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RESUMO

JULIAO, Sirlei Aparecida, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2012. Multiploidia em calos provenientes de anteras de tomate.
Orientador: Carlos Roberto de Carvalho. Coorientadores: Andréa Dias
Koehler e Cosme Damiéo Cruz.

A cultura de anteras tem sido aplicada em tomate como tentativa a indugéo
de calogénese seguida da regeneracdo de plantas haploides e duplo-
haploides. Por meio desta técnica, linhas homozigo6ticas podem ser obtidas,
0 que tem sido considerado relevante para programas de melhoramento e
técnicas moleculares. A resposta androgenética pode ser influenciada por
diversos fatores, destacando-se, dentre eles, o estadio de desenvolvimento
da microsporogénese. Nesta perspectiva, este estudo adaptou um protocolo
associando técnicas de citometria de fluxo e citogenética para relacionar as
fases de desenvolvimento da microsporogénese em anteras de tomate com
o tamanho das mesmas. O objetivo desta associacéo foi selecionar perfis de
anteras a serem inoculadas em meio de cultura. Posteriormente, adaptou-se
um protocolo de citometria de fluxo para os calos obtidos in vitro, a fim de
monitorar o nivel de ploidia de DNA. As suspensdes nucleares analisadas
pela citometria de fluxo foram obtidas com digestdo das anteras e posterior
homogeneizacao das células usando um mini mixer. Os histogramas obtidos
mostraram baixos CV’s, sendo considerados adequados para a analise
citométrica. Dessa forma, anteras pequenas (0,5 — 0,7 mm), na fase de
intérfase/profase |, apresentaram um perfil de histograma semelhante ao
observado em folha diploide, e anteras grandes (1,6 — 1,9 mm) na fase de
tétrades e micrésporos apresentaram um pico hapléide e um aumento em G,
em funcdo da presenca de tétrades. A partir destas andlises, as anteras de
botbes florais de 1 — 5 mm, com tamanho correspondente aos daquelas
analisadas por citometria de fluxo e citogenética (0,5 — 1,9 mm) foram
inoculadas em meio de inducdo de calogénese, visando identificar as fases
mais responsivas a esta condic¢do in vitro. O meio MS basal, suplementado
com 2 mg L™* de AIA e 1 mg L™ de 2 ip, induziu 21,7% de calogénese, e 0
maior percentual de calos foi obtido a partir de anteras de botdes florais com
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2,0 — 3,9 mm, correspondendo as fases préfase | a anafase Il. Os calos
foram analisados pela citometria de fluxo a fim de identificar a ploidia de
DNA. O chopping realizado nos calos proporcionou o isolamento dos
nucleos, e histogramas com CV’s considerados adequados foram obtidos. A
andlise citométrica evidenciou que todos os calos eram multipldides, sendo
que cada um apresentou uma das cinco classes de niveis de ploidia de
DNA, a saber: 2C-4C-8C-16C; 2C-4C-8C-16C-32C; 4C-8C; 4C-8C-16C; 8C-
16C-32C. Um total de 44,4% dos calos analisados apresentaram cinco
niveis de ploidia de DNA. Um teste estatistico de interacdo mostrou que o
tamanho dos botdes florais ndo influenciou na poliploidizagdo ocorrida nos
calos. Estes dados evidenciam a ocorréncia de variagdo somaclonal que,
provavelmente, é resultado da interacdo do gendtipo com os reguladores de

crescimento acrescidos ao meio de indugéo.



ABSTRACT

JULIAO, Sirlei Aparecida, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2012. Multiploidy in calli from tomato anther. Adviser: Carlos Roberto de
Carvalho. Co-advisers: Andréa Dias Koehler and Cosme Dami&o Cruz.

The anther culture has been applied in tomato as an attempt to induce
callogenesis followed by regeneration of haploid and doubled haploid plants.
By this technique, homozygous lines can be obtained, which has been
considered relevant to breeding programs and molecular techniques. The
androgenetic response can be influenced by several factors, especially the
development stage of microsporogenesis. In this perspective, this study
adapted a protocol by associating of flow cytometry and cytogenetic
techniques in order to relate the development stages of microsporogenesis in
tomato anthers to their size, aiming to select anthers profiles to be inoculated
into culture medium. After a flow cytometry protocol was adapted for calli
obtained in vitro, in order to monitor the DNA ploidy level. The nuclear
suspensions analyzed by flow cytometry were obtained from digestion of
anther cells and further homogenization using a mini mixer. The histograms
showed low CV’s, being considered suitable for cytometric analysis. Thus,
anthers small (0.5 — 0.7 mm), showing cells in interphase/prophase I,
exhibited a histogram profile similar to that observed in diploid leaf, and
anthers large (1.6 — 1.9 mm), containing tetrad and microspores, showed an
haploid peak and a G, peak enlarged due to the presence of tetrads. From
these analyzes, anthers of flower buds 1 — 5 mm, with size corresponding to
those analyzed by flow cytometry and cytogenetics (0.5 — 1.9 mm), were
inoculated in the callogenesis induction medium, to identify the phases more
responsive to the condition in vitro. The basal MS medium supplemented
with 2 mg L™ AIA and 1 mg L™ 2 ip, induced 21.7% of callogenesis, and the
highest percentage of calli was obtained from anthers of flower buds 2.0 —
3.9 mm, corresponding to the phases prophase | to anaphase Il. The calli
were analyzed by flow cytometry to identify the DNA ploidy. The chopping
performed on calli afforded the nuclei isolation, and histograms with CV’s

X



considered suitable were obtained. The cytometric analysis revealed that the
all calli were multiploids, each of which presented one of five classes of DNA
ploidy levels, namely: 2C-4C-8C-16C; 2C-4C-8C-16C-32C; 4C-8C; 4C-8C-
16C; 8C-16C-32C. A total of 44.4% of calli analyzed showed five levels of
DNA ploidy. A statistical test of interaction showed that the size of flower
buds had no effect on polyploidization occurred in the calli. These data
evidence the somaclonal variation occurrence, which, probably, results from
the interaction of genotype with growth regulators added to the induction

medium.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais do género Solanum lycopersicum

O tomate € um membro da familia Solanaceae e do género Solanum. A
familia Solanaceae contém aproximadamente 3.000 espécies distribuidas
em 90 géneros (KNAPP et al., 2004). Esta familia € uma das mais
importantes em termos de agricultura e abrange cinco espécies de interesse
econdbmico, a saber: batata (Solanum tuberosum), pimenta (Capsicum
annum), berinjela (Solanum melongena), tabaco (Nicotiana tabacum) e
tomate (Solanum lycopersicum) (SEGUI-SIMARRO et al., 2011). Solanum
constitui o género de maior importancia econémica (WEESE e BOHS, 2007),
e 0 mais representativo da familia com aproximadamente 2.000 espécies
(DARWIN et al., 2003; FRODIN, 2004).

As espécies silvestres de tomate sdo nativas da regido Andina da
América do Sul na sua parte ocidental e se distribuem do Equador ao norte
do Chile, Peru e nas llhas Galapagos (DARWIN et al., 2003; SPOONER et
al.,, 2005). O tomate cereja, identificado como Solanum lycopersicum
variedade cesariforme, provavelmente € o ancestral do tomate cultivado (BAI
e LINDHOUT, 2007). O tempo e o local da domesticacdo do tomate ndo sao
bem esclarecidos. Evidéncias botanicas, linguisticas e histéricas apontam o
México e o Peru como os possiveis locais de domesticacdo (BAUCHET e
CAUSSE, 2012).

Lineaus (1753) foi o primeiro a adotar um nome cientifico para o tomate
cultivado, denominando-o Solanum lycopersicum. Em 1768, Miller
reclassificou o tomate cultivado, nomeando-o cientificamente como
Lycopersicon esculentum. A classificagéo filogenética da familia Solanaceae
foi revisada, e 0 género Lycopersicon foi novamente integrado ao género
Solanum com sua nova nomenclatura. Solanum sec¢&o Lycopersicon inclui o
tomate cultivado (S. lycopersicum) e mais 12 espécies selvagens. Solanum
lycopersicum refere-se somente a espécie domesticada (PERALTA et al.,
2006).

O tomate esta intimamente relacionado com outras espécies

comercialmente importantes da mesma familia, tais como batata, berinjela,
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pimentdo, tabaco e petunia. O conhecimento obtido a partir de estudos
realizados com tomate pode ser aplicado a estas plantas, o que o torna um
material de pesquisa importante, servindo como o principal organismo
modelo da familia Solanaceae (HAY et al., 2004; KIMURA e SINHA, 2008).
Esta espécie tem o genoma relativamente pequeno e apresenta uma forte
base de estudos genéticos, genbmicos e citogenéticos, por isso €
considerada adequada para representar Solanaceae (KOO et al., 2008).
Esta planta também representa um excelente modelo para o
desenvolvimento floral e frutifero e é amplamente utilizada em estudos
comparativos dentro da familia Solanaceae (XIAO et al., 2009).

O tomate € reconhecido como um alimento altamente valioso e
nutritivo. O seu fruto € um alimento funcional em virtude dos altos teores de
vitaminas A e C e fibras, além de ser rico em licopeno, um dos mais potentes
antioxidantes, sendo sugerido na prevencado de alguns tipos de cancer
(CARVALHO e PAGLIUCA, 2007).

A diversidade na forma e tamanho do fruto de tomate é consequéncia
da domesticacdo e selecdo para as caracteristicas do fruto (XIAO et al.,
2009). O tomateiro € a hortalica mais importante em termos de producao e
area plantada do mundo (SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2007), sendo a China
seu maior produtor. O Brasil encontra-se na nona colocac¢éo, segundo dados
da FAO (FAOSTAT, 2010). No Brasil, a cultura do tomateiro ocupa lugar de
destaque na horticultura, com uma area plantada de aproximadamente 64
mil hectares. O cultivo de tomates na safra 2011/2012 foi dimensionado pelo
IBGE em 4 milhdes de toneladas (IBGE, 2012).

