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Resumo - O objetivo deste estudo foi desenvolver um protocolo para inducdo quimica de
tetrapléides em mamoeiro visando & obtencdo, futura, de hibridos triploides sem sementes via
cruzamento entre linhagens dipldides e tetraploides. Para tal, sementes da cultivar SS72/12 foram
submetidas a germinacéo e ao lancarem as radiculas foram imersas em &gua (controle) e em solucéo
aquosa de colchicina em diferentes concentragdes de 0,2, 0,1, 0,07, 0,05, 0,03, 0,02, 0,01, 0,007 e
0,005% por 12h. Na avaliacdo constatou-se que a a¢do da colchicina nas concentragdes de 0,2 até
0,05% causou letalidade em 100% das plantulas, enquanto as concentrages 0,03 e 0,02%
apresentaram pléntulas vivas e mortas. Nas concentragdes de 0,01 a 0,005% e o controle, houve
100% de sobrevivéncia. Analisou-se o tamanho dos estdmatos e o nimero de cromossomos em
metafases mitéticas. O tamanho dos estdmatos das plantas tratadas com colchicina a 0,03% e
contagem de cromossomos nas células mitéticas das tratadas com 0,02% mostraram diferencas
entre o material dipldide e o suposto polipldide. Os resultados observados permitiram concluir que
houve acdo da droga nas concentragdes de 0,02% e 0,03% podendo ter induzido a poliploidia.

Palavras-chave: Inducéo de polipldides, Colchicum autumnale L., Caricaceae.
Area do Conhecimento: Genética

Introducéo por apresentarem um ndmero impar de
cromossomos tém a divisdo meidtica irregular,

O desenvolvimento de frutos sem sementes gerando assim gametas desbalanceados e

via poliploidia vem sendo explorada em varias
espécies frutiferas. O mamoeiro (Carica
papaya L.) é uma espécie dipldide com
2n=2x=18 cromossomos (DARLINGTON E
AMMAL, 1945). O desenvolvimento de frutos
de mamoeiro sem sementes ser4d um avanco
mercadoldgico; assim, a inducdo de
polipléides € uma linha de pesquisa que
precisa ser iniciada nos programas de
melhoramento dessa cultura.

Hibridos tripldides sem sementes podem ser
obtidos através do cruzamento entre linhagens
diploides e tetrapldides. Os hibridos triploides

invidveis fazendo com que seus frutos néo
apresentem sementes, apenas rudimentos.

A poliploidia pode ser obtida
espontaneamente  ou artificialmente. Na
inducéo artificial sdo utilizadas substancias
quimicas, como a colchicina, que impede a
formacéo do fuso acromatico durante a diviséo
celular, ndo permitindo a separacdo dos
cromossomos na anafase (ALLARD, 1971).

O objetivo do estudo foi desenvolver um
protocolo para indugdo de tetraploides em
mamoeiro visando a obtencdo, futura, de
hibridos tripldides.
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paradiclorobenzeno a 4° C por 8 horas. Apds
Metodologia pré-tratamento, as pontas foram lavadas,

Esta pesquisa estd sendo desenvolvida no
Setor de Citogenética, do Laboratério de
Melhoramento Genético Vegetal, da UENF.
Para tal, 50 sementes da cultivar SS72/12
foram germinadas em B.O.D. & temperatura de
26,5°C. Oito dias apds a germinagdo, as
sementes que estavam emitindo a radicula
foram imersas em solu¢cdo aquosa de
colchicina nas concentragdes de 0,2, 0,1, 0,07,
0,05, 0,03, 0,02, 0,01, 0,007 e 0,005% e 0%
(&gua pura, controle) por 12h em GERBOX.
Apb6s os tratamentos, as plantulas foram
retiradas da solucdo e lavadas em 4&gua
corrente durante 5 minutos e imediatamente
transplantadas em bandeja de isopor na casa de
vegetacao.

