos, discos foliares e caulinares, cotilédones, raizes, epicétilos e
hipocotilos (MAGIOLI e MANSUR, 2005). Segundo Petersen et al. (2003), o tipo de
explante utilizado ira afetar a eficiéncia do processo e, por isso, a sua escolha é um
passo crucial no desenvolvimento de protocolos (KERMANI et al., 2003). Outro
parametro importante a ser avaliado é o gendtipo da planta a ser induzida, pois
genadtipos variados podem apresentar diferentes respostas a um mesmo agente
indutor (STANYS et al., 2006). Muitos trabalhos mostram que 0 sucesso na indugao
esta intimamente ligado a relagédo entre a concentracdo do antimitotico e os periodos
de exposicdo e que a determinacdo desta relacdo € um dos maiores desafios
enfrentados em estudos de poliploidia. A concentracédo ideal e o tempo de exposi¢ao
variam até mesmo entre espécies de uma mesma familia (CHUNG et al., 2014; KAZI
et al., 2015).

O solvente no qual o antimitético é diluido também pode influenciar nas taxas
de sucesso. A diluicio em DMSO € bastante comum, por aumentar a
permeabilidade dos tecidos, permitindo uma maior absor¢do do agente quimico
(AWOLEYE et al., 1994; GREPLOVA; POLZEROVA; DOMKAROVA, 2009;
SUBRAHMANYAM e KASHA 1975). No entanto, estudos mostram que o DMSO
pode levar a morte celular (HAMILL et al., 1992). No caso da colchicina, a diluicdo
geralmente é feita em meio de cultura liquido, agua (DHOOGHE et al., 2009;
HAMILL et al., 1992; PETERSEN et al., 2003; ROSE et al.,, 2000) ou etanol
(GREPLOVA; POLZEROVA; DOMKAROVA, 2009).

Segundo Vajrabhaya (1983), a diluicdo da droga diretamente no meio de
cultura pode aumentar consideravelmente a eficiéncia do processo para algumas

espécies. Em um estudo com o género Dendrobium, por exemplo, Vajrabhaya
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(1983) afirma que a taxa de duplicagdo cromossomica aumentou de 63 para 72%
quando o antimitotico foi diluido diretamente no meio. Uma possivel explicacdo para
essa diferenca € que o meio aumenta a disponibilidade de nutrientes e o efeito do

antimitético € intensificado, pois em nenhum momento ird faltar energia para a

migracdo dos cromossomos durante a divisao celular (VAJRABHAYA, 1983).

A avaliacdo da eficiencia do processo de duplicacdo é realizada apds o
periodo de regeneracdo dos explantes. Essa andlise pode ser feita por citometria de
fluxo e contagem cromossémica ou pela avaliagdo de parametros morfolégicos e
anatbmicos (ZLESAK et al., 2005; DOLEZEL et al., 2007). A contagem de
cromossomos € considerada a técnica com resultado mais concreto, uma vez que
fornece o nimero cromossémico exato apds a inducdo (KIHARA, 1951; GUERRA,
1983; DOLEZEL et al., 2007). No entanto, € uma metodologia que requer
conhecimento do pesquisador acerca da morfologia e caracterizacdo cromossémica,
além de ser uma analise demorada e trabalhosa, principalmente considerando que

estudos de poliploidia envolvem a manipula¢do de um grande nimero de plantas.

De acordo com revisao realizada por Dhooghe et al. (2011), a citometria de
fluxo é a técnica mais empregada para confirmar a poliploidia. A citometria
apresenta algumas vantagens em relacdo a contagem convencional de
Cromossomos, como o preparo rapido das amostras e a possibilidade de analisar um
elevado numero de ndcleos/células em poucos minutos. Além disso, a técnica
demanda o uso de pouco material vegetal, conservando assim a integridade da
planta potencialmente poliploide. Outra vantagem € a possibilidade de avaliar
tecidos em estagios bem iniciais do desenvolvimento, uma vez que ndo é necessario
esperar a emissdo de raizes ou a aclimatizacdo das plantas para a analise
(VAINOLA, 2000).

Aspectos morfolégicos e anatdbmicos como tamanho do grdo de polen,
guantidade de cloroplastos, tamanho e densidade de estbmatos também podem ser
empregados para a avaliacdo dos niveis de ploidia, mas nem sempre fornecem
resultados precisos (SOUZA, 2000). Estes aspectos devem entdo ser utilizados
como uma forma de selecdo primaria de poliploides, seguida da confirmacdo por

citometria de fluxo e/ou contagem de cromossomos (DHOOGHE et al.,, 2011).
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Sempre que possivel, o maior nidmero de métodos de deteccdo deve ser
empregado, dando mais confiabilidade aos resultados.

Uma breve revisdo de literatura € mostrada na Tabela 1, com o objetivo de
ilustrar como todos estes parametros podem variar entre os trabalhos de inducéo de
poliploidia com diferentes espécies. A tabela mostra dados metodolégicos de 50
artigos, com datas de publicacdo variando entre os anos de 1972 a 2017. Destes, 46
trabalhos (92%) utilizaram a colchicina como agente antimitotico, sendo que 37
testaram apenas a colchicina (74%), 7 testaram colchicina e orizalina (14%), outros
5 testaram colchinha/orizalina e outros agentes (10%) e 2 testaram apenas a

orizalina (4%).

Ainda gue o uso predominante da colchicina esteja claro, é possivel observar
uma grande variagdo tanto nas concentracdes empregadas (0,005% a 1%) quanto
nos periodos de exposicao (15 min a 30 dias). De todas as concentracfes testadas,
a mais frequente foi 0,1%, seguida de 0,05%, 0,01%, 0,2%, 0,3% e 0,5%,
respectivamente. Em relacdo aos tempos de exposicdo, a maioria dos trabalhos

investigou os efeitos da colchicina apos 24 e 48h de exposicdo (Tabela 1).

A inducdo de mixoploides mostrou-se frequente em 24 (48%) dos 50
trabalhos que empregaram colchicina, confirmando que a mixoploidia € um evento
comum em estudos de duplicacdo. Observa-se também grande variacao na escolha
dos explantes, sendo que a maioria dos trabalhos utilizou sementes como fonte de
material para inducdo. Plantulas, calos, flores, segmentos nodais, meristemas e
brotos também foram utilizados. Em 34,28% dos trabalhos, a colchicina foi diluida
em agua destilada, sendo a diluicdo em meio de cultura o segundo método mais
frequente (24%). A citometria de fluxo foi 0 método empregado para a detecgédo de
poliploides na maioria dos trabalhos (70%), e foi utilizada sozinha ou em conjunto

com analises citogenéticas e morfologicas (Tabela 1).



Tabela 1. Variagdes na metodologia de indugdo de poliploidia em plantas.

“ o

= dados nao informados no artigo.
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Espécie Explante Antimitético Concentracgdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccéo de
diluicdo do ploidia
antimitotico
Morfologia,

Solanum Sementes Colchicina 0,05%, 0,1%, 0,2%, Até a * 0,2% e 0,4% Sim andlise do pélen Medina et al.,
melongena 0,4% e 0,6% germinacgao (apenas e contagem de 1972.
(berinjela) mixoploides) Cromossomos.

Acacia mearnsii Sementes Colchicina 0,01%; 0,03%; 0,05%; 6, 12,24 e 48h Agua 0,01% - 6h Nao Quantidade de Beck, Dunlop e
0,07%; 0,1% destilada estdmatos e Fossey 2003.
tamanho de
células-guarda.
Solanum Meristemas Orizalina 2.88,14.4 ¢ 6 e 24h DMSO 28,8 uM — 24h Sim Citometria de Chauvin et al.,
apicais 28.8 uyM fluxo e 2003.
caracteres
morfogenéticos.
Orizalina Meio liquido: Hidroxido de
30 min e 1h potassio + Jakse, Havey e
Allium cepa Embrides 2.5,5,7.5, 10, 25,50 e agua APM 50 pM — 2 Sim Citometria de Bohanec, 2003.
75 pM, destilada dias. fluxo.
APM Meio sdélido: 1, Metanol +
2 e 3 dias agua
destilada
Solanum spp. Meristemas Colchicina 12 yM e 25 pM 24 e 48h Agua Orizalina 28uM — Sim Citometria de Barandalla et
(batata) apicais destilada 24h fluxo e al., 2006.
+ caracteres
DMSO morfogenéticos.
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Espécie Explante Antimitético Concentracdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccéo de
diluicdo do ploidia
antimitético
Platanus Sementes e Colchicina 0.1, 0.2, 24h Agua 0,4% - 24h (em Sim Triagem pelo Liu, Li e Bao,
acerifolia meristemas 0.3,0.4e 0.5% destilada sementes) tamanho dos 2007.
(platano) apicais estdmatos,
seguida de
citometria de
fluxo.
Colophospermu Sementes Colchicina 0.05, 0.1 e1.0% 24, 48 e 96h Agua 0,1% - 48h Sim Citometria de Rubuluza et al.,
m mopane destilada fluxo. 2007.
Pennisetum spp. Plantulas, Colchicina 0,05% e 0,1% 6, 12, 15 e 24h Agua 0,1% - 24h (em Sim Contagem de Barbosa et al.,
meristemas destilada plantulas) Cromossomos e 2007.
e segmentos viabilidade
nodais. polinica.
Lavandula Sementes Colchicina 0, 3,6, 7,8, 15,6, 31,3, 7 dias w w Sim Citometria de Urwin; Horsnel;
angustifélia 62,5, 125, 500 e 1000 fluxo. Moon, 2007.
mg -1
Citrus sinensis Calos Colchicina 1000 mg I1. 0,2,4,6,e DMSO 1000 mgll-4e Nao Citometria de Zhang, Zhang e
10 dias 6 dias. fluxo. Deng, 2007.
Phlox subulata Meristemas Colchicina 0.005, 0.01, 0.02 e 10,20 e 30 * 0.005% - 20 dias Sim Contagem de Zhang
0.04% dias Cromossomos e et al., 2008.
andlise
morfoldgica.
Orizalina
Rosa spp. Segmentos 0,3,6,12e 24 uM 12, 24 e 48h. DMSO APM — 48h Sim Citometria de Khosravi et al.,
nodais. Trifluralina fluxo. 2008.

AMP
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Espécie Explante Antimitético Concentracdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccdo de
diluicdo do ploidia
antimitotico
Contagem de
Pennisetum spp. Plantulas Colchicina 0,1% 24h Agua * Sim Cromossomaos, Campos et al.,
destilada andlise 20009.
estomatica e
citometria de
fluxo.
Miscanthus Calos Colchicina 313, 626, 2,4 e 7dias Meio liquido 15 uM orizalina — Sim Citometria de Yu et al, 2009.
X e 939 uM 2 dias fluxo e analise
giganteus morfoldgica.
Solanum
lycopersicum L. Raizes Colchicina 5 6.5e8mM 96 e 120h Meio de 8mM — 96h Sim Citometria de Praca et al.,
(tomate) cultura fluxo e analise 2009.
citogenética.
Colchicina 0.5;2.0;3.5e5mM Etanol + Orizalina 25 e 30 Greplova,
Solanum spp. Segmentos 8, 24 e 48h agua UM (tempo ideal Sim Citometria de Polzerova e
nodais destilada nao foi fluxo. Domkarova,
estabelecido) 2009.
Orizalina 15; 20; 25; 30 uM DMSO
Citometria de
Paulownia Calos Colchicina 0.01,0.05e 24,48 e 72h Meio liquido 0,05 —48h Nao fluxo, andlise de Tang et al.,
tomentosa embrionarios 0.1% estbmatos e 2010.
analise
cromossdmica.
Citometria de
Citrus reticulata Suspencao Colchicina 1gL? 4 e 8 dias DMSO + 1 gL' 4 dias Nao fluxo e Dutt et al., 2010.
de células agua contagem de
destilada Cromossomos.
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Espécie Explante Antimitético Concentracdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccéo de
diluicdo do ploidia
antimitotico
Miscanthus Brotos Colchicina 156.5, 313, 626 e 1252 6, 18 e 24h Agua 313 uM —18h Nao Citometria de Gtowaca,
sinensis e UM destilada fluxo, estbmatos Jezowski e
M. x giganteus. e pélen. Kaczmarek,
2010.
Paspalum Colchicina 313,626 Agua
Notatum Calos 900 pM destilada
(grama-batatais) 48h Orizalina 20 pM Nao Citometria de Quesenberry et
Orizalina fluxo e al., 2010.
contagem de
Trifluralina 5,10 e 20 pM DMSO Cromossomos.
Tratamentos Colchicina (1,25mM),
fisicos e griseofluvina (80uM), Agua
antimitéticos ~ APM (40uM), orizalina destilada:
(colchicina, 20uM), pronamida (colchicina e
Zea mays Sementes griseofluvina (10pM), trifluralina 8h cafeina) APM, pronamida N&o Contagem de Hantzschel e
, APM, (40pM) e cafeina e orizalina Cromossomos Weber, 2010.
orizalina, (5mM). DMSO: e citometria de
pronamida, griseofluvina fluxo.
trifluralina e , APM,
cafeina) e a orizalina,
combinacao pronamida,
de métodos trifluralina
fisicos e
guimicos
Citometria de
Dendranthema Segmentos Colchicina 500mgL-1 48h * * Nao fluxo, analise Liu et al., 2011.
nankingense nodais

morfoldgica e
contagem de

Cromossomos.
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Espécie Explante Antimitético Concentracdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccéo de
diluicdo do ploidia
antimitotico
Colchicina 100, 500 e 1000 mg I-1
Lychnis spp. Segmentos 10, 24h DMSO Orizalina 10 Sim Citometria de Nonaka et al.,
nodais mg -1 fluxo e andlise 2011.
Orizalina 20 e 50 mg I-1 morfoldgica.
APM 1,5e 10 mg I-1
Brotos 0.1,0.2
axilares Colchicina e 0.4%
Agua
Sementes 0.05, 0.1, 0.2, destilada +
Hylocereus spp. 0.3e0.4% 24 e 48h 0,1% Triton  Colchicina 0,3% - Sim Contagem de Tel-Zur et al,
X-100 48h (em Cromossomos e 2011.
Brotos 0.001, 0.05 sementes). citometria de
axilares e 0.01% fluxo.
Orizalina Agua
Sementes 0.0001, 0.001, 0.005, destilada
0.01 e 0.05%
Actinidia Brotos Colchicina 0,05e0,1% 4h * 0,05% — 4h Sim Citometria de Wu, Ferguson e
chinensis fluxo. Murray, 2011
(Kiwi)
Colchicina 1,25,25,3,75e5 24 e 48h
Musa Apices mmol L-1 Meio liquido Colchicina 1,25 e Nao Caracteres Costa et al.,
acuminata caulinares 3,75 mmol L-1 morfofisiolégicos 2011.
(banana) Orizalina 15, 22,5 e 30 ymol L-1 3 e 7dias
Tamanho dos
Torenia Folhas Colchicina 5,10, 15 e 20 mol mol- 1,2 e 3 dias Agua 15 pymol mol-1 - 2 Né&o estbmatos e Jiranapapan et
1 destilada dias contagem de al., 2011.

cromossomos.
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Espécie Explante Antimitético Concentracdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccdo de
diluicdo do ploidia
antimitotico
Imerséo: 0,05% 2h 30 min
Sementes Contagem de El-Naby et al.,
Trifolium Colchicina * Colchicina 0,1% Nao Cromossomos e 2012.
alexandrinum Aplicagdo no (em plantulas). caracterizacao
meristema apical: 0.1, 3x com morfoldgica.
Plantulas 0.2e0.3% intervalo de 3h
Clivia miniata Embries Colchicina 0.00, 0.01, 0.03 e 10,20 e 30 Meio MS 0,03% - 20 dias Sim Caracteres Wang e Lei,
0.05% dias morfogenéticos. 2012.
Drosera Folhas Orizalina 20, 40, 60 e 80 uM 12, 24 e 48h * 20 UM - 48 h, Nao Citometria de Zahumenicka et
capensis 60 uM-24 h e 80 fluxo. al., 2013.
UM -12 h
Meio sélido: 0,01 %, 2,6 e 13 dias
0,02 % e 0,03 % Nao Citometria de Yang et al.,
Panicum Calos Colchicina Etanol 0,04% - 13 dias fluxo e 2014.
virgatum Meio liquido: 0,02 %, 2,4,6,e13 caracteres
0,04 %, e 0,06 % dias morfogenéticos.
Brassica Sementes e Colchicina 0.3,0.4, 0.5, € 0.6% 12, 24 e 36h Agua 0,6% - 12h (em Sim Analise Kumar e
campestris plantulas destilada plantulas) estomatica e Dwivedi, 2014.
contagem de
Cromossomos.
Andlise do
Echium Sementes Colchicina 0,0.25,05,0.75e 1% 6,12,24,36¢e & 1% - 48h Nao cariotipo, Azoush,
amoenum 48h analise Kazemitaba, e
estomatica e Heidari, 2014.
marcadores
ISSR.
- Andlise de
Citrus Sementes Colchicina .01%, 0.05%, 0.1% e 12, 24 e 48h 0,2% por 24h Né&o estbmatos e Elyazid e
reticulata .0,2% avaliacao Shereif, 2014.

citogenética.
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Espécie Explante Antimitético Concentracdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccéo de
diluicdo do ploidia
antimitotico
0,1% 15, 30, 45 e 60
min Citometria de
Eriobotrya Plantulas Colchicina Agua 0.5 % - 24h (em Nao fluxo, contagem Blasco et al.,
japonica 0.01e0.05% 24h, 48 e 72h destilada sementes) de 2015.
Cromossomos e
0.1,0.3e0.5% 24 e 48h caracterizacado
morfoldgica.

