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Resumo

A poliploidizagio é um dos processos mais importantes na evolugio das plantas. E
também um processo amplamente explorado no melhoramento vegetal, uma vez que
permite obter plantas com caracteristicas mais interessantes do ponto de vista comercial,
como flores ou frutos maiores, produzir variedades sem sementes, contornar as barreiras
da hibridizacdo, ou ainda, aumentar os niveis de metabdlitos secundarios. Existem
varias formas de se obterem plantas polipldides. Uma dessas formas é através da
exposicao de varios tipos de material vegetal a agentes antimitoticos.

O tamarilho (Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt) é uma espécie dipldide (2n = 2x
= 24 cromossomas), com um crescente interesse econémico, uma vez que os seus frutos
sdo pouco caldricos e representam uma excelente fonte de provitamina A e vitaminas
Bs, C, E. Contém ainda niveis elevados de proteinas, pectinas, fibras, ferro, célcio e
fosforo. Contudo e apesar de apresentar um grande potencial agricola, o cultivo desta
solanacea apresenta algumas limitacGes, tendo sido até agora pouco explorada.

Neste trabalho foi avaliada a capacidade de inducdo de tetraploidia em &pices
caulinares de plantulas, segmentos nodais, e embriGes zigoticos de tamarilho. Estes
explantes foram expostos a diferentes concentracdes de colchicina, em meio liquido ou
em meio solido e durante vérios periodos de tempo. O nivel de ploidia das plantas
regeneradas a partir dos diferentes explantes foi confirmado por citometria de fluxo e
pela contagem de cromossomas. As caracteristicas morfoldgicas e estomaticas das
plantas tetrapldides obtidas foram comparadas com as plantas dipldides. Este estudo
avaliou ainda a estabilidade do nivel de ploidia de calos formados a partir de segmentos
foliares, previamente expostos a colchicina e mantidos durante 5 meses em meio de
inducdo de embriogénese somatica. Os resultados demonstraram que a inducdo de
poliploidia foi mais eficaz em segmentos nodais, com uma frequéncia de tetrapldides de
17,1%, enquanto os apices caulinares apenas produziram cerca de 8,2% de plantas
tetrapldides. Em ambos os explantes os melhores resultados foram obtidos com
concentracdes de colchicina de 2500 e 3000 uM (meio liquido) durante 5 dias. Nao foi
possivel obter plantas tetrapldides a partir da regeneracdo dos embrides zigoticos,
contudo foi conseguida uma taxa elevada de plantas mixoploides. A analise morfoldgica
revelou que as plantas tetrapldides possuem um desenvolvimento mais lento, em

comparagdo com as plantas diploides. Estas plantas apresentaram uma altura mais baixa



e um sistema radicular menos desenvolvido. As plantas tetraploides apresentaram ainda
estomas maiores e um numero de cloroplastos por células-guarda superior as plantas
dipldides. Em contraste, as plantas dipldides possuiram uma densidade estomaética
maior. A andlise do nivel de ploidia dos calos formados a partir de segmentos foliares
revelou que existem alteracGes no nivel de ploidia. Contudo ficou provado que néo foi a
colchicina que teve efeito neste resultado, mas sim o tempo de cultura no meio de
inducéo de embriogénese somaética.

Em concluséo, este estudo forneceu novas perspectivas para a producdo de plantas
tetraploides de tamarilho. As plantas obtidas serdo avaliadas quanto a sua performance e

poderdo ser utilizadas em varios programas de melhoramento desta espécie.

Palavras-chave: citometria de fluxo; colchicina; conteddo de ADN nuclear; cultura in

vitro de plantas; melhoramento vegetal.



Abstract

Poliploidization is one of the most important phenomena in plant evolution. It is
also a highly explored process in plant breeding, since it allows the production of plants
with more interesting characteristics from a commercial point of view, such as bigger
fruits or flowers, seedless varieties, to overcome hybridization barriers or even
increasing levels of secondary metabolites. There are many ways to obtain polyploids
plants. One of those ways is through the exposure of different tissues to antimitotic
agents.

Tamarillo (Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt) is a diploid species (2n = 2x = 24
chromosomes), with a growing economic interest, since its fruits have small amounts of
calories and are an excellent source of provitamin A, and vitamins Bg, C and E. It has
also high levels of proteins, pectins, iron, calcium and phosphorus. Despite its great
agricultural potential, the cultivation of this nighshade has some restrictions and,
consequently, it has been little explored so far.

In this work, the capacity to induce tetraploidy in seedlings shoot-tips, nodal
segments and zygotic embryos was evaluated. These explants were exposed to different
colchicine concentrations, in liquid or solid mediums, during different incubation
periods. Ploidy levels of the plants regenerated from the different explants were
evaluated using flow cytometry and further confirmed using chromosome counts. The
morphological and stomatal characteristics of the obtained tetraploid plants were
compared with those from diploid plants. This study also evaluated the stability of the
ploidy levels of the callus formed from leaves sections previously exposed to
colchicine, and kept for 5 months in a somatic embryogenesis induction medium. The
results showed that the ploidy induction was more efficient in nodal segments, with a
frequency of obtained tetraploids of 17.1%, while shoot-tips only produced c.a. 8.2%. In
both explants the best results were obtained with colchicine concentrations of 2500 and
3500 uM (liquid medium) during 5 days. Through the regeneration of zygotic embryos
it was not possible to obtain tetraploid plants; however a high level of mixoploid plants
was obtained. The morphological analysis revealed that tetraploid plants undergo a
slower development when compared with diploid plants. In particular, these tetraploid
plants have a lower height and a less developed radicular system. Those plants also have
bigger stomata and a higher number of chloroplasts per guard cells. In contrast, diploid

VI



plants have a greater stomatical density. The analysis of the ploidy levels of the callus
formed from leaves sections showed changes in the ploidy levels. However this result
was not due to colchicine itself, but to the period of incubation in the medium of
somatic embryogenesis induction. This study provides new perspectives to the
production of tamarillo tetraploid plants, with future plans focused in evaluating the
performance and thus the commercial value of the resulting tetraploid plants, being of

great value in several breeding programs.

Keywords: colchicine; flow cytometry; nuclear DNA content; plant breeding; plant

tissue culture.
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1.1 Poliploidia

1.1.1 Definicao e consideracdes gerais

A poliploidia define-se como a existéncia de trés ou mais conjuntos completos de
cromossomas no mesmo nucleo. Pode estar presente em células de um tecido, em partes
de um organismo ou em organismos inteiros e representa uma importante caracteristica
na evolugdo de muitos eucariotas (Ramsey & Schemske, 1998; Comai, 2005; Otto,
2007; Song et al., 2012). Em contraste com 0 processo de evolucdo gradual, onde as
novas espécies evoluem a partir de populagdes isoladas, a especiacdo pode também
surgir repentinamente. O mecanismo mais comum de especiacdo abrupta é através da
poliploidia (Ranney, 2006). Por exemplo, quando um tetrapléide surge numa populacéo,
geralmente hibridiza com outros tetrapldides e dipldides. Esta hibridizacdo cria muitas
vezes barreiras reprodutivas que se tornam uma forca motriz para a especiacao.

A frequéncia de poliploides em angiospérmicas é relativamente alta (1/100.000)
(Ramsey & Schemske, 1998). De facto, estima-se que 70% das angiospérmicas
sofreram um ou mais eventos de poliploidizacdo ao longo do seu percurso evolutivo
(Goldblatt, 1980; Masterson, 1994). Por outro lado, estudos mais recentes, através da
analise genémica, indicam que 100% das angiospérmicas poderdo ser paleopolipléides
(Bowers et al., 2003; Otto, 2007). Nas gimnospérmicas, a presenca de poliploides é um
acontecimento muito mais raro (Ahuja, 2001). Na verdade, a frequéncia de polipldides
encontrados nas gimnospérmicas € de apenas 5%, e 1.5% no grupo das coniferas
(Ahuja, 2005). Estima-se também que 95% das pteridofitas tenham origem polipléide
(Soltis & Soltis, 1993).

A poliploidia pode ser também encontrada nos animais. De facto, conhecem-se
algumas formas polipléides em invertebrados, como os insectos ou moluscos, € em
vertebrados como os répteis, anfibios ou peixes. Nos mamiferos e nas aves, alteracdes
nos niveis de ploidia sdo raras, e a ocorrer, aparecem durante 0s primeiros estagios do
desenvolvimento, sendo geralmente fatais (Otto, 2007; Song et al., 2012). Contudo, nas
plantas a poliploidia é um processo muito mais dinamico do que em outros organismos
(Ramsey & Schemske, 2002). Durante os seus primeiros estagios de desenvolvimento,
as plantas possuem algumas células poliploides, que sdo necessarias ao normal

desenvolvimento do embrido, como é o caso do endosperma, que fornece nutrientes e
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proteinas necessarias, ou 0 suspensor, que serve de ponte para transferir esses nutrientes
entre o embrido e o endosperma. As células do tapete das anteras, também podem ser
polipldides e tém entre outras funcBes a capacidade de nutrir os grdos de p6len (Hyon et
al., 2009).

Para se entender a poliploidia é necessario conhecer algumas nocBes bésicas da
citogenética. Um conjunto basico de cromossomas (no genoma) ¢ designado por “X” e o
numero hapléide (n) € o nimero de cromossomas que ocorrem nos gametas. Por sua
vez, as células somaticas possuem o dobro do nimero de cromossomas dos gametas, ou
seja, 2n. Os poliploides sdo nomeados por um prefixo que indica 0 nimero de conjuntos
basicos de cromossomas e do sufixo “ploidia”, que significa “quantidade de genoma”.
Por exemplo, tripléide refere-se a uma célula com trés copias do genoma, enquanto um
hexapldide refere-se a uma célula com seis copias do genoma. Espécies diploides, como
o tamarilho possuem 2n = 2x = 24, ou seja, tém duas clpias de um genoma, com um
total de 24 cromossomas (2n) nas suas células somaticas, e 12 cromossomas nos seus
gametas, onde n = x. Espécies com niveis de ploidia superiores, como por exemplo os
tetraploides possuem 4 conjuntos basicos de cromossomas, onde as suas células

somaticas possuem 2n = 4x, e 0S seus gametas n = 2x.

1.1.2 Mecanismos de formacéao

A formacdo de organismos poliploides na natureza pode ocorrer principalmente
através de dois mecanismos (Comai, 2005). O primeiro € conhecido como
poliploidizacdo sexual, e envolve a ndo reducio de gametas (2n) durante a meiose. E
também o mecanismo de poliploidizacdo mais comum em plantas (Harlan & De Wet,
1975; Ramsey & Schemske, 1998). A falha na reducdo, afecta a formacéo e funcdo do
fuso acromatico e também a citocinese, podendo ocorrer basicamente em dois
momentos do ciclo celular: a) pela restituicdo na primeira divisdo (RPD), durante a
meiose | e b) pela restituicdo na segunda divisdo (RSD), em que a primeira divisao
meidtica € seguida pela citocinese, estando a meiose Il ausente. As consequéncias
genéticas da RPD e da RSD sdo diferentes. A primeira conserva altos niveis de
heterozigose nos gametas (2n) do hibrido formado, enquanto a segunda resulta numa
reducdo significativa desses niveis (Comai, 2005; Acquaah, 2007).
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O segundo mecanismo que permite a formacdo de poliploides ocorre devido a
mutaces em células somaéticas, que provocam a interrupcdo da mitose e a consequente
duplicacdo dos cromossomas dessas células. Este mecanismo é também denominado de
poliploidizacdo assexual. Muitos investigadores consideram-no um acontecimento mais
raro de se encontrar na natureza do que a ndo reducdo de gametas (Ramsey &
Schemske, 1998; Otto & Whitton, 2000). No entanto, células polipldides aparecem
frequentemente entre células diploides dos tecidos da maioria das plantas (Dolezel et
al., 2007) e, dependendo do estadio de desenvolvimento, poderdo dar origem a plantas
inteiras poliploides (De Wet, 1971; Ranney, 2006). A possivel formacdo natural de
poliploides como resultado de falhas mitéticas foi demonstrada em tecidos
meristematicos de varias plantas (Ramsey & Schemske, 1998) e em embriBes jovens de
milho (Randoph, 1932), por exemplo.

Como veremos mais a frente, este € um importante mecanismo para a obtencgéo

de polipléides artificiais.

1.1.3 Classificagdo e origem do genoma

A poliploidia divide se em euploidia e aneuploidia. Os eupldides sdo organismos
que possuem conjuntos multiplos e inteiros de cromossomas, enquanto a aneuploidia
caracteriza-se pela posse de conjuntos incompletos de cromossomas com a adi¢do ou a
delecdo de um ou mais cromossomas especificos.

Os euploides (Fig. 1) sdo denominados como autopolipldides ou alopoliploides,
consoante a origem do genoma (Grant, 1971). Os autopolipl6ides tém origem na
duplicacdo do mesmo genoma, possuindo multiplas copias do seu conjunto basico (x) de
cromossomas (Acquaah, 2007; Chen, 2010). Os alopolipldides resultam da hibridizacédo
interespecifica ou intergenérica de dois ou mais genomas diferentes. Ambos sdo comuns
em condi¢cdes naturais; porém os alopolipldides sdo tidos como mais frequentes
(Ramsey & Schemske, 1998; Soltis et al., 2004). Quando existe apenas a combinacao
de segmentos Unicos de cromossomas, de diferentes genomas, 0 processo denomina-se
de alopoliploidia segmentar (Comai, 2005; Ranney, 2006). Os cromossomas dos
alopoliploides segmentares sdo idénticos mas ndo homologos e podem indicar possiveis

homologias ancestrais entre espécies (Acquaah, 2007).
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Os autopoliploides ndo parece terem tido um grande impacto na evolucdo das
espécies pois 0 aumento no nimero de cromossomas nao significa necessariamente um
aumento no desempenho dos organismos (Ramsey & Schemske, 1998; Otto & Whitton,
2000). Na realidade, a reducdo de fertilidade e do nimero de sementes devido a
problemas no emparelhamento dos cromossomas, (Ramsey & Schemske, 1998) é uma
caracteristica muito comum nos autopoliploides, limitando a propagacdo sexual das
plantas que apenas se podem multiplicar por reproducdo vegetativa (Ladizinsky, 1998).
O efeito “giga”, caracterizado pelo aumento de tamanho de varios 6rgios da planta
como raizes, tubérculos, frutos ou sementes é o principal motivo para a utilizacdo de
autopolipldides pelo homem. Como exemplo de autopolipléides naturais com
importancia agricola, podem-se destacar variedades tetrapléides de alfalfa, amendoim,
batata, e café, ou ainda tripldides como a banana os quais ndo produzem sementes e, por
isso, sdo também propagados unicamente de forma vegetativa (Acquaah, 2007).

