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SINOPSE

Com o objetivo de conseguir plantas polipldides de berinjela, foram
realizados em 1970 alguns tratamentos com colquicina em sementes do
cultivar Santa Genebra. Trés séries de tratamentos foram efetuadas, em-
pregando-se solugdes de diferentes concentragbes, variando a duragio do
tratamento e também seu momento de aplicagio, isto é, antes, durante e
até a germinacédo.

O nimero de cromossomos nas raizes e o numero de estomas do ma-
terial tratado, quando comparados com o original dipléide, indicam que a
completa poliploidizacao ndo foi conseguida. O mdaximo que se constatou
até o estddio de desenvolvimento em que foram levadas as observagdes,
foram plantas quiméricas, tanto na parte aérea como nas rafzes, prove-
nientes dos tratamentos de sementes em germinacdo e dos tratamentos
mais fortes (0,4% e 0,6%) aplicados antes da germinacio das sementes.

1 — INTRODUCAO

O presente trabalho foi realizado como uma das atribuicoes
recebidas durante o curso de pds-graduacio em Citogenética, na
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ou seja, a obten-
¢io de polipléides pela colquicina.

Uma revisio completa da literatura é encontrada em Eigsti e
Dustin (5), no qual os mais variados campos da utilizagio da col-

1 Os autores agradecem ao Prof. Dr. Almiro Blumenschein, Diretor do Instituto de Ge-
nética, da E.S.A.L.Q., Piracicaba, a orientagio e o estimulo dados, e ao eng.*agr.° Eduardo
Abramides, Chefe da Seciio de Técnica Experimental e Calculo, do Instituto Agrondémico, as
andlises estatisticas feitas. Recebido para publicagio em 14 de novembro de 1971.

(2) Com bolsa de suplementa¢éo do CNPgq.
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quicina sdo focalizados. Verifica-se que num grande nimero de
espécies, abrangendo diversos géneros e familias, a colquicina foi
experimentada, desde quando sua agdo sobre a mitose foi observa-
da. A maneira de fazer o tratamento, a parte da planta a ser trata-
da e a concentragdo da solugio variam de acordo com a planta ¢
com o fim que se tem em vista, devendo ser estudadas em cada
material.

Os resultados aqui apresentados referem-se somente as obser-
vagoes feitas em plantas jovens, desde sua germinacdo até que apre-
sentassem de sete a dez folhas. Observagoes posteriores encontram-
-se num segundo artigo desta série.

2 — MATERIAL E METODO

Tentou-se a obtengio de polipléides em berinjela pela imersio
das sementes em solugdes de colquicina, levando em conta os re-
sultados obtidos por Bandel em trabalho analogo (2), cuja andlise
dos estomas nas folhas cotiledonares indicou uma razoavel eficién-
cia dos tratamentos empregados.

Inicialmente foram experimentadas trés concentragdes de col-
quicina (0,05%, 0,1% € 0,8%) , variando a duragio do tratamento.

Tendo-se verificado que as concentragdes mais fracas foram
ineficazes, e letal a mais forte, novas tentativas foram feitas com
outras concentragdes, além do tratamento de sementes cuja germi-
nagdo ja se havia iniciado.

Foram utilizadas sementes do cultivar Santa Genebra, selecio-
nado e mantido na Secdo de Hortaligas de Frutos, Instituto Agro-

nomico, colhidas em 1968 e que apresentavam poder germinativo
ao redor de 90% .

Antes de aplicar os tratamentos procurou-se determinar a cur-
va de absorcio de 4gua, utilizando para isso varias amostras de
0,500 g de sementes do mesmo lote, as quais foram submersas em
dgua. Pesagens foram feitas a diversos intervalos de tempo, com
trés repeticoes para cada amostra. A curva da figura 1 foi cons-
truida a partir das porcentagens de aumento de peso em relacio
ao peso inicial. Da observagdo dessa figura constata-se que a quan-
tidade de 4gua absorvida, grande nas primeiras horas, foi dimi-
nuindo aos poucos até que o peso das sementes ficasse mais ou
menos estdvel, préximo as 20 horas. Esse tempo ficou estabelecido,
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pois, como um minimo a que deveriam ser expostas as sementes
para garantir a completa absorcio.
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FIGURA 1. — Absorcio de 4gua por sementes de berinjela (Solanum melongena L.),

cv. Santa Genebra.