Pfaffia Segmentos Colchicinae 10, 15, 20, 25,e 30 yM 1 a 2 semanas Meio MS Colchicina 15-30 Sim Citometria de Gomes et al.,
glomerata nodais orizalina UM (1 semana) fluxo 2014
Calanthe Sementes Colchicina 0,05 0,1 % (colchicina) 3 e 7dias - 0.003% de Sim Citometria de Chung et al.,

discolor e e 0,0003% (orizalina) (colchicina) 1, orizalina por 1 e 2 fluxo 2014
X orizalina 2,4 e 7 dias dias
Calanthe (orizalina)
sieboldii
Hebe ‘Oratia Segmentos Colchicina e 500 e 1000 pM 48h, com DMSO 289 uM de Sim Citometria de Gallone; Hunter;
Beauty’: nodais orizalina (colchicine) e 11.5, 58 agitacdo orizalina fluxo Douglas, 2014.
e 289 pM (orizalina)
Mitracarpus Meristemas Colchicina 0,01,0,1e 1% 24h - 0,1% Nao Citometria de Pansuksan et
hirtus apicais fluxo e al., 2014.
contagem
cromossdmica.
Cannabis sativa Brotos Colchicina 0,0.1,e0.2% 24 e 48h - 0,2 e 0,1%, por Sim Citometria de Bagheri e

24h

fluxo

Mansouri, 2015.
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Espécie Explante Antimitético Concentracdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccéo de
diluicdo do ploidia
antimitotico
Thymus Segmentos Colchicina 0, 0.05,0.1,0.3 12 a 48h DMSO 0,3% por 12h Sim Citometria de Tavan; Mirjalili;
persicus nodais e05% fluxo e Karimzadeh,
contagem 2015.
cromossodmica.
Phalaenopsis Flores Colchicina 0, 50, 500, 1000, e 3 e 4dias - 500 mg.L'l, por 5 N&o Avaliacdo Azmi et al.,
amabilis 2000 mg.L™* dias morfolégica. 2016.
Dioscorea Segmentos Colchicina 0.1,0.2e 0.3% 8h Agua 0,1% Nao Citometria de Babil et al.,
rotundata e nodais destilada fluxo e andlise 2016.
Dioscorea de estdmatos
cayenensis
Lilium leichtlinii Bulbos Colchicina 0,05, 0,1 e 0,2% 1,6 e%h - 0,2% por 9h N&o Citometria de Heo et al., 2016.
fluxo e
contagem
cromossomica.
Siphonochilus Segmentos Colchicina 0,01, 0,10,1,0e10g.L™ Overnight e 3 - 1 g.L™ por 3 dias Sim Citometria de Hannweg;
aethiopicus nodais dias fluxo. Steyn;
Bertling, 2016.
Kaempferia Raizes Colchicina 0,2% 4 dias - 0,2% por 4 dias Sim Citometria de Soonthornkalum
rotunda fluxo e andlise p etal., 2017.
de estdbmatos.
Bacopa Folhas Colchicina 0.1% e 0.2% 1,2,3,4e5h DMSO 0,1% por 5h Né&o Avaliacdo Kharde et al.,
monnieri morfoldgica. 2017.
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Espécie Explante Antimitético Concentracdes Periodos de Solvente Tratamento mais  Deteccédo de Método de Referéncia
avaliadas exposicao para eficiente mixoploides deteccéo de
diluicdo do ploidia
antimitotico
Tagetes erecta Sementes Colchicina 0,05%, 0,1%, 0,2% e 3h, 6h e 9h - 0,05% por 3-6h Sim Andlises He et al., 2017.
0,4% morfoldgicas e
citometria de
fluxo.
Fagopyrum Meristema Colchicina 0,25% 48h, 72h e 96h - 0,25% por 72h N&o Andlises Wang et al.,
tataricum apical morfologicas e 2017.
contagem de
Cromossomos.
Petunia hybrida Folhas Colchicina 0,2g.L7" 15 e 30 dias Meio de 0,29.L7%, por 15 N&o Caracterizagdo  Regalado et al.,
cultura dias morfolégica e 2017.

citometria de
fluxo.
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Os dados obtidos através da revisdo de literatura mostrada na Tabela 1
reforcam as dificuldades enfrentadas no desenvolvimento de protocolos de indugéo
de poliploidia. No entanto, algumas consideracdes se repetem em varios trabalhos e
podem auxiliar durante o processo. Assim, antes de se iniciar a inducao artificial de
poliploidia em uma espécie as seguintes questdes devem ser consideradas: a)
diferentes explantes geralmente requerem diferentes metodologias de inducéo; b)
diferentes agentes antimitéticos levam a diferentes taxas de sucesso; ¢) ha uma
forte relacédo entre concentracdo e periodo de exposicdo; d) doses e/ou periodos de
exposicao muito baixos podem gerar plantas mixoploides, enquanto doses muito
altas levam a reduplicacdo ou a morte celular; €) o genétipo da planta influéncia nas
taxas de sucesso e f) a combinacdo do maior numero de métodos de confirmacao
possiveis € a melhor estratégia para comprovar a poliploidia e excluir a possibilidade
de mixoploida (DHOOGHE et al., 2011).

1.4 Solanum melongena Linn (berinjela) como modelo para o estudo da

poliploidia

Solanum melongena (berinjela) € uma espécie diploide (2n=2x=24),
preferencialmente autbgama, auto compativel e hermafrodita (SEKARA et al., 2007),
com temperatura 6tima para crescimento e producéo de frutos variando entre 25 e
35°C (GEORGE, 2004). A espécie teve como centros de origem o Oriente e a Asia
(GLEDDIE et al., 1986) e nos dias atuais € cultivada em diversas partes do mundo,
principalmente em regifes tropicais e temperadas (FILGUEIRA, 2012). A berinjela é
uma das principais culturas da familia Solanaceae e é considerada o quarto vegetal
mais consumido em todo o mundo, ficando atras apenas da batata, da pimenta e do
tomate (COLLONNIER et al., 2001).

7

No Brasil, a berinjela foi introduzida pelos portugueses no século XVI e é
cultivada principalmente nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (RIBEIRO,
1998). E uma espécie que apresenta grande importancia econdmica, gracas a seu

fruto altamente nutritivo, fonte de proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais (RAY
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et al.,, 2011). Dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) mostram que s6 em 2013 foram produzidas mais de 49 milhdes de
toneladas de berinjela em todo o mundo, sendo a Asia e a Africa os principais

centros de producéo (Tabela 2).

Tabela 2. Producdo de Solanum melongena (berinjela) pelo Mundo. Fonte: FAO, 2013.

Regido Area colhid,a Rendimento (Kg/ha) Producéo (t)
Mundo 186735(§h4(:2 26464.347 49418212.00
Asia 1739507.00 26797.704 46614794.00
Africa 1739507.00 21361.139 1696523.00
Europa 36350.10 233103.35 847333.00
América do Norte 2034.00 33325.467 67784.00
América Central 2046.00 66631.476 136328.00
América do Sul 2377.86 9639.760 22922.00
Oceania 670.00 6016.418 4031.00

Na medicina popular, o consumo do fruto da berinjela é indicado para o
tratamento de diversas doencas como diabetes, bronquite e disuria e pode ser
empregado ainda no combate a altos niveis de colesterol (JORGE et al., 1998;
KASHYAP et al, 2003; ALIM et al., 2015). Segundo Antonini et al. (2002), o consumo
desta hortalica aumentou significativamente apO6s a atribuicdo de propriedades
fitoterdpicas a espécie, principalmente em relacdo ao combate a
hipercolesterolemia. A berinjela contém fendis com atividade antioxidante e anti-
inflamatoria que evitam a aglomeracéo de plaquetas no sangue e combatem a acgéao
de radicais livres. O mecanismo de acdo dos principios ativos presentes no fruto
ainda nao foram totalmente elucidados, mas muitos pesquisadores afirmam que seu
consumo auxilia o processo de digestdo, combate o colesterol e inibe a absor¢céo
intestinal de gorduras (GUIMARAES et al., 2000; MORENO-PENA; ORANDAY-
CARDENAS; CORDERO-PEREZ, 2016). Por todas essas caracteristicas, a berinjela
vem sendo citada por diversos autores como um alimento funcional (MINISTERIO

DA SAUDE, 1999).
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Solanum melongena L. sp. compreende uma ampla gama de variedades e
cultivares que podem apresentar caracteristicas agrondmicas e morfolégicas
distintas, tais como taxa de produtividade, formato, coloragcéo, brilho dos frutos e
resisténcia a doencas. Os dados mais recentes da Embrapa em relacdo ao cultivo
de berinjela no Brasil registram a comercializacdo de pelo menos 19 diferentes

cultivares, conforme pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Principais cultivares de berinjela produzidas e comercializadas no Brasil.

Cultivar/variedade

Cor do fruto

Formato do fruto

Embu
Florida Market
Preta Comprida
Comprida Roxa
Redonda Roxa
Redonda Rosa
Cica
Solara
Napoli
Napolitana
Roma
Romanita
Milaneza

Ryoma

Kokuyo

Shoya Long

Kumamoto Naganassu
Kokushi Oonaga

Kuro Kunishiki

Vinho-escuro e brilhante
Roxo -escuro
Roxo
Roxo
Roxo e brilhante
Rosa-degradé e brilhante
Roxo-escuro e brilhante
Negro
Vinho-escuro e brilhante
Vinho —escuro e brilhante
Vinho-escuro e brilhante
Roxo e brilhante
Roxo e brilhante

Preto e brilhante,
com calice roxo

Preto e brilhante, com
calice roxo

Preto e brilhante, com
calice roxo

Roxo—escuro e brilhante
Roxo—escuro e brilhante

Roxo-escuro

Oblongo
Oblongo
Cilindrico e alongado
Cilindrico e alongado
Redondo
Redondo
Oblongo e alongado
Cilindrico e bojudo
Cilindrico e bojudo
Cilindrico e bojudo
Cilindrico

Cilindrico e alongado

Ovalado

Alongado

Alongado

Alongado e pontudo
Alongado

Alongado

Adaptada de Reis et al., 2007.
= informagéao nao encontrada.
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A berinjela Embu apresenta fruto oblongo e bojudo, de cor vinho escuro
brilhante (Figura 2), com comprimentos que podem variar entre 18 e 20 cm. O
periodo de colheita desta cultivar varia entre 120 e 150 dias e ela se destaca por
apresentar ampla adaptacao climatica e frutos de boa qualidade (SILVA; OLIVEIRA,;
HRNCIR, 2016).

Figura 2. Frutos da cultvar Embu de berinjela.

Além de alteracdes nas caracteristicas morfolégicas e agrondémicas,
cultivares/variedades distintas de uma mesma espécie podem apresentar diferencas
citogenéticas, tais como alteracdbes no tamanho, no numero e na forma dos
cromossomos e variacfes nos padrbes de bandas cromossdmicas (BONASORA;
POGGIO; GREIZERSTEIN, 2013). Por isso, a caracterizacdo adequada de cada
cultivar € importante, principalmente quando a espécie é empregada como modelo

de estudo.

Em adicdo a sua clara importancia econdmica e de suas aplicacbes na
medicina popular, S. melongena apresenta tecidos com elevado potencial
morfogenético, caracteristica extremamente util em trabalhos com abordagens
biotecnolégicas, como a producdo de variedades melhoradas, o0 resgate de
embrides, selecdo in vitro, hibridizacdo somatica e transformacdo genética
(MAGIOLI e MANSUR, 2005). Esta plasticidade faz da espécie um modelo completo
para estudos em diferentes areas de pesquisa, como a avaliacdo e controle da

expressdo génica e da estabilidade de somaclones derivados de processos
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morfogenéticos. No entanto, até o momento, os estudos empregando a berinjela
como planta modelo sdo focados principalmente no melhoramento de recursos
genéticos e de caracteristicas agrondmicas (COLLONIER et al. 2001; KASHYAP et
al. 2003) e no potencial de regeneracdo da espécie in vitro (KUMARI, GAMBHIR e
SRIVASTAVA, 2013; BHATTI, JAMIL e TUFAIL, 2014; DHATT e SIDHU, 2014).

Assim, a berinjela proporciona um sistema promissor para estudos basicos,
principalmente aqueles referentes a fisiologia, bioquimica, genética e biologia
celular, durante o crescimento e diferenciacdo in vitro, visando um melhor
entendimento dos processos de morfogénese. Até o momento, ndo ha registros da
utilizacdo da berinjela como modelo para o estudo do processo de duplicacdo
cromossdmica propriamente dito, ou de uma avaliacdo sistematica das alteracbes
cromossOmicas induzidas pelos agentes antimitoticos empregados nos processos de
inducdo. Dessa forma, a proposta do presente trabalho foi uma abordagem inédita

do uso da espécie.

Em um dos poucos trabalhos que objetivou induzir a poliploidia em berinjela,
Medina et al., (1972) trataram sementes da cultivar Santa Genebra com diferentes
concentragbes de colchicina. Os autores ndo relataram plantas completamente
poliploides e apenas plantas quiméricas foram obtidas a partir das concentracfes de
colchicina avaliadas 0,4 e 0,6% (MEDINA et al., 1972).

Além de representar uma planta modelo, os estudos de duplicacdo
cromossOmica podem ainda constituir uma ferramenta Gtil ao melhoramento de
berinjela. Em uma das estratégias utilizadas no melhoramento, espécies selvagens,
especialmente S. indicum, S. gilo e S. incanum séo hibridizadas com S. melongena.
Tal estratégia tem como objetivo a transferéncia de caracteristicas como a
resisténcia a doengas e tolerancia a fatores abidticos (BEHERA E SINGH, 2002).
Entretanto, os resultados alcancados com 0s cruzamentos entre essas especies
ainda sdo contraditérios e muito pouco se conhece, por exemplo, sobre o

comportamento dos cromossomos nos hibridos.

Como ja comentado anteriormente, a restauracdo da fertilidade em possiveis
hibridos que ndo apresentem comportamento meidtico estavel pode representar um

ganho para o uso dos hibridos entre essas espécies nos programas de
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melhoramento. Como exemplo, um dos principais problemas para a cultura da
berinjela é o ataque por acaros (Tetranychus urticae), o que conduz a reducédo de
produtividade, deterioracdo da qualidade do fruto e morte das plantas. A
variabilidade genética para a resisténcia dentro do germoplasma da berinjela é
pequena (SCHAFF et al., 1982), mas tem sido relatada, contudo, que a espécie
selvagem, Solanum macrocarpon L., é resistente a este acaro (SCHAFF et al.,
1982). Entretanto, sucesso na introgressao dessa resisténcia no germoplasma de
berinjela ndo tem sido alcancado e Gowda et al., (1990) e Bletsos et al., (2004)
relataram que o hibrido entre essas espécies é estéril. A duplicacdo do namero de
cromossomos pode representar, neste caso, uma estratégia para a restauracao da
fertilidade. Outros exemplos séo a resisténcia contra Ralstonia solanacearum em
hibridos entre S. melongena e S. aethiopicum (COLLONNIER et al., 2001) e a
resisténcia contra Ralstonia solanacearum e Verticillium dahliae em hibridos de S.
melongena e S. torvum (COLLONNIER et al.,, 2003). A manipulacdo de ploidia
nestes e em outros hibridos pode representar entdo uma boa estratégia para o

melhoramento da berinjela.

1.5 Ferramentas de auxilio ao estudo de poliploidia

1.5.1 Caracterizacdo citogenética em espécies vegetais e em berinjela

A caracterizacdo citogenética envolvendo a avaliagdo de dados como
tamanho dos cromossomos, relacdo entre 0s bracgos, presenca de constricoes
secundérias e de satélites pode trazer informagdes valiosas, principalmente quando
se quer comparar espécies diferentes ou examinar a variagcado entre individuos ou
variedades de uma mesma espécie (LAVANIA, 2016). Rearranjos estruturais, por
exemplo, podem ser detectados por meio de diferencas no tamanho relativo, na
posicdo dos centrdmeros, no numero basico de cromossomos (X) € no numero,
tamanho e posicdo de satélites (SOARES-SCOTT et al., 2005). Essas

caracteristicas também podem ser empregadas em estudos de relacdes evolutivas e
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filogenéticas e na avaliacdo de alteracbes cromossbmicas (GUERRA, 1988;
PRINGLE e MURRAY, 1991; DIOSDADO e PASTOR, 1993; PANDIT e BABU,
1993).

Nos ultimos anos, as técnicas citogenéticas apresentaram um grande
desenvolvimento, permitindo que a citogenética contribua de forma mais efetiva
tanto em estudos taxondémicos e filogenéticos quanto na compreensdo da estrutura
dos cromossomos em si (PESSOA; FELIX; ALVES, 2014). As técnicas de coloracdo
diferencial dos cromossomos comec¢aram a surgir na década de 70, com destaque
para o bandeamento C e o bandeamento com os fluorocromos cromomicina (CMA3)
e 4 6-diamino-2-phenylindole (DAPI). Essas duas metodologias geram blocos de
coloracdo diferenciada chamadas de bandas, que possibilitam uma melhor
visualizacdo dos cromossomos individuais em comparacdo com as técnicas
convencionais (BRASILEIRO-VIDAL e GUERRA, 2002).

O bandeamento com fluorocromos CMA3/DAPI baseia-se na ligacao
especifica com, no minimo, quatro pares de bases repetidas em tandem no DNA,
através da formacdo de pontes de hidrogénio e outras interacdes eletrostaticas
(MANZINI et al., 1985). A técnica produz padrdes de bandas de acordo com suas
afinidades pelas bases nitrogenadas do DNA, sendo emitida uma banda
fluorescente azul brilhante em regides cromossdmicas ricas em AT e uma
fluorescéncia amarela brilhante em regibes ricas em CG (BAGULEY, 1982).
Segundo Zanela (2009), o contraste entre os dois corantes pode ser aumentado pelo
uso de distamicina (DA) e a actinomicina D (ZANELA, 2009).

Em plantas, a coloragdo diferencial com CMA3/DAPI possibilita a
caracterizacdo de regibes heterocromaticas, revelando um numero variavel de
regibes cromossdmicas mais brilhantes ou positivas (+), a auséncia de bandas ou
bandas negativas (-) ou regides neutras (0) (SCHWEIZER, 1981). Os resultados
obtidos com esta metodologia permitem uma caracterizagdo mais eficiente dos
cariotipos do que a coloracdo convencional com Giemsa e o bandeamento C
(GUERRA, 2000).

Diversas aplicagfes sédo descritas, como em estudos sobre a origem e a

evolucéo de caridtipos de plantas, ja relatados para espécies dos géneros Spondias
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(ALMEIDA et al., 2007), Epidendrum (PESSOA; FELIX; ALVES, 2014) e Selaginella
e para as espécies Emilia fosbergii (MORAES e GUERRA, 2010) e Clivia mirabilis
(MURRAY et al., 2011). O bandeamento também pode ser empregado para auxiliar
no estudo e na caracterizacao de diferentes variedades e espécies, como € 0 caso
de Citrus (GUERRA, 1993), cultivares de mandioca (GUERRA e CARVALHO, 2002),
Lilium (SILJAK-YAKOVLEYV et al., 2003), Crinum (Amaryllidaceae) (AHMED et al.,
2004), Crotalaria juncea (Fabaceae) (MONDIN et al.,, 2007), Alismataceae e
Limnocharitaceae (FEITOZA et al., 2010).