A alopoliploidia teve uma importancia mais acentuada na evolugdo das espécies,
devido principalmente ao vigor hibrido ou heterose (Chen, 2010). A heterose define-se
como um aumento de aptidao de individuos heterozigo6ticos quando comparados com
homozigdticos da mesma populacdo. Geralmente a heterose refere-se a niveis superiores
de biomassa, estatura, taxa de crescimento e/ou fertilidade na descendéncia hibrida
(Chen, 2010). Existem muitas culturas agricolas que sdo alopolipléides naturais, como
por exemplo, morango, mostarda, cana-de-acUcar, colza, algoddo, tabaco ou trigo
(Acquaah, 2007). Outras foram ja obtidas pela mdo do homem, como é o caso do
triticale (Mergoum & Macpherson, 2004). Contudo, o0s relatos existentes néo
demonstram equivocamente uma relacdo directa entre a poliploidia e a domesticagédo
das plantas (Hilu, 1993).

Os polipldides, depois de sofrerem um evento de poliploidizagdo, atravessam um
processo de conversao gradual da poliploidia para a diploidia. Este fendmeno
denomina-se diploidizacdo (Fig. 1) e ocorre devido a alteracdes genéticas em /loci
duplicados (Comai, 2005). Esta estratégia permite eliminar varias incompatibilidades no
seu genoma evitando o silenciamento de genes e mantendo a fertilidade e a estabilidade

da espécie (Doyle et al., 2008).
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Figura 1 - Principais origens do genoma na formagdo de espécies via poliploidia. A figura mostra as principais vias
que resultam na passagem repentina de diploidia para poliploidia e a consequente transi¢do gradual de poliploidia

para diploidia. Para cada forma, o genoma hapléide ¢ representado por um circulo colorido. (Adaptado de Meru, 2013
e Comai, 2005).

1.1.4 Mudancas que promovem a evolucao

Os poliploides possuem trés caracteristicas Obvias que promovem a sua evolugao.
As duas primeiras resultam da duplicagdo genética e sdo a heterose e a ampla
redundancia genética. A fixagdo de diferentes genomas que ocorre na heterose permite
aos alopolipldides integrarem caracteristicas de qualidade dos seus parentes, exibindo
uma melhor adaptacdo, por exemplo, a certas condi¢cdes ambientais (Chen, 2010). O

emparelhamento for¢ado dos cromossomas homodlogos dos hibridos alopoliploides
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impede a recombinacdo intergendOmica, mantendo eficazmente o mesmo nivel de
heterose durantes as geracdes seguintes. Para além dos alopoliploides, a heterose
também ¢ conhecida em autopolipldides, apesar dos seus mecanismos ainda serem
pouco entendidos (Comai, 2005). A redundancia genética permite aos poliploides
mascarar os seus alelos recessivos pela expressao de alelos selvagens. Este facto fornece
uma proteccdo contra os efeitos prejudiciais das mutagdes e da genotoxicidade. A
redundancia genética permite ainda diversificar a fung¢do génica pela alteraciao de copias
redundantes de genes importantes (Comai, 2005; Chen, 2010).

A terceira caracteristica € mais controversa e esta relacionada com a reprodugdo das
plantas. Em alguns casos, a poliploidia interrompe os sistemas de auto-
incompatibilidade, permitindo a autofecundacdo em organismos polipldides. Em certas
plantas, a poliploidia pode ainda favorecer o aparecimento de reproducao assexuada
(Comai, 2005).

Em suma, as mudangas no genoma, na expressdo génica e nos sistemas de
reproducdo, possibilitam aos polipldides inovar e melhorar as suas fungdes, permitindo

atingir a especiagao e o sucesso evolutivo.

1.2 Inducdo de poliploidia no melhoramento vegetal

1.2.1 Breve resenha historica

Foi no inicio do século XX, e apos a redescoberta dos trabalhos de Mendel, que se
comecaram a dar os primeiros passos na manipulacdo artificial dos niveis de ploidia em
plantas. Em 1904, Nemec observou, pela primeira vez, a duplicagdo cromossémica
artificial, expondo raizes de Datura a hidrato de cloral e a outros quimicos. Contudo,
muitas vezes tecidos tetraploides apareciam sem ser necessario qualquer estimulo
(Blakeslee & Avery, 1937). Em 1907, os franceses Elie e Emile Marchal, conseguiram
induzir poliploidia em musgos, através da regeneracdo celular do esporofito diploide,
apos 0 seu corte e exposicao a baixas temperaturas (Burnham, 1962).

Em 1916, Winkler introduz o termo “poliploidia”, depois de obter plantas
tetraploides a partir de tecido caloso de solanaceas (Winkler, 1916; Burnham, 1962).
Nas décadas seguintes, a utilizacdo de calos para induzir a duplicacdo espontanea dos

cromossomas, foi conseguida em vérias espécies do género Solanum (Jorgensen, 1928),
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e em espécies do género Nicotiana (Greenleaf, 1938). Nos anos 20, Belling e Blakeslee
(1924) encontram ramos tetrapldides em Datura, depois da sua exposi¢do a baixas
temperaturas. Foi também nesta década que Karpechenko (1927), obtém o hibrido
Raphanobrassica, resultado do cruzamento intergenérico de Raphanus sativus (2n = 18
cromossomas) com Brassica oleracea (2n = 18). Apesar de ndo ter sido 0 primeiro a
realizar este cruzamento, Karpechenko foi o primeiro a mostrar a fertilidade dos seus
descendentes, criando uma nova espécie em laboratério. Este resultado foi a
consequéncia de algumas plantas terem sofrido poliploidizacdo espontanea durante os
ensaios experimentais, dando origem a individuos tetraploides férteis (4n = 36). A
primeira aplicacdo de inducdo de poliploidia em espécies agricolas, foi reportada no
inicio da década de 30. Randolph (1932), conseguiu obter plantas tetrapléides de milho,
através da exposicao dos seus embrides a altas temperaturas (durante as primeiras fases
de desenvolvimento).

Até 1937, muitos foram os métodos utilizados para induzir polipl6ides em plantas
mas sempre com reduzidas taxas de sucesso (Eigsti & Dustin, 1955). Contudo, nesse
ano, surgem duas publicacGes importantes: Blakeslee e Avery (1937) mostraram que
através do uso da colchicina, um alcal6ide extraido de plantas de Colchicum autumnale,
era possivel obter plantas com o dobro dos cromossomas; e passado pouco tempo,
Nebel (1937), reportou que este alcaldide interfere com a anéfase.

A descoberta da actividade antimitotica da colchicina foi um grande contributo para
estudo da genética tedrica. Por outro lado, marcou também o inicio de uma nova era no
melhoramento vegetal, tornando-se uma poderosa e eficaz ferramenta para producgéo de
poliploides experimentais (Eigsti & Dustin, 1955). O seu uso intensificou-se, e 0s
resultados obtidos foram espectaculares. Nos anos seguintes, 0 nimero de publicacdes
relativas a inducdo de poliploidia aumentou drasticamente. O norte-americano Blakeslee
continuou as suas pesquisas e, em 1939, conseguiu produzir polipléides pertencentes a
48 espécies diferentes, usando a colchicina (Blakeslee, 1939).

Um pouco por todo o mundo, varios investigadores seguiram 0s seus passos. Na
década de 40, a maioria das espécies agricolas cultivadas na Suécia detinham variedades
autopoliploides experimentais (Eigsti & Dustin, 1955) e na Rdussia, Japdo e Inglaterra
mais de 80 alopoliploides diferentes de milho foram criados (Burnham, 1962). Outras
culturas agricolas, como o algoddo, batata, arroz, beterraba, ou o tabaco possuiam ja

nessa altura, variedades artificiais com o dobro dos cromossomas (Hancock, 1997).
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No inicio da década de 50, o departamento de agricultura dos Estados Unidos
(USDA) apresentou variedades polipldides das espécies fruticolas mais cultivadas,
como magas, péssegos, uvas, e morangos (Hancock, 1997). Foi também nesta altura que
0 japonés Kihara desenvolveu pela primeira vez melancias sem sementes (Kihara,
1951). A comunidade cientifica estava empolgada e, na edi¢cdo de Outubro de 1953 do
boletim do USDA podia-se ler “O homem, ao produzir polipléides, pode avancar
milhdes de anos, sem que seja necessario esperar por um acidente da natureza para
quebrar as barreiras de algumas fases do melhoramento” (Hancock, 1997).

Com os avancos na cultura de tecidos vegetais, a primeira poliploidizacao in vitro
foi reportada por Murashige e Nakano (1966). Estes autores observaram a duplicacéo
espontanea de cromossomas em culturas celulares de Nicotiana, conseguindo obter a
partir dessas culturas, plantas tetraploides. Sabe-se hoje, que a ocorréncia de
mixoploidia, poliploidia e aneuploidia, em massas embriogénicas estabelecidas in vitro
e em plantas regeneradas € um fendmeno relativamente comum, e muitas vezes
utilizado para criar variabilidade genética (Jelenic et al., 2001; Ren et al.,2012; Currais
etal., 2013).

O tratamento quimico pela colchicina continua a ser o método preferido. Contudo
nos anos 90, a classe das dinitroanilinas foi aclamada como uma alternativa a colchicina
na indugdo de poliploidia (Ramulu et al., 1991; Van Tuyl et al., 1992). Foi também
nesta década que a duplicacdo cromossémica in vitro se estabeleceu como uma

ferramenta auxiliar na cultura de tecidos vegetais (Dhooghe et al., 2011).

1.2.2 Métodos e técnicas de inducéo de poliploidia in vitro

a) Agentes antimitoticos usados na duplicacido cromossémica

Uma das maneiras de se produzirem plantas com o dobro dos cromossomas é
através de interferéncias com o seu ciclo mitotico. O ciclo celular pode ser interrompido
por uma grande variedade de compostos quimicos. Mas s6 aqueles que o afectam entre
o fim da fase S e antes do inicio da citocinese permitem a inducdo da duplicacdo
cromossomica (Dhooghe et al., 2011).

Por outro lado, os agentes antimitoticos mais eficazes sdo 0s que actuam ao nivel da
metafase, como por exemplo a colchicina, a classe das dinitroanilinas (onde se inclui a

orizalina, trifluralina, ou dinitramina), o acenafteno, a vinblastina, entre outros. Estes
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agentes ligam-se aos dimeros de a- e B-tubulina, bloqueando assim a polimerizacao dos
microtubulos e impedindo a migracdo dos cromossomas para 0s polos durante a anafase
(Petersen et al., 2003; Caperta et al., 2006). Em contraste com os inibidores da
metafase, existem ainda aqueles que bloqueiam o complexo promotor da anafase. Entre
eles podem encontrar-se o lactacistina, 0 MG132 e a epoxomicina. Contudo sdo pouco
utilizados na indugéo de poliploidia, uma vez que nédo sdo totalmente eficazes e séo

geralmente dispendiosos (Dhooghe et al., 2011).

O agente antimit6tico mais comum é a colchicina. Este alcalide estd também
muitas vezes associado ao combate de certas doencas inflamatérias em humanos (Eigsti
e Dustin, 1955), como seja a conhecida gota. O seu uso na inducéo de poliploidia deve-
se principalmente as elevadas taxas de sucesso que se tém obtido com a sua utilizagdo, e
também por ndo perder a sua actividade ap6s autoclavagem (Zhang, et al., 2007). Néao
obstante, este agente apresenta uma toxicidade muito elevada. Em algumas espécies,
pode provocar um crescimento anormal, perdas de cromossomas, rearranjos, mutacées
ou infertilidade (Luckett, 1989; Dhooghe et al., 2011). A ligacdo da colchicina a
tubulina das plantas é baixa, o que leva muitas vezes a que seja utilizada em
concentracdes elevadas (na ordem dos milimolares; Caperta et al., 2006). Devido a estes
factos, tém sido testados outros compostos como herbicidas, especialmente os derivados
das de dinitroanilinas. Estima-se que 25% de todos os herbicidas comercializados tém
como principal mecanismo de acgdo interferir com a mitose (Dhooghe et al., 2011).
Para além de menos téxicos, possuem também uma afinidade maior pelos dimeros da
tubulina das plantas, o que permite uma actuacdo mais eficaz a concentracbes mais

baixas (na ordem dos micromolares; Petersen et al., 2003).

b) Concentracio, tempo de exposicao e solventes

A concentracdo do agente antimitético e o seu tempo de exposi¢cdo sdo dois
parametros essenciais na inducdo da poliploidia, e estdo directamente interligados.
Geralmente, tempos de exposi¢édo e concentragdes baixas sdo insuficientes ou provocam
mixoploidia (diferentes niveis de ploidia em diferentes células ou 6rgdos do mesmo
organismo), enquanto concentragdes e tempos maiores costumam ser letais. Cada

espeécie necessita de ser testada para se encontrar o tratamento ideal.
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Por outro lado o tipo de solvente usado para dissolver o agente antimitotico também
é importante, visto participar directamente na eficacia ou toxicidade do tratamento.
Existem varios estudos que utilizam diferentes tipos de solventes como por exemplo
hidroxido de sodio, etanol a 70% ou a 96% ou acetona a 100%. Os agentes antimitoticos
podem ainda ser dissolvidos em &agua ou directamente no meio de cultura liquido.
Contudo o solvente mais usado é o dimetilsulfoxido (DMSO). Este composto aumenta a
permeabilidade das células e permite 0 aumento da absor¢do dos agentes antimitoticos
(Stanys et al., 2006; Dhooghe et al., 2011). No entanto, concentracfes altas podem
também ser toxicas. Quando o agente antimitdtico é aplicado directamente nos tecidos
das plantas, sdo muitas vezes adicionados agentes surfactantes para aumentar a

superficie de contacto (Dhooghe et al., 2011).

c) Tipos de explantes

Mais uma vez a eficiéncia de poliploidizacdo depende do explante utilizado
(Petersen et al., 2003). Podem ser usados diferentes tipos de explantes, como apices,
embribes zigoticos ou somaticos, sementes, plantulas, segmentos nodais ou rebentos
caulinares. Para se encontrar o tipo de explante adequado a indugdo de poliploidia, é
necessario testar varios tipos de explantes por espécie. Contudo, dentro de um tipo de
explante podem existir diferentes taxas de sucesso dependendo da permeabilidade do
tecido e da capacidade de transporte do agente antimitético para os meristemas (Allum
et al., 2007). Além disso, a eficiéncia do tratamento esta também dependente do
gendtipo e da idade do explante (Chauvin et al., 2005; De Mello e Silva et al., 2000;
Stanys et al., 2006).

d) Modos de aplicacio

Tanto in vivo como in vitro os meristemas, rebentos caulinares, sementes ou
plantulas podem ser mergulhados ou aspergidos com uma solucdo que contenha o
agente antimitotico. No entanto, a inducdo de poliploidia in vivo, é muitas vezes
caracterizada pelo aparecimento de mixoploidia. A aplicacdo em sistemas in vitro,
permite obter um maior controlo e eficiéncia nos tratamentos, e pode ser dividida em

dois momentos — inducdo de poliploidia e transferéncia para meio de cultura normal.