No melhoramento de plantas € de suma importancia a exploracdo da
variabilidade genética presente em espécies selvagens. Esta estratégia foi
implementada com sucesso em tomate, no qual a maior parte da diversidade
alélica encontra-se nos parentes selvagens, enquanto o tomate cultivado
apresenta apenas 5% do total da variabilidade genética que pode ser
encontrada em todas as espécies. Muitas caracteristicas de interesse, como
resisténcia a pragas e doencas, producdo e qualidade dos frutos, foram
identificadas em parentes selvagens e posteriormente introduzidas no
tomate cultivado (MILLER e TANKSLEY, 1990).



1.2. Plantas hapléides e duplo-hapldides no melhoramento de plantas

Em virtude da importancia do tomateiro na agricultura mundial, técnicas
de cultura de tecidos tém sido aplicadas a esta espécie. Uma destas
técnicas refere-se a inducdo de plantas hapléides e duplo-hapléides. No
entanto, esta metodologia ainda n&o é rotineiramente aplicada em
programas de melhoramento genético de tomate, principalmente por causa
da falta de conhecimento sobre a inducdo da androgénese nesta espécie
(SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2007).

Plantas haploides apresentam esporoéfitos com nimero gametofitico de
cromossomos. Quando ocorre a duplicacdo do nimero cromossémico de um
hapléide de maneira espontanea ou induzida por agente despolimerizante de
microtUbulo, a planta resultante € denominada duplo-hapléide (KASHA e
MALUSZYNSKI, 2003; GERMANA, 2010; 2011). Plantas com esta
caracteristica sdo desejaveis nos estudos genéticos em plantas e para o
melhoramento genético, dado a auséncia dos efeitos de dominancia e
segregacao (MAHESHWARI et al., 1982).

Plantas hapléides podem ocorrer espontaneamente em uma baixa
frequéncia, ou podem ser induzidas artificialmente por meio da cultura de
ovarios, évulos, anteras, micrésporos, hibridizacdo sexual, polinizacdo com
pélen irradiado e eliminacdo cromossdmica (ASSANI et al.,, 2003; BAL e
ABAK, 2007; DUNWELL, 2010).

A cultura in vitro de anteras ou micrésporos tem sido considerada o
método mais eficiente para inducdo de hapléides e duplo-hapléides (De
BUYSER e HENRY, 1980; PETERS et al.,, 1999). A ginogénese € uma
técnica menos usada atualmente por causa de sua baixa eficiéncia, mas tem
sido aplicada aquelas espécies que ndo respondem eficientemente a
androgénese (FORSTER et al., 2007).

Embriogénese gamética é uma das diferentes rotas de embriogénese
presente no reino vegetal e consiste na capacidade do gametofito masculino
(androgénese) e gametdfito feminino  (ginogénese)  desviarem
irreversivelmente de sua rota gametofitica para uma rota esporofitica.
Diferentemente da embriogénese somatica que proporciona a propagacao

clonal dos genoétipos (a menos que ocorra variagdo somaclonal), a

3



embriogénese gamética resulta em plantas hapldides e/ou duplo-hapléides,
uma vez que tais plantas sdo regeneradas a partir de células reprodutivas
(GERMANA, 2010).

Esporofito com ndmero cromossémico hapléide foi primeiramente
desenvolvido em uma Solanaceae, Datura innoxia, usando a técnica de
regeneracao in vitro a partir da cultura de anteras (GUHA e MAHESHWAR!I,
1964). Desde entdo, a regeneracdo de esporofitos in vitro tem sido aplicada
em aproximadamente 250 espécies de plantas (MALUSZYNSKI et al., 2003;
FORSTER et al., 2007).

As plantas haploides regeneradas tendem a ser menores, menos
vigorosas, mais susceptiveis a estresses bioticos e abidticos, e sdo estéreis
(SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2008a). Estas plantas sdo consideradas de alta
aplicabilidade biotecnoldgica sendo utilizadas em estudos de mutagénese
induzida e transformacao genética, mapeamento genético, na identificacéo
de genes deletérios presentes em espécies diploides e principalmente no
desenvolvimento de linhas puras duplo-hapléides (SEGUI-SIMARRO, 2010).

No melhoramento genético de plantas, a producdo de linhas puras
duplo-haploéides, por meio da androgénese, € de extrema utilidade para
superar as limitacdes das técnicas do melhoramento classico para a geracéo
de linha pura (BURBULIS et al., 2004; DUNWELL, 2010; GERMANA, 2011;
ISLAM e TUTEJA, 2012). A principal vantagem do uso de duplo-haploides é
a rapida producéo destas linhas homozigotas, em contraste aos numerosos
ciclos endogamicos ou de retrocruzamentos utilizados no melhoramento
convencional (ROY e MANDAL, 2005; LANTOS et al., 2006). Isso possibilita
explorar melhor a variabilidade genética e aumentar a eficiéncia da selecéo,
pois, com a utilizacdo de plantas homozigotas, a variancia aditiva sera
méaxima e os efeitos da dominéncia e epistasia serdo neutralizados (SNAPE,
1989). Portanto, a producéo de plantas hapléides é um excelente método de
producéo e selecdo de novos gendtipos (ASOLIMAN et al., 2007).

Este sistema representa para os programas de melhoramento uma
economia nao s6 em relacdo ao tempo, como também quanto aos custos de
producdo de novas linhagens (SNAPE, 1989; SRIVASTAVA e
CHATURVEDI, 2008; CORRAL-MARTINEZ et al., 2011). Sendo muito usado

em algumas espécies, tais como cereais e Brassica ssp., em que a
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tecnologia da androgénese estd bem estabelecida, ja que € possivel obter
linhas puras em apenas uma Unica geracdo in vitro (SEGUI-SIMARRO e
NUEZ, 2007).

Apesar das vantagens, a tecnologia duplo-hapldide ndo esta bem
implementada em um numero satisfatério de plantas de importancia
econdbmica (SALAS et al., 2011). Este é o caso do tomate, uma Solanaceae
em que plantas duplo-haploides tém sido obtidas somente em poucos casos
(SHTEREVA et al., 1998; ZAGORSKA et al., 1998; 2004; SEGUI-SIMARRO
e NUEZ, 2005; 2007; CORRAL-MARTINEZ et al., 2011). No entanto,
existem espécies que sdo altamente responsivas e consideradas modelo de
estudo da androgénese, tais como tabaco (Nicotiana tabacum L.), colza
(Brassica napus), cevada (Hordeum vulgare L.) e trigo (Triticum aestivum)
(SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2008b; WEDZONY et al., 2009).

Variedades comerciais desenvolvidas pelos métodos de producédo de
duplo-haploides tém sido relatadas para algumas culturas tais como trigo
(Triticum aestivum L.), aveia (Hordeum vulgare L.), triticale (x Triticosecale
Wittm.), arroz (Oryza sativa L.), Brassica spp., beringela (Solanum
melongema L.), pimenta (Capsicum annuum L.), aspargus (Asparagus
officinalis L.) e tabaco (Nicotiana tabacum L.) (THOMAS et al.,, 2003,
DUNWELL, 2010).

1.3. Cultura de anteras

Anteras constituem um dos principais explantes utilizados na inducéo in
vitro de hapléides e duplo-haploides. A cultura de anteras consiste,
basicamente, em estimular o micrésporo ou grdo de pélen jovem a dividir-se
continuamente, formando calos embriogénicos ou embrides, em meio de
cultura (MAZZOCATO, 2005).

Androgénese, também chamada embriogénese do micrésporo ou do
polen, é um dos exemplos mais notaveis da totipoténcia celular em plantas
(REYNOLDS, 1997; GORALSKI et al., 2005). Este mecanismo é definido
como um conjunto de processos biolégicos que induzem células gaméticas
masculinas a desviar de sua rota gametofitica para a esporofitica, resultando

no desenvolvimento de plantas haploides e/ou duplo-haploides (GORALSK

5



et al., 1999; McKONE e HALPERN, 2003; BARANY et al., 2005; SEGUI-
SIMARRO e NUEZ, 2005; 2008b; SEGUI-SIMARRO, 2010).

A rota de desenvolvimento esporofitico pode ser acionada no
gametofito tanto por meio do cultivo in vitro de anteras quanto do cultivo de
microsporos isolados (RODRIGUES et al.,, 2004). De acordo com Segui-
Simarro (2010) a androgénese in vitro pode ser obtida pela embriogénese do
micrésporo e calogénese derivada de meidcitos.

A embriogénese do microsporo € o método mais usado pra produzir
plantas hapléides (TOURAEYV, 2001). Este método é baseado na totipoténcia
celular, em que uma Unica célula hapldide tem capacidade de
desdiferenciacdo e regeneracdo em uma planta apos a exposicdo a algum
tipo de estresse (SHARIATPANAHI et al., 2006).

A inducdo da embriogénese do microésporo implica ndo sO na
expressdo de um programa embriogénico, mas também nas respostas
relacionadas com o0 estresse celular e uma repressdo do programa
gametofitico para reverter o micrésporo para um estado totipotente (SEGUI-
SIMARRO e NUEZ, 2008Db).

A calogénese derivada de mei6citos é uma rota menos frequente e
documentada em relacdo a embriogénese do micrésporo. Sob condi¢des in
vitro adequadas, meidcitos em estadio pos-recombinacdo séo induzidos a
proliferar e formar calos. Plantas haploides e/ou duplo-hapléides podem ser
obtidas pela embriogénese ou organogénese indireta (SEGUI-SIMARRO,
2010).