Outra metodologia importante que surgiu para aperfeicoar os estudos
citogenéticos foi a Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH), empregada para a
visualizacdo de regifes definidas de &cidos nucléicos, DNA alvo (DNA ou RNA), em
preparacdes celulares, através da hibridacdo com sequéncias complementares
conhecidas (sondas). A técnica possibilita, por exemplo, a localizacédo de sequéncias
especificas de acidos nucléicos, genes ribossdémicos ou sequéncias repetitivas em
tandem localizadas nos centromeros ou teldmeros. E possivel assim, construir
mapas fisicos dos cromossomos, que auxiliam na analise de sua estrutura, funcéo e
evolucdo (BRASILEIRO-VIDAL e GUERRA, 2002). Esse tipo de abordagem
citogenética a nivel molecular permite obter informac6es mais precisas acerca de
determinadas sequéncias de DNA, detectar rearranjos cromossdmicos, determinar a
origem dos cromossomos, construir mapas génicos e até mesmo estabelecer
relacdes filogenéticas (PHILLIPS e REED, 1996).

A técnica de FISH foi descrita pela primeira vez por Gall e Pardue em 1969 e
tem como objetivo, basicamente, verificar se a célula, tecido ou cromossomo em
estudo possui as sequéncias de nucleotideos empregadas como sonda. Dessa
forma, a hibridizacdo in situ possibilita a integracdo entre os conhecimentos de

biologia celular, citogenética classica e genética molecular (ZANELLA, 2009).

Em plantas, as sondas mais empregadas sédo aquelas feitas a partir de
regides repetitivas, uma vez que estas sao mais facilmente detectadas. Destacam-
se as sondas de sequéncias de DNA ribossomal 5S e 45S, por serem regides
altamente conservadas em espécies vegetais (LAWRENCE e APPELS, 1986;
FLAVELL, 1989). E sabido que gracas a sua relacdo com as regides organizadoras



46

de nucléolo (RONS), a localizacdo, o polimorfismo e o nimero de sitios de DNAr 45S
podem ser empregados como ferramenta Util em estudos de citotaxonomia e
evolucdo cromossomica (HESLOP-HARRISON, 2000; RAINA et at., 2001). As RONs
sdo segmentos especificos dos cromossomos que apresentam copias em tandem
dos genes 5S, 18S, ou 26S do DNAr, e codificam RNA ribossémico. Geralmente,
apresentam-se como constricdes secundarias dos cromossomos, sendo
responsaveis pela formacdo dos nucléolos, estruturas presentes nas células
eucariotas responsaveis pela biogénese dos ribossomos (SUMNER, 2003). A
localizacdo de RONs pode ser uma estratégia Util na diferenciacdo tanto intra quanto
interespecifica e também pode ajudar em questdes de posicionamento taxondmico

de uma espécie em termos de evolugéo do cariotipo (KLINKHARDT, 1998).

A FISH é uma técnica versétil que pode ser aplicada com as mais diversas
abordagens, como na distingdo estrutural entre citétipos similares, cultivares ou
variedades distintas (NETO, 2014), mesmo quando apresentam namero
cromossémico idéntico e morfologia cromossdémica similar, como ja descrito em
espécies de Citrus (CARVALHO et al., 2005).

Ha um consenso entre os autores de que a familia Solanaceae apresenta
uniformidade cariotipica dentro de um mesmo género (FREGONEZI et al., 2006),
principalmente quanto ao niumero e a forma dos cromossomos. Este fato vem sendo
confirmado para berinjela principalmente em relacdo ao nimero cromossémico. Para
berinjela, o nimero cromossdémico de 2n=24 foi descrito pela primeira vez em 1925
por Kojima (KOJIMA, 1925; AMMAL, 1934). Desde entdo, diversos autores
confirmaram a presenca de 24 cromossomos para a espécie, mesmo quando
diferentes variedades foram analisadas (AMMAL, 1934; RAI, 1959; BIR E NEELAM,
1980; OMIDIJI, 1983; RUSSO; VENORA; ERRICO, 1991; OLATUNJI, 2005; OBUTE;
NDUKWU; OKOLI, 2006; CATTELAN, 2008; MELO, 2009; RAY, 2010; FAWZIA E
ALAM, 2011).

Em relacdo ao tamanho e a morfologia dos cromossomos, algumas
diferencas ja foram descritas quando se compara variedades distintas de berinjela.
Catellan (2008), por exemplo, observou uma variagdo média entre 1,87 e 4,02 pym

para a variedade Preta Comprida, enquanto Fawzia e Alam (2011) encontraram
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valores entre 0,93 e 1,50 ym para a variedade Islampuri, entre 1,02 e 1,88 uym para
BARI Begun-3, entre 0,97 e 1,77 ym para BARI Begun-1 e entre 1,11 e 2,13 pym para
BARI Begun-5 (FAWZIA e ALAM, 2011).

Poucos trabalhos avaliaram os padrbes de bandeamento CMA3/DAPI e as
regides hibridizadas por FISH em berinjela. No entanto, com base nos poucos
registros disponiveis, ja é possivel observar variacdes nos padrdoes de bandeamento
por fluorocromos CMA3; e DAPI quando diferentes variedades de berinjela foram
avaliadas. No trabalho de Fawzia e Alam (2011), por exemplo, foram observadas
guatro bandas DAPI positivas para a variedade BARI Begun-5, mas nenhuma banda
foi registrada para as outras trés variedades estudadas. Ainda no mesmo estudo,
foram encontrados diferentes padroes de bandeamento CMA3; para cada uma das
variedades, sendo duas bandas CMA positivas para a variedade local (regides
terminais), quatro bandas para BARI Begun-4 e BARI Begun-5 e nenhuma banda
CMA para a variedade BARI Begun-1 (FAWZIA e ALAM, 2011).

Em relacdo a técnica de FISH, apenas um trabalho foi realizado em S.
melongena, com a hibridizacdo da regido de DNAr 45S e, neste caso, foram
observadas duas marcas (MELO et al.,, 2011). A caréncia de dados na literatura
acerca de regides de DNAr 5S e 45S evidencia, portanto, a necessidade de uma

melhor caracterizagcao citogenética molecular da espécie.

1.5.2 Citometria de fluxo

O uso da citometria de fluxo em estudos com espécies vegetais esta
comumente relacionado a analise do conteudo de DNA nuclear, que pode ser
medido em termos relativos, como é o caso da avaliacado de niveis de ploidia ou de
forma absoluta, através da estimativa do tamanho do genoma (LOUREIRO et al.,
2007).

A técnica, inicialmente descrita por Galbraith et al. (1983), baseia-se na

analise de propriedades 6pticas de particulas que fluem em uma suspensao liquida
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(WEAR et al., 2016). As amostras sédo preparadas pela maceracdo do material
vegetal fresco em uma solugédo tampédo que promove a lise celular, mas mantém a
integridade dos nucleos. A solucdo é entdo corada com corantes especificos para o
DNA (ex: iodeto de propideo, brometo de etideo e DAPI) e as analises sao feitas em
citbmetro de fluxo. Os nucleos intersectam um feixe de laser, um a um, ocorrendo a
dispersdo da luz ou a emissdo de fluorescéncia. Através da intensidade de
fluorescéncia emitida é possivel caracterizar as particulas que estdo sendo
avaliadas e medir, por exemplo, a quantidade de DNA presente em um nucleo
(DOLEZEL e BARTOS, 2005).

A citometria de fluxo € uma metodologia relativamente simples que permite a
quantificacdo do numero de células em cada uma das fases do ciclo celular (G1, S e
G2). Uma célula diploide normal apresenta conteltdo de DNA 2C em G1. Com o
prosseguimento do ciclo, ocorre a duplicacdo do material genético (fase S) e,
portanto, o conteddo de DNA nuclear de um diploide em G2 é igual a 4C. Nestas
condicbes, o histograma gerado por citometria apresenta um pico dominante
correspondente aos nucleos em G1 e um pico menor, correspondente aos nucleos
em G2 (LOUREIRO et al., 2007).

A estimativa do conteldo de DNA de uma espécie € realizada através da
analise de uma amostra contendo simultaneamente a planta de interesse com uma
espécie cujo tamanho do genoma ja tenha sido previamente determinado
(DOLEZEL, 1997). Os padrbes de referéncia mais utilizados séo a ervilha (Pisum
sativum), o tomate (Solanum lycopersicum), o rabanete (Raphanus sativus) e a fava
(Vicia faba). A escolha do padréo deve ser feita de acordo com a espécie estudada e
deve ter um contetdo de DNA préoximo, mas que ndo cause sobreposicdo entre 0s
picos 2C e 4C. A analise dos niveis de ploidia, por sua vez, é realizada através da
comparacao do pico G1 da planta de interesse com o pico de uma amostra da
mesma planta, porém de ploidia conhecida. Geralmente, plantas diploides sao
utiizadas como controle para verificar os niveis de ploidia alcancados em
experimentos de indugéo (DOLEZEL, 1997).

A analise por citometria apresenta diversas aplicagcbes em estudos com

plantas, desde a pesquisa basica até estudos de melhoramento. A técnica pode ser
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empregada, por exemplo, para estimar o tamanho do genoma, avaliar o nivel de
ploidia, detectar mixoploidia e aneuploidia e ainda para avaliar a dinamica do ciclo
celular (DOLEZEL e BARTOS, 2005). E uma abordagem interessante e pratica, uma
vez que é possivel obter milhdes de nucleos em suspensdo a partir de poucas
gramas de tecido foliar (GALBRAITH et al., 1983).

Em estudos de duplicacéo, a avaliacdo dos niveis de ploidia pode ser feita
pela analise de caracteristicas morfolégicas e anatdmicas (ex: grdos de podlen e
estdmatos), pela contagem cromossdmica e por citometria de fluxo (CORDU et al.,
2017). As andlises morfologicas e anatbmicas nem sempre geram resultados
precisos e, por isso, devem ser associadas a contagem de cromossomos e/ou a
citometria. No entanto, a contagem cromossdmica €é muito trabalhosa,
principalmente porque os experimentos de indu¢éo envolvem um grande ndamero de
plantas (DHOOGHE et al., 2011). A citometria de fluxo € uma técnica de facil
execucado e que apresenta boa reprodutibilidade, além de permitir a obtencédo de
resultados rapidos a partir de pouca quantidade de material vegetal (SOUZA et al.,
2008).

Atualmente, a citometria é considerada a técnica mais pratica e confiavel para
determinar o nivel de ploidia de plantas regeneradas in vitro em estudos de inducao
(REGALADO et al., 2017). Sua utilizacao ja foi descrita para avaliar a ploidia de
inUmeras espécies, como cebola, (JAKSE; HAVEY; BOHANEC, 2003), Lilium
longiflorum (SANGTHONG et al., 2005), Solanum spp. (BARANDALLA et al., 2006),
Lavandula angustifélia (URWIN; HORSNEL; MOON, 2007), Platanus acerifolia (LIU;
LI; BAO, 2007), limé&o (ORBOVIC et al., 2008), Rosa spp. (KHOSRAVI et al., 2008),
Carica papaya (CLARINDO et al., 2008), Pennisetum spp. (CAMPOS et al., 2009),
Citrus reticulate (DUTT et al.,, 2010), Passiflora cincinnata (PINTO et al., 2010),
Dendranthema nankingense (LIU et al., 2011), Drosera capensis (ZAHUMENICKA et
al., 2013), Pfaffia glomerata (GOMES et al., 2014), Iris sibirica (STANISIC et al.,
2015), Eriobotrya japonica (BLASCO et al., 2015)., Lilium leichtlinii (HEO et al.,
2016), Kaempferia rotunda (SOONTHORNKALUMP et al., 2017). Outros exemplos
podem ser observados na Tabela 1.
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1.5.3 Sincronizagdo do ciclo celular com hidroxiureia nos experimentos de

poliploidizacgéo

A sincronizacédo celular vem sendo empregada como ferramenta em estudos
moleculares e na analise de eventos bioguimicos relacionados ao ciclo celular, pois
permite a obtencdo de um grande numero de células em determinado estagio da
divisdo (TECHIO et al., 2002; DE ABREU et al, 2016). Uma populacdo de células
sincronizadas pode ser obtida pela restricdo de fatores de crescimento ou pela
adicdo de agentes quimicos, sendo 0s agentes quimicos mais usados, pois geram
resultados mais efetivos e reprodutiveis (HARPER, 2005; PLANCHAIS et al., 2000).

Em plantas, a sincronizagédo pode ser alcangcada por meio de substancias que
atrasam o ciclo celular como quinases dependentes de ciclinas (CDKs), enzimas
envolvidas na sintese de DNA e na protedlise de reguladores do ciclo celular ou
ainda por substancias que atuam diretamente sobre o fuso mitético. A replicacdo do
DNA depende da sintese de desoxirribonucleotideos e da atividade das enzimas que
compdem maquinaria de replicacdo, e os inibidores da sintese do DNA atuam
exatamente nestas vias, levando ao acumulo de células na mesma fase do ciclo
celular (DE ABREU, 2016).

Diferentes sincronizadores jA se mostraram eficientes em plantas, como
hidroxiureia (HU), mimosina e afidicolina (PLANCHAIS et al., 2000). A HU inibe a
atividade da enzima ribonucleotideo redutase (RNR), impedindo assim a formacéao
de novos desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs). A falta de dNTPs, por sua
vez, impede a replicacdo do DNA e leva ao aciumulo de células em interfase. O
processo é reversivel e, apos a remocdo da HU, o ciclo celular prossegue
normalmente, com um elevado namero de células em sincronia (PAN; HOUBEN;
SCHLEGEL, 1993).

O uso de sincronizadores em estudos de citogenética constitui uma estratégia
interessante, pois permite a obtencdo de maiores indices de células em divisdo
(TORRES; DAVIDE; BEARZOTI, 2003). Neste caso, a sincronizacdo celular é
geralmente realizada pela aplicagcdo da HU em células somaticas de raizes, seguida
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do bloqueio de células em metéfase pelo uso de bloqueadores. Esta estratégia se
mostrou eficiente em diversas espécies, como Zea mays (LEE et al., 1996), Triticum
aestivum (LEE et al., 1997), Pisum sativum (GUALBERTI et al., 1996), Vicia faba
(DOLEZEL; CIHALIKOVA; LUCRETTI, 1992), Hordeum vulgare (PAN; HOUBEN;
SCHLEGEL, 1993) e Dipteryx alata (TORRES; DAVIDE; BEARZOTI, 2003).

A utilizacdo de sincronizadores em estudos de duplicacdo em plantas ainda
ndo foi descrita na literatura, mas a questao j& vem sendo discutida por alguns
autores (HALFMANN, 2004; COSTA, 2010). Acredita-se que, neste caso, a
sincronizacdo do ciclo celular possa aumentar o efeito dos antimitoticos sobre os
explantes, uma vez que apos a retirada do agente sincronizador todas as células

iniciam a diviséao celular ao mesmo tempo.
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CAPITULO | - CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE Solanum

melongena Linn.

1 INTRODUCAO

O género Solanum, pertencente a familia Solanaceae, € um dos mais
diversos entre as angiospemas, com 75% de suas espécies ocorrendo na América
do Sul (HUNZIKER, 2001). Solanum € composto por representantes de elevada
importdncia econdmica gracas a presenca de frutas ou folhas comestiveis.
Destacam-se principalmente S. tuberosum L. (batata), S. melongena L. (berinjela),
S. muricatum (meldo-andino) e S. lycopersicum. O género conta ainda com
representantes de interesse farmacologico como S. viarum e S. elaeagnifolium, que
produzem compostos esteroidais e espécies ornamentais, como S. pseudocapsicum
L. (NEE, 1991; EDMONDS e CHWEYA, 1997; HAWKES, 1999).

Solanum melongena (berinjela) é uma espécie ndo tuberosa cultivada em
diversas partes do mundo que apresenta elevado potencial econémico gracas a seu
fruto palatavel e altamente nutritivo. O fruto também é consumido pela populacdo
com fins terapéuticos no tratamento de diversas doencgas como diabetes, bronquite e
disuria e pode ser empregado ainda no combate a altos niveis de colesterol (JORGE
et al., 1998; KASHYAP et al, 2003; ALIM et al., 2015). Inumeras cultivares e
variedades de berinjela sdo comercializadas em todo o mundo e diferem entre si em
relagdo a produtividade, formato, coloracdo, brilho dos frutos e resisténcia a
doencas. Dentre os genotipos plantados pelos agricultores encontram-se hibridos,
cultivares originadas por polinizacao aberta e variedades locais (ARAMENDIZ-TATIZ
et al.,, 2011). Segundo dados da Embrapa, pelo menos 19 diferentes cultivares de
berinjela sdo comercializadas no Brasil, sendo que 13 delas sdo hibridos. A
predominéancia dos hibridos deve-se principalmente a maior produtividade e vigor, a
uniformidade das plantas e a presenca de frutos que se adaptam a diferentes

condi¢cbes edafoclimaticas (REIS et al., 2007).
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Em relacdo a caracterizagcdo citogenética, sabe-se que a familia Solanaceae
apresenta uniformidade cariotipica dentro de um mesmo género, principalmente em
relacdo ao numero e a forma dos cromossomos (FREGONEZI et al., 2006). Estudos
citogenéticos basicos, como o registro de numeros cromossbmicos sdo bem
documentados para o género Solanum, sendo 2n=24 e 2n=48 os mais frequentes
(OLATUNJI, 2005). Para S. melongena, a literatura traz informacfes acerca do
namero cromossémico apenas para algumas variedades, como Napoli (RUSSO;
VENORA; ERRICO, 1991), Esculentum (RAY, 2010), Preta comprida (CATTELAN,
2008) e BARI (FAWZIA E ALAM, 2011), e todos os trabalhos confirmam o nimero
cromossémico de 2n=24 para a espécie, mesmo quando diferentes variedades

foram consideradas.

Estudos citogenéticos mais refinados como bandeamento cromossémico
(CMA3/DA/DAPI) e a hibridizacéo in situ fluorescente (FISH), por outro lado sdo
pouco documentados para berinjela. Ainda assim, a literatura mostra diferencas
entre os resultados obtidos para variedades e cultivares distintas, principalmente em
relacdo ao padrdo de marcas obtidas com o bandeamento cromossémico (FAWZIA
e ALAM, 2011). Até o momento, ndo ha registros na literatura da caracterizacao
citogenética da cultivar Embu, amplamente comercializada no Brasil. Neste contexto,
0 objetivo do presente trabalho foi realizar, pela primeira vez, a caracterizagcéo
citogenética da cultivar Embu de berinjela, por meio de técnicas de citogenética

classica e molecular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizacédo citogenética da
cultivar Embu de Solanum melongena L., através de técnicas de citogenética

classica e molecular.

2.2 Objetivos especificos

1) Determinar o nUmero cromossdmico da cultivar Embu de S. melongena L;

2) Avaliar a morfometria dos cromossomos da cultivar Embu de S. melongena L.;

3) Investigar o padrdo de bandas de heterocromatina da cultivar Embu de S.
melongena L. pela metodologia de bandeamento CMA3/DA/DAPI;

4) Investigar o nimero de sitios de DNA ribossomal 5S e 45S para a cultivar Embu

de S. melongena L. pela técnica de Hibridizacéo in Situ Fluorescente (FISH).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Biologico

Para a conducado dos experimentos realizados neste capitulo, foram utilizadas
sementes de Solanum melongena L. (cultivar Embu) da marca FELTRIN®, lote
0070701310000050.