11
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Inicialmente, os explantes sdo expostos ao agente antimitético que é adicionado ao
meio de cultura (liqguido com agitacdo, ou solido) estabelecido nos protocolos de cada
espécie e incubados durante um determinado periodo de tempo. Os explantes podem
ainda ser submetidos a periodo de pré-incubacdo, caracterizado pela auséncia do agente
antimitotico, para sincronizar as divisdes mitdticas e assim melhorar o efeito posterior
da adicdo do agente (Chauvin et al., 2005). No final do periodo de indugéo, os explantes
sdo lavados para remover contaminagOes superficiais e transferidos para os meios de

cultura normal, sem a presenca do agente antimitético.

e) Confirmacao de poliploidia

Uma vez que a inducdo de duplicacdo cromossdémica nao é totalmente eficaz, e a
ocorréncia de mixoploidia é frequente, é necessario confirmar o nivel de ploidia das
plantas expostas ao agente antimitdtico. Existem vérios métodos que podem ser usados
para determinar o nivel de ploidia, como a observacdo dos caracteres morfologicos e
anatomicos, a contagem dos cromossomas, ou ainda por determinacdo do tamanho de
genoma por citometria de fluxo. Contudo, a combinacéo de diferentes métodos é muitas
vezes empregue (Rubuluza et al., 2007; Zhang et al., 2008; Majdi et al., 2010).

A contagem dos cromossomas € um método eficiente, pois determina o nimero
efectivo de cromossomas existente na planta (Dolezel et al., 2007). Contudo é uma
técnica muito trabalhosa que necessita da presenca de células em divisdo (geralmente
células metafésicas do apice de raizes jovens), de tratamentos enzimaticos muitas vezes
especificos para cada planta e de protocolos de coloragdo. Esta ainda dependente do
nimero e tamanho dos cromossomas caracteristico de cada espécie. Quando 0s
cromossomas estdo presentes em grande ndmero ou sdo de um tamanho reduzido,
existem frequentemente dificuldades na sua contagem (Dhooghe et al., 2011).

Em contraste com a contagem dos cromossomas, as observa¢Ges morfolégicas e
anatomicas sao simples de realizar, porém apresentam um grau elevado de impreciséo.
Os caracteres morfoldgicos visiveis a olho nu podem servir como critério primario de
selecgdo de polipldides, mas a sua confirmacao por outros metodos é sempre necessaria,
pois a ocorréncia de mixoploidia é impossivel de detectar. O tamanho e a densidade dos
estomas e o numero de cloroplastos por estoma sdo dos pardmetros anatdOmicos mais
utilizados para detectar poliploidia. Em geral, plantas dipldides apresentam estomas de

tamanho mais reduzido do que as polipléides correspondentes; enquanto, 0 nimero de
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cloroplastos por estoma presente costuma ser maior nos poliploides. Contudo, as
condigdes ambientais e a idade da planta podem condicionar os resultados (Roy et al.,
2001). O tamanho do polen também varia com o nivel de ploidia, todavia é raramente
utilizado como critério de confirmacdo na poliploidizacdo in vitro (Dhooghe et al.,
2011).

Actualmente, a citometria de fluxo € a técnica mais comum para avaliar o nivel de
ploidia das plantas (Dolezel et al., 2007). Resumidamente, através de um citometro de
fluxo € possivel analisar o contedo de ADN presente em nucleos vegetais (previamente
isolados e corados), quantificando o nimero de células que se encontram nas diversas
fases do ciclo celular (G, S e G2). A amostra a analisar é geralmente preparada em
conjunto com uma planta padrdo, de nivel de ploidia e conteddo nuclear conhecido
(Loureiro, 2007; Dolezel et al., 2007).

Em comparacdo com os métodos atras referidos, a analise por citometria de fluxo
possui varias vantagens. A preparacdo das amostras e a sua analise é simples e rapida, o
que permite analisar uma grande quantidade de amostras num curto periodo de tempo.
Podem ser usados varios tipos de material vegetal, (raizes, folhas, sementes, frutos,
pétalas, entre outros) e em quantidades muito pequenas, ndo sendo necessario que as
células se encontrem em divisao (Loureiro, 2007). Além disso, como ndo necessita de
raizes ou plantas aclimatizadas, possibilita uma deteccdo precoce de poliploidia,
permitindo assim a poupanca de tempo e espaco (Vainola, 2000; Loureiro, 2007
Dolezel et al., 2007).

A citometria de fluxo permite ainda detectar mixoploidia devido ao facto de
conseguir analisar uma enorme quantidade de ceélulas individuais, em diferentes

camadas e em diferentes tipos de tecidos (Loureiro, 2007; Dolezel et al., 2007).

f)  Pressupostos para a escolha da espécie

Ao longo das ultimas décadas a inducdo de poliploidia foi aplicada em muitas
especies. Isto permitiu reunir informacgé@o sobre as caracteristicas mais adequadas das
especies a utilizar. Em Acquaah (2007) e Dewey (1980) estdo compiladas essas
caracteristicas. Resumidamente, as variedades polipldides possuem um namero 6ptimo
de cromossomas que lhes permite obter o melhor desempenho. Uma vez que duplicagéo

cromossomica implica um aumento drastico e instantaneo do genoma da planta, a
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seleccdo de parentes com um baixo numero de cromossomas ajudaré a reduzir o risco de
complicagdes meioticas e permitird ainda aumentar as hipdteses de obter polipldides
férteis.

A producdo de poliploides através de espécies alogamicas (polinizacdo cruzada)
promove a recombinacdo genética, permitindo aumentar as hipdteses de obter um
gendtipo equilibrado. Devido as elevadas taxas de infertilidade que caracterizam os
poliploides, a inducdo de poliploidia deve ser aplicada no melhoramento de espécies
com capacidade de se reproduzir de forma vegetativa, que sejam perenes no seu habitat,

e cujo produto econémico ndo é a semente (ex. flores, vegetais, frutos).

1.2.3 Principais aplicac6es da inducéo poliploidia no melhoramento vegetal

a) Restauro da fertilidade em hibridos e contorno das barreiras da

hibridizacao

Muitos dos hibridos interespecificos ou intergenéricos sdo estéreis. Isto deve-se
principalmente a ocorréncia de falhas no emparelhamento dos cromossomas durante a
meiose, decorrentes de incompatibilidades genéticas, como 0 nimero de cromossomas
dos seus progenitores (Ranney, 2006). Através da duplicacdo cromossémica é possivel
restaurar a fertilidade de hibridos, pois cada cromossoma ganha um cromossoma
homologo permitindo um emparelhamento correcto durante a meiose. Esta metodologia
tem sido aplicada com éxito no restauro de fertilidade de véarios hibridos
economicamente importantes, como é o caso de Rhododendron ‘Fragrans Affinity’ x
Chitalpa tashkentensis (Contreras et al., 2006; Olsen et al., 2006). Por outro lado a
aplicacdo desta metodologia nem sempre € obtida com sucesso, como acontece em
hibridos interespecificos de Alstroemeria (Lu & Bridgen, 1997).

Muitos cruzamentos s&o dificeis de obter devido principalmente a diferencas no
nivel de ploidia entre os respectivos parentes. Um dos métodos para contornar esta
situacdo e através da duplicacdo cromossomica de um dos parentes. Por exemplo, a
duplicacdo cromossomica de Buddleja globosa (2n = 2x = 38) permite o hibridizacao

interespecifica com Buddleja davidii (2n = 4x = 76) (Van Laere et al., 2011).
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b) Desenvolvimento de cultivares sem sementes

As variedades sem sementes, e em especial das espécies fruticolas, possuem uma
aceitacdo comercial maior, principalmente por um motivo que é 6bvio: maior facilidade
na ingestdo dos seus frutos. Existem varios métodos para a obtencdo de plantas sem
sementes, como por exemplo a regeneracdo de plantas através do endosperma. Contudo,
0 método convencional, através de cruzamentos entre niveis diferentes de ploidia, é o
mais rapido e mais econdmico (Ranney, 2006). As plantas tripldides (3n) sao
caracterizadas pela ndo producdo de sementes (esteréis), e podem ser obtidas
artificialmente através de duas etapas basicas. A primeira € a obtencdo de plantas
tetrapldides, através da inducdo de poliploidia e sua identificacdo. A segunda € a
hibridizacdo das plantas obtidas (tetrapldides) com plantas dipléides para obtencdo de
sementes triploides (Acquaah, 2007). Porém uma das caracteristicas dessas sementes € a
sua baixa taxa de germinacdo (Yang & Sung, 1994). Como exemplo de espécies
frutiferas sem sementes, obtidas por este método pode-se destacar a melancia, (Kihara,
1951), a uva (Ji et al., 2013) ou varios citrinos (Raza et al., 2003; Aleza et al., 2012).
Por outro lado, a obtencdo de individuos tripldides de espécies invasoras, pode ser (til

no controlo das suas populacGes (Ranney, 2006).

C) Mudangas na anatomia e morfologia

A poliploidia esta directamente ligada a mudancas na anatomia e morfologia das
plantas. O aumento no contetdo nuclear de um organismo tende a aumentar o volume
das suas células (Comai, 2005), porém, os autopolipléides mantém o mesmo nimero de
células dos diploides correspondentes (Song et al., 2012). As plantas autopolipldides
desenvolvem 6rgdos maiores, como por exemplo flores, frutos, raizes ou sementes. As
folhas sdo geralmente mais largas, com uma espessura superior, e caracterizadas por um
aumento na sua massa por unidade de area. (Acquaah, 2007; Song et al., 2012).
Possuem também um aumento no tamanho dos estomas e no numero de cloroplastos por
células guarda (Dhawan & Lavania, 1996; Acquaah, 2007). Este fendmeno é designado
de “efeito giga” e tem uma extrema importincia em algumas plantas cultivadas. E
economicamente importante em espécies ornamentais, principalmente pela
possibilidade de se obterem novas formas, tamanhos e cores de flores (Vain6la, 2000;

Sakhanokho et al., 2009; Acquaah, 2007), mas também porque a taxa de crescimento
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mais lenta (atribuida a baixos niveis de auxinas) permite ao poliploides florir mais tarde
e por um periodo mais longo, quando comparados com os dipldides correspondentes
(Levin, 1983). O “efeito giga” ¢ também explorado em variedades de espécies
fruticolas, devido a possibilidade de alguns individuos apresentarem um aumento no
tamanho dos frutos e na proporcdo da polpa, acompanhado por uma diminui¢cdo no
namero de sementes (Stanys et al., 2006). Muitas variedades fruticolas sdo também
caracterizadas por um atraso no tempo de maturacdo (Kadota & Niimi, 2002).

Contudo, os polipldides estdo também associados a desequilibrios anatomicos
como o enrolamento anormal das folhas, o aparecimento de ramos frageis e quebradicos
ou ainda a existéncia de frutos aquosos (Ranney, 2006). Também, organismos com altos
niveis de ploidia possuem um crescimento mais lento e muitas vezes anormal (Ranney,
2006).

d) Producdo de metabolitos secundarios

O aumento nos niveis de ploidia afecta muitas propriedades fisiol6gicas das plantas,
como por exemplo, a actividade enzimatica, a diversidade de enzimas ou alteraces nos
niveis de flavonoides, terpenos ou alcaléides entre outros compostos, em varios 6rgaos
da planta (sementes, raizes, frutos, entre outros). Esta situacdo leva muitas vezes a
mudancas qualitativas e quantitativas e a variagcbes na biossintese de metabdlitos
secundarios (Dhawan & Lavania, 1996). Em certos casos, 0 metabolismo primario sofre
também alteracdes (Levin, 1983).

Este efeito faz com que a poliploidia possa ter influéncia na adaptabilidade e na
resisténcia ao stresse biotico e abidtico das plantas (Levin, 1983; Dhawan & Lavania,
1996). Em particular, o aumento de producdo de metabolitos secundarios como
alcal6ides ou terpenos pode servir de defesa quimica contra pestes e patogénos. Em
alguns casos, alguns poliploides podem ainda demonstrar uma maior eficiéncia na
absorcdo de nutrientes e também uma maior resisténcia a seca e tolerancia ao frio
(Ranney, 2006; Levin, 1983; Dhawan & Lavania, 1996).

A obtencdo de variedades poliploides é muitas vezes aplicada em plantas
medicinais, sendo extremamente util na industria. Por exemplo, a produgdo de
hormonas sexuais e de corticoides aumentou significativamente depois da inducdo de
tetraploides em Dioscorea zingiberensis (Heping et al., 2008). Por outro lado, através

da duplicagdo cromossémica foi possivel aumentar a producdo de piretrina, um
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composto natural com accdo inseticida em plantas de Chrysanthemum cinerariifolium
(Liu & Gao, 2007). Ou ainda, através da inducédo de tetraploidia em Artemisia annua, é
possivel aumentar cerca de seis vezes a producdo de artemisinina, um farmaco utilizado

contra a malaria (De Jesus-Gonzalez & Weathers, 2003).

e) Fontes de mutacdes

Como referido anteriormente, uma das vantagens evolutivas dos polipldides
naturais € apresentarem uma ampla redundancia genética. Esta é também uma
caracteristica que pode ser explorada no melhoramento vegetal através da inducdo de
mutagénese em poliploides artificiais. A duplicacdo do seu genoma tolera modificaces
em alelos deletérios e aumenta a frequéncia de mutagdes (Gaul, 1958). Este método foi
usado em programas de melhoramento de varios cultivares da orquidea Achimenes sp.,
onde a inducdo de autotetraploidia seguida da aplicacdo de tratamentos por raios X
permitiu aumentar 20 a 40 vezes a frequéncia de mutagdes, em comparagdo com 0S

cultivares dipldides correspondentes (Broertjes, 1976).

f) Uma ferramenta para a indugdo de apomixia?

Muitas das plantas apomiticas encontradas na natureza sao poliploides; contudo, a
maior parte das plantas poliploides ndo sdo apomiticas (Otto & Whitton, 2000). Alguns
autores sugerem que a estreita relacdo entre a poliploidia e a apomixia pode ser devido a
diferentes efeitos genéticos, como o efeito da dosagem do gene. Assim, quanto mais
alto for o nivel de ploidia da planta, mais copias do(s) gene(s) responsavel(eis) pela
apomixia existirdo e maior sera a probabilidade da mesma ser apomitica (Thompson &
Lumaret, 1992). Levin (1983) propds que a obtencao de plantas apomiticas obrigatérias
(ou seja, que so se reproduzem desta forma) pode ser conseguida através de inducédo de
altos niveis de ploidia. Existem varios exemplos na literatura da producdo de plantas
apomiticas através da duplicacdo previa dos cromossomas (Nygren, 1948; Quarin et al.,
2001). Porém o papel da poliploidia na apomixia ainda ndo esta totalmente claro. Hoje
sabe-se que a poliploidia é um factor importante, mas ndo essencial, uma vez que apesar
da poliploidia ja ter sido induzida num grande nimero de plantas, muito poucas dessas

plantas apresentaram capacidade apomitica (Bicknell & Koltunw, 2004).
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1.3 Tamarilho (Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt.)

1.3.1 Descricdo botanica e distribuicdo geogréafica

Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt. também denominado de Solanum betaceum
(Cav.) (Bohs, 2007), é um arbusto subtropical, semi-lenhoso e de crescimento rapido,
pertencente a familia das solanaceas. O seu nome comum varia bastante consoante 0s
paises, sendo conhecido por “tomate de palo” (Honduras), “tomate de arvore” (Brasil),
“lima tomate” (Bolivia), entre outros (Morton, 1987). A sua designagdo de tamarilho
nasceu na Nova Zelandia em 1967 (Bohs, 1989) devido ao aumento da sua procura e
necessidade de o diferenciar do tomate comum (Solanum lycopersicum).

