Efeito da Colchicina e da
Escarificacao de Sementes
na Obtencao de Plantas
Tetraploides de Melancia

Effect of the Colchicine and Seed
Scarification on Obtaining of
Tetraploid Watermelon Plants

Abstract

The effect of colchicine, under different dosages and seed
scarification, was evaluated in the production of tetraploid dants in
watermelon, cv. Crimson Sweet. Two methods of seed mechanical
scarification (absence and presence), three colchicine concentmations
(0.0, 0.1 and 0.2%) and two immersion times (24 h and 48 h) were
evaluated. The seeds were submitted to different treatments and
placed to germinate in plastic vase (0.5 L), filled with commercial
substrate and kept in a greenhouse. After the emission of the
cotyledons, the roots were collected, which were pre-treated wih
8HQ, fixed and stored for later mitotic analysis. Higher frequency of
tetraploid watermelon plants in seed immersion for obtained in0.2%
colchicine for 48 hours, without scarification. In spite of obtaining
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tetraploid plants (2n = 44), other parameters need to be studied to
verify if duplication occurred in part or in every plant.

Palavras-chave: duplicacdo cromoss6mica, colchicina, Citrullus
lanatus var. lanatus, citogenética.

Keywords: chromossome duplication, colchicine, Citrullus lanatus
var. lanatus, cytogenetic.

Introducéao

O desenvolvimento de melancia triploide (3x=33) envolve a
obtencdo de plantas tetraploides (2n=4x=44) e a hibridacdo destas
com plantas diploides (SOUZA et al., 1999). Métodos de duplicacao
do nuimero de cromossomos sao utilizados para a obtencédo de
linhas tetraploides que precisam ser estabelecidas (BRASSET,
1986). Para isso, é utilizado a aplicacao do antimitético colchicina,
que impede a formacao das fibras do fuso acroméatico durante a
divisdo celular (mitose). Assim, os cromossomos, apds duplicacao,
ndo se movimentam para os polos da célula e com a formacao da
membrana nuclear, a célula se constitui com o dobro do nimero
cromossdmico que possuia no inicio do ciclo (ALLARD, 1971).

A identificacao do nimero cromossémico em plantas submetidas
ao tratamento para a duplicacdo cromoss6mica, pode ser realizada
por meio da citogenética (GUERRA; SOUZA, 2002), citometria de
fluxo (JASKANI et al., 2005; NOH et al., 2012; SHEIKH et al.,
2013), caracteres morfolégicos das plantas como o tamanho do
grao de pdlen, nimero de cloroplastos por células-guarda, tamanho
e densidade dos estdmatos foliares (KIHARA, 1951; NOH et al.,
2012; SOUZA; QUEIROZ, 2004).

O primeiro trabalho desenvolvido para a obtencdo de melancia

sem semente foi realizado no Japao, por Kihara (1951). No Brasil,
Medina et al. (1958) e Souza et al. (1999) relataram programas que
tinham como objetivo a obtencdo de plantas tetraploides, utilzando
a solucao de colchicina a 0,1% (8-12 horas) e 0,2% (24 horas),
respectivamente.

Em trabalhos mais recentes, a colchicina foi utilizada in vitro (RAZA
et al., 2003), em meristemas de plantulas (JASKANI et al., 2005),
direto na semente, hipocétilo invertido e no dpice (NOH et al.,
2012; SHEIKH et al., 2013). Embora esses trabalhos ja tenham
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sido realizados, ainda é necessaério obter genitores tetraploides
adaptados as condicdes climaticas brasileiras, que tenham o nimero
cromossdmico efetivamente estabilizado, bem como identificar
métodos que sejam mais eficientes na inducao da tetraploidia.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de doses de colchtina e
da escarificacdo de sementes na obtencao de plantas tetraploides de
melancia.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologiae

na Casa de Vegetacado de Recursos Genéticos e Melhoramento de
Plantas da Embrapa Semiarido, em Petrolina, PE, de dezembro de
2016 a margo de 2017. Utilizou-se a melancia diploide cv. Crimson
Sweet.

Foram analisados por comparacao: dois métodos de escarificacao
mecéanica da semente (auséncia e presenca), trés concentracdes de
colchicina (0,0%; 0,1% e 0,2%) e dois tempos de imersao (24 horas
e 48 horas), totalizando 12 tratamentos e 16 repeticdes, sendo a
unidade experimental constituida por uma planta.

Para a escarificacdo das sementes, utilizou-se umalixa de gramatura
150 para a abertura de um pequeno orificio na regid superior do
tegumento (local de emissao dos cotilédones). As sementes foram
submetidas as diferentes concentracdes de colchicima, por 24 horas e
48 horas, onde permaneceram no escuro, em temperatua ambiente.
Posteriormente, as mesmas foram lavadas por trés vezes consecutivas
e colocadas para germinar em vasos plasticos (0,5 L) perfurados na
base inferior, contendo substrato comercial para hatalicas. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo até o inicio dafloracao (35
dias).