3.2 Preparo das laminas

Para a obtencdo de nlcleos interfasicos e cromossomos metafasicos,
sementes comerciais de berinjela foram submetidas a enraizamento em placas de
Petri forradas com papel filtro e umedecidas com agua destilada. Raizes com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram coletadas e tratadas com solugéo
2mM de 8-hidroxoquinoleina pelo periodo de 8h, a 9°C. Em seguida, as raizes foram
fixadas em solugdo Carnoy (etanol: acido acético glacial, 3:1) e armazenadas em
refrigerador pelo periodo minimo de 24h.

As raizes tratadas foram cuidadosamente lavadas em agua destilada para a
retirada total do fixador e digeridas em solucdo enzimatica 2% (p/v) celulase
Onozuka R-10 (Serva) e 20% (v/v) pectinase (Sigma). A digestédo foi realizada em
estufa a 37°C por 3h. Os meristemas radiculares foram separados com o auxilio de
um bisturi e as laminas de microscopia foram preparadas pela técnica de secagem
ao ar (CARVALHO, 1995). As laminas destinadas a contagem e morfometria
cromossbmica foram coradas em solucdo de Giemsa 5% (Merck), enquanto as
laminas destinadas as técnicas de citogenética molecular permaneceram sem
coloragdo. O material foi observado em microscopio optico (Olympus BX 51) com
aumento de até 1000x.
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3.3 Contagem e Morfometria Cromossodmica

A avaliacdo do numero de cromossomos para a cultivar Embu de berinjela foi
feita pela observagdo de 50 metafases. A morfometria foi realizada considerando-se

dez metafases sem sobreposi¢cdo dos cromossomos.

O cariograma para a cultivar Embu de berinjela foi montado a partir da analise
dos seguintes dados: comprimento do lote haploide (CLH); comprimento do braco
curto (BC); comprimento do braco longo (BL); comprimento total do cromossomo
(CT=BL+BC); relacdo entre o0s bracos (r=BL/BC); indice centromérico
(IC=BC100/CT) e comprimento relativo do cromossomo (CR=100CT/CLH).

Os cromossomos foram classificados de acordo com a razao entre 0s bragos,
conforme proposto por Levan et al. (1964) e a assimetria do cartiétipo foi calculada
conforme proposto por Watanabe et al. (1999): Ai=(BL-BC)/(BL+BC), sendo “Ai” o
grau de heterogeneidade e A=(1/n)ZAi, onde n é o numero haploide de
cromossomos e "A" € o grau de assimetria do cariétipo. O grau de assimetria pode
variar de zero (cariétipo completamente simétrico) a 1 (cariétipo totalmente

assimétrico).

3.4 Bandeamento CMAs/DA/DAPI

A técnica de bandeamento cromossémico foi realizada em |aminas
envelhecidas por pelo menos trés dias, de acordo com protocolo proposto por
Schweizer (1976), com pequenas alteracdes. Antes do inicio do procedimento, as
laminas, preparadas sem coloragdo, foram banhadas em acido acético glacial 45%
durante 15 minutos e secas ao ar. Foram aplicados 30 pL de CMA3;, (0,1mg/mL)
diluido em tampéo Mcllvaine acrescido de 0,5 mM de MgCI, pelo periodo de 1h.
Posteriormente, as laminas foram lavadas com tampdo Mcllvaine e novamente
secas ao ar. Foram adicionados 30 L de solucdo de distamicina (0,1mg/mL) pelo
periodo de 30 min, seguido de lavagem com agua destilada. Por ultimo, as laminas
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foram tratadas com 30 pL de solugdo de DAPI (0,1mg/mL) por 30min, lavadas com
adgua destilada e secas ao ar. As laminas foram montadas em meio antifade (30 pL)
e mantidas em refrigerador para posterior analise, por pelo menos sete dias. Todo 0
procedimento acima descrito foi realizado na auséncia de luz, a temperatura
ambiente. A analise do material foi feita em microscopio de fluorescéncia (Olympus
BX 51) com filtro especifico para os fluorocromos DAPI (360 a 390 nm) e CMA3 (430
a 480 nm).

3.5 Hibridizagéo in situ Fluorescente (FISH)

A Hibridizacéo in situ Fluorescente (FISH) em S. melongena (cultivar Embu)
foi realizada com sondas para regides de DNA ribossomal 5S e 45S, sendo a sonda
5S obtida a partir de DNA gendmico de milho e a 45S a partir de DNA de trigo. As
sondas foram cedidas ao Laboratorio de Genética e Biotecnologia da UFJF pelo Dr.

Jiming Jiang (University of Madison, Wisconsin, USA).

Plasmideos vetores contendo as regides de interesse foram inseridos em
bactérias Escherichia coli pelo método de eletroporacdo (Electroporator 2510,
Eppendorf). Foram utilizadas células competentes TOP 10, as quais foi adicionado
1uL de DNA plasmidial. O material foi mantido no gelo por 10 minutos e submetido a
pulso elétrico em uma cuveta (1,7 kV, 200 W e 25 yF). Em seguida, o material foi
incubado a 42°C (1 minuto e 30 segundos) e novamente colocado no gelo (1
minuto). As bactérias foram inoculadas em 400 pL de meio LB, incubadas a 37°C por
30 minutos e plagueadas em LB sélido com ampicilina. Para o crescimento das
bactérias contendo os plasmideos de interesse, as placas foram incubadas a 37°C
overnight. A eficiéncia da transformacéo foi calculada de acordo com a seguinte

formula;

CFU/ug = CFU x 1.10° pg x volume transformado x fator de diluicao
Pg Mg volume plagueado
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A multiplicacdo das bactérias transformadas foi feita através da incubacéo
overnight a 37°C, com agitacéo (180 rpm) em meio LB com ampicilina (100mg/mL).
A extracdo das regides de DNAr foi feita com o kit PlasmidPrep MiniSpin (GE
Heathtare llustra™) e a marcacdo das sondas foi realizada por nick translation

(BioNick e DigNick, Roche), de acordo com as instru¢des do fabricante.

A hibridizacdo em laminas de berinjela foi realizada de acordo com protocolo
proposto por Jiang et al. (1995), com modificacdes. Antes do inicio do processo, as
laminas foram lavadas em acido acético 45% por 15 minutos e em &lcool 100% por
dois minutos. A desnaturacdo dos cromossomos e das sondas foi realizada
separadamente. Os cromossomos foram desnaturados pela aplicacdo de 100uL de
formamida (70%/2xSSC) diretamente sobre as laminas. O material foi coberto com
laminula plastica e incubado em estufa (80-85°C) por 1 minuto e as laminas foram
imediatamente submetidas a uma série de banhos alcodlicos: etanol 70% gelado,
etanol 90% (temperatura ambiente) e etanol 100% (temperatura ambiente), sendo
cada banho com duracdo de 5 minutos. Apés as lavagens, as laminas foram secas
ao ar e mantidas em placas de Petri ao abrigo da luz até o momento da aplicacdo da

mistura de hibridizacao.

A mistura de hibridizagcdo foi composta por formamida deionizada 100%
(10uL), dextran sulfato 50% (4pL), 20x SSC (2uL), sonda DNAr 5S ou 45S (1uL) e
agua ultrapura (2uL). A desnaturacdo do mix contendo cada uma das sondas foi
feita em termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient, NSC 460; Kell 405) por 10
minutos, sendo adicionados 19uL do mix a cada lamina previamente desnaturada.
As laminas foram cobertas com laminulas de vidro (22x40mm), cuidadosamente
seladas e incubadas a 37°C por no minimo 48h para a hibridizacdo das sondas nos
cromossomos. Apos o periodo de hibridizacdo, as laminulas foram removidas em
banho de solugcéo de 2xSSC e as laminas passaram por outra série de banhos de 5
minutos: 2xSSC a temperatura ambiente, 2x SSC a 42°C, e 1x PBS a temperatura

ambiente.

A deteccdo das sondas foi realizada por anticorpos marcados com
fluorocromo (digoxigenina), sendo o mix de deteccdo formado por tampao TNB 5x
(20 pL), ddH,0 (80 L), rhodamina anti-DIG (1 pL) e TRITC acoplado a streptavidina
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(1 pL). Em cada lamina, foram adicionados 100 yL do mix sobre 0os cromossomos.
As laminas foram entdo incubadas em camara escura, a 37°C (1h) e lavadas em trés
banhos consecutivos de 1x TNT (5 min), seguido da lavagem em 1x PBS (5 min).
Por ulltimo, as laminas foram contracoradas com Vectashield/DAPI (20 pyL/lamina) e
observadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX 51). Com a camera
Olympus U-TVO-63XC (SN1A48982; T7 TOKYO, JAPAN), foram capturadas pelo
menos 10 figuras representativas de cada sonda (5S e 45S) e as analises foram

realizadas no software ImagePro-Plus (Media Cybernetics).
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4 RESULTADOS

4.1 Contagem e Morfometria Cromossomica

A contagem de cromossomos em metafases de S. melongena L. cultivar
Embu coradas com Giemsa evidenciou a presencga de 24 cromossomos (2n=2x=24).
Também foi possivel observar a presenca de um par de constricbes secundarias

terminais, formando satélites no par cromossdmico de numero 4 (Figura 1a).

O comprimento médio dos cromossomos variou de 2,63um (cromossomo 1) a
1,77um (cromossomo 12) e o comprimento relativo dos mesmos ficou entre 9,79%
(cromossomo 1) e 6,59% (cromossomo 12). O comprimento do lote haploide (CLH)
foi de 26,84pm. A morfologia e o tamanho dos cromossomos mostraram-se bastante
semelhantes, resultando na férmula cariotipica representada por 12M
(metacéntricos). O grau de assimetria para o cariotipo foi de 0,10 sendo, portanto,
simétrico. Os dados morfométricos médios para 0s cromossomos podem ser

observados mais detalhadamente na Tabela 1.

Tabela 1. Dados morfométricos médios dos cromossomos de Solanum melongena, cultivar Embu.

Cromossomo  BC (um) BL (um) CT (um) r IC CR (%) Ai CC
1 1,24 1,39 2,63 1,13 47,03 9,79 0,05 M
2 1,19 1,36 2,55 1,15 46,49 9,50 0,06 M
3 1,14 1,35 2,49 1,18 45,87 9,28 0,08 M
*4 1,10 1,27 2,37 1,16 46,27 8,84 0,07 M
5 1,05 1,22 2,27 1,16 46,40 8,46 0,07 M
6 1,00 1,33 2,34 1,33 42,96 8,71 0,14 M
7 0,98 1,21 2,19 1,23 44,77 8,18 0,10 M
8 0,95 1,21 2,15 1,27 44,01 8,02 0,12 M
9 0,92 1,16 2,08 1,25 44,43 7,75 0,11 M
10 0,88 1,18 2,06 1,34 42,70 7,66 0,14 M
11 0,84 1,10 1,94 1,31 43,34 7,24 0,13 M
12 0,76 1,01 1,77 1,32 43,08 6,59 0,14 M

CLH 26,84

*medidas sem considerar o satélite. (CLH) Comprimento do lote haploide; (BC) comprimento do brago
curto; (BL) comprimento do braco longo; (CT=BL+BC) comprimento total do cromossomo; (r=BL/BC);
relagdo entre bracos; (IC=BC100/CT) indice centromérico; (CLH) comprimento do lote haploide;
(CR=100CT/CLH); comprimento relativo do cromossomo; (Ai) = grau de heterogeneidade; (CC)
classificac@o cromossémica; (M) metacéntrico.
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Os resultados obtidos com os dados morfométricos dos cromossomos de
berinjela permitiram a montagem do cariograma para a cultivar Embu, que pode ser

observado na Figura 1b.

A B
*
8 88 88— da a2z 8
1 2 3 4 5 6

2% 68 S0 00 90 a8

7 8 9 10 1 12

Figura 1. (A) Metafase mitdtica de Solanum melongena corada com Giemsa. As setas indicam as
constricdes secundérias. (B) Cariograma montado a partir da metafase mitética de S. melongena. As
constricdes secundarias podem ser observadas no par cromossémico nimero 4. Barra = 5um

4.2 Bandeamento CMA3/DA/DAPI

Através da coloracao diferencial por CMA3/DA/DAPI nenhuma banda DAPI
positiva foi observada nos cromossomos de berinjela, cultivar Embu (Figura 2a). Em
contrapartida, foram observadas quatro bandas CMA3 positivas, sendo um par de

localizac&o terminal e outro de localizac&o intersticial (Figura 2b).

Figura 2. Técnica de bandeamento cromossémico aplicada aos cromossomos de berinjela, cultivar
Embu. (A) Metafase corada com DAPI evidenciando a auséncia de marcacgdes; (B) Sobreposicédo da
coloragdo com CMA,/DA/DAPI; as setas indicam regides CMAg positivas. Barra=10 pym.
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4.3 Hibridizac&o in situ Fluorescente (FISH)

A Hibridizacdo in situ Fluorescente (FISH) com a sonda para DNAr 5S
permitiu a identificacéo de dois sitios localizados em um par de homadlogos (Figura
3a). A hibridizacdo com a sonda para DNAr 45S, por sua vez, resultou na
visualizacdo de quatro sitios, em dois pares de homologos (Figura 3b). Foi possivel
observar uma diferenca na intensidade do sinal entre os pares de sitios de DNAr
45S e também diferencas na localizacdo, sendo um par de localizagao terminal com
sinal forte e o outro de localizagao intersticial com sinal mais fraco (Figura 3b).

Figura 3. Técnica de Hibridiza¢@o in situ Fluorescente (FISH) com sondas para DNAr 5s e 45S
aplicada aos cromossomos de Solanum melongena, cultivar Embu. (A) Marcacdo com sonda para
DNAr 5S. (B) Marcacdo com sonda para DNAr 45S. As setas indicam os pontos de fluorescéncia.
Barra=10 um.
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5 DISCUSSAO

A contagem cromossdmica ja foi descrita para algumas variedades distintas
de berinjela, mas ainda ndo ha relatos para a cultivar Embu. A avaliacdo de
metafases mitéticas da berinjela Embu permitiu a visualizacdo de 24 cromossomos,
corroborando os estudos prévios com as demais variedades. A morfometria dos
Cromossomos, no entanto, mostrou-se um pouco diferente do que o encontrado em
outras variedades. Como pode ser observado na Tabela 1, o tamanho dos
cromossomos da cultivar Embu variou entre 1,77 e 2,63 um. Estudos anteriores
mostram variacdes entre 1,87 e 4,02 um (Preta comprida), 2,70 e 4,12 uym (Inerme),
1,99 e 4,23 ym (Bomo), 0,93 e 1,50 um (Islampuri), 1,02 e 1,88 um (BARI Begun-3),
0,97 e 1,77 ym (BARI Begun-1) e entre 1,11 e 2,13 ym (BARI Begun-5)
(CATTELAN, 2008; OLATUNJI, 2005; FAWZIA e ALAM, 2011).

Em relacdo a presenca de constricbes secundarias, também foram
observadas discrepancias. No presente trabalho, foram encontradas duas
constricdes secundarias para a variedade Embu, localizadas no par cromossémico
de numero 4. Trabalhos anteriores registraram a presenca de até seis constricdes
secundarias como, por exemplo, para a variedade Esculentum (RAY, 2010). Alguns
autores registraram a presenca de duas ou quatro constricbes em S. melongena sp.,
mas nao informaram a variedade utilizada no estudo (ACOSTA et al., 2005; OBUTE;
NDUKWU; OKOLI, 2006). Para as variedades Preta Comprida, Islampuri e BARI-
Begun-1 nenhuma constricdo foi observada (CATTELAN, 2008), ao passo que em
BARI Begun-3 e BARI Begun-5 (FAWZIA e ALAM, 2011) foram observadas duas
constricbes, assim como em Embu. E sabido que variagbes quanto ao numero,
posicdo e tamanho de constricbes secundarias e de satélites sdo frequentemente
observadas em vegetais, sendo Uteis como marcadores. Segundo Murray (1975) e
Stebbins (1971) esses marcadores podem ser incorporados ou suprimidos ao longo
do processo evolutivo (MURRAY, 1975; STEBBINS, 1971).

O cariétipo da cultivar Embu mostrou-se simétrico, com todos o0s

cromossomos metacéntricos. Em todos os relatos para berinjela ha uma
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predominéncia de cromossomos metacéntricos, indicando também a simetria do
cariotipo, mas geralmente também sdo observados alguns cromossomos
submetacéntricos ou até acrocéntricos, como é o caso dos estudos com Islampuri,
BARI Begun 1, 3, e 5, Preta Comprida e Esculentum, ja citados anteriormente. Como
0s cromossomos de berinjela sdo muito pequenos e altamente condensados, alguns
autores relatam a indefinicho da regido centromérica, impedindo assim a
classificagao (CATELLAN, 2008; MELO, 2009).

Relatos de montagem de cariograma para a espécie também sdo escassos,
provavelmente porque o tamanho reduzido dos cromossomos e a grande
semelhanca entre eles dificultam o pareamento correto. Apenas um registro pode
ser encontrado, mas a resolugdo dos cromossomos ndo esta bem definida e, por
isso, ndo foi realizada classificacdo de acordo com a posi¢cdo centromérica
(CATTELAN, 2008). A utilizacdo de metafases bem bloqueadas e espalhadas
permitiram tanto a classificacdo dos cromossomos quanto a montagem do

cariograma para a cultivar Embu (Tabela 1; Figura 2).

O bandeamento CMA3/DA/DAPI representa uma boa maneira de enriquecer
os dados citogenéticos, facilitando também a determinacao de possiveis diferencas
entre diploides e poliploides, variedades distintas de uma mesma espécie ou ainda
entre espécies correlatas (SUMNER, 1990). A técnica permite a identificacdo da
distribuicdo e da quantidade de heterocromatina e a diferenciacdo de tipos de
heterocromatina (AT e CG) usando fluorocromos DAPI e CMA. Estes parametros
sdo importantes para a identificacdo de cromossomos homologos e homedlogos e
para a caracterizacado de polimorfismos ou de relagdes de parentesco entre espécies
préximas, distinguindo possiveis rearranjos cromossémicos (SOARES-SCOTT et al.,
2005). Nenhuma banda DAPI positiva foi encontrada para a cultivar Embu, ao passo
gue quatro bandas CMA; positivas foram observadas, sendo um par com localizagéo

terminal e o outro com localizagao intersticial (Figura 3).

