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COLCHICINA NA INDUGAO IN VITRO DE POLIPLOIDES E EFEITOS DA
POLIPLOIDIZACAO EM MANDEVILLAS ORNAMENTAIS

Autor: MARIANA PELAIS LEITE
Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

RESUMO

Este estudo investiga a indugcédo de poliploidia em Mandevilla in vitro, utilizando a
colchicina como um inibidor mitotico. O objetivo principal € estabelecer um protocolo
eficaz para a poliploidizagao e avaliar seus impactos em trés genaétipos de Mandevilla.
Os objetivos especificos incluem avaliar os efeitos do tempo de exposi¢ao a colchicina
na indugdo de poliploides, bem como a influéncia do gendtipo no sucesso do
desenvolvimento de plantas poliploides. Os resultados demonstram que o tratamento
com colchicina levou a mudangas significativas nas caracteristicas morfolégicas e
fisiolégicas de Mandevilla, incluindo alteragdes no tamanho das folhas, densidade
estomatica, conteudo de clorofila, cor e tamanho de flores e eficiéncia fotossintética.
As descobertas sugerem que a poliploidizagao induzida pode melhorar caracteristicas
ornamentais desejaveis. Esta pesquisa destaca o potencial da poliploidizacdo como
uma estratégia para aumentar o valor ornamental de Mandevilla e oferece insights
para futuras aplicagdes em melhoramento de plantas.

Palavras-chave: Micropropagacao; Poliploidia; Antimitotico; Apocynaceae;
Ornamentais.
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COLCHICINE IN THE IN VITRO INDUCTION OF POLYPLOIDS AND EFFECTS OF
POLYPLOIDIZATION IN ORNAMENTAL MANDEVILLAS

Author: MARIANA PELAIS LEITE
Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

ABSTRACT

This study investigates the induction of polyploidy in Mandevilla in vitro, utilizing
colchicine as a mitotic inhibitor. The main objective is to establish an effective protocol
for polyploidization and evaluate its impacts on three genotypes of Mandevilla. Specific
objectives include assessing the effects of exposure time to colchicine on the induction
of polyploids, as well as the influence of genotype on the success of polyploid plant
development. The results demonstrate that colchicine treatment led to significant
changes in the morphological and physiological characteristics of Mandevilla, including
alterations in leaf size, stomatal density, chlorophyll content, flower color and size, and
photosynthetic efficiency. The findings suggest that induced polyploidization may
enhance desirable ornamental characteristics. This research highlights the potential of
polyploidization as a strategy to increase the ornamental value of Mandevilla and
offers insights for future applications in plant breeding.

Key-words: Micropropagation; Polyploidy; Antimitotic; Apocynaceae; Ornamentals.



1 INTRODUGAO

A floricultura atualmente esta entre as industrias com maior crescimento entre
os setores da horticultura, crescimento esse ligado a maior exigéncia do publico e a
melhora no padrao de vida (Manikas et al., 2019). Hoje o mercado nacional de plantas
ornamentais e floricultura possui um PIB aproximado de R$ 19,8 bilhdes, sendo R$
7,8 bilhdes apenas do estado de S&o Paulo, englobando nisso plantas com flores,
plantas destinadas a decoragao e paisagismo, autosservi¢o e produtos relacionados
(jardinagem, nutricdo, etc.). A parcela restrita apenas a floricultura dentro desse valor
é de R$ 3,4 bilhdes (17%), oriundos de uma area de 15.600 hectares, entre estufas
(1.342 ha), sombrite (530 ha) e ar livre (13.738 ha) (AIPH, 2023).

Além disso, o setor é responsavel por 272.000 empregos diretos (do plantio ao
varejo), e no campo emprega cerca de 3,8 trabalhadores por hectare, sendo destes
20% familiar, e do total, entre 48% e 63%, mé&o de obra feminina, destacando-se como
o setor da agropecuaria que mais emprega mulheres. E o setor com mao de obra mais
formalizada e com maior escolaridade média comparado com outros setores da
agropecuaria. Sdo 2.500 espécies e 17.500 variedades/cultivares produzidas nos
8.300 produtores distribuidos pelo pais — 4.200 apenas em Sao Paulo — e cuja
producdo é absorvida majoritariamente pelo mercado nacional (97,5%) (lbraflor,
2023).