Para a selecdo de plantas supostamente
polipldides  dentre todas as  plantas
sobreviventes apds os tratamentos, foi efetuada
a analise do tamanho dos estdmatos. Para tal, a
impressdo dos estdmatos em lamina de vidro
foi obtida pressionando-se uma regido do
limbo foliar, de folhas desenvolvidas, sobre
um pedago de fita adesiva branca coberta com
algumas gotas de acetona concentrada. Apés a
secagem, as laminas foram observadas em
microscopio  Optico e imagens foram
capturadas com o software Image-Pro Plus
versdo 5.1 (Media Cybernetics); ap0s este
procedimento foram feitas medicOes dos
estbmatos com o auxilio do programa
MicroMeasure 3.3 e comparadas as medias do
tamanho dos estdmatos em planta diploide
normal e suposto polipldide com realizacdo do
teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Para a confirmacdo do nivel de ploidia das
plantulas, supostamente tetraploides, foi
efetuada a contagem dos cromossomos nas
células mitdticas. Para a obtencdo das
meté&fases foram utilizadas 2 cm das pontas de
raizes das plantulas, que foram coletadas e pré-
tratadas com  solucdo  saturada  de

fixadas em 3:1 (metanol:4cido acético), e
armazenadas em freezer até o momento de
preparo das laminas.

No preparo das laminas, as pontas foram
separadas por espessura e transferidas para
tubos eppendorf de 1ml e submetidas a
digestdo enzimatica (pectinase 20% e celulase
2%) a temperatura de 37°C, por 1h e 30 min.
Ao final da digestdo, o material foi transferido
para tubos de 1ml contendo 4gua destilada e
em seguida centrifugado durante 10 min a
5000 rpm para a suspensdo dos nucleos. Apds
este  procedimento 0s nucleos foram
resuspendidos em  solugdo de 41
(metanol:acido  acético) e  novamente
centrifugados, duas vezes, e conservados em
freezer até o momento da preparagdo das
laminas.

Na montagem das laminas foi utilizado uma
gota do material preparado, que foi seco em
camara Umida a temperatura ambiente. Apos a
secagem, procedeu-se a coloragdo com solugéo
de Giemsa 2% durante 15 min a temperatura
de 37°C. Posteriormente, as laminas foram
cobertas com laminulas e levadas para
observagdo em microscopio Optico sob campo
claro nas objetivas de imersdo de 60X e 100X
de aumento. As imagens contendo
cromossomos condensados e bem espalhados,
foram capturadas por meio de camera digital
(3.3 MPixel Qcolor3C) conectada ao
microscopio utilizando-se o software de
captura.

Resultados

A concentracdo de 0,2% de colchicina foi a
primeira a ser utilizada e verificou-se uma
acdo bastante prejudicial da colchicina nas
plantulas, sendo possivel observar a formagéo
de grandes tumores nos meristemas radiculares
e no hipocétilo, impedindo o desenvolvimento
das plantulas, e assim, causando a morte das
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mesmas. Portanto, foi necessario testar outras
concentragdes do quimico na tentativa de
encontrar concentragdes que permitissem a
sobrevivéncia das plantulas.

A concentracdo de 0,01% também causou
tumores bem desenvolvidos e morte e todas as
plantulas. As concentracdes de 0,07% e 0,05%
apresentaram plantulas com tumores menores
e com moderado desenvolvimento do sistema
radicular; algumas pléntulas chegaram a
apresentar crescimento da parte aérea apos a
regido do calo, porém posteriormente
morreram.

A concentragdo de 0,03% apresentou efeito
nitido da colchicina, apresentando plantulas
mortas, plantulas ands deformadas, com
inchaco em todo o caule e dificuldade na
emissdo de folhas jovens, sendo estas
raquiticas e deformadas que provavelmente
ndo desenvolverdo e, portanto, morrerdo;
também surgiram plantulas com calo (tumor)
na regido do terco inferior do caule, plantulas
com folhas muito grandes no decorrer do
desenvolvimento destas, e apresentando folhas
rajadas, intercalando verde claro normal da
cultivar, com um verde muito intenso, e areas
um pouco clordticas e plantulas aparentemente
normais, com taxa de sobrevivéncia de 30%.

Para  realizar  selegdo de  plantas
supostamente polipléides, dentre todas as
plantas sobreviventes apds o tratamento foi
realizada andlise do tamanho dos seus
estbmatos (Tabela 1), onde se pode observar
diferencas entre o comprimento e largura dos
estdbmatos diploides e as medidas do suposto
polipléide. Também se observou um numero
de estdmatos menor por area de folha avaliada
nos supostos polipldides.

TABELA 1 - Médias do tamanho dos estématos
em planta dipldide normal e suposto polipléide

Comprimento Largura
Diploide 16,71b 9,40b
Suposto poliploide 23,88a 12,89a

Letras diferentes seguidas na coluna indicam diferenca estatistica
pelo teste T ao nivel de 5% de probabilidade.