Dados acerca do bandeamento cromossbmico em berinjela ainda sao
incipientes. No trabalho de Fawzia e Alam (2011), foram observadas quatro bandas
DAPI+ para BARI Begun-5, mas nenhuma banda foi registrada para as outras trés
variedades estudadas. Em relacdo ao padrédo de bandas CMA, foram registradas
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duas bandas positivas para a variedade Islampuri (regides terminais), quatro bandas
positivas para BARI Begun-4 e 5 (regides variadas) e nenhuma banda CMA para a
variedade BARI Begun-1 (FAWZIA e ALAM, 2011).

Neste trabalho, a hibridizacdo com a sonda para DNAr 5S permitiu a
visualizacdo de um par de sinais, enquanto a hibridizacdo com a sonda para DNAr
45S evidenciou a presenca de dois pares de sinais, sendo um dos sinais de
localizagéo terminal e de forte intensidade e o outro de localizacéo intersticial e com
menor intensidade de fluorescéncia (Figura 4). Este resultado nao reproduz o que foi
observado por Melo et al. (2011), em um estudo com nove espécies do género
Solanum. Melo et al. (2011) registraram a presenca de apenas dois sinais apos a
hibridizagdo com a sonda para DNAr 45S, mas n&o informaram a variedade

empregada, o que impossibilita a comparagdo com os resultados aqui obtidos.
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6 CONCLUSOES

A avaliacdo de metafases mitéticas da cultivar Embu evidenciou a presenca
de 24 cromossomos e de um par de constricdes secundarias terminais, localizadas

no par cromossdémico de nimero 4.

O tamanho dos cromossomos variou entre 1,77um e 2,63um e o caribtipo

mostrou-se simétrico, com formula cariotipica representada por 12M.

Nenhuma banda DAPI positiva foi detectada, ao passo que foram observadas
quatro bandas CMA; positivas, sendo um par de localizacdo terminal e outro de

localizacgé&o intersticial.

A Hibridizacéo in situ Fluorescente (FISH) permitiu a localiza¢do de dois sitios
de DNAr 5S e quatro sitios de DNAr 45S.
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CAPITULO Il - INDUC;AO DE POLIPLOIDIA IN VITRO E EFEITOS DA
COLCHICINA SOBRE O CICLO CELULAR DE Solanum melongena
Linn.

1 INTRODUCAO

A duplicacdo cromossbmica induzida € uma estratégia muito empregada em
estudos que visam o melhoramento de espécies vegetais (BONA; KARSBURG;
GALLO, 2016). Inumeras aplicacbes sdo descritas, como a quebra de barreiras
sexuais, a restauracdo da fertilidade de hibridos, o desenvolvimento de variacbes
fenotipicas, a indug@o de apomixia, 0 aumento da biomassa e o desenvolvimento de
novas variedades (RAMSEY e SCHEMSKE, 1998). A técnica também pode ser
empregada em estudos evolutivos, auxiliando no entendimento de alteracdes
gendmicas que ocorreram apos a producdo de hibridos e poliploides (DO AMARAL
et al., 2015).

Poliploides artificiais podem ser obtidos pela utilizacdo de antimitéticos,
agentes quimicos que interferem na formacdo do fuso durante a divisdo celular
(HANTZSCHEL e WEBER, 2010). Embora seja uma metodologia bem consolidada,
a inducéo de poliploides in vitro consiste em um método complexo e laborioso, que
na maioria dos casos apresenta baixas taxas de sucesso e percentuais elevados de
plantas aneuploides e mixoploides. Muitas variaveis estdo envolvidas no processo,
como a escolha da substancia poliploidizante, do tipo de explante, do periodo de
exposicao e até mesmo do método de deteccao de ploidia (DHOOGHE et al., 2011).
A maioria dos trabalhos disponiveis na literatura tem como principal objetivo apenas
a producdo de individuos poliploides, o que justifica a caréncia de estudos que
avaliem aspectos basicos dos efeitos dos antimitdticos sobre as células e de

caracteristicas do ciclo celular das plantas.

O presente trabalho teve como objetivo utilizar a berinjela como modelo de
estudo do processo de inducao de poliploidia in vitro, empregando a colchicina como

agente poliploidizante e a hidroxiureia como agente sincronizador do ciclo celular. A
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berinjela (S. melongena) € uma espécie diploide (2n=24) da familia Solanaceae que
apresenta grande importancia econémica em todo o mundo, gragas a seu fruto
comestivel e a algumas aplicacdes farmacolégicas (GEORGE, 2004). A berinjela
apresenta ainda tecidos com elevada capacidade de regeneragdo in vitro,
caracteristica que faz da espécie uma excelente opcdo para estudos com
abordagens biotecnolégicas. J& foram descritos trabalhos com berinjela para a
producado de variedades melhoradas, para o resgate de embrides, a selecéo in vitro,

a hibridizacdo somatica e a transformacéo genética (MAGIOLI e MANSUR, 2005).

A colchicina, um dos principais antimitoticos empregados em estudos de
inducéo de poliploidia, € um alcaloide extraido das sementes e bulbos de Colchicum
autumnale e se destaca por ndo perder a capacidade poliploidizante com a
autoclavagem. No entanto, seu uso pode ser tOxico para as plantas, afetando a
sobrevivéncia e a capacidade de regeneracdo ou ainda levando a alteracdes
cromossOdmicas (GANTAIT et al.,, 2011; ZHANG et al.,, 2007). Geralmente, doses
muito baixas s&o insuficientes para gerar a poliploidizacdo, ao passo que doses
muito altas apresentam efeitos indesejados e podem até ser letais (ALLUM et al.,
2007). O uso de sincronizadores permite a obtencdo de maiores indices de células
em divisdo e, por isso, constitui uma estratégia interessante para estudos
citogenéticos (TORRES; DAVIDE; BEARZOTI, 2003). Por outro lado, ndo ha
registros na literatura acerca do uso destas substancias em protocolos de duplicacao

in vitro.

Considerando que os efeitos danosos dos antimitéticos sdo os principais
obstaculos enfrentados durante o desenvolvimento de protocolos de inducéo,
também foram investigadas as alteracfes causadas pela colchicina sobre o ciclo
celular de berinjela. Para isso, foram empregadas técnicas de microscopia optica e

citometria de fluxo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o processo de poliploidizacao
e os efeitos do agente poliploidizante, empregando a berinjela como espécie modelo

e a hidroxiureia como agente sincronizador.

2.2 Objetivos especificos

1) Determinar um protocolo eficiente para inducao de poliploidia in vitro em Solanum
melongena, empregando duas concentracdes de colchicina (0,2 e 0,02%) com e

sem a sincronizagao do ciclo celular com hidroxiureia;

2) Avaliar os efeitos de antimitéticos/sincronizadores (colchicina e hidroxiureia) sobre
o ciclo celular de células meristematicas de Solanum melongena utilizando técnicas

de microscopia Optica e citometria de fluxo;



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho experimental

Os experimentos foram divididos em duas vertentes: a) entender o efeito de
antimitoticos/sincronizadores sobre o ciclo celular de S. melongena L. e b) testar a

eficiéncias destas substancias em induzir poliploidia in vitro em S. melongena L. Um

fluxograma representativo das estratégias adotadas é mostrado na Figura 1.

Avaliacéo dos efeitos de antimitéticos/sincronizadores sobre o ciclo celular de S. melongena L.
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Figura 1. Fluxuograma representativo das estratégias adotadas.
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3.2 Material Bioldgico

Para a conducédo dos experimentos descritos neste capitulo foram utilizadas
sementes de Solanum melongena L. (cultivar Embu) da marca Feltrin®, lote
0070701310000050.

3.3 Avaliacédo dos efeitos de antimitoticos/sincronizadores sobre o ciclo celular

de Solanum melongena L.

3.3.1 Meristemas radiculares ndo sincronizados

Sementes de berinjela foram submetidas ao enraizamento em placas de Petri
contendo papel filtro umedecido com agua destilada. Raizes com aproximadamente
1,0 cm de comprimento foram tratadas com duas diferentes concentracdes de
colchicina: 0,2% por 2h (T1) e 0,02% por 24h (T2). Foram adicionados 800uL de
solucéo de colchicina por placa e o controle negativo dos experimentos foi composto

por 4gua destilada.

ApoOs os periodos de exposicao, as raizes foram lavadas e transferidas para
placas de Petri contendo agua destilada para recuperacdo. Foram empregados
periodos de recuperagdo de 0, 2, 4, 8, 16, 24 e 48h. Passados os periodos de
exposi¢ado e recuperacdo, as raizes foram lavadas em agua destilada e destinadas

para analise citogenética ou por citometria de fluxo.

3.3.2 Meristemas radiculares sincronizados com HU

Raizes com aproximadamente 1,0 cm de comprimento foram tratadas com
hidroxiureia 2mM pelo periodo de 18,5h para promover a sincronizacao das células

em interfase, conforme proposto por Dolezel et al. (1999). Em seguida, as raizes
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foram transferidas para placas de Petri contendo agua destilada pelo periodo de 48h
para que a divisdo celular tivesse inicio. Passado este periodo, as raizes foram
entdo transferidas para placas de Petri contendo as duas concentracfes de
colchicina 0,2% por 2h (T3) e 0,02% por 24h (T4). Foram empregados periodos de
recuperacédo de 0, 2, 4, 8, 16, 24 e 48h e o controle negativo foi composto por agua
destilada. As raizes foram lavadas em agua destilada e destinadas para andlise

citogenética ou por citometria de fluxo.

3.3.3 Andlise citogenética

Parte dos meristemas (sincronizados e né&o sincronizados) tratados com
colchicina foi destinada a analise citogenética. As raizes, ap0s os tempos de
exposicao e recuperacao foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol:acido acético v/v). A

solucéo fixadora foi renovada apos 24h e o material armazenado a -4°C.

As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento de acordo com
proposto por Guerra e Souza (2002), com adaptacdes. Para tal, as raizes fixadas
foram lavadas por cinco minutos e submetidas ao processo de digestdo enzimatica
em estufa a 37° C pelo periodo de 3h (pectinase/celulase). Em seguida, foram
lavadas em agua destilada, hidrolisadas em HCI 5N por 20 minutos a temperatura
ambiente e lavadas novamente. Para o preparo das laminas, a regido meristematica
foi separada com o auxilio de uma lamina de bisturi, sobreposta por uma laminula de
vidro e esmagada cuidadosamente em uma gota de &cido acético 45%. As laminulas
foram retiradas em nitrogénio liquido e as laminas coradas com Giemsa 5% por trés

minutos, na auséncia de luz.

Considerando a auséncia de estudos na literatura que abordem os efeitos de
substancias sobre o ciclo celular de S. melongena e o reduzido tamanho dos
cromossomos da espécie (ver Capitulo ), as analises foram realizadas utilizando-se
um aumento de 1000x e, para cada lamina, foi avaliado o niumero total de células da
lamina. Esta metodologia difere-se do que geralmente é descrito para analises de

ciclo celular por microscopia (GUERRA e SOUZA, 2002), onde os autores definem
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um nuamero de campos a ser avaliado. Acredita-se que essa abordagem seja mais
adequada para espécies com cromossomos pequenos como a berinjela, tornando a
avaliacdo mais precisa. Para cada um dos tratamentos foram analisadas trés
laminas, sendo cada uma delas considerada uma repeticdo. Os seguintes

parametros foram avaliados:

i) indice mitético: (percentual de células em divis&o): o indice mitético (IM) foi
calculado utilizando-se a equagao: IM = NCD/NTC x 100, em que NCD corresponde
ao numero de células em divisdo e NTC ao numero total de células analisadas
(ALVIM et al., 2011).

i) Percentual total de alteracbes cromossémicas (Ac): formacdo de brotos e
micronucleos, quebras e perdas cromossémicas, formacdo de pontes,
multipolaridade, aderéncia cromossomica, migracdo tardia e alinhamento tardio
(ALVIM et al., 2011).

iii) Percentual de alteracBes relacionadas a acdo da colchicina sobre os
microtUbulos: c-metafases e metafases duplicadas (2n=48);

iv) Percentual de morte celular: foi calculado dividindo-se o total de células
com morte celular pelo total de células avaliadas (células em intérfase + células em

divisao).

3.3.4 Andlise por citometria de fluxo

Os meristemas radiculares (néo sincronizados e sincronizados) tratados com
colchicina também foram analisados por citometria de fluxo. Passados os periodos
de exposicao e recuperacao, as raizes foram lavadas e as amostras para leitura em
citometro de fluxo foram preparadas com as raizes ainda frescas, segundo o

protocolo proposto por Dolezel et al. (1989).

As amostras de citometria foram preparadas utilizando-se apenas a regiao

meristematica, por ser a regido da raiz que apresenta o maior percentual de células
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em divisdo. Os meristemas foram macerados com o auxilio de uma lamina de aco
inoxidavel em 500uL de tampédo LBO1 gelado, para a liberacdo dos nucleos em
suspensdo (DOLEZEL et al., 1989). As solugdes contendo os nucleos foram
aspiradas através de duas camadas de gaze, filtradas em malha de 40um e
coletadas em tubos de poliestireno. A coloracdo dos nucleos se deu pela adicao de

50 pL de iodeto de propideo (1mg/mL).

A leitura das amostras foi realizada em citbmetro FacsCanto Il e as analises
feitas no software FacsDiva. Os parametros do ciclo celular analisados por citometria
foram: percentuais de células em sub-G1, G1, S e G2, além da possivel presenca de
picos adicionais como 2xG2 e 4xG2, que possam indicar a ocorréncia de eventos de
poliploidizacdo. Foram processadas trés amostras para cada tratamento, sendo
cada amostra preparada a partir de dez meristemas. As diferencas entre os
tratamentos foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA), com nivel de

significancia de 5%.

3.4 Inducéo de poliploidia em S. melongena L.

Os experimentos de inducdo de poliploidia in vitro foram realizados em
sementes e segmentos nodais, com e sem a sincronizacao prévia do ciclo celular
por hidroxiureia (HU). Os explantes foram submetidos aos seguintes tratamentos
com colchicina: 0,2% por 2h e 0,02% por 24h. Os tratamentos sem sincronizagéo do
ciclo celular foram denominados T1 (colchicina 0,2% por 2h) e T2 (0,02% por 24h).
Ja os tratamentos realizados ap0s a sincronizacdo do ciclo celular por hidroxiureia
foram denominados T3 (HU, seguida de colchicina 0,2% por 2h) e T4 (HU, seguida
de colchicina 0,02% por 24h).

A escolha das concentracdes foi baseada em dados da literatura que
sugerem maior eficiéncia do processo de duplicacdo quando concentracdes maiores
de colchicina sdo empregadas por periodos de exposicdo mais curtos e
concentracbes menores por periodos de exposicdo mais longos (DHOOGHE et al.,
2011).
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3.4.1 Inducéo de poliploidia em sementes

Todas as sementes foram previamente desinfestadas de acordo com
protocolo estabelecido por Zayova et al. (2012) para a espécie, com pequenas
modificagdes. Inicialmente, as sementes foram imersas em &gua destilada
autoclavada com adicdo de cinco gotas de Tween 20 por 30 minutos para remogao
de impurezas, descartando-se aquelas que emergiram para a superficie (JAMIL et
al., 2013). As sementes restantes foram mergulhadas em etanol 70% por dois
minutos e transferidas para uma solucdo de hipoclorito de sodio comercial 20%
acrescida de 100uL de Tween 20 por 15 minutos. Decorrido este tempo, as
sementes foram lavadas em agua destilada autoclavada (5x) para total retirada dos
residuos de hipoclorito. Todo o procedimento de desinfestagéo foi realizado em fluxo
laminar, utilizando-se materiais previamente autoclavados a 120°C com pressao de
1 atm por 15 minutos, com o intuito de remover os contaminantes e garantir a

assepsia.

A acdo de substancias sobre o ciclo celular depende de sua ativacdo, que
ocorre durante o desenvolvimento do embrido. Por isso, antes da inducdo de
poliploidia, as sementes foram embebidas em agua para a protusao da radicula. A
determinacdo do periodo de embebicdo necessario foi feita por testes de
germinacao, utilizando-se sementes controle. O periodo de embebicdo necessario

para a protusdo da radicula em berinjela foi de seis dias.

Para os tratamentos sem sincronizacdo, as sementes foram inoculadas em
tubos de ensaio pequenos contendo 1mL de meio MS acrescido de colchicina nas
concentracbes T1 (0,2% por 2h) e T2 (0,02% por 24h). Para os tratamentos com
sincronizagdo, as sementes foram previamente dispostas em placas de Petri
pequenas contendo 800uL de HU 2mM pelo periodo de 18,5h (DOLEZEL et al.,
1999). Passado o periodo de exposicdo, as sementes foram lavadas e transferidas
para placas de Petri contendo agua destilada por 48h para a retomada da diviséo
celular. Posteriormente, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio
pequenos com meio MS acrescido das concentracdes de colchicina 0,2% por 2h
(T3) e 0,02% por 24h (T4).
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Foram tratadas 60 sementes por concentracdo e paralelamente foi realizado
um controle negativo do experimento, no qual as sementes foram inoculadas
diretamente em MS basico. Apds os periodos de exposicdo, as sementes foram
lavadas em agua destilada autoclavada (5x) e inoculadas em MS basico para
desenvolvimento das plantulas. A avaliacdo dos niveis de ploidia foi realizada por

citometria de fluxo, apés o periodo de 40 dias.

As amostras para citometria foram preparadas de acordo com protocolo
proposto por DolezZel et al. (1989). Aproximadamente 25mg de tecido foliar foi
macerado em tampao LBO1 gelado para liberar os nucleos em suspensdo, com o
auxilio de uma lamina de bisturi. As solucdes contendo os ndcleos foram aspiradas
através de duas camadas de gaze, filtradas em malha de 40um e coletadas em
tubos de poliestireno. A coloracdo dos nucleos se deu pela adicdo de 50 pyL de
iodeto de propideo (1mg/mL) e a leitura das amostras foi realizada em citbmetro de

fluxo FacsCanto Il. As analises foram realizadas no software FacsDiva.

3.4.2 Inducéo de poliploidia em segmentos nodais

Os segmentos nodais necessarios para os experimentos de induc¢do foram
obtidos a partir de plantas estabelecidas in vitro. Para isso, sementes de berinjela
foram inoculadas em frascos de vidro contendo 40 mL de meio de cultura MS basico
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de 3% (p/v) de sacarose e 0,8% (p/v) de
agar (Sigma Chemical Company, USA) com pH ajustado em 5,8 + 0,2, conforme
estabelecido para a espécie por Bhat et al. (2013). Apdés a germinacdo e o
desenvolvimento (aproximadamente 15 dias), as plantulas foram divididas em
segmentos nodais (subcultivo). Os segmentos foram entdo transferidos para tubos

de ensaio (15 x 2,5cm) contendo 15 mL de meio MS sem adi¢cdo de hormdnios.