Os tratamentos foram feitos em trés séries: na primeira, solu-
¢oes de colquicina a 0,05%, 0,1% e 0,8% foram empregadas du-
rante 24, 36, 48 e 72 horas, tendo-se feito os respectivos controles
de imersdo em 4gua (quadro 1) . Em cada tratamento, as semen-
tes permaneceram apenas 24 horas completamente imersas; em
seguida foram semeadas em caixas de petri forradas com papel de
filtro e molhadas com 4gua ou com solugdo de colquicina até o
final da tratamento, quando eram lavadas em 4gua e semeadas em
vasinhos de pléstico com terra. Os vasinhos foram mantidos em
casa de vegetacdo durante trés meses aproximadamente.

A segunda série de tratamentos foi efetuada com solucoes
de colquicina a 0,2%, 0,4% e 0,6%, que correspondiam a faixa
intermediaria entre 0,1% e 0,8%. Nesta série, apenas trés tempos
foram empregados, 24, 48 e 72 horas, e somente um controle foi
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feito, ou seja, o tratamento com 4gua durante 72 horas (quadro 2).
A imersdo, a rega e o transplante das sementes foram executados
como descrito anteriormente.

Foram também experimentados tratamentos de sementes em
germinagdo. Devido a impossibilidade de levar adiante um ntime-
ro muito grande de experiéncias, apenas alguns itens foram exe-
cutados (quadro 3). Utilizaram-se solugdes de colquicina a
0,2%, 04% e 0,6% durante 24 horas (tratamentos 22, 26 e 30,
respectivamente) , como também a 0,1% durante 36 horas (tra-
tamento 18); tentou-se, também, procurando um éxito maior na
obteng¢do da poliploidia, tratar as sementes em duas etapas, isto &,
apos permanecerem 24 horas numa solucio a 0,1% de colquicina,
ficaram na dgua até a germinagdo, sendo em seguida tratadas no-
vamente com colquicina a 0,1% durante 36 horas (tratamento 17).

Finalmente, em dois dos tratamentos (32 e 33), as sementes
foram tratadas com solugdo de colquicina a 0,2% e 0,4%), respec-
tivamente, e ai deixadas até a germinacio.

Efetuaram-se contagens de estomas em plantinhas oriundas
das trés séries de tratamentos. Escolheu-se para comparagio dos
diferentes tratamentos a segunda folha, que, no estado de desen-
volvimento das plantas, representava uma folha adulta, além de
ser mais fdcil de trabalhar devido a menor saliéncia de suas
nervuras.

Para as contagens de estomas, por¢oes de epiderme foram re-
tiradas da pagina inferior das folhas e montadas numa gota de
acetato de celulose dissolvido em 4cido acético glacial (7). Isso
leva a uma preparagio semipermanente da epiderme, perfeita-
mente uniforme para focalizagio dos campos ao microscépio, com
grande facilidade de manuseio. Os campos foram tomados ao
acaso, fugindo-se das nervuras, e dez campos foram contados em
cada pelicula.

Inicialmente procurou-se verificar a variagio do ntimero de
estomas da mesma folha. Escolheu-se para isso um dos tratamentos
controle (tratamento 4), e as contagens foram feitas nas segundas
folhas de cinco plantas ¢ em trés regides da mesma fotha: (a) base,
(b) meio e (c) 4pice. A andlise da varidncia mostrou ndo haver di-
ferenca significativa entre as regides da mesma folha, o que faci-
litou sobremaneira a coleta posterior de porgdes da epiderme, que
nem sempre sio conseguidas exatamente da mesma regido.
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Procurando uniformizar ainda mais o material, estabeleceu-se
uma s6 regido (b) para a coleta da pelicula, isto é, aproximadamente
o meio do limbo de um dos lados da nervura principal.