Diferentes fatores interagem determinando a eficiéncia da androgénese
em cultura de anteras como a fisiologia da planta doadora, o estadio de
desenvolvimento dos micrésporos, 0s pré-tratamentos, a composi¢cao do
meio de cultura, fatores fisicos, as condicbes de cultura e o gendétipo da
planta doadora (SMYKAL, 2000; DATTA, 2005).

A inducédo da androgénese é facilitada pela aplicacdo de diferentes pré-
tratamentos (SHARIATPANAHI et al., 2006; SHIRDELMOGHANLOO et al.,
2009). Os fatores de estresse podem desencadear a reprogramacédo dos
micrésporos para embrides e finalmente plantas haploides (ISLAM e
TUTEJA, 2012). O choque térmico é considerado o pré-tratamento mais

eficaz para induzir a androgénese (GERMANA, 2010), sendo que a
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temperatura 6tima e a duracdo do pré-tratamento varia de acordo com a
espécie (DUNWELL, 2010).

Apos experimentos iniciais sobre a influéncia do gendtipo na resposta
androgenética em arroz (Oryza sativa), constatou-se que a resposta de
anteras em cultura é determinada em grande parte pelo gendétipo das plantas
doadoras (LUZ et al.,, 1996; DUMWELL, 2010). Tem sido relatado que
diferentes cultivares de uma mesma espécie apresentam respostas diversas
em cultura de anteras (ZAGORSKA et al., 1998; SEGUI-SIMARRO e NUEZ,
2005; GERMANA, 2011). Salas et al. (2011) analisaram 12 gendtipos de
beringela quanto a resposta androgenética, 11 gendtipos produziram calos e
somente 5 formaram embrides originados dos micrésporos. Segui-Simarro et
al. (2011), consideram o gendtipo e o estadio de desenvolvimento como o0s
fatores mais criticos na indugédo da androgénese.

Quanto ao estadio de desenvolvimento dos micrésporos, na maioria
das espécies responsivas, essas células respondem apenas em uma
determinada etapa do seu desenvolvimento sendo o estadio antes da
primeira mitose hapldide o mais susceptivel a adquirir competéncia e entrar
numa rota alternativa de diferenciacdo (REYNOLDS, 1997). Cada espécie
pode responder a um determinado estadio e tipo de tratamento (FAROOQ et
al., 2010).

Dependendo do sistema de regeneracéo, pode ocorrer a formacéo de
plantas hapléides, dipléides e polipléides, a partir da cultura de anteras, via
embriogénese direta ou indireta e pela organogénese indireta (PETERS et
al., 1999). A obtencao de calos ou plantas polipléides/aneuploéides evidencia
a ocorréncia de variacdo somaclonal (VS), que é definida como a variacéo
decorrente do cultivo in vitro de células e tecidos (LARKIN e SCOWCROFT,
1981).

De acordo com Clarindo et al. (2008), técnicas de cultura de tecidos
estdo frequentemente associadas com a ocorréncia de VS. O préprio
sistema de cultivo representa condi¢cdes de estresse em razao do isolamento
de explantes e a reprogramacédo celular proporcionando tal evento. O
genotipo da espécie, o tipo de explante, a composicéo fisica e/ou quimica do
meio de cultivo, a idade da planta doadora e o numero de subcultivos,

também influenciam essa instabilidade genética (JAIN, 2001). Em relacdo as
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técnicas de cultura de tecidos, os sistemas indiretos apresentam maior
susceptibilidade a ocorréncia de VS (SMYKAL et al., 2007).

1.4. Androgénese em S. lycopersicum

Apesar do sucesso na obtencdo de plantas hapléides em algumas
espécies, em tomate tem sido dificil alcancar resultados satisfatorios em
decorréncia da recalcitrancia desta espécie (SEGUI-SIMARRO e NUEZ,
2005). Sharp et al. (1971, 1972) foram os primeiros a relatar a obtencéo de
calos e raizes em cultura de anteras de tomate. No entanto, 40 anos apos o
relato dos autores, ainda ndo ha um método padronizado para se obter
duplo-haploides em tomate (SEGUI-SIMARRO et al., 2011).

Estudos tém mostrado que a resposta androgenética desta planta pode
ser aumentada pela manipulacdo das condi¢des de crescimento da planta
doadora, pelo controle do estadio de desenvolvimento dos microsporos nas
anteras inoculadas, pela otimizacdo do meio de inducdo, especialmente
quanto aos reguladores de crescimento e as condicbes da cultura e
aplicacdo de pré-tratamentos aos botdes florais.

O genodtipo € um dos fatores mais importantes que determina a
resposta da antera ao meio de cultura e as condi¢des aplicadas. Zagorska et
al. (1998) constataram que de 80 cultivares de tomate testadas, um total de
53 foram responsivas e produziram calos, mas apenas uma pequena
porcentagem originou regenerantes. Em contraste, todas as cultivares que
apresentavam o gene ms 10* para macho-esterilidade produziram calo
seguido por organogénese e regeneracao.

Estudos anteriores reportaram a eficiéncia dos mutantes portadores do
gene ms 10° para capacidade de produzir calos (ZAMIR et al., 1980). Este
mutante é caracterizado pela interrupcédo do desenvolvimento dos meidcitos
na fase de tétrade e pela meiose retardataria. Plantas hapldides de tomate
tém sido obtidas usando-se este mutante (ZIV et al., 1984; ZAGORSKA et
al., 2004; SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2005).

Outro aspecto importante para a inducdo da androgénese € o estadio
de desenvolvimento da microsporogénese quando as anteras sdo excisadas
do botéo floral e inoculadas em meio de inducdo (REYNOLDS, 1997). Em

8



tomate, alguns trabalhos tém focado na analise do estddio de
desenvolvimento em que as anteras sdo mais responsivas a cultura, e os
resultados apontam os estadios antes do micrésporo vacuolado como os
mais responsivos. No entanto, existe discrepancia em relacdo a fase concisa
em que os primeiros sinais de alteracdo no programa de desenvolvimento
dos meidcitos podem ser observados (SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2005).

Os meidcitos sao considerados como estadio 6timo para a obtencéo de
calos. Shtereva et al. (1998), descreveram as fases de profase | a metafase
[l como ponto em que o desenvolvimento da antera pode ser interferido para
induzir a calogénese. Alguns pesquisadores observaram maior formacéo de
calos nos estadios iniciais da meiose (SUMMERS et al., 1992; BRASILEIRO
et al., 1999). Segui-Simarro e Nuez (2005) obtiveram melhor resultado na
formacao de calos em anteras nas fases de metéfase | até tel6fase Il. Outros
autores relataram a fase de tétrade como a mais responsiva a calogénese
(ZAMIR et al., 1980). Além dos meidcitos, 0s microsporos mononucleados
também podem ser desviados de sua rota gametofitica para calogénese
e/ou embriogénese (SHARP et al., 1972; CAPPADOCIA e RAMULU, 1980;
BAL e ABAK, 2005; SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2007).

A inducdo da androgénese pode ser facilitada pela aplicacdo de um
fator de estresse aos microsporos antes ou durante a cultura. Pré-
tratamentos de estresse induzem os microsporos a desviarem de sua rota
gametofitica padrdo para se desenvolverem esporofiticamente (BAL e ABAK,
2007).

Em tomate ha relatos da conducdo da cultura de anteras sem uso de
pré-tratamentos (SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2005; 2007). Shtereva et al.
(1998) testaram alguns tipos de estresse e concluiram que o pré-tratamento
das anteras a 4 °C por 48 h foi o mais eficaz na inducdo de calogénese,
organogénese e regeneracao de plantas em tomate. Farooq et al. (2010)
observaram que o numero de calos reduziu quando os botdes foram
expostos a 4 °C por mais que dois dias e também em temperaturas acima de
4 °C. Bal e Abak (2005) incubaram botdes florais contendo microsporos
mononucleados, associando pré-tratamento com manitol e baixa
temperatura, durante sete dias para induzir divisbes nucleares assimétricas

nos microsporos e a formacdo de estruturas multicelulares a partir de
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microsporos isolados. Além disso, a manutencédo dos explantes no escuro na
fase inicial da cultura aumenta a producdo de calos (JARAMILLO e
SUMMERS, 1990; 1991).

Na literatura, encontra-se diversos meios de inducdo para cultura de
anteras de tomate. Shtereva et al. (1998) analisaram 20 meios de indugéo,
com o intuito de selecionar um meio de cultura para produgédo de calos em
anteras de tomate, e concluiram que o meio MS basal suplementado com 2
mg L™ de &cido indolacético (AIA) e 1 mg L™ de isopenteniladenina (2 ip) foi
mais eficiente. Este meio de inducdo foi usado em outros trabalhos
apresentando resultados significativos (ZAGORSKA et al., 2004; SEGUI-
SIMARRO e NUEZ, 2005; 2007; CORRAL-MARTINEZ et al., 2011). De
acordo com Shtereva et al. (1998), a influéncia dos reguladores de
crescimento sobre a androgénese € dependente do gendtipo da planta
doadora.

As condicbes de cultivo da planta doadora sdo de particular
importancia para a inducdo da androgénese. Anteras provenientes de
plantas cultivadas em casa de vegetacdo sdo mais responsivas que as
oriundas de plantas cultivadas no campo. O tempo de floracdo da planta
também influencia na resposta. Anteras coletadas no inicio da floracédo
produzem alto percentual de calos e organogénese. A resposta das anteras
coletadas em um estagio mais avancado da floracdo apresenta baixa
habilidade androgenética (SHTEREVA et al., 1998).