O numero total de explantes necessarios para os experimentos de inducéo de
poliploidia foi obtido através da repicagem a cada 30 dias. Cada tubo foi
subcultivado por, no maximo, trés vezes e apenas 0S segmentos nodais apicais

foram utilizados nos experimentos. Os vidros e tubos de ensaio permaneceram em
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sala de cultivo, com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade

luminosa de 40 ymoles.m™s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas.

Assim como para as sementes, duas abordagens foram empregadas para 0s
experimentos de inducao de poliploidia em segmentos nodais: a) segmentos nodais
nao sincronizados e expostos a colchicina e b) segmentos nodais sincronizados e

posteriormente expostos a colchicina.

Para o0 experimento sem sincronizacdo, 0s segmentos nodais foram
inoculados em tubos de ensaio pequenos contendo 1mL de meio MS acrescido de
colchicina 0,2% por 2h (T1) e 0,02% por 24h (T2). J& para 0 experimento com

sincronizagéo, os segmentos nodais foram previamente tratados com hidroxiureia.

Como ndo ha registros na literatura acerca da eficiéncia da HU apods a
autoclavagem, o tratamento com o sincronizador foi realizado pela diluicdo em agua
e ndo no meio de cultura. Com o intuito de evitar contaminacdes, todos o0s
procedimentos foram conduzidos em fluxo laminar. A sincronizagédo foi realizada
através da imersédo dos segmentos nodais em solucdo de HU 2mM pelo periodo de
18,5h. Em seguida, os explantes foram lavados em agua destilada (5x) e
transferidos para tubos de ensaio contendo MS basico por 48h para a retomada da
divisdo celular. ApGs esta etapa os explantes foram tratados com colchicina 0,2%
por 2h (T3) e 0,02% por 24h (T4).

Foram tratados 60 segmentos nodais por concentracdo e dois controles
negativos foram empregados, um com segmentos nao sincronizados (CN) e outro

com segmentos sincronizados.

Apbs os periodos de exposicdo, os segmentos nodais foram retirados do meio
de cultura e lavados em &agua destilada (5x). Em seguida, os explantes foram
novamente inoculados em meio MS basico por 40 dias para a regeneracdo e
desenvolvimento das plantas in vitro. Os tubos de ensaio permaneceram em sala de
cultivo com condi¢des controladas e a avaliagdo dos niveis de ploidia foi realizada
por citometria de fluxo (DOLEZEL et al., 1989). A metodologia para o preparo das
amostras de citometria de fluxo foi a mesma anteriormente descrita para avaliagao

de ploidia das plantas obtidas a partir de sementes.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao dos efeitos de antimitéticos/sincronizadores sobre o ciclo celular

de S. melongena L.

4.1.1 Analise citogenética

De um modo geral, ndo foram observados efeitos significativos sobre o IM
quando se compara 0s tratamentos com 0S seus respectivos controles. Apenas a
concentracdo de 0,2% de colchicina por 2h de exposi¢cdo induziu aumentos
significativos nos percentuais de células em divisdo (IM) (Tabela 1). Este resultado
foi observado apos 24h de recuperacao do tratamento T1 (colchicina 0,2% por 2h,
sem sincronizacdo prévia com hidroxiureia), onde o valor de IM foi cerca de 1,46X
maior do que no controle. O mesmo foi observado apos 2h e 4h de recuperacéo do
tratamento T3 (exposicao a HU, seguida de tratamento com colchicina 0,2% por 2h)
(Tabela 1). De forma geral, também nado foram observadas diferencas significativas
guando se compara 0s mesmos tratamentos com colchicina (T1 com T3 ou T2 com
T4) (Tabela 1).

Embora as variagcdes no IM possam nao ser significativas para a maioria das
comparacoes, diferencas entre as proporc¢des das fases da divisdo celular poderiam
estar presentes. Por isso, o percentual de metafases apds a exposicdo aos
diferentes tratamentos com colchicina foi avaliado e os resultados sdo mostrados na
Tabela 2. Aumentos significativos dos indices metafasicos foram observados tanto
apos exposicao a concentracado de 0,2% de colchicina por 2h (tratamento T1) quanto
apos exposicao a concentracdo de 0,02% de colchicina por 24h (tratamento T2)
(Tabela 2).
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Tabela 1 — indice mitético de meristemas radiculares de Solanum melongena expostos aos tratamentos com colchicina, apés periodos de recuperacio.

Tratamentos Oh 2h 4h 8h 16h 24h 48h

Controle T1 10,70 15,44 13,91 14,54 15,67 13,20 13,56
Colch 0,2% 2h (T1) 13,25 14,00 14,19 13,39 11,53 19,292 14,65
Controle T2 12,02 11,47 14,70 15,92 15,94 15,83 13,01
Colch 0,02% 24h (T2) 10,72 13,59 13,28 14,14 12,06 12,16 17,56
Controle T3 12,85 12,60 13,59 12,58 12,07 12,72 13,07
HU* + Colch 0,2% 2h (T3) 12,71 14,00% 11,32% 10,75 13,45 14,33" 13,46
Controle T4 12,53 15,28 12,67 13,91 14,36 13,71 13,19
HU* + Colch 0,02% 24h (T4) 13,49 12,94 14,97 16,50 13,95 12,29* 15,38

Colch — Colchicina; * - Tratamento com hidroxiureia 2mM por 18,5h seguido por 48h de recuperacdo em agua destilada. * Média estatisticamente diferente
do seu respectivo controle; ANOVA (p<0,05); AMédia estatisticamente diferente guando comparada ao mesmo tratamento com colchicina no mesmo tempo
de exposicao (T1 comparado com T3; T2 comparado com T4).

Tabela 2. indice metafasico de meristemas radiculares de Solanum melongena expostos aos tratamentos com colchicina, apés periodos de recuperagao.

Tratamentos Oh 2h 4h 8h 16h 24h 48h

Controle T1 28,12 21,12 21,31 27,20 27,25 27,64 25,36
Colch 0,2% 2h (T1) 24,61 43,65° 49,67 30,92 18,96 48,44° 33,23%
Controle T2 28,12 23,00 19,90 24,64 22,82 24,87 24,32
Colch 0,02% 24h (T2) 51,76 36,022 23,93 25,51 15,83 30,10 19,67
Controle T3 29,85 28,50 30,76 34,00 26,96 23,69 25,71
HU* + Colch 0,2% 2h (T3) 30,03 30,08" 30,81 33,17 26,99 27,14% 30,82
Controle T4 30,40 30,04 31,57 36,58 28,59 29,85 30,39
HU* + Colch 0,02% 24h (T4) 30,40 28,08" 31,60 35,53 29,07 30,35 30,88

Colch — Colchicina; * - Tratamento com hidroxiureia 2mM por 18,5h seguido por 48h de recuperacdo em agua destilada. * Média estatisticamente diferente
do seu respectivo controle; ANOVA (p<0,05); AMédia estatisticamente diferente guando comparada ao mesmo tratamento com colchicina no mesmo tempo
de exposicdo (T1 comparado com T3; T2 comparado com T4).
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Apébs 2h de recuperacdo, o percentual de metafases em resposta a exposicao
a colchicina por 2h (T1) foi aproximadamente 2,07X superior a0 seu controle.
Maiores percentuais de metafases também foram observados para este tratamento
apos 24h e 48h de recuperacédo. Ja o tratamento com colchicina 0,02% por 24h (T2)
aumentou significativamente o indice metafasico apdés 2h de recuperacédo, sendo

este valor 1,57X superior ao controle (Tabela 2).

Os tratamentos com HU ndo contribuiram para um aumento significativo nos
percentuais de metafases quando se compara 0S mesmos tratamentos com
colchicina (T1 com T3 ou T2 com T4). Contrariamente, apds alguns tempos de
recuperacdo dos tratamentos com HU + colchicina (T3 e T4) os percentuais de
metafases foram menores do que nos tratamentos sem sincronizacdo (T1 e T2).
Este efeito foi evidente apds T3 seguido de 2h e 24h de recuperacdo de T4 seguido
de 2h de recuperacado de T4. No tratamento T3, os indices metafasicos foram 1,55X
e 1,78X menores apos 2h e 24h de recuperacédo, respectivamente. Apés T4, foi

observada uma diminuicdo de 1,28X apds 2h de recuperacdo (T1 e T2) (Tabela 2).

Os percentuais de alteracfes apds exposicado aos tratamentos com colchicina
séo mostrados na Tabela 3. Todos os tratamentos induziram aumentos significativos
nos percentuais de alteragdes cromossOmicas, exceto o tratamento com colchicina
0,2% por 2h de exposicao (T1) apos 16h de recuperacdo. Em média o tratamento
com colchicina 0,2% por 2h (T1) aumentou em 7,42X o percentual de alteracdes
cromossOmicas em relacdo ao controle. Este valor foi de 13,09X, 52,49X e 43,83X

respectivamente para os tratamentos T2, T3 e T4 (Tabela 3).

Na Tabela 4 é possivel observar o percentual total de c-metafases ap6s os
tratamentos com colchicina. Todos os tratamentos induziram aumentos significativos
nestes percentuais, exceto o tratamento com colchicina 0,2% por 2h de exposi¢ao
(T1) apo6s 2h e 4h de recuperagéo. Assim como foi observado para o percentual total
de alteragGes, os tratamentos com sincronizacao (T3 e T4) apresentaram um efeito
maior do que os tratamentos T1 e T2 (sem sincronizagao) (Tabela 4). O tratamento
T3 induziu em média um aumento de 69,74X nos percentuais de c-metafase. Em
comparagdo com o tratamento T1l, que apresenta a mesma concentracdo de

colchicina (0,2%), este aumento foi de apenas 12,42X. J4 o tratamento T4
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apresentou um aumento meédio de 28,29X em contraposi¢ao ao tratamento T2 com a
mesma concentracdo de colchicina (0,02%), cujo aumento médio foi de 7,91X
(Tabela 4).

Imagens representativas de algumas das alteragbes observadas sé&o

demonstradas na Figura 2.
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Figura 2. Alteracdes cromossdmicas observadas apds a exposi¢cdo de meristemas radiculares de S.
melonena a colchicina. (A) c-metafase; (B) metafase duplicada (2n=48); (C) metafase com perda
cromossoémica; (D) Presenca de morte celular. As setas indicam as altera¢gfes. Barra = S5um.

Os percentuais de metafases duplicadas apos os tratamentos com colchicina
sdo mostrados na Tabela 5. Os tratamentos sem sincronizagdo néo induziram o
aparecimento de metafases duplicadas nos tempos de recuperacdo avaliados,
exceto o tratamento com colchicina 0,02% por 24h (T2) apos 2h de recuperacao. Ja
para os tratamentos com sincronizacdo (T3 e T4) efeitos significativos foram
observados apds todos os tempos de recuperacao (Tabela 5). O maior percentual de
metafases duplicadas (11,07%) foi observado apds o tratamento T3 (HU + colchicina
0,2% por 2h) (Tabela 5).



Tabela 3. Percentual total de alteracdes em meristemas radiculares de Solanum melongena expostos

aos tratamentos
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com colchicina, apds periodos de

recuperacao.

Tratamentos Oh 2h 4h 8h 16h 24h 48h
Controle T1 4,12 3,29 4,46 4,95 8,57 521 2,27
Colch 0,2% 2h (T1) 17,61° 39,30° 45,52° 20,96° 13,19 13,51% 25,73°
Controle T2 1,70 1,19 3,36 2,03 1,62 2,02 3,86
Colch 0,02% 24h (T2) 46,50° 14,14° 29,10° 20,79° 19,03% 36,89° 13,98%
Controle T3 0,41 0,32 0,11 0,44 0,41 0,29 0,31
HU* + Colch 0,2% 2h (T3) 17,62 12,31 13,20% 16,59% 14,59% 12,05% 15,87%
Controle T4 0,23 0,19 0,43 0,46 0,42 0,48 0,51
HU* + Colch 0,02% 24h (T4) 14,01° 14,00° 13,42° 15,39° 19,37° 17,49° 12,77°

Colch — Colchicina; * - Tratamento com hidroxiureia 2mM por 18,5h seguido por 48h de recuperacdo em agua destilada.  Média estatisticamente diferente
do seu respectivo controle; ANOVA (p<0,05); “Média estatisticamente diferente quando comparada ao mesmo tratamento com colchicina no mesmo tempo
de exposicdo (T1 comparado com T3; T2 comparado com T4).

Tabela 4. Percentual de c-metadfases em meristemas radiculares de Solanum melongena expostos

aos tratamentos com colchicina, apés periodos de

recuperacao.

Tratamentos Oh 2h 4h 8h 16h 24h 48h
Controle T1 1,21 3,63 6,99 3,04 4,39 2,49 1,80
Colch 0,2% 2h (T1) 14,33% 3,40 3,65 23,82 36,27° 64,54% 14,95°
Controle T2 5,38 7,01 2,65 2,27 0,85 1,96 1,84
Colch 0,02% 24h (T2) 19,34° 53,43% 17,7% 15,76° 6,77° 21,08% 20,34%
Controle T3 0,17 0,36 0,66 0,37 0,57 0,68 0,97
HU* + Colch 0,2% 2h (T3) 25,88" 36,37*" 18,49* 45 53" 18,322 18,59* 23,71°
Controle T4 0,71 0,55 0,62 0,72 0,83 1,00 0,75
HU* + Colch 0,02% 24h (T4) 17,28° 24,82% 18,56° 13,85° 22,88 21,94% 22,47°%

Colch — Colchicina; * - Tratamento com hidroxiureia 2mM por 18,5h seguido por 48h de recuperacdo em agua destilada. * Média estatisticamente diferente
do seu respectivo controle; ANOVA (p<0,05); “Média estatisticamente diferente quando comparada ao mesmo tratamento com colchicina no mesmo tempo
de exposicdo (T1 comparado com T3; T2 comparado com T4).
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Tabela 5. Percentual de metafases duplicadas (2n=48) em meristemas radiculares de Solanum melongena expostos aos tratamentos com colchicina, apés
periodos de recuperacéo.

Tratamentos Oh 2h 4h 8h 16h 24h 48h
Controle T1 0,00 0,00 0,67 0,00 0,00 0,00 0,00
Colch 0,2% 2h (T1) 0,10 0,11 0,13 0,20 1,03 1,55 0,78
Controle T2 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00
Colch 0,02% 24h (T2) 0,87 1,86° 0,22 2,51 0,00 0,30 2,81
Controle T3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HU* + Colch 0,2% 2h (T3) 11,07 9,54 6,05 3,68 4,30 8,06 6,60
Controle T4 0,06 0,00 0,07 0,04 0,06 0,06 0,11
HU* + Colch 0,02% 24h (T4) 2,36" 1,35% 2,714 3,00% 2,76 2,35% 1,174

Colch — Colchicina; * - Tratamento com hidroxiureia 2mM por 18,5h seguido por 48h de recuperacdo em agua destilada. * Média estatisticamente diferente
do seu respectivo controle; ANOVA (p<0,05); AMédia estatisticamente diferente guando comparada ao mesmo tratamento com colchicina no mesmo tempo
de exposicdo (T1 comparado com T3; T2 comparado com T4).
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4.1.2 Analise por citometria de fluxo

Um histograma tipico dos controles apresentou 5,66+0,56% de particulas sub-
G1, 71,72+1,42% de ndcleos em G1, 9,97+2,45% de nucleos em S e 12,44+1,83%
de nucleos em G2 (Figura 3). Nestes tratamentos ndo foram detectados eventos de
poliploidizacdo (2XG2).

Os resultados da andlise por citometria de fluxo dos meristemas radiculares
nao sincronizados submetidos aos tratamentos com colchicina sdo mostrados na
Tabela 6.

Tanto o tratamento T1 quanto o tratamento T2 induziram aumentos
significativos nos percentuais de ndcleos em S + G2 (Tabela 6) em comparacao com
0S seus respectivos controles. De um modo geral, este efeito foi mais intenso no
tratamento com colchicina 0,2% por 2h (T1). Eventos de poliploidizacdo (observacéo
de nucleos 2XG2) também foram observados apds os dois tratamentos, sendo o
maior percentual deste evento detectado apés 24h de recuperacgéo do tratamento T1
(colchicina 0,2% por 2h). Neste tempo de recuperacdo o percentual de nucleos
poliploidizados foi de 7,23%. Um incremento estatisticamente significativo nos
percentuais de particulas sub-G1 também foi observado para ambos os tratamentos

(T1 e T2), em todos os periodos de exposicao e recuperacédo (Tabela 6).

Os resultados da analise por citometria de fluxo de meristemas radiculares
sincronizados com HU submetidos aos tratamentos com colchicina sdo mostrados
na Tabela 7. Um histograma tipico dos controles apresentou 5,92+0,58% de
particulas sub-G1, 72,73+1,10% de nucleos em G1, 10,10+1,01% de nacleosem S e
11,17+1,55% de nacleos em G2. Nestes tratamentos ndo foram detectados eventos
de poliploidizacao (2XG2). Alteracdes deste padréo foram detectadas apos todos os
tratamentos com colchicina investigados. Assim como ja relatado para os
meristemas ndo sincronizados, o0s dois tratamentos induziram aumentos
significativos nos percentuais de nucleos em S + G2 e de particulas sub-G1. Nucleos

poliploidizados também foram observados apds exposicédo aos dois tratamentos com
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colchicina, sendo o maior valor detectado apds 48h de recuperacdo do tratamento
com HU + colchicina 0,2% por 2h (T3) (9,10% de células poliploidizadas).

Histogramas representativos dos efeitos observados no ciclo celular de S.

melongena apos a exposicdo a colchicina sdo mostrados na Figura 3.

Tabela 6. Percentual de nicleos detectados em diferentes fases do ciclo celular (sub-G1, G1, S, G2
e 2xG2) apbs a exposicdo de meristemas radiculares de Solanum melongena nédo sincronizados a
colchicina.