O numero de cromossomos foi determinado apenas nos tra-
tamentos 3, 8 e 12 da primeira série e em todos das demais séries.
Em cada tratamento examinaram-se cinco plantas € um ndmero
varidvel de raizes.

Como método de coloragao empregou-se o da orcefna acética,
o qual vem sendo utilizado com bastante sucesso para diferentes
plantas, na Secio de Citologia (8). O tratamento com o paradi-
clorobenzeno foi indispensavel para aumentar o nimero de placas
metafasicas e individualizar melhor os cromossomos para as con-
tagens. Os melhores resultados foram conseguidos com 6,30 h
até 7,30 h de pré-tratamento a temperatura de 16°C a 20°C. A
fixacao foi em dlcool absoluto e dcido acético glacial (1:1); segui-
ram-se uma hidrélise em mistura de orceina a 2% em acido acé-
tico a 70% e HC1 N, na proporcao de 9:1, por 1/2 hora a
30-40°C, € um esmagamento em orceina a 1% em 4cido acético
45%. Sempre que possivel, trés a quatro pontas de raizes de uma
mesma planta eram colocadas na mesma limina, bem separadas
uma da outra, para o posterior esmagamento.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — PRIMEIRA SERIE DE TRATAMENTOS

Logo de inicio notou-se que a concentracio mais forte
(0,8%) foi letal, mesmo no menor tempo experimentado (qua-
dro 1), impedindo completamente a germinacio, enquanto nas
outras duas concentragdes ocorreram porcentagens de germinacio
bem altas. Assim que as plantinhas cresceram e emitiram as pri-
meiras folhas, ficou evidente a auséncia de qualquer efeito no
sentido de poliploidia.

Os tratamentos com solugdes a 0,05% e 0,1% ndo produzi-
ram qualquer efeito visivel, relacionado com a poliploidia. A ger-
minacdo das sementes foi normal e o desenvolvimento das planti-
nhas bastante uniforme. Nio se observou diferenca no tamanho
dos internédios, nem no tamanho, na cor ou na textura das folhas.

3.2 — SEGUNDA SERIE DE TRATAMENTOS

Nos tratamentos feitos a seguir, com concentragoes de 0,2%,
0,4% € 0,6% (quadro 2), notou-se certo engrossamento do hipoco-
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Quapro 1. — Resultados da primeira série de tratamentos de sementes de
berinjela (antes da germinacfo) cv. Santa Genebra, com solugbes de
colquicina a diferentes concentragtes

Natureza das raizes

Tratamento { Sementes Plantas
sobrevi- Quimé-
Solugéo T;r(?- tggg,-s Germinadas ventes Dziglggie 2£iia24 gl?i?é
e 48 n=43
h n° n.° (A n.e

Acua DEsriLaDA

1 ... 24..| 50.. 43 | 86,0 41

2 . 36..7 49.. 45 | 91,8 45

3 .. 48..| 50..| 45 | 900 4 +

4 72..| %0..1 43 860 43 +
Corguicina 0,05%

5 ... 24.. | 50..] 43| 860 40

6 .......... 36..| 48.. 43 | 89,5 43

T o, 48.. | 50..| 47| 940 47

8 «......... 72..1 80.. 46 | 92,0 46
Corguicina 0,1%

9 ... 24, .| 50..| 47 940 45

10 .......... 36..] 45.. 40 | 8838 40

B 48..| 49.. 44 | 89,7 43

12 ... 7%..| 50..] 43 | 86,0 43 +
CorguiciNa 0,8%

13 .. 24..| 80.. 0 0 0
14 ... ..., 36..| 50.. 0 0 0

15 ... 48 .| 49.. 0 0 0
16 .......... 72..] 50.. 0 0 0
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Quapro 2. — Resultados da segunda série de tratamentos de sementes de
berinjela (antes da germinacfdo) cv. Santa Genebra, com solugbes de
colquicina a diferentes concentracétes