A sua altura média varia entre 3 € 5,5 m de comprimento (Morton, 1987), e 0 seu
diametro na base entre 5 e 10 cm (Fig. 2A) (Bohs, 1989). As folhas séo alternadas, em
forma de coracdo na base, ovadas e pontiagudas no apice (Fig. 2B). Atingem entre 10-
35 cm de comprimento, e entre 4-12 cm de largura. Sao finas, pubescentes nas duas
faces, e ttm um cheiro almiscarado persistente. (Morton, 1987). As flores encontram-se
proximas das extremidades dos ramos, suportadas em pequenos cachos soltos. Estas tém
entre 1,25 e 2 cm de largura, e apresentam 5 lobulos pontiagudos cor-de-rosa claros
(Fig. 2C). Possuem também 5 estames amarelos, e um calice verde arroxeado (Morton,
1987). A floracdo comeca no final da primavera e acaba no inicio do outono (Meadows,
2002). Os frutos maduros séo elipticos e carnudos, atingindo 4-10 cm de comprimento e
3-5 cm de largura (Bohs, 1989) e pendendo a partir de hastes compridas e seguros por
um célice cénico (Fig. 2D). Podem encontrar-se s6s ou em grupos de 3 a 12 (Morton
1987). O epicarpo é liso (Bohs, 1989) e rijo e a sua cor varia entre 0 roxo escuro,
vermelho, cor-de-laranja, amarelo, ou cor-de-laranja e amarelo, consoante o cultivar
(Fig. 2E). Podem também ter estrias longitudinais tenuemente mais escuras. A cor da
endocarpo varia entre cor-de-laranja e vermelho até amarelo ou amarelo-creme de
acordo com os cultivares (Morton, 1987). O fruto possui muitas sementes (Bohs, 1989)
e a polpa que as envolve nos dois compartimentos longitudinais é suave e suculenta
(Morton, 1987). Esta polpa pode ter uma cor preta nos frutos roxo-escuro e vermelhos,
ou amarela, nos frutos amarelos ou cor-de-laranja (Bohs, 1989). A frutificacdo inicia-se
2 anos apos o cultivo, atingindo o maximo de producdo em 5 anos. A partir deste
momento, a producdo de frutos diminui bruscamente, sendo o tempo de vida médio de

uma plantacdo comercial de cerca de 8 anos (Meadows, 2002; Mertz et al., 2010).

18



INTRODUCAO

Figura 2 - Tamarilho (Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt.): A - arvore adulta localizada no Jardim Botéanico da

Universidade de Coimbra; B - folha jovem; C - Flores em varios estagios de desenvolvimento; D - Frutos ; E - Corte

transversal dos frutos de duas variedades diferentes; Barras =2 cm.

Em geral, o tamarilho cresce entre 0s 300 e os 3000 m de altitude (Morton, 1987), e
mais perto do nivel do mar quando o clima é mais frio. Da-se melhor com temperaturas
acima dos 10°C, mas € sensivel a temperaturas constantemente elevadas. Consegue
sobreviver a geada, se esta ndo for demasiado prolongada e frequente. Nao resiste a
seca, nem sobrevive em solos inundados ou com agua estagnada (National Research
Council, 1989). Como as suas raizes sao curtas e superficiais, também ndo é muito
resistente ao vento, pelo que tem de se encontrar em locais minimamente abrigados
(Morton, 1987). Cresce melhor em solos bem drenados, leves e férteis (National
Research Council, 1989).

1.3.2 Distribuicéo e importancia econdmica e etnobotanica

Até ha relativamente pouco tempo, ndo se sabia com exactiddo a origem do
tamarilno, mas acreditava-se provir dos Andes. Através de diferentes abordagens
incluindo estudos morfoldgicos, biossistematicos, moleculares e trabalho de campo,
foram encontrados parentes selvagens préximos, no sul da Bolivia e noroeste Argentino
(Bohs, 2007). Sendo originario da Bolivia e Argentina, o tamarilho é vulgarmente

cultivado em planaltos em grande parte da América Latina (Peru, Andes, Chile,
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Equador, Bolivia, Argentina, Brasil, Colémbia, Venezuela, Costa Rica, Guatemala,
Jamaica, Porto Rico e Haiti). Encontra-se também na Africa de Leste e Sudeste
Asidtico, e até 1903 foi muito popular no Sri Lanka e nas indias Orientais Holandesas.
Foi também cultivado em jardins em Queensland e nos planaltos da parte Australiana da
Nova Guiné (Morton, 1987). Acredita-se que tenha sido introduzido nos Acores e na
Madeira ainda durante o século XIX (Guimaraes et al., 1996; Canhoto et al., 2005). Em
1891 foi introduzido na Nova Zelandia, e o seu cultivo para comércio em pequena
escala comecou por volta de 1920 (Morton, 1987). Actualmente este pais € o principal

produtor e exportador dos seus frutos.

O sabor do tamarilho é semelhante ao do tomate comum, mas 0s seus frutos séo
mais doces e acidos e os frutos menos suculentos. Devido a sua parecenca com 0
tomate, os frutos podem ser comidos de forma semelhante: crus, cortados em saladas,
cozinhados ou guisados com carne (Bohs, 1989). Podem também ser usados em
sobremesas, em sumos, compotas ou iogurtes. No entanto, apesar de comestiveis, a
epiderme e as sementes tendem a ser removidas devido ao seu sabor desagradavel (
National Academy Press, 1989).

Em termos nutricionais o tamarilno é uma excelente fonte de provitamina A
(caroteno — 150 mg por 100g), vitamina Bg, vitamina C (25 mg por 100 g), vitamina E,
ferro, calcio e fosforo. Contém também niveis elevados de proteinas (1,5-2 g por 100 g),
pectina e fibras, que podem prevenir obstipacfes, reduzir os niveis de colesterol no
sangue e controlar a glicémia em diabéticos. Possui também taxas baixas de calorias,
uma vez que possui poucos hidratos de carbono (Centre for Underutilised Crops, 2009;
McCane & Widdowson, 1992). Todas as variedades de tamarilho tém uma composicao
semelhante em fendis, no entanto, as variedades amarelas ndo possuem antocianinas
(Centre for Underutilised Crops, 2009). Os frutos sdo também usados no tratamento de
doencas respiratdrias e anemia em algumas tribos na india (Hazarika et al., 2012), e
possuem polifendis que provaram ser potentes antioxidantes ao inibir a oxidacdo de
LDL in vitro, e a producédo de agentes reativos de oxigénio em células PC12 (Kou et al.,
2009), podendo reduzir o risco de alguns cancros e problemas cardiovasculares.
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1.3.3 Propagacdo e cultura in vitro

O tamarilho pode ser propagado através das formas convencionais: via seminal, por
estacaria ou ainda por enxertia (Gatita & Almeida, 2003; Correia & Canhoto, 2012;
Mufioz, 2013). Apesar da germinacdo das sementes ser de facil obtencdo, este método
ndo permite obter plantas geneticamente uniformes, sendo inatil na propagacdo de
genotipos seleccionados (Correia & Canhoto, 2012). A propagacdo via estacaria ou
enxertia garante a manutencdo do gendtipo, contudo, estes métodos estdo muitas vezes
associados a problemas fitossanitarios (Correia & Canhoto, 2012) e implicam a
utilizacdo de estacas com 1 a 2 anos, com um diametro minimo de 1,5 cm e com 3-4
gemas (Mufioz, 2013). Se o objectivo for propagar um grande nimero de plantas, estes
métodos tornam-se morosos e muitas vezes dificeis de aplicar. Por outro lado, a cultura
in vitro permite contornar este facto, uma vez que é possivel obter um grande nimero de
plantas num curto espaco de tempo.

A micropropagacdo no tamarilho pode ser efectuada através da proliferacdo dos
meristemas axilares (Barghchi, 1986; Cohen & Elliot, 1979; Obando et al., 1992), por
organogénese ou ainda através da inducdo de embriogénese somatica. A utilizacdo da
organogenese foi aplicada em varios tipos de explantes do tamarilho, como segmentos
foliares (Obando et al., 1992), cotilédones e hipocétilos de plantulas (Guimaraes, 1996;
Gatita & Almeida, 2003), raizes, embrides zigéticos ou ainda protoplastos (Guimaraes,
1996).

Quanto a inducdo de embriogénese somatica esta também foi conseguida em varios
tipos de explantes, como embriGes zigoticos, cotilédones, hipocdtilos, raizes ou
segmentos de folhas jovens (Guimardes, 1996; Canhoto, 2005; Correia et al., 2012).
Porém, e até esta altura, ainda ndo foi possivel induzir embriogénese somatica a partir
de explantes provenientes de arvores adultas. Para contornar este facto, Correia et al.,
(2012), desenvolveu um protocolo, que consiste em duas fases. Na primeira ocorre 0
estabelecimento in vitro de plantas através da proliferacdo de meristemas axilares
provenientes de material adulto. A segunda fase consiste na inducdo de embriogénese
em segmentos foliares dessas plantas estabelecidas in vitro. Desta forma é possivel
regenerar plantas a partir de embrides somaticos de um gendtipo de uma arvore adulta

de tamarilho.
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1.3.4 Poliploidizagdo no tamarilho

O tamarilho é uma espécie dipléide que possui 24 cromossomas (Vignoli, 1945).
Contudo, na natureza é possivel encontrar individuos tripléides, tetrapldides ou ainda
aneuploides (Standring et al., 1990; Pringle & Murray, 1992a). Os polipléides de
tamarilho sdo reconhecidos pela reducéo nas dimensdes dos frutos e pela diminui¢do no
nimero e tamanho das suas sementes. Geralmente, o efeito “giga” também se manifesta,
com o aparecimento de folhas mais espessas e flores maiores (Pringle & Murray,
1992a). O volume do polen, o tamanho dos estomas e ainda o numero de cloroplastos
por célula guarda também aumenta nos niveis de ploidia superiores de tamarilho
(Standring et al., 1990; Pringle & Murray, 1992a). Porém, a viabilidade do seu pélen
decresce, quando comparados a individuos dipldides (Pringle & Murray, 1992a). A
primeira inducdo de poliploidia nesta espécie foi relatada em 1992 (Pringle & Murray,
1992b). Estes autores conseguiram produzir plantas de tamarilho com o dobro dos
cromossomas através da aplicacdo de colchicina, durante a germinacdo das sementes.
Contudo as taxas de sucesso foram relativamente baixas, obtendo um nimero bastante
elevado de plantas mixoploides. Os mesmos autores utilizaram as plantas tetrapldides
obtidas, em cruzamentos com individuos de niveis de ploidia diferentes. Deste modo
conseguiram obter plantas triploides, e também aneuploides, principalmente com 25 e

26 cromossomas (Pringle & Murray, 1992b).

Em 2010, um estudo efectuado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Departamento de Ciéncias da Vida da FCTUC, demonstrou a producdo de plantas
tetraploides de tamarilho, através da exposi¢do de segmentos nodais (com pelo menos
um meristema axilar), a diferentes concentracdes de colchicina e orizalina, em meio de
cultura liquido e sélido. Contudo, os melhores resultados (taxa de inducdo de 33,3%)
foram obtidos expondo os explantes a 2500 UM de colchicina, em meio liquido e
durante 2 dias e 4 dias (Antunes, 2010).

Mais recentemente, noutro estudo efectuado no mesmo laboratério, Currais et al.,
(2013), revelou que a manutengéo in vitro de culturas embriogénicas de tamarilho por
varios periodos de tempo (1, 2, 7, 10 anos) pode também causar alteracdes
cromossémicas. Esta autora detectou a presenca de aneuploidia, triploidia, tetraploidia,

e ainda mixoploidia, em massas embriogénicas e em algumas das plantas regeneradas.
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Esta metodologia pode também servir como uma ferramenta alternativa para a obtencao

de polipldides a serem usados em programas de melhoramento.

14 Objectivos

Nas Ultimas décadas o Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Departamento de
Ciéncias da Vida da FCTUC tem utilizado o tamarilho (Cyphomandra betacea (Cav.)
Sendt) como um organismo modelo para explicar varios fendmenos de morfogénese in
vitro, como a organogénese e a embriogénese somatica, e cujos protocolos e respectivas
conclusBes podem ser transpostos para outras espécies idénticas.

Por outro lado, e uma vez que o tamarilho ¢ uma espécie NUC (“Neglected and
Underutilized Crop”; www.underutilized-species.org), isto &€, uma espécie com grande
potencial agricola (devido principalmente ao valor econémico dos seus frutos), mas que
por diversas razfes ainda ndo foi devidamente explorada, 0 mesmo laboratério tem
vindo a desenvolver e a optimizar novos protocolos, que poderdo vir a ser utilizados
como ferramentas no melhoramento do tamarilho e na sua propagacdo in vitro. Uma

dessas ferramentas € a inducéo de poliploidia.

Considerando todos estes factos, este trabalho tem como principais objectivos: 1)
avaliar a capacidade de inducdo de poliploidia in vitro, através do agente antimitdtico
colchicina, em varios tipos de explantes de tamarilho (&pices de plantulas, segmentos
nodais e embriBes zigdticos); 2) investigar as diferencas morfoldgicas e estomaticas
existentes entre as plantas diploides e tetraploides; e, por ultimo, 3) verificar a
estabilidade do nivel de ploidia de calos, originados a partir de segmentos foliares

previamente expostos a colchicina.
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2.1 Origem do material vegetal

Neste trabalho foram utilizadas sementes de tamarilho (Cyphomandra betacea
(Cav.) Sendt.) de dois genoétipos distintos: TV — tamarilho vermelho e TL — tamarilho
laranja. As sementes foram obtidas a partir de frutos colhidos durante os meses de
Novembro e Dezembro de 2012 em duas arvores localizadas no Jardim Botanico da

Universidade de Coimbra (JBUC).

2.2  Estabelecimento e propagacio do material vegetal

221 Germinacio in vitro de sementes e micropropagacio

As sementes depois de extraidas dos frutos foram lavadas em 4gua corrente e
colocadas em agitacdo, num baldo de 100 ml com agua destilada e 2-3 gotas de Tween
20, durante 10 minutos. De seguida procedeu-se a sua esterilizagdo tendo, as sementes
sido lavadas em etanol a 70% (v/v) durante 30 segundos, transferidas para uma solucao
de hipoclorito de célcio (Sigma) a 7 % (w/v) durante 15 minutos e, por fim, lavadas trés
vezes em agua destilada e esterilizada. As sementes foram depois deixadas em
embebicdo durante 24h a temperatura ambiente. No dia seguinte, as sementes voltaram
a ser esterilizadas num solugdo de hipoclorito de s6dio 5% (W/v) e mais uma vez

lavadas 3 vezes, na cdmara de fluxo laminar, utilizando dgua destilada e esterilizada.