Tratamento Tempo de Sub-G1 Gl S G2 2xG2
recuperacao

Oh 5,43 72,34 11,91 10,32 ND

2h 5,78 70,34 11,32 12,56 ND

4h 5,78 71,28 10,59 12,36 ND

Controle T1 8h 5,23 70,45 8,00 16,32 ND

16h 6,72 72,37 8,25 12,67 ND

24h 4,78 75,43 4,12 15,67 ND

48h 4,89 73,45 8,41 13,25 ND

Oh 12,67° 62,56% 10,21 14,56 ND

2h 15,672 58,53% 11,23 14,57 ND

Colchicina 4h 18,72° 52,142 11,25 17,89° ND
0,2% por 2h 8h 17,322 51,00% 11,34 17,89 2,45%
(T1) 16h 17,892 47,28° 10,34 19,822 4,67%
24h 17,88° 44,65° 10,56% 19,68% 7,23%
48h 17,542 45 54° 10,112 19,802 7,012

Oh 5,64 72,34 11,81 10,21 ND

2h 5,78 71,24 11,53 11,45 ND

4h 6,34 70,45 9,73 13,48 ND

Controle T2 8h 5,89 70,78 10,77 12,56 ND

16h 4,89 71,27 11,26 12,58 ND

24h 6,11 72,34 10,32 11,23 ND

48h 6,00 72,00 11,55 10,45 ND

Oh 21,232 52,192 11,24 15,342 ND

2h 22,452 50,432 11,67 15,452 ND

Colchicina 4h 22,672 50,562 12,45 14,32 ND
0,02% por 8h 25,452 42,762 12,67 15,672 3,452
24h (T2) 16h 21,232 43,062 13,46 16,782 5,472
24h 21,892 40,312 12,12 18,902 6,782
48h 20,872 42 892 12,01 17,892 6,342

®Média estatisticamente  diferente  do seu respectivo controle; ANOVA  (p<0,05).
ND = néo detectado.
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Tabela 7. Percentual de nicleos detectados em diferentes fases do ciclo celular (sub-G1, G1, S, G2 e
2xG2) apoOs a exposicdo de meristemas radiculares de Solanum melongena sincronizados a
colchicina.

Tratamento Tempo de Sub-G1 Gl S G2 2xG2
recuperacao

Oh 4,99 72,45 9,12 13,44 ND

2h 5,87 73,45 9,32 11,36 ND

4h 5,11 73,56 8,76 12,57 ND

Controle T3 8h 6,12 74,56 9,10 10,22 ND

16h 6,43 72,78 9,00 11,79 ND

24h 5,67 73,56 9,56 11,21 ND

48h 7,11 74,56 9,85 8,48 ND

Oh 16,78% 55,222 12,342 15,662 ND
2h 19,98° 51,502 12,632 14,782 1,112
HU* + 4h 19,83% 49,142 11,452 18,13% 1,452
Colchicina 8h 20,11% 47,752 12,452 17,312 2,382
0,2% por 2h 16h 22,34% 41,982 13,562 18,342 3,78%
(T3) 24h 24,56% 34,852 13,342 18,322 8,93%
48h 21,34% 39,352 12,322 17,892 9,10%

Oh 5,34 71,64 10,34 12,68 ND

2h 5,90 72,23 11,34 10,53 ND

4h 6,11 71,56 10,11 12,22 ND

Controle T4 8h 6,57 72,67 11,76 9,00 ND

16h 6,33 73,45 11,36 8,86 ND

24h 5,45 71,56 11,34 11,65 ND

48h 5,99 71,11 10,45 12,45 ND

Oh 23,562 49,542 11,23 15,672 ND

2h 25,782 46,232 12,56 15,432 ND

HU* + 4h 27,892 42,882 12,452 16,782 ND
Colchicina 8h 28,782 42,342 12,672 13,672 2,342
0,02% por 16h 28,652 40,552 13,462 14,672 2,672
24h (T2) 24h 29,902 35,422 12,12 17,892 4,672
48h 28,452 37,652 12,012 16,782 5,11a

* Tratamento com hidroxiureia 2mM por 18,5h seguido por 48h de recuperacdo em agua destilada.
# Média estatisticamente diferente do seu respectivo controle; ANOVA (p<0,05).
ND = nédo detectado.

(A) (B)
G1
G1
2] 0
£ ]
o c
[} [
= >
i1 i
G2
G2
i S
sub-g1 sub-g1 2XG2
Intensidade de fluorescéncia Intensidade de fluorescéncia

Figura 3. Histogramas representativos das avaliagdes por citometria de fluxo apds exposicdo a
colchicina. (A) Histograma representativo de um controle negativo. (B) Histograma representativo do
efeito dos tratamentos. E possivel observar o aumento do percentual de ndcleos em S e G2 e de
particulas sub-G1, além do aparecimento de nucleos poliploidizados (2XG2).
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4.2 Inducéo de poliploidia in vitro

A tabela 8 mostra os resultados obtidos apos a indugdo de poliploidia in vitro
em sementes e segmentos nodais de berinjela com e sem a sincronizagéo do ciclo
celular. Apds a manutencao das plantas in vitro por 40 dias, observou-se que todas
as plantas controle se regeneraram com sucesso. Em relacdo aos explantes
tratados com colchicina, foram observados elevados percentuais de sobrevivéncia
tanto para sementes quanto para segmentos nodais, apos todos os tratamentos.
Estes percentuais variaram entre 60 e 85%, sendo o menor percentual observado
apos o tratamento T3 (colchicina 0,2% por 2h) em sementes sincronizadas e o maior
apos o tratamento T2 (colchicina 0,02% por 24h) em segmentos nodais nao

sincronizados.

A avaliacdo das plantas controle por citometria de fluxo confirmou que todas
permaneceram diploides. Ja para os explantes tratados com colchicina, foram
observados individuos distribuidos em cinco categorias, de acordo com os niveis de
ploidia. Foram encontrados principalmente diploides (2x), tetraploides (4x) e
mixoploides com predominancia de células 2x (2x + 4x). Foram observados ainda
alguns individuos mixoploides (4x + 8x), mas com predominancia de células
tetraploides. Estes foram chamados de mixoploides 4x. Adicionalmente foi
observado um individuo mixoploide (2x + 4x + 8x), com predominancia de células

octaploides, sendo este individuo chamado de mixoploide 8x (Tabela 8).

Plantas tetraploides foram obtidas apds todos os tratamentos com colchicina,
com percentuais variando entre 2,12 e 23,80%, sendo o maior percentual
encontrado apds o tratamento T4 (colchicina 0,02% por 24h) em segmentos nodais
sincronizados por hidroxiureia (Tabela 8). Quando se analisa os explantes nao
sincronizados com HU, o tratamento com colchicina 0,2% por 2h (T1) induziu a
poliploidizacdo de 3 plantas obtidas do experimento com sementes (7,5% das
plantas sobreviventes) e 1 planta obtida do experimento com segmentos nodais
(2,12% das sobreviventes). A média destes dois valores é 4,81% das plantas
sobreviventes. Este mesmo valor para o tratamento T2 (colchicina 0,02% por 24h)

foi de 8,58% das plantas sobreviventes, ou seja, um incremento de 78,37% no
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percentual de plantas polipléides obtidas. Esta mesma observacéo € valida para os
explantes previamente tratados com HU. Neste caso, o tratamento com colchicina
0,2% por 2h (T3) induziu, em média, 18,60% de plantas poliploides, contra 20,99%
do tratamento com colchicina 0,02% por 24h (T4), representando um incremento de
12,84%.

A presenca de mixoploidia (2x + 4x) também foi recorrente em todos os
tratamentos com colchicina, sendo observada com maior frequéncia apos o
tratamento T1 (colchicina 0,2% por 2h) em segmentos nodais n&o sincronizados
(63,82%) e com menor frequéncia apds o0 mesmo tratamento T1 em sementes nao
sincronizadas (7,5%). Plantas mixoploides 4x + 8x foram encontradas apenas em
sementes sincronizadas apdés o tratamento T3 (8,33%) e em segmentos nodais
também sincronizados, tanto ap6s T3 (4,44%) quanto apos T4 (2,38%). O Unico
individuo com predominancia de nucleos octaploides (mixoploide 8x) foi observado

apos T3, em sementes sincronizadas (Tabela 8).

De todos os explantes tratados, foram regeneradas 342 plantas com sucesso,
sendo 157 provenientes de sementes e 185 de segmentos nodais. Os percentuais
de plantas regeneradas em cada nivel de ploidia podem ser observados na Figura 4.
No total, foram obtidas 45 plantas tetraploides (13,15%), 83 mixoploides 2x + 4x
(24,26%), 6 mixoploides 4x + 8x (1,75%), e 1 mixoploide 2x + 4x+ 8x (0,29%).

mDiploides

ETetraploides
Mixoploides 2x + 4x

® Mixoploides 4x + 8x

= Mixoploides 2x + 4x + 8x

Figura 4. Distribuicdo dos explantes regenerados entre os diferentes niveis de ploidia apos a inducao
de poliploidia in vitro em sementes e segmentos nodais de Solanum melongena.
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As plantas regeneradas apos os experimentos estdo sendo mantidas em sala
de cultivo com temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa
de 40 pmoles.m™?s™, fornecida por lampadas fluorescentes brancas. Histogramas
representativos de todos os niveis de ploidia obtidos apds os tratamentos com

colchicina podem ser observados na Figura 5.
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Figura 5. Histogramas representativos dos niveis de ploidia observados apds os experimentos de
inducdo de poliploidia com colchicina. (A) Individuo diploide (2x), (B) tetraploide (4x); (C) mixopldide
com células octaploides (2x + 4x + 8x). (D) mixoploide 2x (2x + 4x ) e (E) mixoploide 4x ( 4x + 8x).
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Tabela 8. Percentual de sobrevivéncia e avaliacdo dos niveis de ploidia, por citometria de fluxo, em Solanum melongena apés tratamentos com colchicina em
explantes sincronizados e ndo sincronizados.

Explantes Tratamento Explantes Sobrevivéncia Diploides Tetraploides  Mixoploides 2x  Mixoploides 4x Mixoploide 8x
tratados (2x) (4x) (2x + 4x) (4x + 8x) (2x + 4x+ 8x)
Sementes nédo T1 60 40 (66,66%) 34 (85,00%) 3 (7,5%) 3 (7,5%) - -
sincronizadas
T2 60 37 (61,66%) 30 (81,08%) 2 (5,40%) 5 (13,51%) - -
Sementes T3 60 36 (60,00%) 21 (58,33%) 7 (19,44%) 4 (11,11%) 3 (8,33%) 1(2,77%)
sincronizadas com
HU*
T4 60 44 (73,33%) 26 (59,09%) 8 (18,18%) 10 (22,72%) - -
Segmentos nodais ndo T1 60 47 (78,33%) 16 (34,04%) 1(2,12%) 30 (63,82%) - -
sincronizados
T2 60 51 (85,00%) 35 (68,62%) 6 (11,76%) 10 (19,60%) - -
Segmentos nodais T3 60 45 (75,00%) 25 (55,55%) 8 (17,77%) 10 (22,22%) 2 (4,44%) -
sincronizados com
HU* T4 60 42 (70,00%) 20 (47,61%) 10 (23,80%) 11 (26,19%) 1(2,38%) -

* Tratamento com hidroxiuréia (HU) 2mM por 18,5h seguido por 48h de recuperagdo em agua destilada; T1 — Colchicina 0,2% por 2h; T2 — Colchina 0,02%
por 24h; T3 — Colchicina 0,2% por 2h; T4 — Colchicina 0,02% por 24h. Cada tratamento foi acompanhado por um controle negativo, no qual os explantes
foram inoculados em meio MS bésico.
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5 DISCUSSAO

A colchicina é um dos agentes despolimerizantes de microtibulos mais
empregados para bloquear células em metafase e para induzir poliploidia em
espécies vegetais. Apesar de fornecer resultados positivos no que se refere a
duplicacdo cromossémica, € altamente tdxica para o ser humano, além de ser
fitotoxica e induzir altas taxas de mixoploidia nas plantas regeneradas em estudos
de duplicacdo (VAN DUREN et al., 1996; GANGA; CHEZHIYAN, 2002; YEMETS;
BLUME, 2008). Dentre os efeitos ja relatados para seu uso, pode-se citar também a
esterilidade, o crescimento anormal, perdas cromoss6micas e mutacdes génicas
(LUCKETT, 1989; DHOOGHE et al., 2011).

Os mecanismos responsaveis pela acdo da colchicina sobre as células ainda
nao foram totalmente elucidados, o que se deve principalmente a caréncia de
trabalhos que investiguem os aspectos basicos do efeito de antimitéticos. Observa-
se na literatura uma ampla variagdo nas concentracfes e tempos de exposicdo a
colchicina empregados (DHOOGHE et al., 2011), mas poucos trabalhos tiveram o
objetivo de entender como essa variacdo pode influenciar a eficiéncia do processo
de inducdo de poliploidia. Caperta et al. (2006) apresentaram um interessante
trabalho neste sentido, no qual os autores chamaram atencdo para a relacdo
tempo/concentracdo/eficiéncia que existe para os tratamentos com colchicina em

experimentos de poliploidizacao.

Segundo trabalhos ja citados por Caperta et al. (2006), curtos tempos de
exposicdo a altas concentragBes de colchicina resultam na formacdo de novos
rearranjos de tubulina, apesar do processo de despolimerizacdo dos microtabulos
(UTRILLA et al., 1989; APOSTOLAKOS et al., 1990; KARAGIANNIDOU et al., 1995).
Os autores sugerem entdo que a ndo formacdo do fuso mitético apenas ndo é
suficiente para a inducdo de células poliploides e que é necesséria a formacédo de
estruturas alternativas de microtubulos para o sucesso na indugdo de duplicacéo
cromossOmica (CAPERTA et al., 2006).
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Utilizando como modelo Secale cereale, Caperta et al. (2006) avaliaram duas
concentracdes de colchicina, uma considerada baixa (0,5mM) e outra considerada
alta (5mM). Os resultados mostraram que a baixa concentracdo induziu a
despolimerizacdo dos microtubulos em todas as fases da divisdo celular, enquanto a
alta concentracao foi capaz de induzir a polimerizacdo de novas estruturas contendo
tubulina em c-metéfases. Adicionalmente, os resultados demonstraram que somente
a maior concentracdo foi capaz de induzir a formacdo de células poliploides. Os
autores afirmam ainda que a baixa concentracdo induz o aparecimento de muitas
alteracdes cromossomicas/celulares, o que apresenta um efeito nocivo a viabilidade

celular apés certo tempo de recuperacao (CAPERTA et al., 2006).

O presente trabalho teve como objetivo auxiliar no entendimento do processo
de duplicacdo cromossdmica em si e também dos efeitos da colchicina sobre o ciclo
celular, empregando Solanum melongena L (berinjela) como modelo de estudo.
Considerando as contribuicbes do trabalho de Caperta et al. (2006) em relacdo a
este assunto, seu trabalho serviu como um modelo para as estratégias aqui
estudadas. Foram utilizadas as concentracdes de 0,02% e 0,2% de colchicina, que
representam as mesmas concentracdes utilizadas por Caperta et al. (2006). Em
adicdo a analise da resposta celular aos tratamentos com colchicina, o presente
trabalho teve como objetivo testar o real efeito das diferentes concentracdes de
colchicina na inducdo de plantas poliploides in vitro. De forma pioneira, também foi
utilizada a sincronizacao do ciclo celular com hidroxiureia, na tentativa de aumentar
a eficiéncia do processo de poliploidia. A andlise dos resultados mostrou que alguns
aspectos aqui observados corroboram as conclusées de Caperta et al. (2006) e

outros nao.

As diferencas no indice mitotico (IM), nos indices de fases e nos percentuais
de alteracbes cromossOmicas sao frequentemente empregadas para avaliar a
citogenotoxicidade de substancias (GOMES et al., 2015; RAJESHWARI et al., 2015;
CVJETKO et al., 2017). Essa estratégia demonstra-se util na investigacdo da acao

de sincronizadores/antimitoticos sobre células modelo. Neste trabalho, o modelo de
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células meristematicas de S. melongena L. foi utilizado para a avaliacdo dos efeitos

da exposicdo aos diferentes tratamentos com hidroxiureia (HU)/colchicina.

Os resultados aqui obtidos n&do evidenciaram, em geral, diferencas em
relagdo ao IM apos os tratamentos com colchicina, embora a maior concentragéo
(0,2%) tenha sido capaz de aumentar o IM por duas vezes nos tratamentos
investigados. Nestes casos, o aumento do percentual de células em divisdo poderia
ser explicado por uma interrupgéo do ciclo celular em uma das fases da diviséo
celular (SINGH, 2003). A capacidade da colchicina de alterar o ciclo normal da
mitose foi primeiramente descrita em 1905 (DIXON, 1905; LEVAN, 1938) e anos
mais tarde estudos levantaram a hipotese de que a substancia era capaz de
aumentar o nimero de células em divisao (DUSTIN, 1934; LITS, 1934). No entanto,
em 1936, Ludford concluiu que, na maioria dos casos, a colchicina aumenta o
namero de células em metafase, gracas a um blogueio nesta fase, inicialmente
chamado de atraso. Em seu trabalho, utilizando células animais, o pesquisador
atribuiu a acdo da colchicina a problemas na formacéo e no funcionamento do fuso
mit6tico (LUDFORD, 1936).

O primeiro estudo acerca da acdo da colchicina em células vegetais foi
realizado em 1938 em Tradescantia e, neste caso, 0s autores também sugeriram a
acao sobre os microtubulos (NEBEL e RUTTLE, 1938). Desde entdo, o acumulo de
células em metafase pela colchicina vem sendo descrito para outras espécies, como
feijdo (EVANS; NEARY; TONKINSON, 1959), trigo (BURGESS e NORTHCOTE,
1969) e cebola (LEVAN, 1938). Dessa forma, € possivel supor, como um efeito
provavel da colchicina, a interrupcdo do ciclo celular em metéfase, através da

despolimerizacdo dos microtubulos.

A analise do indice metafasico em meristemas de berinjela mostrou que a
maior concentracdo de colchicina aqui investigada (0,2%) foi a mais eficiente no
blogueio em metafases. Entretanto, a menor concentragdo (0,02%) também
apresentou este efeito. Estes resultados corroboram o que foi observado por

Caperta et al. (2006), no sentido de que tanto concentragdes baixas quanto altas de
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colchicina sdo capazes de bloquear o ciclo celular na fase de metafase. Esta
observacéo € confirmada ainda pelos resultados da analise de c-metafases.

A presenca de c-metafases foi relatada apds exposicdo as duas
concentragbes de colchicina aqui analisadas. No entanto, conforme ja descrito
anteriormente para o indice metafasico, a maior concentracdo (0,2%) também
apresentou um efeito mais evidente, uma vez que 0s percentuais de c-metafases
foram maiores ap0s o tratamento com colchicina 0,2%. Pouco se conhece sobre
como este bloqueio em metadfase € capaz de induzir a formacdo de células
poliploides. A hipétese mais aceita € a de que a inibicdo da formacdo do fuso
mitético induz a formacao de células poliploides devido a auséncia de segregacéo
normal das cromatides. Com a ndo segregacdo das cromatides para os polos, elas
eventualmente tornam-se incorporadas em uma nova membrana nuclear e a célula
progride para a interfase com o dobro do numero de cromossomos (HAGUE e
JONES, 1987). Embora esta hipbtese seja atrativa, os mecanismos por tras do
processo de poliploidizacdo ainda ndo foram completamente elucidados. Conforme
ja relatado, Caperta et al., (2006) levantaram a hipétese de que o bloqueio em

metafase por si s6 pode néo ser suficiente para a formacao de células poliploides.