Tratamento Sementes Plantas Natureza das raizes
sobrevi- Quimé-
Solucgéo ngl' 'Ig':?_.s- Germinadas ventes Dzlff;g‘e 21;(:‘2 4 g%?;é
e 48 n=48
h n.e ne % n.e
Corguicina 0,2%
19 ......... 24.. 50.. 47 94 44 +
20 ......... 48..| 50..| 46| 92 41 +
21 ... 72..1 50.. 46 92 40 +
CorguiciNna 0,4%
23 .o 24..| 50.. 45 90 41 +
24 ......... 48..| 50.. 42 84 40 + + +
25 ......... 72..| 50.. 41 82 35 + +
Corguicina 0,6%
27T ... 24.. ) 50..} 48 | 96 47 + +
28 ... ... 48..| 50.. 46 92 38 + +
29 ... 72..| 50.. 46 92 46 + +
AGua DESTILADA
31 ... 72..4 50..1 49| 98 47
CorguiciNa 0,2%
32 ... @) 50.. 36 72 26 +
Corguicina 0,4%
33 ... (€3] 50.. 35 70 27 +

(1) Sementes sob acdo da colquicina até o 1nicio da germinagfo.
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tilo e algum atraso no desenvolvimento das plantas. Foi sensivel
o espessamento das folhas contiledonares, que ao mesmo tempo
se mostravam mais estreitas. Deformacdes também foram notadas
nas primeiras folhas, que se apresentavam assimétricas em relagdo
a nervura principal, além de exibirem regibes irregulares, mais
escuras, espalhadas por todo o limbo. Essas manchas coincidiam,
em geral, com maior enrugamento das folhas nessas areas.

Quapro 3. — Resultados da terceira série de tratamentos de sementes de
berinjela (em germinacgdo) cv. Santa Genebra, com solugdes de colqui-
cina a diferentes concentracdes

Tratamento Plantas ! Natureza das raizes

Sementes
sobrevi-| Quimé- Tetra-
Solugio | Tempo | URedas | [piidide riea | prgide
1 ! l | e-48 n=48
l h n.° n.°
CorguiciNna 6,1%
| 36..... 48 (1) .... 45 + +
18 ... 36..... 49........ 42 + + +
Corguicina 0,2%
22 L \ 24..... 40........ 49 + + +
Corguicina 0,4%
26 ...l } 24..... 100....... 60 + + +
Corguicina 0,6%
30 ... ) 24..... 100....... \ 27 +

¢!y Sementes que antes da germinagiio haviam sido tratadas com solucdo de
colquicina a” 0,1%, durante 24 horas.
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3.3 — TERCEIRA SERIE DE TRATAMENTOS

Os mesmos aspectos descritos na scgunda série foram obser-
vados nos tratamentos das sementes em germinagio, com a dife-
renga de serem mais pronunciados os efeitos referidos € num maior
namero de plantas (quadro 3).

3.4 — NUMERO DE CROMOSSOMOS

O nimero de cromossomos observados nas raizes dd uma
idéia aproximada do efeito dos diferentes tratamentos; a duplica-
¢do dos cromossomos foi constatada a partir dos tratamentos com
solucio a 0,4% durante 48 horas, pelo aparecimento de raizes
quiméricas com células dipléides e tetrapldides e raizes inteira-
mente tetrapléides. Nos tratamentos de sementes em germinagio,
a poliploidizacdo das raizes foi observada j& nas doses mais fracas
de colquicina, 0,1% e 0,2% (tratamentos 17, 18 e 22) (quadros
1, 2, 3).

Na estampa 1 sdo mostradas fotomicrografias de placas me-
tatdsicas dipléides e tetrapldides em raizes de alguns dos trata-
mentos.