Apesar da importancia agronémica do tomate, pouco se sabe sobre a
metodologia de inducdo de duplo-hapldides e ainda ndo existe um método
padronizado para esta planta (SEGUI-SIMARRO et al., 2011). Nos ultimo 40
anos as condicdes de cultura tém sido avaliadas, porém poucos estudos
relataram plantas regeneradas de anteras com clara origem hapléide ou
duplo-haploide (SHTEREVA et al., 1998; ZAGORSKA et al., 1998; 2004;
SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2005; 2007; CORRAL-MARTINEZ et al., 2011).

1.5. Aspectos gerais da citometria de fluxo

Além de um sistema in vitro para a inducdo de hapléides e duplo-

hapldides, ha a necessidade de ferramentas para verificacdo do nivel de
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ploidia de DNA dos regenerantes e selecdo dos materiais de interesse.
Nesse sentido, a citometria de fluxo mostra vantagens por ser um método
rapido, eficiente e confiavel (YANPAISAN et al., 1999). Por isso, €
apropriado para analisar a ploidia de DNA de materiais originados da cultura
de tecidos. De acordo com Ochatt et al. (2011), atualmente a citometria de
fluxo é amplamente usada em andlises de ploidia de DNA de plantas
regeneradas da cultura de tecidos e tem ajudado a acelerar a exploracéo
industrial de gendétipos originados da manipulacao da ploidia de DNA in vitro.

A citometria de fluxo é uma ferramenta que analisa parametros Opticos
de particulas coradas em suspensdo. Portanto, determina indiretamente o
conteudo de DNA nuclear pelo mensuramento da emissao de fluorescéncia.
Suspensfes de nucleos e/ou células sdo coradas com fluorocromos DNA-
especificos e a quantidade de luz emitida é quantificada (DOLEZEL e
BARTOS, 2005; OCHATT, 2006).

A citometria de fluxo tem inUmeras aplica¢cBes tanto industriais quanto
cientificas. Sendo aplicada para estimar o contetdo de DNA, mensurar
niveis de ploidia de DNA, caracterizar hibridos sométicos, analisar o ciclo
celular, identificar aneuploidias, mensurar o tamanho e estimar o contetdo
G/C do genoma (MARRIE e BROWN, 1993; YANPAISAN et al.,, 1999;
DOLEZEL e BARTOS, 2005).

Em estudos de propagacdo de plantas in vitro, as diferentes fases do
ciclo celular (Go/Gi, S, Go/M) tém sido utilizadas para selecionar as células
potencialmente mais adequadas para o cultivo. Dessa forma, o
monitoramento do ciclo celular tem papel fundamental para avaliacdo das
fases que envolvem o inicio, a desdiferenciacéo e a rediferenciacao ao longo
da cultura. A citometria de fluxo possibilita uma rapida observacéo do efeito
de tratamentos testados e é uma ferramenta Gtil para um acompanhamento
mais eficaz do potencial de regeneracdo de tecidos cultivados in vitro
(YANPAISAN et al., 1999).

A determinacao da ploidia de DNA de materiais originados da cultura
de anteras € de grande importancia, e plantulas haploides devem ser
tratadas com agentes poliploidizantes para gerar plantas homozigéticas

duplo-haploéides. Nesse contexto, a citometria de fluxo é a Unica metodologia
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capaz de analisar um namero elevado de plantulas em poucas horas, o que
permite a rentabilizacdo do processo (GEMES-JUHASZ et al., 2002).

Rudolf et al. (1999), Rizza et al. (2002), Assani et al. (2003), Lotfi et al.
(2003), Barany et al. (2005), Segui-Simarro e Nuez (2005, 2007), Corral-
Martinez et al. (2011) s&o alguns exemplos de pesquisadores que utilizaram
a citometria de fluxo para determinar o nivel de ploidia de plantas
regeneradas em trabalhos cujo objetivo foi a producdo de haploides e/ou

duplo-haploides.

1.6. Aspectos citogenéticos em S. lycopersicum

Enquanto as analises de citometria de fluxo fornecem informacfes
sobre o nivel de ploidia de DNA de forma confiavel, eficiente e rapida, as
técnicas citogenéticas possibilitam uma andlise morfolégica acurada dos
aspectos cromossoémicos, contribuindo para a identificacdo de possiveis
alteracdes funcionais, numeéricas e estruturais (SINGH, 1993). A citogenética
de plantas continua em desenvolvimento e faz contribuicbes essenciais a
projetos gendmicos possibilitando delinear a ordem de marcadores
moleculares e revelar rearranjos cromossdmicos (FIGUEROA e BASS,
2010).

Tomate (Solanum lycopersicum L.) € uma espécie dipldide que
apresenta 2n=2x=24 cromossomos (BANKS, 1984). Morfologicamente, os
Cromossomos apresentam-se como acrocéntricos e metacéntricos, tendo a
heterocromatina concentrada na regido do centrébmero (PETERSON et al.,
1996). Segundo Chang et al. (2008), em tomate, o rDNA 45S esta localizado
no braco curto do cromossomo 2, enquanto rDNA 5S esta localizado no
braco curto do cromossomo 1. A morfologia caracteristica do cromossomo 2,
com a sua regido organizadora do nucléolo (RON) e sua estrutura
acrocéntrica, o torna distinguivel dos outros cromossomos (KOO et al.,
2008).

Andlise citogenética tem sido aplicada na identificacdo das fases da
microsporogénese mais responsivas a inducdo da androgénese em tomate
(ZAMIR et al., 1980; SUMMERS et al., 1992; BRASILEIRO et al., 1999;
SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2005) e também para confirmar o namero
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cromossOmico em calos originados de anteras (ZAMIR et al., 1980) e em
plantas regeneradas (ZAGORSKA et al.,, 2004). Farooq et al. (2010),
analizaram o numero de cromossomos em plantas haploides regeneradas in
vitro e observaram nucleos com 12 cromossomos e também ndcleos com
alteracdes numéricas como 11, 13 e 15 cromossomos.

A citogenética tem contribuido por gerar informagfes acerca de
aspectos cariologicos da espécie, possibilitando o estabelecimento de
mapas fisicos (CHANG et al., 2008), auxiliando a identificacdo e estudo de
plantas poliploides (PRACA et al, 2009), identificando hibridos
interespecificos (GAVRILENKO et al., 2001) e possiveis mutacdes
cromossomicas (KARSBURG et al., 2009).

Considerando a importancia da selecdo das fases da
microsporogénese adequadas a inducdo de calogénese e tendo em vista
que a técnica de caracterizacdo celular é laboriosa; além do baixo percentual
de hapldides produzidos; e as dificuldades para identificar previamente,
entre 0 material responsivo os individuos haploides, este trabalho propde,
elaborar protocolos visando o estabelecimento da relacdo entre as fases da
microsporogénese e o tamanho do botdo floral/antera, bem como a
identificacdo da ploidia de DNA dos calos produzidos, utilizando citometria

de fluxo.
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2.  OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

O presente trabalho teve como objetivo geral induzir a calogénese a
partir do cultivo in vitro de anteras de tomate e averiguar por citometria de
fluxo a eventual producdo de material hapléide bem como o comportamento

proliferativo quanto ao nivel da ploidia de DNA dos calos.

2.2. Objetivos especificos:

- Adaptar protocolos para obter suspensdes nucleares de anteras a
serem analisadas por citometria de fluxo;

- Monitorar a maturacdo das anteras por citometria de fluxo e,
paralelamente, por citogenética,

- Analisar a relagdo existente entre o tamanho de boté&o floral e antera,
e o estadio de desenvolvimento da microsporogénese;

- Adaptar protocolos para cultura in vitro de anteras de tomate e
identificar as fases de desenvolvimento da microsporogénese mais
responsivas a condi¢ao in vitro;

- Adaptar protocolos para obter suspensbes nucleares de calos
resultantes da cultura de anteras;

- Monitorar a ploidia de DNA dos calos por citometria de fluxo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Os botdes florais de S. lycopersicum ‘Débora’ foram cedidos pelo
professor Derly José Henrique da Silva, curador do Banco de Germoplasma
da Universidade Federal de Vigosa, em Vigcosa, MG. Os botdes florais foram
coletados pela manha no campo experimental da Universidade Federal de
Vigosa, em Vigosa, MG. Alguns foram imediatamente fixados em metanol
acido aceético (3:1) para andlise citogenética e citometria de fluxo. Os outros
botdes foram usados na cultura de anteras. As analises de citogenética,
citometria e a cultura de anteras foram realizadas no Laboratério de
Citogenética e Citometria Vegetal do Departamento de Biologia Geral da

Universidade Federal de Vigcosa, em Vigosa, MG.

3.2. Meétodos

3.2.1. Monitoramento da maturagcdo de anteras

3.2.1.1. Citometria de fluxo

A suspensdo nuclear analisada por citometria de fluxo foi obtida de
anteras de S. lycopersicum ‘Débora’. As anteras foram classificadas em
pequenas (0,5 — 0,7 mm), médias (0,8 — 1,5 mm) e grandes (1,6 — 1,9 mm).
Uma antera de cada botdo foi reservada para andlise citogenética e quatro
foram submetidas a tratamento de digestdo enziméatica a 36 °C.

As anteras foram colocadas em um filtro de nylon com poro de
aproximadamente 70 um. Este foi mergulhado em um microtubo de 2 mL
contendo solugéo enziméatica, de modo que as anteras ficassem em contato
com a solucdo. A solugcéo enzimatica consistiu em 2% de celulase Onozuka
Yakult Honsha Co® (origem: Trichoderma viride), 1% de celulase Sigma®
(origem: Aspergillus niger), 2,5% de macerozyme Yakult Honsha Co®, 2,5%

de pectinase (pd) Sigma®, 1% de hemicelulase Sigma®.
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O processo de digestdo ocorreu em duas etapas. Na primeira, as
anteras permaneceram na solu¢do enzimatica por duas horas. Em seguida
estas foram maceradas com a cabeca de um alfinete na propria solucdo
enzimatica para liberacdo das células, que ficaram incubadas na mesma por
mais 30 minutos.