De seguida, as sementes de cada um dos genotipos (TV e TA) foram colocadas em
tubos de ensaio (15 x 2,2cm, duas sementes por tubo), contendo cerca de 15 ml de meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) e 3 % (w/v) de sacarose, com pH ajustado a 5.7 e
solidificado com 0,6% w/v de agar (Panreac, Spain). O meio foi previamente
autoclavado a 121°C durante 20 minutos, antes de receber as sementes. As culturas
foram mantidas num fitoclima, a uma temperatura de 25 + 1°C e sob um fotoperiodo de
16h luz (usando lampadas fluorescentes com intensidade de 15-20 pmol m™s™) durante
5 semanas. No final deste periodo, os apices das plantulas foram isolados (1 cm) e, no
caso do genotipo TL, utilizados para ensaios de indugdo de poliploidia; no caso dos
apices do gendtipo TV, estes foram subcultivados no mesmo meio (MS) durante 5
semanas. No final deste periodo, as plantas resultantes foram divididas pelos seus

segmentos nodais (1 cm), com pelo menos um meristema axilar, e utilizados nos ensaios
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de poliploidizacao.

2.2.2 Isolamento e cultura de embrides zigoticos

O isolamento de embrides foi efectuado em sementes do genotipo TV. As sementes,
depois de esterilizadas, foram mantidas durante 48h em agua destilada e esterilizada
para amolecer os tecidos. A excisdo dos embrides foi feita na camara de fluxo laminar
utilizando uma lupa binocular. As sementes foram colocadas em caixas de Petri
esterilizadas e com o auxilio de uma pinga e de um bisturi removeu-se cuidadosamente
o tegumento, de modo a evitar lesdes nos embrides. De seguida os embrides foram

isolados da semente e utilizados nos ensaios de indugao de poliploidia.

2.3 Ensaios de inducio de poliploidia

23.1 Tratamento com colchicina em apices caulinares, segmentos nodais e

embrides zigdticos

Nos ensaios de indugdo de poliploidia usaram-se diferentes explantes: apices
caulinares de plantulas (gendtipo TL), segmentos nodais (genodtipo TV) e embrides
zigoticos do gendtipo TV. Como agente antimitdtico utilizou-se uma solugdo stock de
colchicina (Sigma), previamente dissolvida em DMSO 1% (v/v) (Panreac). A colchicina
foi adicionada em diferentes concentragdes aos meios de cultura especificos de cada
explante.

As concentragdes e a duracdo dos tratamentos dos diferentes explantes encontram-
se pormenorizados na tabela 1. Em todos os ensaios foi usado um meio sem colchicina
como controlo. Para os ensaios com o0s apices e segmentos nodais, foi utilizado uma
estratégia em bloco, com iguais tempos de exposicao, duracdo e meio de exposicao. No
caso dos embrides zigoticos, os ensaios de indugdo de poliploidia ocorreram apenas em
meio liquido.

Nos ensaios em solido os explantes foram transferidos para tubos de ensaio e
mantidos a uma temperatura de 25°C £ 1. Nos ensaios em meio liquido, os explantes
foram transferidos para Erlenmeyers de 50 ml com cerca de 20 ml de meio (especifico

do explante e suplementado com as diferentes concentragdes de colchicina), e mantidas
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na incubadora (25°C + 1) e com agitacao orbital (80 rpm) durante o tempo definido. Em
todos os ensaios, os explantes foram mantidos ao escuro para minimizar a sua oxidagao.

No final do tempo de indugdo, todos os explantes foram lavados 3 vezes em meio
de cultura liquido sem a adi¢ao de sacarose (para remover a contaminacao superficial) e
transferidos para meio de cultura solido. Os segmentos nodais foram estabelecidos em
meio MS com 0,8 uM de benzilamino-purina (BAP) e os apices e os embrides zigdticos
estabelecidos apenas em meio MS. Estas culturas foram mantidas na estufa, a uma
temperatura de 25 £+ 1°C e fotoperiodo de 16h luz. Apos 30 dias, a taxa de sobrevivéncia
foi registada e os explantes transferidos para meio fresco. Nos meses seguintes

procedeu-se a determinacao do nivel de ploidia das plantas obtidas.

2.3.2 Exposicao de segmentos foliares ao agente antimitdtico e inducio de

embriogénese somatica

Nos ensaios de inducdo de poliploidia foram ainda utilizados segmentos foliares.
Estes explantes foram previamente tratados com colchicina em meio liquido e
transferidos para meio (sélido) de inducdo de embridgenese somatica (ES). Para estes
ensaios foi utilizada a metodologia descrita em Canhoto et al., (2005), ligeiramente
modificada. Resumidamente, folhas jovens resultantes da subcultura dos apices
caulinares (gendtipo TV) com 5 semanas em meio MS, foram seccionadas em quatro
partes e ligeiramente danificadas. De seguida foram transferidas para Erlenmeyers de 50
ml com cerca de 20 ml de meio (liquido) de indugdo de ES, composto por meio MS, 9%
(w/v) de sacarose, 0,20 pM de Picloram e suplementado com as diferentes
concentracdes de colchicina (Tabela 1). O pH foi ajustado a 5,7. No final do periodo de
exposicdo dos explantes a colchicina, estes foram lavados 3 vezes em meio de indugdo
de ES, sem sacarose, e transferidos para meio de cultura solido (meio de inducao de ES,
solidificado com 0,25% wi/v de phytagel™, Sigma). As culturas foram mantidas no
escuro a 25 + 1°C durante, aproximadamente 5 meses. No final deste periodo, os calos

formados foram analisados por citometria de fluxo.
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Tabela 1- Concentragéo de colchicina e duracdo dos tratamentos dos diferentes explantes.

Tipo de explante (*) Meio de inducao [Colc.] uM Duracao (dias)
2
1750
3
2
2000
3
Apices caulinares (10) 2
Lo 2250
Liquido 3
(MS+0,8 uM 5
BAP)
2500 4
Segmentos nodais (15) 5
1
3000 2
5
Sélido 500
(MS +0,8 uM
BAP) 1000 7
1500
3
250
4
Liquido (MS) 3
Embrides zig6ticos (8) 500 4
3
1000
4
1750
Liquido 2000
Segmentos foliares (10) (MS + 9% 3
g sacarose + 0,20 2500
MM Picloram)
3000

*nmumero de explantes utilizados em cada tratamento; [Colc.] — concentragio de colchicina.

2.4 Analise por citometria de fluxo

A analise das plantas e dos calos sujeitos ao agente antimitdtico foi efectuada nos 2
e 5 meses seguintes apos os ensaios de inducao de poliploidia. As suspensdes nucleares
foram preparadas de acordo com Galbraith ef al., (1983). Em resumo, aproximadamente
20 mg de folhas jovens ou cerca de 20 mg de tecido caloso e 20 mg de folhas jovens da
planta padrdo (Pisium sativum cv. Ctirad, 2C = 9.09 pg de ADN; Dolezel et al., 1992),
foram transferidos em conjunto, para uma caixa de Petri, com 1 ml do tampao de

isolamento nuclear WPB (0,2 M Tris-HCl, 4 mM MgCl,-6H,0, 2 mM EDTA
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Nay-2H,0, 86 mM NaCl, 10 mM metabissulfito de sodio, 1 % (m/v) PVP-10, 1 % (v/v)
Triton X-100, pH 7.5; Loureiro et al., 2007). A extrac¢do dos nucleos foi efectuada
através de um chopping do material vegetal, com o auxilio de uma ldmina de barbear.
De seguida, as suspensdes nucleares foram filtradas numa rede de nylon de 30 um e os
nucleos corados com 50 pg/ml de iodeto de propidio (PI). Foi também adicionado 50
png/ml de RNase (Sigma) para prevenir a ligagdo do PI ao ARN. As amostras foram
analisadas nos 5 minutos seguintes num citometro de fluxo (CyFlow Space, Partec). A
fluorescéncia relativa de cerca de 1.600 nucleos por amostra (média) foi analisada
usando o software Flomax (versdo 2.4d Partec). O nivel de ploidia de cada amostra foi
calculado através do indice de ADN relativo (ID: razao entre a fluorescéncia média do
pico Gy/G; da amostra e a fluorescéncia média do pico de Pisum sativum) ¢ comparado
com plantas do grupo controlo. A existéncia de mixoploidia, foi considerada quando
pelo menos, 25% dos nucleos totais analisados (de plantas previamente confirmadas

como diploides), se encontravam na fase G,.
2.5 Propagacio e enraizamento in vitro

As plantas tetraploides e mixoploides confirmadas por andlise de citometria de
fluxo e plantas do grupo controlo foram multiplicadas pela cultura dos seus segmentos
nodais, com pelo menos um meristema axilar e estabelecidos em meio MS
suplementado com 0,8 uM de BAP. Apos 4 semanas, 10 plantas de cada um dos niveis
de ploidia (2x, 4x, 2x+4x), foram transferidas para meio de enraizamento. Este era
composto por meio MS, suplementado com 3% w/v sacarose e solidificado com 0,6%
w/v de agar e pH 5,7. As plantas foram mantidas no fitoclima com temperatura de 25 +
1°C e fotoperiodo 16h/luz (ldmpadas fluorescentes com intensidade de 15-20 pmol m™s’
1. O ntimero e tamanho das raizes induzidas foram registados ao fim 30 dias e os dados

sujeitos a tratamento estatistico.
2.6 Contagem dos cromossomas

O niimero de cromossomas foi determinado 15 dias apos a transferéncia das plantas
para meio de enraizamento. Foram analisadas 2 plantas diploides, 4 plantas tetraploides
e 6 plantas mixoploides. Os dpices vegetativos das raizes (1,5 cm) foram tratados com

colchicina durante 2h, a 25°C, no escuro, seguindo-se a sua fixagdo em etanol/acido
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acético 3:1 (v/v) durante 4h, a temperatura ambiente e a aplicagao da técnica de Feulgen
(Darlington & La Cour, 1976). Deste modo, as raizes foram hidrolisadas em HCI 1N a 60°C
durante 6 minutos, transferidas para agua destilada a temperatura ambiente durante 5
minutos e coradas com o reagente de Schiff durante 2 a 3h, no escuro. Por fim, efectuou-se
o esmagamento do material vegetal em 45% de acido acético. Os cromossomas foram
observados ao microscopio optico (Nikon Eclipse E400) e as imagens registadas com uma

camara digital (Nikon Sight DS-U1) usando o software Nikon Act-2U (v1.6).

2.7 Caracterizacio morfolégica e estomatica

A caracterizacdo morfoldgica e estomadtica foi efectuada em plantas com 5 semanas
em meio de enraizamento. Foram analisadas 10 plantas de cada nivel de ploidia (2x, 4x
e 2x + 4x). Os parametros morfologicos analisados foram os seguintes: altura das
plantas, comprimento e largura da folha maior, didmetro da base do caule, n° de raizes e
comprimento da raiz maior ¢ menor. A analise estomatica foi efectuada em duas folhas
jovens e totalmente formadas. A epiderme abaxial foi removida e colocada numa lamina
com uma gota de agua destilada. De seguida, as preparagdes foram observadas ao
microscopio Optico. Todas as medi¢des foram efectuadas usando um micrémetro ocular.
Para determinar o tamanho e o nimero de cloroplastos por células-guarda, foram
seleccionados 20 estomas ao acaso, € as medi¢Oes foram realizadas na objectiva de
imersdao (ampliagdo de 1000x). Por sua vez, a densidade estomatica (n° de
estomas/mm?) foi calculada em duas zonas distintas de cada folha analisada, utilizando

uma ampliagdo de 100x.

2.8 Aclimatacio e transferéncia para o campo

Para aclimatacdo foram seleccionadas ao acaso 2 plantas dipldides e 2 plantas
tetraploides com 5 semanas em meio de enraizamento. As plantas foram retiradas dos
tubos de ensaio e as suas raizes lavadas cuidadosamente em 4gua destilada, para
remover totalmente os vestigios do meio de enraizamento e prevenir contaminagdes.
Foram depois transferidas para copos de pléastico (30 ml) contendo uma mistura de
areia, argila e turfa, 1:1:1, e colocadas numa sala de crescimento com temperatura de 20

+ 1°C e fotoperiodo de 16h/luz (lampadas fluorescentes com intensidade de 25-20 pumol
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ms™). Durante a primeira semana e para assegurar uma humidade elevada as plantas
estiveram cobertas com plastico transparente e foram aspergidas periodicamente com
agua destilada. A rega foi efectuada de 3 em 3 dias. Ao final de 30 dias as plantas foram
transplantadas para vasos de 1L contendo substrato comercial (Compo Sana

Universal™) e transferidas para o exterior.
2.9 Analise estatistica

Os caracteres morfologicos e estomaticos foram analisados estatisticamente
utilizando uma ANOVA (Statistica 10.0). As diferengas significativas entre as médias

foram identificadas através de um teste de comparacdes multiplas, teste de Tukey (P

<0,05).
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3.1 Efeito da colchicina nos apices caulinares, segmentos nodais e embrides
zZigoticos

3.1.1 Taxa de sobrevivéncia

A taxa de sobrevivéncia dos apices caulinares e dos segmentos nodais encontra-se
expressa na Figura 3, enquanto a dos embrides zigdticos se encontra na Figura 4. No
geral, em todos os explantes, esta taxa diminuiu com o0 aumento da concentracdo de
colchicina e da duragdo do tratamento. Comparando as taxas de sobrevivéncia entre o0s
apices caulinares e 0s segmentos nodais, verifica-se que os segmentos nodais sdo mais
sensiveis a ac¢do do agente antimitético, quer em meio liquido, quer em meio solido, do
que os apices caulinares. Em meio liquido, as concentragcdes mais baixas de colchicina
(1750, 2000 e 2250 puM) e uma duragéo reduzida do tratamento (2 dias), ndo tiveram
qualquer efeito sobre os é&pices caulinares, apresentando estes uma taxa de
sobrevivéncia de 100%. No caso dos segmentos nodais, e para as mesmas concentracdes
e duracdo, a acgdo toxica da colchicina € evidente. As taxas de sobrevivéncia destes
explantes foram relativamente mais baixas, variando entre os 60% e os 73,3%. Nos
tratamentos com concentrac@es mais elevadas e de maior duracdo (2500 e 3000 UM de
colchicina, durante 5 dias) os apices caulinares apresentaram uma sobrevivéncia de 60%
para ambas as concentragdes, enquanto 0s segmentos nodais apresentaram valores de
sobrevivéncia mais baixos (33,3% e 20%, respectivamente).

Em meio sélido foram obtidos resultados similares, ou seja, tanto na concentracédo
mais baixa (500 uM) como na mais alta (1500 uM) os apices caulinares apresentaram
uma taxa de sobrevivéncia mais elevada (80% e 70%) em comparagdo com O0s
segmentos nodais (40% e 26,7%).