3.5 — NUMERO DE ESTOMAS

Quanto aos estomas, as contagens relativas ao controle e aos
tratamentos da primeira série ndo dio diferengas significativas de
um para o outro, indicando estarem as plantas no mesmo nivel
de ploidia, com exce¢ao da planta 3 do tratamento 12, cuja média
bem mais baixa pode significar uma quimera. Também ndo foi
encontrada diferenca entre os tratamentos da segunda série e o res-
pectivo controle; neste caso, hd uma variabilidade um pouco maior
entre as folhas do mesmo tratamento, o que representa, por sua
vez, variagio entre as plantas. Isso aconteceu dentro dos trata-
mentos 21, 23 e 27 (quadro 4).

Muito maior variacdo foi encontrada nos tratamentos da ter-
ceira série, isto é, de sementes em germinacgdo: a variagdo existe
tanto de uma folha para outra como dentro da mesma folha, su-
gerindo uma constituicio quimérica das plantas. Em algumas
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Quabro 4. — Resultados das contagens de estomas de cinco plantas toma-
das ao acaso em cada uma das séries de tratamentos de sementes
de berinjela cv. Santa Genebra com solucbes de colquicina a diferentes

concentracdes
| Numero médio de estomas por campo (1)
{ em cinco plantas
Tratamento } ) : — Média
j I ' I l III v l v
\ |
1.* SERIE {
4 10,5 8,9 10,7 10,2 9,6 9,98
1
5 . .. 10,7 10,3 | 9,9 9,5 11,1 10,30
6 ... 9,8 9,4 10,1 8,8 97 9,56
7 9,1 9,6 75 10,7 9,2 9,22
8 . 11,8 8,9 85 | 9,2 9,5 9,58
9 .. 10,0 7,9 9,3 8,2 8,4 8,76
10 ... 9,3 9,1 93 9,0 8,9 9,12
B 78 9.8 T 9,0 8,7 8,60
12 . 8,3 8,3 6,8 9,4 9.7 8,50
2.2 SERIE :
| !
19 .. 7,8 86 | 7.9 7.7 7.5 7,90
20 ... 1 3,2 i 8.6 9,0 8,7 8,44
21 .. 6,8 85 | 6,9 8,7 8,0 7,78
\ ;
2 8,0 9,7 | 6,8 8,1 6,6 7,84
W 75 73 | 79 8,4 6,9 7,60
25 .. 63 5 | 5 6,7 7.3 7,06
] i
27 .. 6,5 7,1 75 8,6 8,6 7,64
28 ... 8,3 8,2 73 7.4 8,4 7,92
29 ..., 70 79 | 79 76 7.9 7,66
31 ... 8,5 8,1 8,9 8,2 7,9 8,32
32 Strie [
7 6,7 6,6 6,2 5,7 2,4 5,52
18 ... 8,2 5,7 8,3 3,7 41 6,00
2 . 8,0 79 77 9,8 5,4 776
26 ...l 43 \l 43 3.3 3.9 40 3,96
30 ... 5,2 | 8,9 9,7 45 5,3 6,72
[
1

b) Cada planta foi representada pela regiio b da segunda folha, e 10 campos foram
contados em cada pelicula.
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folhas houve redugio a metade, ou até maior, no ntimero de esto-
mas por campo, em comparagio com o controle, verificando-se
também o aumento do seu tamanho; a correlagio negativa entre ta-
manho e namero dos estomas ¢ evidenciada nas fotomicrografias
da estampa 1, que representam 4reas equivalentes das folhas.

O aspecto morfolégico irregular mostrado por algumas das
plantas provavelmente é conseqiiéncia da diferenga do nimero de
cromossomos — 24 e 48 — em diferentes regies das folhas Os
dados sobre a contagem de estomas refletem essa variagio morfo-
logica, e a observacdo dos cromossomos nas raizes comprova a
existéncia de regides duplicadas com 2n=48 cromossomos, as
quais ndo foram encontradas em qualquer dos tratamentos com
;
agua.