Nos resultados aqui obtidos, a andlise dos tempos de recuperagdo apos 0s
tratamentos com colchicina em meristemas ndo sincronizados nao revelaram o efeito
esperado de aparecimento de células poliploides com grande frequéncia. Apenas a
menor concentracdo de colchicina (0,02%) foi capaz de induzir um efeito significativo
no aparecimento de células poliploides apds 2h de recuperacdo do tratamento.
Estes resultados néo confirmaram o que foi observado pelo trabalho de Caperta et
al. (2006) que também analisou células ndo sincronizadas e que relatou o
aparecimento de células poliploidizadas somente ap0s o tratamento com a maior
concentracdo. No entanto, os percentuais de metafases duplicadas apdés o
tratamento com as concentragbes de colchicina em meristemas previamente
tratados com hidroxiureia (HU) demonstrou um elevado percentual de células
poliploidizadas. Este efeito foi bem mais evidente ap0s o tratamento com a maior

concentracdo de colchicina (0,2%), chegando a 11,07% de células com o
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complemento cromossdmico duplicado apés o tratamento (Oh de recuperacao). Mais
uma vez, os resultados demonstram uma provavel relacao entre a utilizacdo de altas
concentracdes e baixos tempos de exposicdo e a maior eficiéncia no processo de
inducao de células duplicadas, como relatado por Caperta et al. (2006). Entretanto,
diferentemente do que estes autores relataram, o emprego de baixas concentracdes
com tempos de exposi¢cdo altos também pode induzir o aparecimento de células

poliploides, porém com uma menor eficiéncia.

Em relagdo as alteragBes cromossOmicas, 0s tratamentos com colchicina
induziram principalmente alteracdes em metafase, como a formacdo de aderéncia
cromossOmica e a perda de cromossomos. Anafases com perda, morte celular e
micronucleos também foram encontrados. Embora c-metadfases e metéfases
duplicadas possam ser tratadas como alteracbes cromossOmicas relacionadas ao
mau funcionamento do fuso mitético, estas ndo foram incluidas nos resultados de
alteracdes cromossOmicas totais, sendo mostradas como variaveis separadas. Tal
estratégia partiu do principio de que estas configuracbes cromossémicas, embora
possam constituir erros na segregacdo normal dos cromossomos, sao necessarias

para o sucesso do processo de poliploidizacdo (CAPERTA et al., 2006).

Dessa forma, as demais alteracfes foram consideradas como anormalidades
nao essenciais ao processo de duplicacdo e que podem ainda atrapalhar o processo
de inducéo de poliploidia. Todos os tratamentos investigados no presente trabalho
foram capazes de induzir um aumento significativo dos percentuais de alteracdes
cromossOmicas, sendo que a avaliacdo de meristemas nao sincronizados com HU
tratados com a menor concentracdo de colchinha investigada (0,02%) apresentou
um efeito maior na indugdo de alteragbes cromossémicas do que a maior

concentracgéo (0,2%).

A analise do ciclo celular e dos percentuais de células nas diferentes fases da
divisdo representa uma estratégia util na elucidacdo dos processos envolvidos na
inducéo de duplicagdo cromossdmica. O ciclo celular € composto por quatro fases:
G1, S, G2 e M. A citometria de fluxo representa uma ferramenta util, permitindo a

analise dos percentuais de células em cada uma dessas fases (DOLEZEL e
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BARTOS, 2005). Os resultados da analise por citometria de fluxo evidenciaram
aumentos nos percentuais de nucleos em S/G2 em praticamente quase todos 0s
tratamentos, tanto em meristemas radiculares ndo sincronizados como naqueles
sincronizados com HU. No que se refere ao processo de inducdo de poliploidia,
todos os tratamentos investigados foram eficientes na inducdo de nucleos
poliploidizados. Esta observacgdo é valida tanto para meristemas ndo sincronizados

guanto para meristemas sincronizados com HU.

Os maiores percentuais de nucleos poliploides (7,01% em meristemas néo
sincronizados e 9,10% em meristemas sincronizados) foram obtidos apdés o
tratamento com a maior concentracdo de colchicina (0,2%). Novamente, este
resultado demonstra uma provavel maior eficiéncia da maior concentracdo de
colchicina na indugao de poliploidia, assim como relatado no trabalho de Caperta et
al. (2006). No entanto, vale a pena ressaltar que, diferentemente do que estes
autores afirmaram, a menor concentracdo também foi eficiente na inducdo de

poliploidia.

Outro aspecto a ser explorado nos resultados de citometria refere-se a
formacao de particulas sub-G1. No processo de morte celular, a degradacao celular
e nuclear gera subprodutos celulares que também sdo corados no procedimento
para analise por citometria de fluxo e sdo eventualmente identificados e
quantificados pelo citbmetro. Todos estes subprodutos podem ser entendidos num
sentido restrito das palavras como um lixo ou detritos do processo de morte celular
(debris) e sdo chamamos de particulas sub-G1 (pois geralmente apresentam
intensidade de fluorescéncia abaixo de G1) ou de residuo na analise. O aumento do
percentual dessas particulas pode representar indiretamente um aumento nos

percentuais de indug&o de morte celular (LIU et al., 2016).

Apoés todos os tratamentos com colchicina investigados por citometria de
fluxo, tanto em meristemas sincronizados como ndo sincronizados, 0s percentuais
de particulas sub-G1 foram maiores do que nos controles. Além disso, 0s
percentuais mais elevados de particulas sub-G1 foram observados ap0s exposi¢ao a

menor concentracdo de colchicina (0,02%). Este resultado estd em concordancia
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com o observado apdés a analise microscopica das laminas de regides
meristematicas de S. melongena, onde foi observada morte celular apés as duas

concentracdes de colchicina avaliadas.

Os resultados de percentuais de particulas sub-G1, somados aos resultados
de frequéncia de alteragcdes cromossémicas, representam um aspecto importante a
ser discutido com relacdo a eficiéncia do processo de poliploidizagdo. Como
discutido anteriormente, Caperta et al. (2006) associam a exposicdo por longos
periodos a baixas concentracdes de colchicina com a inducdo de anormalidades
celulares/cromossdmicas. Segundo estes autores, estes tratamentos induziriam a
formacdo de um grande numero de anormalidades que estariam associadas a

comprometimentos da viabilidade celular.

Os resultados discutidos no presente trabalho demonstraram que a formacao
de alteracbes celulares/cromossdmicas nao esta associada apenas a menor
concentracdo de colchicina (0,02%), mas também a maior concentracdo (0,2%). As
duas concentracdes foram capazes de induzir a formacéo de alteracfes analisadas
por citogenética e também o aumento de particulas sub-G1, associadas a eventos
de morte celular (analisadas por citometria de fluxo). Entretanto, é possivel perceber
que para as duas variaveis analisadas (alteracGes citogenéticas e percentual de
particulas sub-G1), a menor concentracdo de colchicina (0,02%) apresentou um
efeito mais evidente, corroborando mais uma vez a hipétese levantada por Caperta
et al. (2006).

E possivel oberservar, portanto, nos resultados até aqui discutidos uma
provavel maior eficiéncia da alta concentracdo de colchicina na indugcdo de
poliploidia. Diversas séo as observacdes que suportam essa hipotese, tais como: por
dois tempos de recuperacdo a maior concentracao de colchicina foi capaz de induzir
um aumento no percentual de células em divisdo; foi também mais eficiente na
indugdo de um aumento do indice metafasico e do percentual de c-metafases; e
através da andlise por citometria de fluxo, os tratamentos com a maior concentracéo
de colchicina também induziram efeitos mais significativos com relacdo ao

aparecimento de células poliploidizadas. Entretanto, diferente do que foi apontado
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por Caperta et al. (2006) a baixa concentracdo de colchicina também apresentou

resultados positivos na inducdo de poliploidia pelas variaveis analisadas até aqui.

Somando esfor¢os no sentido de contribuir para o entendimento do processo
de poliploidizacdo, foram conduzidos também experimentos de inducdo de
poliploidia in vitro em sementes e segmentos nodais de S. melongena L. Resultados
satisfatorios em estudos de duplicacdo ja foram relatados para muitas espécies
vegetais, como € o caso de Siphonochilus aethiopicus (HANNWEG; STEYN;
BERTLING, 2016), Lilium leichtlinii (HEO et al., 2016), Eucommia ulmoides
(TOKUMOTO et al.,, 2016), Phalaenopsis amabilis (AZMI et al., 2016), Trollius
chinensis (ZHANG et al., 2016), Bacopa monnieri (KHARDE et al., 2017), Lolium
multiflorum (PEREIRA et al., 2017), Kaempferia rotunda (SOONTHORNKALUMP et
al., 2017), Petunia hybrida (REGALADO et al., 2017) e Avena sativa (MORIKAWA,
2017).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que a colchicina foi
eficiente na inducdo de poliploides de berinjela e que o protocolo de inducéo

empregado foi bem sucedido tanto em sementes quanto em segmentos nodais.

A sobrevivéncia e a regeneracdo dos explantes é uma etapa extremamente
importante para o sucesso de um protocolo de inducdo. De forma geral, a literatura
mostra percentuais de regeneracdo menores do que 0s aqui encontrados para
muitas espécies, quando se compara resultados obtidos com as mesmas
concentracbes. Em um estudo de duplicagdo em Citrus reticulata, por exemplo,
foram observados percentuais de sobrevivéncia de 54,42%, 52,25% e 37% apds o
tratamento de sementes com 0,2% de colchicina pelos periodos de 12h, 24h e 48h,
respectivamente (ELYAZID e EL-SHEREIF, 2014). Essa mesma concentracdo de
colchicina levou a percentuais de regeneracao de 60% (24h), 56,70% (48h) e
43,30% (72h) apds o tratamento de sementes de Salvia leriifolia (ESTAJI et al.,
2017). A indugéo de poliploidia em Dendrobium chrysotoxum, por sua vez, permitiu a
regeneracdo de apenas 35% dos explantes apdés o tratamento com 0,02% de
colchicina por quatro dias (ATICHART, 2013). Em Solanum lycopersicum (tomate) a

concentracdo de colchicina 0,02% foi letal para todos os explantes tratados,
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enquanto a concentracdo 0,06% permitiu 41,66% de sobrevivéncia (COLA et al.,
2014).

As baixas taxas de sobrevivéncia ap0s a exposi¢do a colchicina ou a outros
agentes poliploidizantes devem-se a toxicidade destas substancias sobre as células
vegetais. Geralmente, concentracdes mais elevadas sao letais, impedindo ou
diminuindo as taxas de regeneragao in vitro (LUCKETT, 1989; DHOOGHE et al.,
2011; ATICHART, 2013). Os resultados obtidos com berinjela ap6s a exposicédo as
duas concentragbes aqui testadas resultaram em elevados percentuais de
regeneracao, sendo a média de sobrevivéncia dos explantes igual a 71,25%. Além
disso, foi observado percentual de sobrevivéncia de até 85% apos o tratamento com
a menor concentragdo (segmentos nodais nao sincronizados, tratados com 0,02%
por 24h). Estes resultados mostram que a espécie S. melongena apresenta boa
capacidade de regeneracdo apdOs os tratamentos com colchicina, mesmo quando

submetida a maior concentracao.

Em relacdo a eficiéncia do protocolo de inducédo de poliploidia, nota-se que
em explantes nao sincronizados (sementes e segmentos nodais) todos o0s
tratamentos investigados foram capazes de induzir a recuperacdo de plantas
poliploides. N&o foram observadas grandes diferencas de eficiéncia entre as
concentracbes em sementes. Ja em segmentos nodais, foi observado maior
percentual de plantas poliploides ap6s o tratamento com a menor concentracédo de
colchicina (0,02%). Neste tratamento, 11,76% das plantas recuperadas eram
poliploides. A maior eficiéncia de indugdo com a menor concentragéo de colchicina
representou uma contradicdo em relacdo a provavel maior eficiéncia esperada apos
o tratamento com a maior concentracdo (CAPERTA et al.,, 2006). Entretanto, a
presenca de plantas mixoploides foi um aspecto marcante nos resultados e também
precisa ser considerada na discussdo acerca da eficiéncia da duplicacdo

cromossOmica.

Conforme ja citado, a literatura mostra que doses mais elevadas de colchicina
geralmente apresentam maiores taxas de poliploidizagdo, ao passo que doses

menores sdo menos eficientes e ainda podem causar alteracbes (DHOOGHE et al.,
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2011). Em um estudo com sementes de Citrus reticulata, por exemplo, foram
testadas quatro diferentes concentracbes de colchicina (0,01%, 0,05%, 0,1% e
0,2%). A andlise por citometria de fluxo mostrou maiores percentuais de
poliploidizacdo apés os tratamentos com 0,1% e 0,2% pelo periodo de 12h, sendo
observados 33,78% ap0s o tratamento com 0,1% e 30,90% apds o tratamento com
0,2%. Neste mesmo trabalho, apenas 4,16% das plantas tratadas com a
concentragdo 0,01% por 12h se regeneraram em poliploides (ELYAZID e EL-
SHEREIF, 2014). Em Mitracarpus hirtus, foram testadas as concentracdes 0,01% e
0,1% e, neste caso, apenas a maior concentracao foi capaz de induzir poliploidia,
com eficiéncia de 4,08% (PANSUKSAN et al., 2014).

A inducao de tetraploides em Trollius chinensis com 0,05%, 0,1% e 0,2% de
colchicina também resultou em maior eficiéncia apdés a maior concentracdo de
colchicina pelo periodo de 12 horas, sendo observados 10,33% de plantas
poliploides (ZHANG et al.,, 2016). Trabalhos de duplicacdo cromossémica que
avaliaram a eficiéncia de concentracdes baixas e concentracdes altas de colchicina
também ja foram descritos para Mitracarpus hirtus, (PANSUKSAN et al., 2014),
Thymus persicus (TAVAN; MIRJALILI; KARIMZADEH, 2015), Phalaenopsis amabilis
(AZMI et al., 2016) e Siphonochilus aethiopicus (HANNWEG; STEYN; BERTLING,

2016), entre outros.

No presente trabalho, o calculo da eficiéncia de poliploidizacdo que levou a
conclusao de maior eficiéncia da menor concentracdo de colchicina em segmentos
nodais (11,76%) considerou apenas as plantas verdadeiramente poliploides, ou seja,
aguelas que apresentaram exclusivamente células 4x. Se a presenca de mixoploides
for considerada também como um critério demonstrativo da eficiéncia do processo
de inducéo de poliploidia, uma vez que elas também apresentam células poliploides,
pode-se perceber uma grande eficiéncia da maior concentra¢ao de colchicina (0,2%)
em segmentos nodais. Neste tratamento, 30 plantas foram consideradas
mixoploides (portadoras também de células 4x), representando um total de 63,82%

das plantas sobreviventes.



123

Plantas mixoploides sdo aquelas que apresentam células com mais de uma
ploidia (SCHIFINO e FERNANDES,1987; CHIANGMA et al., 2014). O alto percentual
de plantas mixoploides aqui relatado indica que, mesmo quando 0s tratamentos com
colchicina ndo foram suficientes para induzir a poliploidia, houve um efeito marcante
da exposicdo ao antimitdtico sobre as células de berinjela. A inducéo de mixoploides
apos tratamentos com altas concentracdes de colchicina ja foi relatada para diversas
espécies, como em raizes de Kaempferia rotunda tratadas com 0,2%
(SOONTHORNKALUMP et al.,, 2017), segmentos nodais de Thymus persicus
tratados com 0,3% (TAVAN; MIRJALILI; KARIMZADEH, 2015) e brotos de Cannabis
sativa tratados com 0,2% (BAGHERI e MANSOURI, 2015).

Diversas foram as observacdes indicando que a sincronizacao do ciclo celular
pode representar uma ferramenta Gtil nos experimentos de inducdo de poliploidia in
vitro. Através da andlise dos efeitos de sincronizadores/antimitoticos sobre células
meristematicas de S. melongena aqui discutidas, foram observados aumentos nos
percentuais de c-metéfases e células duplicadas ap6s os tratamentos com HU. Em
concordancia com estes resultados, a citometria de fluxo também demonstrou
percentuais maiores de nucleos poliploidizados apds a sincronizacdo do ciclo
celular. Nos experimentos de indugao de poliploidia in vitro os maiores percentuais
de poliploides também foram observados quando os explantes foram previamente
tratados com HU.

A andlise dos dados como um todo mostrou que, em berinjela, as duas
concentracfes de colchicina foram capazes de induzir poliploidia in vitro, com uma
tendéncia para maior eficiéncia da maior concentracao (0,2%), principalmente se a

induc&o de mixoploides for considerada como uma variavel importante.

Em conjunto, os resultados obtidos pelos experimentos de citogenética,
citometria e inducédo de poliploidia in vitro mostraram que a sincronizacao do ciclo
celular com HU foi uma estratégia interessante para aumentar as taxas de
poliploidizacdo. Ainda que os resultados aqui encontrados sejam especificos para
berinjela, espera-se que os dados acerca da eficiéncia das concentracdes testadas e

da possibilidade de utilizar a sincronizacdo do ciclo celular para aumentar a
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eficiéncia possam contribuir para o desenvolvimento de protocolos de duplicagao
para outras espécies vegetais. Além disso, as taxas de poliploidizacdo alcancadas
mostraram que o protocolo foi eficiente em berinjela, podendo ser empregado em

estudos futuros com a espécie.
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6 CONCLUSOES

As duas concentragfes de colchicina testadas nao apresentaram efeitos

significativos sobre o indice mittético de S. melongena.

A menor concentracdo de colchicina (0,02%) induziu maiores percentuais de

alteracdes cromossomicas em S. melongena.

Altas taxas de c-metafases e metafases duplicadas foram observadas,
corroborando a acéo da colchicina. Estes efeitos foram mais evidentes para a maior

concentracéo de colchicina avaliada.

Todos os tratamentos foram capazes de induzir a poliploidia in vitro,
mostrando eficiéncia das duas concentragdes de colchicina. No entanto, o0s
resultados mostram uma tendéncia para maior eficiéncia apds o tratamento com a

maior concentracao.

A concentracdo 0,02% por 24h induziu maior nimero de tetraploides n vitro,
mas o0s elevados percentuais de plantas mixoploides indicam a acdo da colchicina
sobre os explantes, mesmo quando o tratamento nao foi suficiente para induzir a

poliploidia.

A sincronizagdo do ciclo celular com hidroxiureia foi capaz de aumentar a
poliploidizacdo tanto em meristemas radiculares avaliados por microscopia e

citometria de fluxo quanto em sementes e segmentos nodais.

Os protocolos de inducdo de poliploidia in vitro testados foram eficientes para
a duplicacdo de Solanum melongena.

A espécie Solanum melongena mostrou-se um bom modelo para o estudo do

mecanismo de duplicagdo cromossdmica em plantas.
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