Em relacdo aos embrides zigoticos, a taxa de sobrevivéncia (Fig. 4) nos
tratamentos com colchicina foi bastante variavel, tendo-se obtido taxas de 50% nas
concentracdes de 250 uM e 500 puM durante 3 dias, 37,5% para uma exposic¢ao de 500
MM durante 4 dias, e entre 0s 25% e 12,5%, no tratamento com 1000 um durante 3 e 4
dias, respectivamente. O tratamento controlo (Fig. 5) também apresentou uma certa taxa

de mortalidade.
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Figura 3 - Taxa de sobrevivéncia 30 dias ap6s a exposi¢do dos explantes (apices caulinares e segmentos nodais) aos

tratamentos com colchicina.
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Figura 4 - Taxa de sobrevivéncia 30 dias apos a exposi¢do dos embrides zigdticos aos tratamentos com colchicina.
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Figura 5 — Maturagdo de embrides zigbticos (grupo controlo): A - momento do isolamento; B a E — crescimento em
meio solido apods os tratamentos de inducdo de poliploidia: B — momento da transferéncia; C - 10 dias apos a
transferéncia (a seta indica o desenvolvimento de pélos radiculares); D ¢ E - 17 dias e 30 dias aproximadamente ap6s

a transferéncia.

Apesar de ndo estar explicito nos dados, alguns apices caulinares submetidos ao
tratamento com colchicina em meio solido, e alguns embrides zigoticos tratados em
meio liquido, revelaram anomalias durante o seu crescimento (Fig. 6). Contudo, foram
contabilizados como sobreviventes, e o nivel de ploidia de alguns deles foi mesmo

analisado por citometria de fluxo.

Figura 6 - Efeito da colchicina no desenvolvimento dos diferentes explantes: A - apice caulinar anémalo depois de
cultivado em meio sélido de indugdo de poliploidia; B e C - plantas regeneradas a partir embrides zigoticos: B —
planta aberrante, C — planta com desenvolvimento normal; D e E — plantas regeneradas a partir de segmentos nodais e

apices caulinares, respectivamente (desenvolvimento normal). Barras= 0.5 cm.
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3.1.2 Determinacio do nivel de ploidia por citometria de fluxo

Através da citometria de fluxo foram analisadas no total 119 plantas. Destas, 61
foram regeneradas a partir de segmentos nodais, 48 a partir de apices caulinares e 10
formadas a partir de embrides zigdticos. Nem todos os tratamentos foram analisados. As
Tabelas 2 ¢ 3 mostram a eficiéncia das diferentes concentragdes de colchicina na

indugdo de poliploidia dos trés tipos de explantes.

Tabela 2 - Efeitos dos diferentes tratamentos com colchicina na indugéo de poliploidia de apices caulinares e de

segmentos nodais de tamarilho.

Apices caulinares % Segmentos nodais %
Colchicina Dur_at;&o
(M) (dias) 2X 4x 2X + 4x 2X 4x 2X + 4x
Liquido
0 3 100 (10) 0 0 100 (15) 0 0
2 - - - - - -
1750
3 - - - - - -
2 - - - - - -
2000
3 - - - - - -
2 - - - 88,9 (8 0 111 (1
2250 ®) 1)
3 - - - 75 (6) 12,5 (1) 12,5 (1)
2 - - - 71,4 (5) 14,3 (1) 14,3 (1)
2500 4 83,3 (5) 0 16,7 (1) 50 (3) 16,7 (1) 33,3(2)
5 50 (3) 16,7 (1) 33,3(2) 40 (2) 40 (2) 20 (1)
1 100 (8) 0 0 87,5 (7) 12,5 (1) 0
3000 2 71,4 (5) 14,3 (1) 14,3 (1) 20 (1) 40 (2) 40 (2)
5 50 (3) 16,7 (1) 33,3(2) 0 50 (2) 50 (2)
Sélido
0 7 100 (10) 0 0 100 (15) 0 0
500 7 - - - - - -
1000 7 87,5 (7) 0 12,5 (1) 40 (2) 20 (1) 40 (2)
1500 7 57,1 (4) 13,3 (1) 28,6 (2) 50 (2) 0 50 (2)

2x, 4x e 2x + 4x significam, diploides, tetrapléides e mixoploides, respectivamente; os valores entre paréntesis representam o

numero das plantas obtidas; (-) significa que estes tratamentos nao foram analisados por citometria de fluxo.

Em relacdo aos apices caulinares e aos segmentos nodais, foi possivel obter plantas
tetraploides nos dois tipos de meio de indugdo (liquido e so6lido) e em quase todos os

tratamentos analisados. Contudo, em ambos os casos obteve-se um numero bastante
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elevado de plantas mixoploides. Comparando os diferentes tratamentos verifica-se, uma
vez mais que, os apices caulinares sao menos susceptiveis a ac¢ao da colchicina. No
total, independentemente da concentragao de colchicina e do tempo de exposigao, a taxa
de plantas tetrapldides obtidas a partir da regeneracao dos apices foi de apenas 8,2 % (4
plantas) contra os 17,7% (11 plantas) obtida a partir de segmentos nodais. A presenga de
mixoploides também foi maior em plantas regeneradas a partir de segmentos nodais

(21,1% versus 12,5% dos apices caulinares).

No caso dos segmentos nodais, os melhores resultados foram obtidos nos
tratamentos com concentragdes e tempo de exposicao mais prolongados (com excepcao
para os tratamentos em meio solido). Assim, as melhores taxas de inducdo de
tetraploidia nestes explantes, foram de cerca de 50% no tratamento com 3000 um
durante 5 dias e de 40% nos tratamentos com 2500 um durante 5 dias e com 3000 pm
durante 2 dias. No que diz respeito aos apices caulinares, as taxas de sucesso de
poliploidizagao foram relativamente baixas, sendo que a taxa de inducdo de tetraploides
foi similar entre tratamentos tendo variado entre os 13,3% e os 16,7%.

Em relacdo aos embrides zigoticos ndo foi encontrado a presenga de tetraploidia em
nenhuma das plantas analisadas. Porém, foram detectados mixopldides em cerca de
50% das 10 plantas analisadas, sendo que nos tratamentos com 1000 uM de colchicina,

todas as plantas revelaram ser mixoploides.

Tabela 3 - Efeitos dos diferentes tratamentos de colchicina na indugdo de poliploidia de embrides zigoticos de

tamarilho.
Nivel de ploidia das plantas %
Colchicina (uM) Duracéo (dias)
2X 4x 2X + 4x
0 4 - - -
3 - - -
250
4 - - -
3 75 (3 0 25(1
500 (©) 1
4 66,7 (2) 0 33,3 (1)
3 0 0 100 (2)
1000
4 0 0 100 (2)

2x, 4x e 2x + 4x significam, dipldides, tetrapléides e mixopldides, respectivamente; os valores entre paréntesis representam o

numero das plantas obtidas; (-) significa que estes tratamentos ndo foram analisados por citometria de fluxo.

Na Figura 7 encontram-se exemplos dos histogramas obtidos na analise por
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citometria de fluxo. As plantas dipldides estdo representadas no histograma A, enquanto
as tetraploides e mixoploides sdo representadas nos histogramas B e C, respectivamente.
Em todos os histogramas, o pico 1, localizado na posi¢do 100 (em unidades arbitrarias,
expressas em numero de canais), corresponde a fase G¢/G; do ciclo celular da planta
utilizada como padrao de referéncia (Pisum sativum cv. Ctirad, 2C = 9,09 pg ADN). O
pico correspondente a fase Go/G; das plantas diploides de tamarilho encontra-se
aproximadamente na posicao 275 (Fig. 7A, pico 2), enquanto o pico da fase G¢/G; das
plantas tetraploides localiza-se sensivelmente no dobro da posi¢do das plantas diploides,
ou seja, nos 550 canais (Fig. 7B, pico 2). Por sua vez, as plantas mixoploides
apresentam um pico na posi¢ao 275, e outro na posi¢ao 550 (Fig. 7C), correspondentes
a nucleos diploéides na fase Go/G; e a pelo menos 25% de ntcleos tetrapldides na mesma

fase do ciclo celular.

100 250 250
A Pico  CV (%) B Pico  CV (%) c Pico  CV (%)
1 4,00 1 3,9 1 342
80 | 2320 | 2004 2 27 200 1 2 258
b 3 3,62
i 1
Jeod{ |* 150 4 150 4
c
)
o 1
0 40 ~ 100 A 100 -
£
3 2
£ 20 A 50 4 50 A 2
2 3
0 4 0 4 0 A
0 200 400 600 800 1000 O 200 400 600 800 1000 O 200 400 _600 800 1000
Fluorescéncia IP Fluorescéncia IP Fluorescéncia IP

Figura 7 - Histogramas de fluorescéncia obtidos apos andlise simultanea de nucleos isolados de Pisum sativum cv.
Ctirad (pico 1; 2C = 9,09 pg ADN, como padrdo de referéncia interno) ¢ Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt. (pico 2
e 3): A - planta diploide, B - planta tetraploide e C - planta mixoploéide. CV = coeficiente de variagao.

Apesar de ndo se encontrar assinalado nos histogramas, o pico de dimensoes
reduzidas que aparece cerca da posi¢ao 200, representa a fase G, da planta padrao. Por
outro lado, em alguns histogramas obtidos, foi ainda possivel visualizar um numero
reduzido de nucleos na posi¢dao 550, correspondentes também a fase G, do ciclo celular
de plantas diploides de tamarilho.

No total de todas as plantas analisadas, o indice de ADN médio foi de 2,60 + 0,55
para as plantas diploides e de 5,02 + 0,17 para as plantas tetraploides. De referir ainda
que os coeficientes de variagdo (CVs) obtidos para as plantas tetrapldides variaram entre
0s 2,7% e os 4, 1%, com excep¢ao de uma amostra que apresentou um valor de 8,4%.

As plantas diploides apresentaram em média, valores de CV na ordem dos 3,6%.
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3.2  Estabilidade do nivel de ploidia em calos formados a partir de segmentos
foliares, previamente tratados com colchicina

Os segmentos foliares depois de tratados com as varias concentragdes de colchicina
foram transferidos para meio de inducdo ES (Fig. 8A), onde permaneceram cerca de 5
meses. Em todos os tratamentos, o inicio da desdiferenciacao dos explantes ocorreu por
volta das 10 semanas de cultura (Fig. 8B). Ap6s 5 meses foi possivel observar a
ocorréncia de tecido caloso, de aparéncia amarelada e com uma organizagdo fridvel
(Fig. 8C), em todos os explantes. No final deste periodo, o tecido caloso formado foi
repicado e analisado por citometria de fluxo. Para esta andlise foram escolhidos
aleatoriamente 3 amostras por tratamento, com excepg¢ao do tratamento com 3000uM de

colchicina, onde foram utilizadas 4 amostras (tabela 4).

Figura 8 - Inducdo de embriogénese somatica em segmentos foliares de tamarilho previamente tratados com
colchicina. A — Aspecto dos explantes no momento da transferéncia para meio sem colchicina; B - Desdiferenciagdo
depois de 10 semanas no meio de inducdo de ES; C - Aspecto dos calos na altura da analise por citometria de fluxo

(5 meses de cultura). Barras = 0.5 cm.
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Tabela 4 - Anélise do nivel de ploidia de tecido caloso de tamarilho formado a partir de segmentos foliares tratados

com colchicina e mantidos durante 5 meses em meio de indugdo de ES.

n° da amostra Nivel de ploidia Nucleos fase G2 (%) 1D CV (%)
C 0 (controlo)
1 2X+4X 55% 2,69 2,79
2 2X+4X 51% 25 1,61
3 2X+4X 31% 2,6 2,92
C 1750
1 2X+4X 44% 2,03 2,35
2 2X+4X 48% 2,56 2,76
3 2X+4X 48% 2,62 3,17
C 2000
1 2X+4X 41% 2,25 2,23
2 2X+4x 32% 2,64 2,62
3 2X+4X 73% 2,53 2,5
C 2500
1 2X+4X 38% 2,59 2,96
2 2X+4X 51% 2,8 2,6
3 2X+4X 47% 2,63 2,39
C 3000
1 2X+4X 34% 2,6 4,31
2 2X+4x 41% 2,84 3,82
3 2X+4X 46% 2,62 4,24
4 2X+4X 48% 2,47 2,32

C refere-se a concentragdo de colchicina a que os explantes foliares foram expostos antes de formarem o tecido caloso; ID

representa o indice de ADN; CV — coeficiente de varia¢do do pico G¢/G; da amostra.

A andlise por citometria de fluxo revelou a presenga de mixoploidia em todos
tratamentos, inclusive no controlo. Este facto confirma que a exposi¢cdo dos segmentos
foliares a colchicina foi irrelevante na alteragdo do nivel de ploidia dos calos formados.

O numero de nucleos presente na fase G, foi muito idéntico em todas as amostras
(Tabela 4), apresentando no total uma média de 46%. A amostra 3 do tratamento
controlo foi a que registou um menor nimero de nucleos nesta fase do ciclo celular
(31%), mas em contrapartida, a amostra 1 do mesmo tratamento foi a que registou o
segundo maior valor (51%) de todas as amostras. O mesmo sucedeu no tratamento com
2000 uM de colchicina, em que a amostra 3 foi a que possuiu um maior nimero de
nucleos na fase Gy (73%); contudo a amostra 2 apresenta o segundo valor mais baixo
(32%).

Uma vez que os resultados obtidos por citometria de fluxo foram muito parecidos

entre varios tratamentos, a Figura 9 ilustra apenas os histogramas do tratamento
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controlo (A) e do tratamento com 3000 uM (B). Em ambos os histogramas podem-se
notar trés picos. O pico 1 corresponde a planta padrao enquanto o pico 2 e 3 pertencem
a plantas de tamarilho. Estas plantas para além de possuirem nucleos na posi¢do 225
(pico 2), possuem também uma quantidade de nucleos superior a 25% na posi¢ao 550

(pico 3), significando que sdo mixoploides.
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Figura 9 - Histogramas de fluorescéncia obtidos apds analise simultanea de nucleos isolados de Pisum sativum cv.
Ctirad (pico 1; 2C = 9,09 pg ADN, como padrdo de referéncia interno) e Cyphomandra betacea. A — tecido caloso do
tratamento controlo; B — tecido caloso do tratamento com 3000 uM. O pico 2 corresponde aos niicleos na fase Gy/G;

¢ 0 pico 3 aos nucleos presentes na fase G,. Ambos os tecidos apresentam mixoploidia.

3.3  Anailise morfologica e estomatica de plantas diploides, tetraploides e
mixoploides

As anélises morfoldgicas (Tabela 5) e estomaticas (Tabela 6) foram efectuadas
apenas em plantas do gendtipo TV, e apds 5 semanas em meio de enraizamento. Em
relacdo as caracteristicas morfologicas, as plantas tetrapldides e mixoploides
apresentaram um desenvolvimento significativamente diferente das plantas diploides.
Essas diferencas reflectiam-se especialmente na altura, € no nimero e comprimento das
raizes.