Nas concentraces de 0,01 a 0,005%, e o
controle, houve 100% de sobrevivéncia das
plantulas e nenhuma agdo visual da colchicina.
Assim, foi possivel estabelecer o limite entre
uma concentragdo que é letal, deforma e ndo
deforma plantulas (0,03%) e uma concentracao
em que a colchicina ndo apresenta nenhum
tipo de acéo visual nestas, ou seja, 100% de
sobreviventes (0,01%). Entdo, testou-se uma
concentragdo intermediaria de 0,02% que
também apresentou efeito nitido da colchicina.
Assim, realizou-se andlise via contagem de
cromossomos das metdfases mitdticas para
indicar o nivel de ploidia e resultados
preliminares demonstraram que a planta
tratada com colchicina a 0,02% apresenta um
ndmero maior de cromossomos que o normal
de 18 cromossomos que possui a espécie.

Discussdo

A acdo da colchicina em algumas
concentracdes causou letalidade e provocou a
formacdo de calo nas regiGes meristematicas
das plantulas. HOFMEYR (1942) tratou
plantulas de mamoeiro com solugdo de
colchicina (0 a 0,5%) e também observou que
algumas concentragdes foram letais e as
concentracbes mais efetivas variaram de
0,06% a 0,1%. Enquanto SOUZA (1999)
induziu poliploidia em melancia em uma
concentracdo ideal de 0,2% de colchicina por
24 horas.

Nas concentracdes de 0,2 até 0,05% de
colchicina, onde ndo houve nenhuma plantula
sobrevivente, verificou-se que as
concentracbes mais severas (0,2% e 0,1%)
provocaram a formacdo de grandes tumores
nos meristemas radiculares e no hipocotilo
paralisando o desenvolvimento das plantulas.

A concentragdo de 0,07% apresentou
plantulas com tumores menores e certo
desenvolvimento do sistema radicular, em
algumas plantulas. Na concentragdo de 0,05%
de solucdo de colchicina, foram verificados
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tumores ainda menores, e plantulas ja
apresentavam maior desenvolvimento
radicular. N&o houve nenhuma plantula
sobrevivente. Porém, foi apresentado maior
desenvolvimento das mesmas.

A concentragdo de 0,03% teve efeito nitido
da colchicina, apresentando desde plantulas
mortas, plantulas ands deformadas, plantulas
muito inchadas com folhas deformadas,
plantulas sem inchago com folhas deformadas,
plantulas com calos e plantulas aparentemente
normais. HOFMEYR  (1942) também
observou algumas anormalidades em plantas
adultas tratadas com colchicina como nanismo,
esterilidade e algumas irregularidades
meioticas.

Apenas uma planta com 10 meses de idade,
supostamente polipléide, desenvolveu e esta
sendo mantida no campo, no entanto ainda ndo
floresceu, o que pode ser devido a agdo da
colchicina j& que o mamoeiro floresce em
menos de 6 meses ap0s a germinagdo. Pela
analise do tamanho dos estdmatos pode-se
observar que a média do comprimento e
largura dos estdbmatos do suposto poliploide
foi maior (23,88 pm x 12,89 um) que a do
dipldide (16,71 pm x 9,40 um), o que pode ser
um indicativo da agdo da colchicina na
inducéo da poliploidia, j& que a identificacéo
de poliploides pode ser realizada através da
determinagcdo do tamanho e da densidade de
estdbmatos foliares (Aryavand et al., 2003). Na
analise via contagem de cromossomos, sendo
as plantas tetraploides, espera-se que as células
contadas tenham 36 cromossomos, porém nas
imagens obtidas das plantas tratadas na
concentracdo de 0,02% ndo se conseguiu
contar com precisdo 0 numero total de
cromossomos. Desta maneira, ndo se pode
afirmar se a indugdo de poliploidia foi eficaz,
sendo necessario que mais metéfases mitdticas
sejam analisadas para a confirmagdo da agéo
da colchicina.

Conclusao

Com base nesses resultados preliminares
conclui-se que a concentragdo de 0,03% e de
0,02%, de colchicina podem ser indutoras de
poliploidia em um tempo de exposicdo de 12
horas; entretanto, outros produtos quimicos,
cujo feito é semelhante ao da colchicina,
devem ser testados, como a orizalina, visando
a obtencdo de um nimero maior de plantulas
polipléides.
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