Quando as plantulas apresentaram os cotilédones expandidos,
coletou-se as extremidades das raizes principais e secundarias para
a andlise mitética (contagem de cromossomos). Estas foram pré-
tratadas com a solucado de 8- hidroxiquinoleina (8-HQ) a 0,002 M
durante 24 horas, a 8 °C. Em seguida, foram fixadas na solucao
de Carnoy 3:1 (etanol: acido acético glacial, v/v) e mantidas a
temperatura ambiente por 2-24 horas. Posteriormente, foram
estocadas a -20 °C até a sua utilizacao.
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O preparo das laminas para a determinagcdo do nimero
cromossdmico foi realizado segundo o protocolo de Guerra e Souza
(2002). Realizou-se a identificacdo da ploidia em cinco células em
metéafase, por planta, com o uso de microscépio 6ptico, obtendo-se
as imagens por DinoCapture 2.0.

Os dados foram analisados por estatistica descritiva, avaliando-se a
frequéncia do nimero de plantas tetraploides que foram induzdas
com os diferentes tratamentos.

Resultados e Discussao

Observou-se que houve variacdo no nimero cromossdmico no
conjunto de plantas que foram tratadas com a solugado de colchicha
a0,1% e 0,2%, nos dois tempos de imersdo, bem como, para

os tratamentos em que as sementes foram escarificadas e nao
submetidas a escarificacao (Tabela 1).

A determinacao do nimero cromossdémico foi realizada em,
aproximadamente, 94% das plantas em funcao da nitidez e
condensacao dos cromossomos nas laminas. Verificou-se que todas
as plantas dos tratamentos controle (0% -24 horas e 0% - 48
horas) foram diploides, enquanto aquelas tratadas com substancia
antimitdtica apresentaram células diploide, tetraploide e mkoploides.

Constatou-se que, a maior frequéncia de tetraploides (29,4%) foi
observada em plantas provenientes de sementes tratadas com
0,2% de colchicina por 48 horas e sem escarificacao (Tabela 1).
No tratamento por 24 horas nesta mesma dose de colchicina,
independentemente da presenca ou auséncia da escarificacao,
observou-se a formacéao de tetraploides variando de 5,9% (com
escarificacdo) a 6,6% (sem escarificacdo). Dados aproximados de
plantas de melancia tetraploides (2,7 %), foram observados por
Souza et al. (2001), quando analisaram um conjunto de dados
morfolégicos de plantas, cujas as sementes foram submetidas a
colchicina a 0,2% por 24 horas.
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Tabela 1. Frequéncia (%) das diferentes ploidias obtidas em plantas de melanda cv. Crimson Sweet
provenientes de sementes com e sem escarificagdo mecénica, e submeidas a imersdao em agua ou doses
de colchicina (0; 0,1% ou 0,2%), em dois periodos de exposicdo (24 horas ou 48 horas).

Tratamentos e frequéncia do nimero de cromossomos (%)

N° de Colchicina 24 horas Colchicina 48 horas
Cromossomos
0,0 0,1% 0,2% 0,0 0,1% 0,2%
‘CE SE CE SE CE SE CE SE CE SE CE SE

22 100 100 87,5 80,0 35,3 46,7 100 100 86,7 84,6 23,0 17,7

44 0,0 0,0 0,0 0,0 5,9 6,6 0,0 0,0 0,0 15,4 7.7 29,4
Mixoploide 00 0,0 12,6 20,0 58,8 46,7 00 00 13,3 0,0 69,3 52,9
(22 e 44)

“CE= com escarificacdo, SE= sem escarificagio.
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Observou-se também uma frequéncia elevada de plantas mixoploides
em ambas as concentracdes (0,1% e 0,2%) da solucédo de
colchicina. O maior percentual (69,3%) destas, foi verificado

no tratamento a 0,2% por 48 horas, submetido a escarificagao.
Provavelmente, a escarificacdo mecanica, aliada a maior dosagan

e ao tempo de exposicao, pode ter potencializado o efeito da
colchicina e, assim, tenha induzido a uma maior formacéao de
plantas mixoploides, que apresentam células diploides e tetraplddes.
Avaliando a inducdo de plantas tetraploides em melancia com

a aplicacdo de 0,2%, 0,4% e 0,6% de solucdo de colchicina

em plantulas, Jaskani et al. (2005), também obtiveram plantas
mixoploides (34,0%), identificando-as pela anélise de citometria de
fluxo.

Vale ressaltar que, os resultados obtidos neste trabalho sao
referentes a identificacdo do nimero cromossémico (anélise
mitdtica) e que Medina et al. (1958) relataram que a determinacao
de plantas tetraploides (2n =44 cromossomos), nas raizes, nem
sempre é uma indicacado de que toda a planta foi “duplicada”. Vérias
plantas podem ter apenas uma parte duplicada e, portanto, com

o conjunto de dados relativos ao niumero cromossdémico, tamanho
de estdmatos, de graos de pdlen, formato dos frutos, nimero e
tamanho das sementes pode-se concluir, com maior seguranca,
sobre o efeito parcial ou total do tratamento.

Conclusao

Pode-se obter maior frequéncia de plantas tetraploides de
melancia cv. Crimson Sweet a partir da imersdao de sementes sem
escarificacdo em solucao de colchicina a 0,2% por 48 horas.
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