Em média, as plantas diploides revelaram ser relativamente mais altas (6,32 + 0,28
cm) do que as plantas tetrapldides (5,31 £ 0,37 cm) (Fig. 10) e mixoploides (5,25 + 0,49
cm). No que se refere ao sistema radicular, as plantas dipldides possuem um ndmero
maior de raizes (10,8 £ 0,92) e um comprimento da raiz principal superior (5,6 + 0,95

cm), comparativamente com as plantas tetraploides (em média, 8,7 + 1,16 raizes e 4,62
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+ 0,5 cm para a raiz principal) e as plantas mixopldides (em média, 9,2 + 1,4 raizes e
4,52 £ 0,61 cm para a raiz principal). Para estas trés caracteristicas (altura, n° raizes e
comprimento da raiz maior) ndo foram encontradas diferencas significativas entre as
plantas tetraploides e mixoploides.

Nas restantes caracteristicas morfologicas analisadas (i.e., comprimento e largura
da folha maior, e didmetro do caule) todas as plantas dos diferentes niveis de ploidia
apresentarem valores semelhantes. A média do comprimento da folha maior rondou
valores de cerca de 2,29 + 0,16 cm enquanto a largura foi aproximadamente de 1,7
0,12 cm em todas as plantas. Quanto & media do didmetro do caule, variou entre os 2,6
+ 0,06 mm nas plantas dipldides e os 2,7 + 0,08 mm nas plantas tetrapldides e

mixopldides.

Figura 10 - Diferencas morfologicas entre as plantas diploides (2x) e plantas tetraploides (4x) de tamarilho (genotipo
TV); A- Plantas propagadas através dos segmentos nodais (4semanas); B - Plantas em meio de enraizamento (3

semanas); C e D - Plantas com 5 semanas em meio de enraizamento. Barras= 0.5cm.
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Tabela 5 - Anélise morfoldgica em diferentes niveis de ploidia do tamarilho.

Compriment  Largurada Indice foliar o b dl Compriment
Nivel ploidia  Altura (cm) o da folha folha maior  (compriment caule (mm N° raizes 0 da raiz

maior (cm) (cm) of/largura) Mg ) maior
2X 6,32+0,28 % 2,3+0,18% 1,69+0,14% 1,36+0,08% 2,6+0,05% 10,840,92% 5,6+0,95%
4x 5,31+0,37° 2,2940,16 % 1,67+0,12% 1,38+0,12°% 2,7+0,08% 8,7+1,16° 4,62+0,5°"

2X + 4x 5,25+0,49° 2,27+0,14% 1,73+0,09% 1,32+0,11°% 2,7+0,05% 92+14°  452+061°

Cada valor representa a média e o desvio padréo dos trés tratamentos. Cada tratamento consistiu em dez réplicas. Em cada coluna os

valores com letra diferente possuem diferengas significativas, segundo o teste de Tukey (P <0,05).

Em relacdo aos estomas, a média do comprimento e largura é significativamente
diferente nos trés niveis de ploidia. Estes dois parametros sdo maiores nas plantas
tetraploides (34,49 = 5,09 e 28,97 + 3,15 um, respectivamente) (Fig. 11A), e mais
pequenos nas plantas diploides (27,18 + 4,15 e 23,66 * 3,52 um, respectivamente) (Fig.
11C). Por outro lado, as plantas mixoploides, apresentaram valores intermédios (31,46 +
585 e 26,38 * 4,2 um, respectivamente). Quanto ao indice estomatico
(comprimento/largura), ndo existiram diferencas significativas entre as diferentes

ploidia.

Tabela 6 - Analise estomatica em diferentes niveis de ploidia do tamarilho.

. Comprimento P - Frequéncia N2 de
Nivel Largura dos Indice estomatico L. ,
Ploidia dos estomas s () estomatn;:a cloroplastos/células
(1m) (n2/mm°) guarda
2x 27,18 +4,15% 23,66 +3,52° 1,15+0,12° 51,42 + 3,88 ° 22,87 +2,99°
ax 3449+5,05° 2897+3,15° 1,19 £+0,15° 38,67+5,81°" 30,12 +2,97°
2x+4x 31,46+585° 26,38+4,2° 1,19+0,14° 41,26 + 6,65 ° 27,82+3,79 ¢

Cada valor representa a média e o desvio padrdo dos trés tratamentos. Cada tratamento consistiu em dez réplicas. Em cada coluna os

valores com letra diferente possuem diferengas significativas, segundo o teste de Tukey (P <0,05).

No que diz respeito a frequéncia estomatica, esta € significativamente superior nas
plantas dipldides (51,42 por mm?), em comparacdo com as plantas tetraploides, que
apresentaram a frequéncia estomatica mais baixa (38,67 por mm?), e com as plantas

mixopléides (41,26 por mm?) ndo sdo significativamente diferentes.

Em relacdo ao nimero de cloroplastos por células-guarda, os trés niveis de ploidia

apresentaram diferencas significativas entre si. As plantas tetrapldides foram as que
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apresentaram uma media maior (30,12, Fig. 11D), seguidas dos mixopléides (27,82), e
por fim, das plantas dipldides, que possuiram os valores mais baixos (22,87; Fig. 11B).

Figura 11 — Estomas e cloroplastos por células guarda de plantas diploides e tetraploides de tamarilho (A e B — planta

diploéide; C e D — Planta tetraploide. As setas indicam os cloroplastos.

3.4  Contagem de cromossomas

O nivel de ploidia das plantas multiplicadas e previamente analisadas por citometria
de fluxo, foi confirmado através da contagem dos cromossomas em células metafasicas
dos apices de raizes jovens e apds 15 dias em meio de enraizamento. A analise do
caridtipo permitiu confirmar os resultados obtidos por citometria de fluxo. As duas
plantas identificadas como diploides (controlo) e as quatro plantas identificadas como
tetrapldides, apresentavam o numero esperado de cromossomas para estes niveis de
ploidia, i.e., 24 (Fig. 12A) e 48 cromossomas (Fig. 12B), respectivamente. Porém, a
analise efectuada em 6 plantas mixoploides (Fig. 12C e D), revelou que 5 apenas
possuiam células com 48 cromossomas, enquanto numa planta, apesar da maior parte
das células apresentar 48 cromossomas, existiam pontualmente algumas células com 24

cromossomas.
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> e

A

Figura 12 - Células metafasicas de raizes de tamarilho. A - Planta dipléide (24 cromossomas); B - Planta tetraploide

(48 cromossomas); C e D - Plantas mixopldides (48 cromossomas). Barras = 10 pm.

3.5  Aclimatacio e transferéncia para o campo

Apos as 5 semanas no meio de enraizamento, duas plantas dipléides e duas plantas
tetrapldides foram transferidas para condicfes ex vitro. Inicialmente as plantas foram
aclimatizadas (fitoclima) e passado 30 dias foram transferidas para o exterior. Todas as
plantas reagiram bastante bem, tanto a aclimatizacdo como a transferéncia para o
exterior, apresentando um desenvolvimento normal. Contudo e como seria de esperar,
as plantas tetrapléides apresentaram um desenvolvimento mais lento do que as plantas
diploides (Fig. 13). Aos 30 e aos 60 dias, era notoria a diferenca de altura entre as
plantas dipldides e as tetrapléides (Fig. 13B e C). Comparando os dois niveis de ploidia,
as plantas tetrapléides apresentaram em média 7,6 cm de altura aos 30 dias e 17,7 cm
aos 60 dias, enquanto a média da altura das plantas diploides aos 30 dias foi de 10,05
cm e aos 60 dias de 26,65 cm (Tabela 7). No que toca ao nimero de noés, todas as
plantas apresentaram igual numero, com 4 no6s aos 30 dias e 9 nos aos 60 dias. Em
relacdo ao comprimento e largura da folha, as plantas tetraploides apresentaram sempre
valores mais inferiores as plantas dipldides. Aos 30 dias ndo existia diferencas no

didmetro do caule, contudo na analise efectuada aos 60 dias, ambas as plantas
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tetrapldides apresentaram um didmetro superior (9 mm) em relacdo as dipldides (8 mm)
(Tabela 7). De realcar ainda, que os dipldides parecem ser mais rapidos a colonizar o
substrato, apresentando um sistema radicular mais forte e mais desenvolvido do que as

plantas tetraploides (Fig. 13B). O efeito ”giga” até ao momento ndo se manifestou.

Figura 13 - Plantas dipléides (2x) e tetraploides (4x) de tamarilho apds a transferéncia para condigdes ex vitro. A —
vista de topo (20 dias); B ¢ C — variagdo na altura: B- 30 dias; C — 60 dias. As setas indicam o desenvolvimento

radicular; Barras = 5cm.
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Tabela 7 - Caracteristicas morfologicas das plantas diploides e tetraploides de tamarilho, 30 e 60 dias apds a

transferéncia para condicdes ex vitro.

g base
Niveldeploidia  Altura(om)  Nedenes COTPrimento  Largura . ComprimentolLargura - do
(mm)
30 dias (Aclimatacéo)
Planta dipléide 1 10,2 4 10,5 8 1,31 4
Planta dipléide 2 9,9 4 10 6,5 1,53 4
Planta tetraploide 1 7,3 4 9,5 7 1,43 4
Planta tetraploide 2 7,9 4 9 6 1,53 4
60 dias (Campo)
Planta dipléide 1 26,2 9 20 13,5 1,48 8
Planta dipléide 2 27,1 9 18 13 1,38 8
Planta tetrapldide 1 18,1 9 16 11 1,45 9
Planta tetrapldide 2 17,3 9 16 11,5 1,45 9
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4.1 Efeito da colchicina nos apices caulinares, segmentos nodais e embrides

zZigoticos

A inducdo de poliploidia é uma ferramenta essencial no melhoramento vegetal.
Através dela é possivel obter plantas sem sementes, frutos e flores significativamente
maiores, maior resisténcia a pragas, tolerancia a stresse fisico, e ainda superar as
barreiras de hibridizacdo (Sanford, 1983; Predieri, 2001). As técnicas de cultura in vitro
permitiram expandir a sua aplicagdo aumentando a eficiéncia de indugdo, a0 mesmo
tempo que possibilitam uma melhor gestdo de recursos, que facilitam o uso de métodos
de seleccdo e, permitem ainda, uma rapida propagacdo dos individuos poliploides
formados (Predieri, 2001). Contudo, estes efeitos podem variar de acordo com a
espécie, o grau de heterozigosidade e ainda o nivel de ploidia (Zhang et al., 2008). Por
outro lado, a inducdo de poliploidia ndo € linear, apresentando algumas limitacdes.
Existem varios factores que podem influenciar a eficiéncia da duplicacdo cromossémica
in vitro. Estes factores incluem o tipo de agente antimitético e a sua concentragdo, a
duragédo do tratamento, o solvente utilizado, 0 modo de aplicacdo, o tipo de explantes

usados, e ainda, 0 método de identificacdo das presumiveis plantas poliploides.

No tamarilho, a obtencdo de poliploides artificiais, foi conseguida através da
exposicao das suas sementes a colchicina (Pringle & Murray, 1992b) e também através
da exposicdo de segmentos nodais a colchicina e orizalina (Antunes, 2010). A escolha
da colchicina e das suas concentracdes para este trabalho foi baseada nos ensaios de
Antunes (2010), em que o0 autor ja tinha obtido taxas de inducdo razoaveis.

A colchicina é um composto classico na inducdo de poliploidia. A sua utilizacao
tem permitido a obtencdo de polipldides com sucesso em inUmeras espécies vegetais,
algumas pertencentes a familia das solanaceas (Stair & Showalter, 1942; Medina et al.,
1972; Teparkum & Veilleux, 1998; Praca et al., 2009; Greplova et al., 2009).

Este composto actua ao nivel da anafase do ciclo celular, interferindo com a
formacdo do fuso acromatico (Thao et al., 2003). Contudo, e dependendo da
concentracéo e da duracdo do tratamento, este processo afecta igualmente os explantes
tratados, provocando muitas vezes a morte do material vegetal, um atraso no seu
crescimento ou ainda um desenvolvimento anormal das plantas (Shao et al., 2003).

Neste estudo, o0 atraso no crescimento foi observado em todos os explantes submetidos a
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colchicina, quando comparado com os explantes dos tratamentos controlo. Apesar dos
dados ndo mostrarem, este atraso foi principalmente evidente nos embrides zigdticos e
nos segmentos nodais (em meio liquido e em meio s6lido), ndo sendo tdo perceptivel

nos apices caulinares.

As concentracdes mais elevadas de colchicina e os periodos de incubacdo maiores
levaram a senescéncia e ao aparecimento de necroses em todos 0s tipos de explantes.
No caso dos segmentos nodais, estes resultados sdo idénticos aos obtidos em Antunes
(2010). Porém, em comparacdo com este estudo, quer em meio sélido como em meio
liquido, a taxa de sobrevivéncia obtida no presente trabalho foi aparentemente menor.
Isto pode ter ocorrido devido ao facto de se tratarem de gendtipos distintos ou ainda
devido a diferencgas na idade e no estado de desenvolvimento dos explantes. No caso
dos embribes zigoticos, a reducdo no numero de sobreviventes, para além da accdo da
colchicina, pode estar relacionado com les6es nos embrides que ocorreram durante o
seu isolamento. Esta situacdo € corroborada pela diminuicdo do numero de
sobreviventes no tratamento sem colchicina (controlo). Pode ser também um dos
motivos pelos quais se encontraram plantas com desenvolvimento anormal neste tipo de

explantes.

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram ainda que os apices caulinares em
compara¢do com 0s segmentos nodais sdo menos susceptiveis aos efeitos toxicos da
colchicina. Isto pode ser observado quer na taxa de sobrevivéncia, quer no sucesso da
inducéo de poliploidia. No caso dos apices caulinares, os tratamentos em meio sélido
provocaram um numero elevado de plantas anémalas. Esta situacdo ndo se verificou nos
tratamentos em meio solido dos segmentos nodais (contudo estes explantes
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia cerca de 2 vezes inferior a dos apices
caulinares). Estes resultados podem sugerir que a presenca de meristemas totalmente
formados (como é o caso dos apices caulinares), confere uma maior resisténcia a accao
do agente antimitético. Esse efeito pode resultar do facto do meristema estar envolvido
por uma série de primordios foliares, podendo condicionar o contacto das células com o

agente antimitotico.

O sucesso na inducdo de poliploidia foi diferente nos vérios tipos de explantes. Das
48 plantas regeneradas a partir de apices caulinares, apenas 8,2% apresentavam
tetraploidia. Os melhores resultados (cerca de 16,7% de tetrapldides obtidos) foram
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alcancados nos tratamentos em meio liquido, com a exposicdo mais longa e a
concentragdes maiores de colchicina (2500puM e 3000 uM durante 5 dias). No entanto,
os resultados obtidos parecem indicar que é necessario utilizar concentracdes de
colchicina mais elevadas para obter um maior nimero de plantas tetraploides, uma vez
que o numero de plantas diploides foi bastante elevado, e o numero de plantas
mixopldides superior as plantas tetraploides obtidas em todos os tratamentos.
Resultados idénticos foram conseguidos por Praca et al., (2009), em que atraves da
regeneracdo de apices caulinares de tomateiro (Solanum lycopersicum) expostos a
concentracdes mais baixas de colchicina (5000 e 6500 puM durante 4 e 5 dias) provocou
um baixo nimero de tetrapldides e um numero elevado de diploides e mixoploides. Em
contrapartida, segundo 0s mesmos autores, o tratamento ideal nesta espécie foi de 8000
UM durante 4 dias, tendo-se conseguido taxas de sucesso na obtencéo de tetrapldides de
cerca de 66,7% (Praca et al., 2009). Em outras espécies de solanaceas, a aplicacdo de
orizalina (28,8 UM durante 1 dia) em &pices caulinares, produziu cerca de 6% de plantas
tetrapldides em hibridos de S. tuberosum x S. spegazzinii, e 29% em hibridos de S.

tuberosum x S. sparsipilum (Chauvin et al., 2003).