Dado as diversas concentragdes e tempos empregados nos
tratamentos, parece haver, no material utilizado, certa resisténcia
a agdo da colquicina. Houve mesmo uma fase no desenvolvimento
inicial das plantas em que os sintomas de poliploidizagdo se ate-
nuaram consideravelmente, a ponto de se pensar numa reversio
a condigdo original dipléide. Esse fenémeno se deu, provavelmente,
pela competi¢io entre tecidos dipléides formados a partir de célu-
las ndo alteradas e tecidos tetrapléides, de crescimento mais retar-
dado. Ocorréncias semelhantes sio mesmo citadas em Vicia e
Allium, quando meristemas de raizes foram tratados com colqui-
cina (3, 6).

Essa resisténcia a agdo da colquicina talvez esteja relacionada
com o fato de o cultivar utilizado ser ha muito tempo intensiva-
mente cultivado ¢ selecionado pelo homem. Essa hipdtese se
baseia no fato de que resultados bem diferentes, com elevada por-
centagem de polipléides, foram alcangados por Blumenschein (%),
usando doses semelhantes de colquicina, mas aplicando-as a va-
riedade “White Giant”, considerada semi-selvagem. Uma outra
hipétese seria que respostas diferentes a colquicina foram dadas
pelas duas variedades de berinjela, como as relatadas para duas
variedades de sorgo igualmente cultivadas (1) ; nessas experiéncias
os autores ndo encontraram explicagdo para o fato de apenas uma
delas ter-se poliploidizado.

Alias, os efeitos da colquicina ndo se restringem apenas a

¢*) BLUMENSCHEIN, A. Comunicagio pessoal.
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duplicagao do nimero de cromossomos. Em muitos outros casos,
mutagdes génicas sio produzidas com alteragbes nas mais variadas
caracteristicas das plantas, combinadas ou ndo com alteragio no
numero de cromossomos (1, 4) .

4 — CONCLUSOES

O efeito da colquicina depende, entre outros fatores, do estado
de desenvolvimento da planta no momento de sua aplicagdo; assim,
nos tratamentos de imersio de sementes antes da germinagio,
a concentragio de 0,8% foi letal (quadro 1), enquanto nos trata-
mentos das sementes em germinagdo o efeito letal comegou a se
manifestar ja na concentragdo de 0,6%, pela sobrevivéncia de um
numero bem menor de plantinhas (quadro 3 — tratamento 30).
Quando a colquicina for aplicada as sementes até a germinagdo,
doses ainda mais fracas afetaram sensivelvemente sua sobrevivén-
cia (quadro 2 — tratamentos 32 e 33) .

Até ao estadio de desenvolvimento em que foram levadas as
observacdes, embora nio se¢ tenha constatado completa poliploi-
dizagio, plantas quiméricas foram obtidas com regides dipléides ¢
tetraploides distribuidas ao acaso. O tratamento de sementes em
germinagdo parece ser 0 que mais se aproximou do objetivo. Do
que foi visto sobre os estomas, eles parecem ser um carater bas-
tante seguro na identificacdo da poliploidia na berinjela como o
¢ para muitas plantas (5).

POLYPLODIZATION IN SOLANUM MELONGENA L.

I. SEED TREATMENTS WITH COLCHICINE
SUMMARY

Polyploidization in eggplant has been {tried through colchicine
treatments in seeds of the cultivar Santa Genebra from Instituto
AgronOmico.

Several trials were made varying the strenght of the solution, the du-
ration of the treatment and the time of its application, that is, before,
during, and after seed germination.

Chromosome numbers determined in roots as well as the number of
stomata of treated material compared to those of original diploid one,
indicate that complete polyploidization was not achieved. Instead, chimeric
plants either in aerial part or in the roots were detected, that resulted
irom treatment of seeds in germination and from those stronger treatments
(0.4 and 0.6%) applied before germination.
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Poliploidizacdo em Berinjela Estampa 1

A-B — Metafases diploide (2n — 24) e tetraploide (2n — 48), respectivamente,
em raizes provenientes de sementes de berinjela em germinacao, tratadas com
solucdo de colquicina a 0,1% (4, X 1560; B, X 2400). C-D — Aspetos dos esto-
mas, respectivamente em folhas normais e afetadas pelo tratamento com
colquicina (X 236).