Ao final, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 100 g, e a
solucdo enzimatica descartada com uma seringa. ApO0s o0 descarte
adicionou-se 1 mL de tampao de extragcdo OTTO-I (OTTO, 1990) ao pellet.
Um mini mixer foi usado para isolar os nucleos, fazendo-se 12 pulsos de
homogeneizagdo em cada tubo de solugdo e esta ficou incubada por 5
minutos. Cada pulso durou aproximadamente 1 segundo (SILVA et al.,
2010). Depois, a solucao foi filtrada em tela de nylon com poro de 30 um e
centrifugada por 5 minutos a 100 g. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em 100 pL de OTTO-I e ficou incubado por 10 minutos em
temperatura ambiente.

A suspenséao nuclear foi corada com 1,5 mL de solucao tampao OTTO-
I (OTTO, 1990) suplementada com 1,5 mM de 4’6’-diamino-2-fenilindol
(DAPI). A coloragdo dos nucleos ocorreu no escuro por 30 minutos, e apos,
a suspensao foi filtrada em uma tela com poro de 20 um e transferida para
tubos de leitura.

As amostras foram analisadas em um citémetro de fluxo Partec® PAS
[I/lll (Partec® Gmbh, Munster, Germany), equipado com uma lampada UV e
um filtro TK 420.

3.2.1.2. Citogenética

Uma antera de cada botdo floral foi reservada para andlise
citogenética. A digestédo foi feita em uma solucdo enzimatica contendo 2%
de celulase Onozuka Yakult Honsha Co® (origem: Trichoderma viride), 1%
de celulase Sigma® (origem: Aspergillus niger), 2,5% de macerozyme Yakult
Honsha Co®, 2,5% de pectinase (p6) Sigma®, 1% de hemicelulase Sigma®.
Apoés a digestdo, cada antera foi levemente fragmentada, com a ponta de
uma lamina de bisturi, em aproximadamente 50 pL de solug&o acido acético

(45%). Retirou-se 0 excesso de material e a gota de solugcdo contida sobre a
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lamina foi espalhada com a ajuda de um secador de cabelo sobre uma placa
aquecedora. As laminas foram coradas com 4,0 puM de 4’6’-diamino-2-

fenilindol (DAPI) e analisadas em microscoépio Olympus TM BX-60.

3.2.2. Cultura de anteras

3.2.2.1. Coleta do material e pré-tratamento

Botdes florais de S. lycopersicum ‘Débora’ coletados pela manha,
foram separados de acordo com o tamanho, de 1,0 a 5,9 mm em intervalos
de 1,0 mm. Apds a classificagdo quanto ao tamanho, os botdes foram
armazenados em geladeira a 4 °C durante 48 horas. Usou-se uma solucéo

de polyvinyl-pyrrolidone (PVP) 1% para minimizar a oxida¢ao das anteras.

3.2.2.2. Desinfestacao dos botdes florais

Apbés o choque térmico, os botdes passaram pelo processo de
desinfestacdo em capela de fluxo laminar. Os botdes foram desinfestados
em etanol 70% (v/v) por 20 segundos e em solucdo de hipoclorito de sodio
1,0 % (v/v) por 5 minutos. Em seguida, os botdes foram lavados 3 vezes em
agua destilada estéril com duracdo de 3 minutos cada lavagem (modificado
de ZAGORSKA et al., 1998).

3.2.2.3.Inoculacao das anteras no meio de cultura

Apos a desinfestacdo dos botdes florais, as anteras foram removidas
assepticamente. Quatro anteras foram inoculadas em placas de Petri com
meio de inducdo e uma foi reservada para andlise citogenética. O meio
bésico de inducgéo consistiu de sais e vitamina MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962), suplementado com 2,8 g L' de phytagel (Sigma®), 20 g L' de
sacarose, 0,1 g L™* de myo-inostol, 0,04 g L™ de cisteina, 1 mg L™ de
isopenteniladenina (2 ip) e 2 mg L™ de &cido indolacético (AlA), o pH foi
ajustado para 5,7. Os reguladores de crescimento, previamente filtro

esterilizados, foram adicionados ap0s a esterilizacdo do meio em autoclave
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(modificado de SHTEREVA et al., 1998). Aproximadamente 24 anteras de
cada tamanho de boté&o floral foram inoculadas totalizando 6 repeti¢cdes para
cada tratamento.

As placas foram vedadas e mantidas a 26 °C no escuro durante um
més em camara de crescimento (BOD) (SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2005).
Apés 30 dias, as placas foram expostas a fotoperiodo 16/8h com uma
irradiancia de 36 umol.m™. O material foi transferido para meio fresco em
intervalos de 30 dias (SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2005). A frequéncia de
anteras produzindo calos foi avaliada apos 60 dias de inoculacdo. As anteras

que ndo responderam a cultura foram descartadas apés andlise.

3.2.3. Determinacdo do nivel de ploidia de DNA dos calos por

citometria de fluxo

Inicialmente os calos foram divididos em 3 grupos de acordo com o
tamanho do botao floral do qual originaram: 1,0 — 1,9 mm; 2,0 — 3,9 mm; 4,0
— 4,9 mm. Em cada andlise citométrica usou-se aproximadamente 50 mg de
calo. Os nacleos foram extraidos pelo procedimento de chopping
(GALBRAITH et al., 1983), realizado em 100 pyL de tampdo de extracdo
OTTO-I (OTTO, 1990), depois adicionou-se 400 pL do mesmo. O material
ficou incubado por 3 minutos e entdo foi filtrado em uma tela de nylon com
poro de 30 pum. O volume foi completado para 1 mL com tampéao OTTO-I. A
suspensao foi centrifugada por 5 minutos a 100 g e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi ressuspendido em 100 pL de tampao OTTO-I e
permaneceu incubado por 10 minutos. Apds, a suspensao nuclear foi corada
com 1,5 mL de solugéo tampédo OTTO-II (OTTO, 1990) suplementada com
1.5 mM de 4’6’-diamino-2-fenilindol (DAPI). A coloracdo dos nucleos ocorreu
no escuro por 30 minutos, e apés, a suspensao foi filtrada em uma tela de
nylon com poro de 20 um e transferida para tubos de leitura.

As amostras foram analisadas em um citdmetro de fluxo Partec® PAS
/1l (Partec® Gmbh, Munster, Germany), equipado com uma lampada UV e
um filtro TK 420. O nivel da ploidia de DNA nuclear das amostras foi

determinado pela correspondéncia com os valores dos canais da planta
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padrao dipléide. Os histogramas foram obtidos em escala semi-logaritmica

(log no eixo x).

3.2.4. Andlise citoldgica

Com a finalidade de confirmar a eficiéncia do isolamento dos nucleos e
descartar a possibilidade de agregados nucleares e nucleos fragmentados,
laminas foram preparadas com amostras do material corado apos a analise
citométrica. As suspensdes nucleares foram transferidas para tubos de 2 mL
e centrifugadas a 100 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 30
pL do pellet foi ressuspendido e colocado sobre uma lamina e coberto com
uma laminula. As imagens foram capturadas por uma video-camera DP71

acoplada a um microscopio de fluorescéncia Olympus TM BX-60.

3.2.5. Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). Os tratamentos corresponderam a cinco classes de
comprimento de botdes florais em milimetros. A unidade experimental
consistiu de uma placa de Petri com quatro anteras inoculadas com seis
repeticdes cada. Os explantes foram avaliados 60 dias apés a inoculagao,
adotando-se como variavel resposta a presenca ou auséncia de calo. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Monitoramento da maturacao de anteras por citometria de fluxo e

citogenética

Anteras de tomate de diferentes tamanhos foram avaliadas quanto a
progressdo meiotica pela técnica de citometria de fluxo. O procedimento de
digestdo enzimética e posterior homogeneizacdo das células usando um
mini mixer, possibilitou a obtencdo de suspensdes nucleares, sendo entédo
processadas em um citbmetro. Por esta analise, foram obtidos histogramas
com coeficientes de variacdo inferiores a 5%, demonstrando que as
suspensdes nucleares apresentaram nucleos intactos, isolados e
estequiometricamente corados. Dois padrdes de histogramas foram
identificados, evidenciando a diferenca entre anteras pequenas (0,5 — 0,7
mm) e anteras grandes (1,6 — 1,9 mm) (Figura 1 a — b).

Paralelamente a andlise citométrica, andlises citogenéticas foram
realizadas para identificar as fases meiéticas correspondentes aos tamanhos
de anteras analisados. A identificacdo citogenética dos estadios de
desenvolvimento da microsporogénese demonstrou que anteras medindo
0,5 — 0,7 mm apresentaram células em intérfase e profase I. Os meidcitos
em metafase |, anafase I, teléfase | e os meidcitos Il estavam presentes em
anteras com comprimento 0,8 — 1,5 mm. Anteras com comprimento acima de
1,6 mm apresentaram tétrades e micrésporos.