A percentagem de plantas tetrapléides obtidas através da regeneracao de segmentos
nodais foi maior. Num total de 61 plantas analisadas, 17,1% eram tetraploides. Os
melhores resultados (40 e 50%) foram obtidos, mais uma vez, nos tratamentos em meio
liquido e nos quais a exposicao foi mais prolongada e com uma concentragdo maior de
colchicina (2500 uM durante 5 dias e 3000 uM durante 2 e 5 dias). Comparando estes
resultados com os obtidos por Antunes (2010), verifica-se que as concentracfes e a
duracdo necessaria para induzir tetrapldides foram ligeiramente diferentes. Em Antunes
(2010) os tratamentos ideais (com taxas de sucesso de 33,3%) foram de 2500 uM
durante 2 ou 4 dias, em meio liquido; neste estudo, estas concentracdes apenas
produziram 14,3 e 16,7% de plantas tetrapldides. Contudo, se comparamos 0S
tratamentos em meio solido entre ambos os estudos, verifica-se que existem
semelhancas no tratamento com 1000 uM durante 7 dias. Neste trabalho conseguiu-se
uma taxa de sucesso de 20% enquanto em Antunes (2010) essa taxa foi de cerca de
26%. Segundo a literatura, a obtencédo de tetrapldides através da aplicacdo de colchicina
em segmentos nodais de varias espécies de solanaceas (S. berthaultii, S. bulbacastanum,
S. pinnatisectum e S.verrucosum) pode ser alcancada com bastante sucesso utilizando

concentracdes de 3500 e 5000 pM durante 1 dia (Greplova et al., 2009). Porém,
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segundo 0s mesmos autores, a orizalina é mais eficiente na obtencdo de poliploides
nestas espécies do que a colchicina. No tamarilho este facto néo foi verificado (Antunes,
2010).

No caso das plantas regeneradas a partir dos embribes zigéticos ndo foram
encontradas plantas com o dobro dos cromossomas. Contudo, de todas as plantas
analisadas por citometria de fluxo, 50% apresentaram mixoploidia. Em todos os
tratamentos foi possivel identificar plantas com mais do que um nivel de ploidia nas
suas células. Aliés, nos tratamentos com a concentracdo mais alta (1000 uM durante 3 e
4 dias) a percentagem de plantas mixoploides foi de 100%. Estes resultados parecem
indicar que é possivel induzir tetraploidia utilizando embrides zigdticos como explantes,

sendo apenas necessario optimizar as condi¢@es de inducéo.

A percentagem total de plantas mixopldides regeneradas a partir de apices
caulinares foi de 18,75% enquanto nos segmentos nodais foi de 22,95%. O
aparecimento deste tipo de plantas é recorrente nos ensaios de poliploidizacdo. Apesar
da sua frequéncia diminuir quando aplicada em sistemas in vitro (comparativamente
com a aplicacdo in vivo), a mixoploidia continua a ser um problema comum na inducéo
de poliploidia (Rose et al., 2000). Este tipo de plantas possuem um valor reduzido na
agricultura, quando comparadas com as plantas tetraploides porque, uma vez que
possuem diferentes niveis de ploidia nas suas células, existem também diferencas no
tempo necessario para que completem o seu ciclo celular. Esta situacdo pode originar
complicacdes ao nivel morfoldgico e fisiologico das plantas (Mergen e Lester, 1971).
Por outro lado, a estabilidade do ADN nuclear das plantas mixoploides acaba por sofrer
distarbios depois de sucessivas divisdes celulares (Carvalho et al., 2005). Como as
células dipldides possuem uma taxa de proliferacdo maior do que as células com outros
niveis de ploidia, as plantas mixopldides tendem a reverter parcial ou totalmente para
diploides (Mergen & Lester, 1971). No entanto, isto ndo se verificou aquando da
reanalise das plantas mixoploides pela contagem dos seus cromossomas. Das 6 plantas
mixopldides utilizadas na contagem apenas uma possuia 0s dois niveis de ploidia (24 e
48 cromossomas) nas suas células metafésicas, enquanto as restantes apresentavam

células com 48 cromossomas.

Estes resultados sdo contraditorios aos encontrados em Antunes (2010), em que

todas as plantas mixoploides apresentaram unicamente 24 cromossomas; e aos
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encontrados por Alves (2012), em que todas as plantas mixoploides (que se
encontravam estabelecidas in vitro ha mais de 1 ano) possuiam células metafasicas com
os dois niveis de ploidia. Uma possivel explicacdo é que estas plantas, depois de
analisadas por citometria de fluxo, foram multiplicadas através dos seus segmentos
nodais que poderiam apenas conter células tetrapldides nos seus meristemas axilares.
Outra possibilidade pode ter a ver com o desenvolvimento das raizes a partir de sectores
tetrapldides. Contudo, uma nova analise por citometria de fluxo é aconselhavel.

Como seria de esperar, as plantas dipléides (grupo controlo), apresentaram todas 24
cromossomas e as tetraploides, 48 cromossomas, 0 que confirma a eficiéncia da

citometria de fluxo na anélise do nivel de ploidia das plantas.

4.2  Estabilidade do nivel de ploidia em calos formados a partir de segmentos

foliares, previamente tratados com colchicina

O estabelecimento de culturas de calos é apropriado para a producdo em massa de
plantas num espaco limitado. No entanto, uma restricdo destas culturas ¢ a instabilidade
genética das plantas regeneradas a partir desses calos. Muitas vezes, essas plantas
apresentam variacdo somaclonal (Fras et al., 2007). Estas variacfes podem ser
atribuidas a mudancgas citogenéticas como a euploidia ou a aneuploidia (Nontaswatsri &
Fukai, 2005). Por outro lado, as técnicas de cultura in vitro sdo consideradas como um
dos factores responsaveis na reestruturacdo genémica das plantas (Madlung & Comai
2004). Durante a cultura in vitro, a preparagdo dos explantes, a exposi¢éo a reguladores
de crescimento ou a desdiferenciacdo e a rediferenciacdo das células dos explantes
podem levar a mudancas no conteddo de ADN, na sua estrutura e ainda no nimero de

cromossomas (Fras et al., 2007).

No nosso estudo, os segmentos foliares depois de expostos aos tratamentos com
colchicina foram mantidos durante 5 meses em meio de inducéo de ES. No final deste
periodo, os calos formados foram analisados por citometria de fluxo. Esta analise
revelou a presenca de mixoploidia em todos os tratamentos, inclusive no controlo (sem
colchicina), o que confirma que o agente antimitético ndo teve efeito na alteracdo do
nivel de ploidia. A justificacdo mais plausivel para tal situacdo, pode dever-se ao tempo

demasiado longo em que os explantes se encontraram no meio de cultura. De relembrar
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que este meio tem na sua composicdo a auxina Picloram, sendo que segundo a literatura,
os reguladores de crescimento como as auxinas ou as citocininas podem induzir
endorreduplicacdo (duplicagdo cromossdmica sem que ocorra divisao celular) em calos
estabelecidos in vitro (Liscum & Hangarter, 1991; Mishiba et al., 2001; Gaj, 2004).
Uma outra razdo, contudo menos plausivel, poderd ser a pré existéncia de

endorreduplicacdo nas células dos segmentos foliares (Fras et al., 2007).

Um estudo recente, mostra que culturas embriogénicas de tamarilho estabelecidas
h& pelo menos um ano in vitro, e plantas regeneradas a partir dessas culturas, sofrem
distdrbios no nimero de cromossomas e mudancas no seu ADN (Currais et al., 2013).
Um outro estudo similar, e com tempo de cultura idéntico ao utilizado neste estudo (4
meses), mostra que culturas de Coffea arabica possuem também mudancas no contetido
de ADN nuclear (Clarindo et al., 2012).

4.3  Anailise morfologica e estomatica das plantas dipléides, tetrapléides e
mixoploides

Foram observadas diferencas morfoldgicas entre as plantas dipl6ides e as plantas
tetraploides e mixopldides, analisadas ap6s 5 semanas de cultura em meio de
enraizamento. Os resultados revelaram que as plantas dipléides apresentam uma taxa de
crescimento maior do que as plantas tetrapléides e mixopldides, nomeadamente na
altura e no nimero e comprimento da raiz maior. Segundo a literatura isto pode ser
explicado pela reduzida taxa de divisdo celular (Shao et al., 2003; Stebbins, 1984).
Estes resultados vdo de encontro aos obtidos em Alves (2012). Contudo este autor
analisou dois genoétipos distintos de plantas tetrapldides, em que um dos genotipos
apresentava sensivelmente um tamanho maior que as plantas controlo (dipldides). O
facto de ndo existirem diferencas entre as plantas tetraploides e as mixopldides para
estes caracteres, pode sugerir uma possivel evolucdo destas ultimas para o estado de
tetraploidia.

Porém, estes dados nédo sdo totalmente fidedignos uma vez que, apesar de todas as
plantas terem o mesmo tempo de desenvolvimento em cultura, existem outros factores
para além da ploidia que podem interferir com o desenvolvimento das plantas, como por
exemplo a exposigdo a luz (Alves, 2012) ou o estado fisioldgico das plantas. No entanto

uma analise no campo, seria mais apropriada e devera ser efectuada no futuro. Mesmo
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assim, e apesar de ndo ter sido realizado tratamento estatistico, a analise preliminar
efectuada 30 e 60 dias ap0s a transferéncia das quatro plantas para condigdes ex vitro,
demonstra que existem diferencas evidentes na altura das plantas diploides e das

tetraploides.

Em muitas plantas, o tamanho dos estomas é considerado um indicador indirecto do
nivel de ploidia (Beck et al., 2003). Uma consequéncia directa da poliploidizacdo é o
aumento de volume celular (Dhooghe et al., 2011). Este aumento pode ser verificado
nas plantas utilizadas, uma vez que os diploides de tamarilho apresentaram um
comprimento e largura dos estomas menor quando comparado com as tetrapldides
correspondentes. Contudo, as plantas mixoploides apresentaram tamanhos intermédios
em comparacdo com os diploides e dos tetrapléides, o que podera indicar a existéncia de
tecidos com os dois niveis de ploidia. O aumento do volume celular pode ser verificado
também na frequéncia estomatica, uma vez que esta é maior nas plantas diploides e
menor nas plantas tetrapldides e mixopldides. O facto de ndo existirem diferencas no
indice estomatico nos trés niveis de ploidia podera indicar que o aumento de volume

dos estomas é proporcional em todos estes niveis.

Outro indicador do nivel de ploidia é o nimero de cloroplastos por células-guarda.
As plantas dipl6ides apresentaram um ndmero mais reduzido de cloroplastos por
células-guarda do que as tetrapldides correspondentes. Estudos idénticos, realizados
nesta espécie, obtiveram resultados semelhantes (Alves, 2012; Standring et al., 1990;
Pringle & Murray, 1992a). Mais uma vez as diferencas encontradas entre 0s
mixoploides e as restantes plantas de nivel de ploidia diferentes podem estar
relacionadas com a posse de tecidos com os dois niveis de ploidia.

Este trabalho contribui assim para o alargamento da variabilidade genética no
tamarilho, que podera contornar as limitacdes que a exploracdo agricola desta espécie
apresenta. Em suma, ficou provado que a inducdo de poliploidia nesta espécie é
relativamente facil de obter, tanto em segmentos nodais, como em apices caulinares de
plantulas. Contudo, em ensaios futuros sdo necessarias varias optimizacoes,
nomeadamente, aumentar o nimero de explantes por tratamento (para se conseguir um
niamero maior de plantas sobreviventes e possiveis tetrapldides), analisar

estatisticamente as caracteristicas anatomicas e estomaticas em plantas estabelecidas no
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campo e testar outras concentracbes e duracdo dos tratamentos. Sera também
fundamental dar continuidade a este trabalho, particularmente na regeneracédo de plantas
a partir dos calos mixoploides obtidos e posterior anélise do nivel de ploidia por

citometria de fluxo.
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O sucesso na obtencdo de plantas tetraploides de tamarilho abre novas portas para o
melhoramento desta espécie. Este trabalho demostrou que é possivel obter este tipo de
plantas utilizando &pices caulinares ou segmentos nodais cultivados in vitro. Tanto em
apices caulinares como em segmentos nodais, os melhores resultados na duplicacdo
cromossomica foram alcancados aplicando concentracGes de colchicina de 2500 ou
3000 uM (meio liquido) durante 5 dias. No caso dos segmentos nodais também se
obtiveram bons resultados com concentra¢fes de 3000 UM (meio liquido) ao fim de 2
dias. Uma vez que os apices caulinares pertencem ao geno6tipo TL (tamarilho laranja),
conseguiu-se obter pela primeira vez plantas com o dobro dos cromossomas
pertencentes a este cultivar. Apesar de ndo ter sido possivel obter plantas tetrapldides
através da regeneracdo de embriGes zig6ticos expostos a colchicina, foram obtidas
plantas mixoploides. No futuro, para obter plantas tetrapldides a partir deste tipo de
explantes é ainda necessario optimizar as concentracdes e a duracdo dos tratamentos a
aplicar.

De realcar que é aparentemente possivel distinguir as plantas tetrapldides das
diploides, através de certas caracteristicas anatdmicas (altura e sistema radicular) e
estomaticas (tamanho e densidade dos estomas e nimero de cloroplastos). No entanto,
torna-se impossivel detectar as plantas mixoploides. O uso da citometria de fluxo
revela-se entdo essencial neste processo para uma verdadeira certificacdo do nivel de
ploidia.

Em ensaios futuros sera necessario avaliar a estabilidade das plantas tetraploides
bem como comparar a sua performance com a das plantas dipldides. Sera também
necessario avaliar a sua fertilidade e as caracteristicas do fruto como o tamanho, nimero
de sementes, composicao quimica, sabor, entre outras. A hibridizacdo intraespecifica ou
intergenérica dos novos tetrapldides com outras espécies relacionadas podera permitir a
obtencdo de novas caracteristicas, com importancia comercial relevante. Existe ainda a
possibilidade de realizar cruzamentos entre diferentes niveis de ploidia, nomeadamente
entre plantas tetrapldides e dipldides para a obtencdo de plantas tripldides,
caracterizadas pela auséncia de sementes nos seus frutos. Este trabalho revelou ainda
que o estabelecimento de segmentos foliares em meio de inducdo de ES, durante pelo
menos 5 meses, leva a formacdo de calos com alteragdes no nivel de ploidia. A
regeneracdo de plantas a partir desses calos podera ser uma via alternativa para a

obtencéo de plantas poliploides nesta espécie.
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