A partir da analise comparativa de ambas as técnicas, foi possivel
diferenciar as anteras em intérfase/profase | daquelas que apresentaram a
fase de tétrade e microsporos. Anteras em fase de intérfase/préfase |
resultaram em um perfil de histograma semelhante ao observado em folha
dipléide, e as anteras em estadio de tétrade e micrésporo mostraram pico
correspondente aos nucleos hapléides e um aumento em G, representado
pela presenca de tétrades. A partir destes resultados, anteras apresentando
tamanhos similares aos analisados por citometria de fluxo e citogenética

foram inoculadas em meio de indugéo visando a calogénese.
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Figura 1 — Histogramas representativos de nicleos de anteras de tomate ‘Débora’,
corados com DAPI. a) Anteras pequenas (0,5 — 0,8 mm), o pico Go/G; das células
do tapete e células mées dos micrésporos foi ajustado para o canal 200. O pico
G,/M das células do tapete, G, das células maes dos micrésporos e meidcitos em
préfase | esta representado no canal 400. b) Anteras grandes (1,6 — 1,9 mm), o pico
Go/G; das células do tapete e dos meidcitos Il foi ajustado para o canal 200. O pico
G./M das células do tapete e meidcitos | esta reperesentado no canal 400. Notar o
aumento do pico G,/M, referente ao maior niumero de tétrades. O pico no canal 100
corresponde ao de nuacleos liberados das tétrades, e o pico no canal 800
corresponde ao de nucleos de células do tapete endoreduplicadas em G,/M. Na
extremidade superior direita de ambos, dotplots de densidade (citogramas)
apresentam a distribuicdo de frequéncias correspondentes, baseadas em dois

parametros de fluorescéncia.



4.2. Culturade anteras

As anteras de botdes florais medindo 1,0 — 5,9 mm de comprimento
foram inoculadas em meio de inducdo visando a obtencdo de material
hapléide. O desenvolvimento das anteras in vitro ocorreu via formacéo de
calos. Ap6s 2 — 3 semanas de inoculacdo, algumas anteras tornaram-se
intumescidas. A calogénese variou ao longo do tempo, sendo que, com
aproximadamente 30 dias de cultura, ocorreu o inicio da formacéo
calogénica em algumas anteras. A partir do 30° dia de cultura até,
aproximadamente, o 50° dia, houve um aumento no numero de calos
formados, e apos este periodo, uma clara tendéncia a estabilizacao.

Inicialmente, sob condi¢des de escuro, os calos apresentaram uma cor
esbranquicada e tornaram-se esverdeados quando foram transferidos para o
fotoperiodo 16/8 h (Figura 2). Porém, alguns calos permaneceram com uma
fina camada branca (aspecto de po6) na parte superior do calo esverdeado
(dado ndo mostrado). Os calos eram geralmente compactos, dos quais

alguns brotos foram formados (Figura 2).

Figura 2 — Calos originados da cultura de anteras de tomate ‘Débora’. Calo inicial

mantido no escuro (esquerda). Calo transferido para luz, apresentando coloracéo
esverdeada e inicio de brotagdo (centro). Brotacdo com desenvolvimento mais
avancado (direita). As partes amarronzadas dos calos correspondem a resquicios

das anteras em processo de oxidag&o. Barra =5 mm.
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As anteras foram analisadas quanto a producéo de calos ap6s 60 dias
de cultivo in vitro. A tabela 1 mostra a média de anteras que produziram
calos em cada placa e a porcentagem de calos obtidos para cada tamanho
de botdo. Os botdes florais correspondem aos tratamentos testados e foram
classificados com base no seu comprimento, em intervalos de 1,0 mm, a fim
de relacionar o estadio de desenvolvimento dos micrésporos de acordo com
esta caracteristica morfologica.

A formacdo de calos foi obtida nas anteras de botbes florais com
comprimento de 1,0 — 4,9 mm, apresentando diferentes percentuais de
producdo a cada intervalo de tamanho (Tabela 1). Estes tamanhos
correspondem desde a fase de intérfase até os meiocitos. A porcentagem
total de producédo de calos foi de 21,7%, no entanto nem todos os calos
produzidos se desenvolveram eficientemente.

Os calos originados a partir de anteras de botdes florais com 2,0 — 2,9
mm foram os que mais se multiplicaram, seguidos pelos calos originados de
botdes com 3,0 — 3,9 mm. Além disso, ambos os tamanhos correspondem
aos das anteras que produziram maior percentual de calos. Pela analise
citogenética, observou-se que o estadio de desenvolvimento meidtico das
anteras com estes tamanhos encontravam-se entre as fases profase | e

anafase Il.

Tabela 1 — Nimero médio de anteras, por placa, que apresentaram calogénese, e
porcentagem de calos produzidos de acordo com o tamanho do botéo floral, 60 dias

apoés a inoculagéo.

Tamanho de botéo X * %
1,0-1,9mm 0,67 ab 16,7
2,0-29mm 1,67 a 41,6
3,0-3,9mm 1,33 a 33,3
4,0-4,9 mm 0,67 ab 16,7
5,0-5,9 mm 0,00 b 0,0

"Médias seguidas de mesma letra sédo semelhantes si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 0,05
de probabilidade.
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4.3. Determinacdo do nivel de ploidia de DNA dos calos por

citometria de fluxo

O procedimento adotado para extracdo dos nucleos a partir dos calos,
originados de anteras de tomate cultivadas in vitro, foi eficiente em isolar os
ndcleos. Os histogramas gerados apresentaram coeficientes de variacdo
considerados apropriados para analises citométricas. As laminas analisadas
a partir do material preparado para citometria de fluxo evidenciaram que 0s
ndcleos estavam isolados e que ndo havia numero significativo de
agregados ou fragmentos nucleares.

Para caracterizar o nivel de ploidia de DNA dos calos, folhas da planta
doadora foram usadas para determinar o pico Go/G; que foi definido como
padrdo para o valor 2C das células dipléides. Os histogramas foram obtidos
em escala semi-logaritmica (log no eixo x). Neste caso, 0 nimero do canal é
proporcional ao log da intensidade de emissao de fluorescéncia. Porém, as
ploidias seguem um padrdo linear. Um teste estatistico (qui-quadrado)
comprovou a linearidade das ploidias de DNA (dado ndo mostrado).

As andlises citométricas evidenciaram que todos os 18 calos eram
multipléides. Para a caracterizacdo deste resultado, foi adotado o termo
multiploidia neste trabalho. Surpreendentemente, sem nenhum tipo de pré-
tratamento com agentes despolimerizantes de microttbulo, 44,4% dos calos
analisados apresentaram até cinco niveis de ploidia de DNA (2C-4C-8C-
16C-32C). Cinco classes de niveis de ploidia de DNA foram observadas, a
saber: 2C-4C-8C-16C; 2C-4C-8C-16C-32C; 4C-8C; 4C-8C-16C; 8C-16C-
32C. A figura 3 mostra os histogramas representando as cinco classes de
ploidia de DNA identificadas.
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Figura 3 — Histogramas em escala semi-logaritmica (log no eixo x), representando
nucleos de tomate ‘Débora’, corados com DAPI. O eixo x representa o conteudo de
DNA e 0 eixo y o niumero de particulas analisadas. Os nimeros dos canais sao
proporcionais aos logs das intensidades de fluorescéncia. a) Folha da planta
doadora usada como padrao para o contetdo de DNA dipléide. b, c, d, e, f) Calos
multipldides originados de anteras. Notar que os Ultimos picos, com ploidia ndo
identificada, correspondem a fase G,. Os picos representam o conteido de DNA
nuclear e foram analisados por comparacdo com o conteido de DNA nuclear da

folha diploide.



A andlise citologica possibilitou a identificacdo do tamanho dos nucleos
polipldides, referentes aos materiais que apresentaram cinco niveis de
ploidia de DNA. As imagens capturadas nas laminas evidenciaram os
diferentes tamanhos de nucleos analisados pelo citbmetro de fluxo (Figura
4).

Figura 4 — Nucleos de diferentes tamanhos observados em laminas preparadas

com o material analisado por citometria de fluxo. A ploidia de DNA dos nucleos
observados na figura corresponde a 2C, 4C, 8C, 16C e 32C, respectivamente.
Barra = 10 pm.

Para a analise citométrica os calos foram divididos em 3 grupos de
acordo com o tamanho dos botdes florais dos quais originaram. Os
percentuais de nucleos identificados em cada nivel de ploidia de DNA foram
quantificados (Tabela 2). Observa-se que calos diferentes originados de um
mesmo tamanho de botdo floral apresentaram distintos percentuais de
ndcleos em cada nivel de ploidia de DNA, havendo também diferenca nos
percentuais de ploidia de DNA entre os mesmos tamanhos de botbes. O
teste estatistico de interacdo mostrou que ndo houve influéncia dos
tamanhos dos botdes sobre os ciclos de endoreduplicagdo ocorridos nos
calos (dados n&o mostrados). Os calos apresentaram poliploidizacéo

independente do tamanho do botao floral do qual originaram.
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Tabela 2 — Andlise da ploidia de DNA de calos originados da cultura de anteras de tomate ‘Débora’. O tamanho refere-se aos botdes florais

que tiveram suas anteras inoculadas, com subsequente producéo de calos.

Ploidia de DNA (% de nucleos)

Tamanho dos botdes florais em mm Repeticdes N° de particulas analisadas CV (%)*
2C 4C 8C 16C 32C

R1 0,0 131 29,7 30,0 7,8 5.183 2,7-5,0

R2 0,0 120 30,9 28,4 8,5 7.036 35-54

10-19 R3 24,8 32,8 21,9 53 1,3 8.979 4,1-4,7

’ ' R4 0,0 184 37,6 20,7 7,0 5.834 2,8-45

R5 8,0 14,7 24,9 23,6 7,4 5.006 29-43

R6 00 2272 35,5 19,9 5,3 9.038 48—-5,7

R1 0,0 0,0 42,3 41,7 55 5.030 3,7-4,7

R2 21,1 50,7 12,2 2,1 0,0 6.316 4,1-5.2

20-39 R3 00 527 34,3 0,0 0,0 5.075 4,7-5,2

' ’ R4 00 134 38,7 28,0 8,2 5.055 25-45

R5 00 215 37,9 22,7 3,2 5.763 48-53

R6 39,7 40,3 10,0 1,8 0,0 8.759 4,4—-49

R1 23,4 204 11,5 13,3 10,0 5.028 2,2-55

R2 149 16,6 15,4 17,1 9,2 5.860 3,5-5,2

40-49 R3 4,6 9,5 23,0 23,3 9,9 8.429 3,6-5,0

’ ’ R4 12,8 15,6 20,5 17,0 8,4 10.847 35-48

R5 0,0 20,0 37,9 20,0 3,8 6.022 4,1-51

R6 7,1 145 27,7 24,1 51 8.732 4,2-438

CV = Coeficiente de variacdo em porcentagem, referente aos picos obtidos, do menor para o maior CV. Picos com porcentagem de nucleos inferior a 1%

foram considerados como G..
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Na tabela 3, estdo sumarizados os dados quanto ao numero de calos
que apresentaram o perfil de ploidia de DNA identificado. Os calos que
apresentaram cinco niveis de ploidia de DNA (2C, 4C, 8C, 16C e 32C)
corresponderam a 44,4% do total. Outros perfis de distribuicdo do nivel de
ploidia também foram observados, entretanto nenhum calo apresentou
populacées com contetdo de DNA hapléide.

Botdes florais medindo 2,0 — 3,9 mm de comprimento apresentaram a
maior variacdo quanto ao nivel de podia de DNA, contendo todas as cinco
classes de ploidia identificadas. Todos os trés grupos de tamanho de bot&o
apresentaram a classe de ploidia 2C-4C-8C-16C-32C. Porém, botdes florais
com 4,0 — 4,9 mm de comprimento originaram maior niumero de calos com

estes niveis de ploidia de DNA, representando 27,8% dos calos analisados.

Tabela 3 — Numero de calos obtidos em cada classe de ploidia de DNA, de acordo
com o tamanho do botéo floral do qual originaram.

Tamanho dos botdes florais (mm)*

Ploidia de DNA
1,0-19 2,0-3,9 40-49

2C-4C-8C-16C 4 1
2C-4C-8C-16C-32C 2 1 5
4C-8C 1
4C-8C-16C-32C 2 1
8C-16C-32C 1

Total 6 6 6

*Tamanho de botdes florais que tiveram suas anteras inoculadas e produziram calos.
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As médias dos nucleos identificados em cada nivel de ploidia de DNA,
de acordo com a classe de tamanho de botdo floral sdo apresentadas na
figura 5. Verifica-se que as maiores porcentagens dos niveis de ploidia de
DNA identificadas concentram-se em 4C, 8C e 16C, sendo que o nivel de

ploidia 8C apresentou maior média nos 3 grupos de tamanho de botéo.

35,0
30,0
25,0
m2C
200 - m4C
" 8C
15,0 -
m16C
10,0 - ®32C
50
0,0 -
1,0-1,9mm 2,0-3,9mm 4,0-4,9mm

Figura 5 — Grafico representando as meédias dos niveis de ploidia observadas nos
calos de acordo com o tamanho dos botdes florais. No eixo x observa-se as 3
classes de tamanho de botdes florais. O eixo y mostra a porcentagem meédia de

cada nivel de ploidia de DNA de acordo com o tamanho do bot&o floral.
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5. DISCUSSAO

5.1. Monitoramento da maturac&o de anteras por citometria de fluxo e

citogenética

A citometria de fluxo foi aplicada para analisar a progressao da meiose
em anteras de tomate. A suspensdo nuclear foi obtida com digestéo
enzimatica das anteras e 12 pulsos de homogeneizacdo usando um mini
mixer. A digestdo promoveu a eliminacdo da parede celular, tornando as
células mais acessiveis ao processo usado para isolar os nucleos. Este
procedimento possibilitou a obtencdo de histogramas com CV’s abaixo de
5%, o que, segundo DolezZel e Bartos (2005), sdo considerados aceitaveis
em estudos de citometria de fluxo vegetal.

Silva et al. (2010) usaram um procedimento de extracdo de nucleos
semelhante ao empregado neste trabalho. Raizes de cebola foram digeridas
e 0s nucleos foram isolados com 6 pulsos de homogeneiza¢do usando mini
mixer. Os autores também obtiveram histogramas com baixos CV'’s.

Andlise citogenética foi realizada para averiguar a relacdo do estadio
de desenvolvimento da microsporogénese com o tamanho dos botdes florais
e anteras. Esta analise evidenciou que a meiose estava presente nos botdes
com comprimento de 1,0 — 4,9 mm, os quais apresentaram anteras de 0,5 —
1,6 mm de comprimento. Brasileiro et al. (1999), analisaram a correlacéo
entre o comprimento da antera e do botéo floral de tomate. Esses autores
relataram que botdes florais com 5,0 — 6,0 mm e suas anteras com 2,0 — 2,3
mm apresentaram células em meiose. Por sua vez, Segui-Simarro e Nuez
(2005) observaram que o0s meidcitos estavam concentrados nos botdes
florais com comprimento de 4,0 — 5,9 mm. Esta diferenca provavelmente
ocorre por causa dos diferentes genétipos analisados em cada experimento
e das condi¢c6es ambientais nas quais as plantas foram cultivadas.

As analises citogenéticas realizadas em anteras de tomate ‘Débora’
demonstraram uma variacdo de fases da meiose, sendo que mais de uma
fase era comumente encontrada em uma uUnica antera. Entretanto, houve

predomindncia de uma determinada fase. Portanto, neste trabalho
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considerou-se que a fase predominante em uma antera representava o
estadio de desenvolvimento da mesma.

De acordo com Zamir et al. (1980), o tamanho das anteras e dos
botdes florais ndo possui uma relacdo exata com a fase da
microsporogénese. Variacdo nos estadios de desenvolvimento também foi
observada para tamanhos de botbes florais similares na mesma planta,

anteras da mesma flor, e até mesmo dentro de uma Unica antera.

5.2. Cultura de anteras

O cultivo in vitro de anteras de tomate ‘Débora’ resultou em calos e,
esporadicamente, alguns brotos. A maioria dos estudos sobre a cultura de
anteras de tomate relatou a ocorréncia de calogénese (ZAMIR et al., 1980;
SHTEREVA et al.,, 1998; BRASILEIRO et al., 1999; SEGUI-SIMARRO e
NUEZ, 2005; 2007; CORRAL-MARTINEZ et al., 2011). Considerando a
dificuldade em regenerar plantas a partir dos calos e que esta espécie
apresenta alta recalcitrancia a cultura de anteras (SEGUI-SIMARRO e
NUEZ, 2005; CORRAL-MARTINEZ et al., 2011), poucos progressos nesta
area foram alcancados e, consequentemente, ainda ndo ha um método
padronizado para obtencdo de plantas hapléides e duplo-hapléides em
tomate (SEGUI-SIMARRO e NUEZ, 2007).

O meio de inducgéo sugerido por Shtereva et al. (1998) foi eficiente em
produzir calos e brotos em anteras de tomate ‘Débora’, o qual induziu 21,7%
de calogénese. Ja Asoliman et al. (2007) obtiveram altas frequéncias de
embribes somaticos a partir da cultura de anteras de tomate utilizando o
mesmo meio de inducdo. Houve diferenca nos percentuais de embrides
somaticos produzidos pelos cultivares quando inoculados em um mesmo
meio de inducdo. Isto evidencia que a calogénese, organogénese e
embriogénese dependem da interagdo entre a concentracdo dos reguladores
de crescimento e 0s genotipos usados na cultura de anteras de tomate
(JARAMILLO e SUMMERS et al., 1990; SHTEREVA et al., 1998; ASOLIMAN
et al., 2007).

A identificagdo da fase da microsporogénese é considerada uma etapa

importante para obter sucesso na cultura de anteras. Neste trabalho, as
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anteras na fase de microsporogénese foram selecionadas de acordo com o
tamanho dos botdes florais correspondentes aqueles previamente
analisados por citometria de fluxo e citogenética. Como estratégia para
selecionar as anteras na fase desejada, Segui-Simarro e Nuez (2005) e
Goralski et al. (2005) identificaram o estadio responsivo a androgénese em
tomate e milho, respectivamente, a partir da relacdo do desenvolvimento in
vitro das anteras com a caracterizacdo celular do micrésporo/pélen nas
diferentes fases de seu desenvolvimento.

Os resultados mostraram que as anteras na fase de intérfase e meiose
foram mais responsivas a inducdo de calos. As anteras que apresentaram
micrésporos, em botdes florais com comprimento de 5,0 — 5,9 mm, néo
responderam a inducgé&o in vitro. Varios trabalhos apontam os meiocitos como
a fase mais responsiva para cultura de anteras de tomate (BRASILEIRO et
al., 1999; SEGUI-SIMARRO e NUEZ et al., 2005, CORRAL-MARTINEZ et
al., 2011). Na maioria das espécies, incluindo sistemas-modelo, o periodo de
sensibilidade aos tratamentos indutivos gira em torno da primeira mitose
haploide, isto €, a partir do estadio de micrésporo vacuolado até o pdlen
bicelular (TOURAEV et al., 2001).

A maior porcentagem de formacdo de calos ocorreu em anteras
contendo meiécitos. De acordo com Bal e Abak (2007), os tecidos somaticos
das anteras que estdo na fase de meidcitos sdo altamente responsivos a
cultura de tecidos em comparacdo as anteras que estdo em estadios de
desenvolvimento mais avancado.

Os calos obtidos eram inicialmente esbranquicados, tornando-se
esverdeados apds exposicdo ao fotoperiodo. Este resultado foi semelhante
ao obtido por Segui-Simarro e Nuez (2007). Além disso, os calos geralmente
eram do tipo compacto e alguns apresentaram brotos. Zagorska et al. (1998)
obtiveram dois tipos de calos com a cultura de anteras de tomate: calos
amarelos e friaveis; e calos verdes e compactos, sendo este ultimo tipo
semelhante ao obtido neste trabalho. Calos brancos e friaveis foram obtidos
por Brasileiro et al. (1999) e Segui-Simarro e Nuez (2007). Em sua maioria,
pesquisas relacionadas a inducdo de hapléide a partir da cultura de anteras

de tomate obtiveram apenas calo ou, raramente, brotos que morreram em
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um estédio muito inicial de desenvolvimento (JARAMILLO e SUMMERS,
1990; 1991; SUMMERS et al., 1992).

As anteras de tomate ‘Débora’ produziram uma porcentagem
significativa de calos, 21,7%. Porém, estes provavelmente sdo de origem
somatica. Segundo Salas et al. (2011), na maioria das espécies, 0s calos
produzidos a partir da cultura de anteras tém uma origem somatica. Os
resultados de Corral-Martinez et al. (2011) mostraram que até 83% dos
calos produzidos a partir de anteras de tomate foram derivados de tecidos
da parede da antera. O genotipo tem grande influéncia na resposta das
anteras a cultura para produzir calos. Cultivares diferentes de uma mesma
espécie e individuos de uma mesma cultivar apresentam diferencas
relevantes na resposta a inducdo de calogénese (SEGUI-SIMARRO e
NUEZ, 2008b).

5.3. Determinacdo do nivel de ploidia de DNA dos calos por

citometria de fluxo

Andlises citométricas foram realizadas para a identificacdo do nivel de
ploidia de DNA dos calos obtidos com a cultura de anteras de tomate. Os
histogramas foram gerados em escala semi-logaritmica, em que 0s picos
apresentaram CV’s entre 2,2 e 5,7, considerados adequados para analise de
citometria de fluxo vegetal. A citometria de fluxo mostra vantagens neste tipo
de estudo por ser um método rapido, eficiente e confiavel (YANPAISAN et
al., 1999). Por outro lado, a contagem cromossémica, demanda tempo e
avalia relativamente poucos numeros de células (CLARINDO et al., 2008).

Os calos apresentaram populacdes de células polipléides. Os altos
niveis de ploidia de DNA encontrados nos calos sdo decorrentes de variagdo
somaclonal, podendo ter sido originados de varios ciclos de
endoreduplicacdo. Segundo Phillips et al. (1994), as alteracdes na ploidia de
DNA s&o as mais comuns em culturas de tecidos. Além da poliploidizacao
como resultado de ciclos de endoreduplicacdo, outras fontes de variacéo
tém sido observadas. Como exemplo, tem-se a fusdo nuclear entre nucleos
meidticos que, segundo Corral-Martinez et al. (2011), ocorre em cultura de

anteras de tomate.
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Calos multiploides foram obtidos na cultura de anteras de tomate
‘Débora’, sendo que alguns apresentaram conteudo de DNA com até cinco
ploidias (2C-4C-8C-16C-32C). Uma vez que nenhuma populacédo de células
hapléides foi obtida na analise citométrica, considerou-se que,
possivelmente, os calos obtidos tiveram origem somatica. Segundo Levenko
et al. (1977), as células da parede da antera contribuem para a formacéo de
calos mixoploides nesta espécie. Segui-Simarro e Nuez (2007) obtiveram a
maioria dos calos com contetdo de DNA 1C e 2C, e alguns com 1C, 2C e
4C; enquanto Corral-Martinez et al. (2011) obtiveram calos com niveis de
ploidia 1C e 2C, e outros com 2C e 4C.

De acordo com Corral-Martinez et al. (2011), calos derivados de
meidcitos e de tecidos somaticos podem coexistir nas anteras cultivadas in
vitro. Ambos o0s tipos de calos competem pelos limitados recursos
disponiveis no l6culo da antera. Porém, os calos de origem somatica
predominam por serem geneticamente mais estaveis, além de serem mais
proliferativos e estarem conectados com o resto da antera. Portanto, os
calos derivados dos meiécitos sdo mais suscetiveis a degeneracdo em
estadios iniciais de desenvolvimento.

Pela analise citométrica realizada, observou-se a auséncia de qualquer
material hapléide, conforme relatado anteriormente. Contudo, calos com
contetdo de DNA duplo-hapléide possivelmente podem ter sido obtidos,
visto que sua analise é contabilizada juntamente com a ploidia 2C de origem
somatica. Corral-Martinez et al. (2011) verificaram a presenca de
populacdes celulares duplo-hapléides em calos originados de anteras de
tomate, por meio de andlise com marcadores moleculares.

As laminas preparadas a partir do material analisado por citometria de
fluxo ndo mostraram um numero significativo de agregados nucleares. Isto
evidencia que os calos ndo apresentaram células com mais de um ndcleo e,
portanto, o citbmetro analisou ndcleos individuais poliploides. Ja Zamir et al.
(1980) observaram células binucleadas em calos originados da cultura de
anteras de tomate.

Alguns brotos foram obtidos, porém ndo regeneraram plantas,
provavelmente por causa dos altos niveis de ploidia de DNA. De acordo com

Ochatt et al. (2000), altos niveis de ploidia de DNA nos calos dificulta a
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regeneracdo de plantas. E a baixa eficiéncia de regeneragdo de calos
polipldides esta relacionada com a perda da totipoténcia em consequéncia
da poliploidizacdo (COLIJIN-HOOYMANS et al., 1994).

O tempo de cultura ndo influenciou na poliploidizacdo observada, visto
que tanto calos com aproximadamente um més de inoculagdo quanto com
oito meses apresentaram populacBes de células polipldides. Salas et al.
(2011) observaram que a ploidia de DNA de embrides originados da cultura
de anteras de berinjela aumentou quando os embrides permaneceram no
meio de indug&o por mais que 80 dias.

Uma interagdo entre os reguladores de crescimento acrescidos ao
meio MS basal e o gendétipo da planta doadora podem ter induzido os ciclos
de endoreduplicacdo, originando altos niveis de ploidias de DNA nos calos
de anteras de tomate ‘Débora’. De acordo com Segui-Simarro e Nuez
(2008b), reguladores de crescimento proporcionam o aumento dos niveis da
ploidia de DNA nos microsporos em divisdo. A influéncia dos reguladores de
crescimento sobre a inducdo de calos € dependente do gendtipo da planta
doadora (SHTEREVA et al., 1998), sendo este um dos principais fatores que
determinam o tipo e frequéncia das alteracdes genéticas (JAIN, 2001).

Calos mixoploides tém sido obtidos a partir de outras fontes de
explantes, como hipocétilos. Thiem e Sliwinka (2003) analisaram
citometricamente calos originados de hipocoétilos de Rubus chamaemorus,
que apresentaram variacdo nos niveis de ploidia de DNA (2C, 4C e 8C).
Calos obtidos na cultura de hipocétilos de beterraba também apresentaram
altos niveis de ploidia, com conteudo de DNA 2C, 4C, 8C e 16C (JACQ et
al., 1992). Calos com conteudo de DNA 2C, 4C, 8C, 16C e 32C foram
obtidos por Kubalakova et al. (1996), a partir da cultura de embribes
imaturos de pepino (Cucumis sativus L.). Park et al. (2010) analisaram o
nivel de endoreduplicacdo em folhas, raizes e embribes somaticos
originados a partir do cultivo in vitro de pedunculos florais de orquidea.
Esses autores constataram que ocorreu maior numero de ciclos de
endoreduplicagdo nos embrides somaticos, que apresentaram conteudo de
DNA 2C a 64C, do que em raizes (2C a 16C) e folhas (2C a 8C).
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6. CONCLUSOES

O procedimento adotado para a extracdo de nucleos de anteras
resultou em histogramas com CV’s abaixo de 5% e evidenciou a diferencga
quanto as fases de desenvolvimento da microsporogénese entre anteras
pequenas e anteras grandes. A associacao entre as técnicas citogenética e
citometria de fluxo possibilitou relacionar o tamanho das anteras com a fase
de desenvolvimento meiético das mesmas e foi considerada adequada para
a identificacdo da fase de desenvolvimento da microsporogénese mais
responsiva a inducao de calos.

O meio de inducdo empregado foi eficiente na producdo de calos em
anteras de tomate ‘Débora’, resultando em 21,7% de calogénese. Anteras
contendo meidcitos nos estadios de profase | a anéfase 1l (2,0 — 3,9 mm de
comprimento) apresentaram maior percentual de formacgéo de calos.

O protocolo adaptado para a analise citométrica dos calos possibilitou a
identificacdo de populacdes de células com nivel de ploidia de DNA
polipldide. Os calos apresentaram cinco classes de ploidia de DNA: 2C-4C-
8C-16C; 2C-4C-8C-16C-32C; 4C-8C; 4C-8C-16C-32C; 8C-16C-32C. Estes
resultados podem ser considerados relevantes em estudos de cultura de
anteras de tomate, tendo em vista a escassez de producao de hapléides e a
obtencdo de populacdes mixopldides na cultura de anteras em tomate
relatados na literatura.

Outra questdo importante trata-se da obtencdo de calos, a partir da
cultura de anteras, com altos niveis de ploidia de DNA sem o0 uso de
qualguer agente indutor, podendo ser considerado como um possivel
método de obtencdo de polipldides. A interacdo entre o gendtipo e os
reguladores de crescimento adicionados ao meio de inducdo e as condicdes
de cultura, possivelmente, promoveu a indu¢do de calos com altos niveis de
ploidia de DNA.
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