Em 2023 o consumo per capita do brasileiro com flores e plantas ornamentais
foi de R$ 97,89 e no estado de Sao Paulo, novamente esse nimero se eleva para R$
174,68. Apesar desse valor ser baixo quando comparado com outros paises como
Suica e Alemanha - € 127 e € 108 per capita em 2019 — 0 que a uma taxa de conversao
de R$ 6,3772/€ 1 colocaria o consumo brasileiro ao redor de € 8,02, ele vem
crescendo ano a ano. Em 2021 foi de R$ 51,17 per capita, em 2019 foi igual a R$
40,11 per capita, e igual a R$ 36,34 per capita em 2017 (AIPH, 2023).

Em relagdo aos anos em que o mundo passou pela pandemia de Covid-19,
com limitacdo da circulagdo de pessoas, limitacdo da mao de obra e ao varejo, o
desempenho da floricultura teve um incremento pela adogao por parte do mercado
consumidor do habito de cultivar plantas em casa, até como forma de lidar com as

restricoes e estresse gerados pelo momento. Apds o término das medidas de



isolamento, o retorno de eventos e festas garantiu também um desempenho
confortavel. No contexto de evolugao econdmica e social da floricultura, a inovagao é
um dos elementos que se destaca para a expansao desse mercado. Um dos
indicadores desse aspecto atrelado a floricultura € o numero de feiras e exposicoes —
veiculos de novidades - desse setor no pais, 35 em ambito nacional e 15 concentradas
em Sao Paulo (lbraflor, 2023).

Embora a inovagédo em tecnologias de cultivo seja constante, a busca por novos
genotipos e variedades que tragam novidade ao mercado tem sido um dos pilares da
expansao da floricultura. Para tanto, o melhoramento genético tem sido essencial na
introducao de novas caracteristicas de interesse ornamental nos cultivos, como porte
compacto, flores com coloragdo exética, tipos de inflorescéncias, dentre outras
caracteristicas. Também, pelo uso de novas espécies com potencial ornamental,
processos como construcdo de bancos de germoplasma, domesticagao e hibridagao
para atender padrdes comerciais de cultivo tem se destacado (Botelho; Rodrigues;
Bruzi, 2015; Li, M. et al. 2022).

Esse é o caso do género Mandevilla, com espécies distribuidas por todo o
continente americano e que tem como caracteristicas principais para o cultivo o habito
trepador, a preferéncia por locais iluminados, solo bem drenado, rico em matéria
organica e argila, sendo comercializada principalmente em vasos (Royal Horticultural
Society, 2024; Flora e Funga do Brasil, 2024).

A area (ha) com plantas comercializadas em vasos n&o apresentou
decréscimos, assim como os investimentos neste grupo em nenhum dos paises
avaliados no relatério International Statistics of Flowers and Bulbs, que englobou
Dinamarca, Franca, Alemanha, Grécia, Hungria, Italia, Paises Baixos, Africa do Sul,
Coréia, Turquia, EUA, e Costa Rica, considerando os anos de 2022 e 2021, se
equiparando nesse sentido somente a categoria de bulbos, em detrimento de flores
de corte e plantas destinadas a canteiros e folhagens, mesmo apds as restricdes
devido a COVID e aumento de taxas/custos energéticos em muitos paises (AIPH,
2023).

No Brasil a area com plantas comercializadas em vasos passou de 790
hectares em 2014 para 840 hectares em 2020, sendo que a Mandevilla se manteve

como um produto estavel em quantidade de vendas nos mercados mundiais e com



valorizagado no prego médio que foi de 4,85 euros para 5,86 euros de 2017 a 2020
(Ibraflor, 2023). Apenas em um centro florista da Holanda - Plantion — a Mandevilla
teve aumento na receita gerada de 2017 até 2020 em 50%, com um retorno de
900.000 euros em 2020 (AIPH, 2022).

2 OBJETIVOS

Objetivo geral

Este estudo teve como principal objetivo estabelecer uma metodologia eficiente

para a inducgao in vitro da poliploidizacao utilizando o antimitético colchicina.

Objetivos especificos

- Estabelecer uma metodologia de indugao de poliploides em Mandevilla.

- Avaliar o efeito do tempo de exposic¢ao dos tecidos de Mandevilla a colchicina

- Avaliar a influéncia dos gendtipos em relacdo a indugcdo de Mandevillas
poliploides in vitro.

- Avaliar efeitos da poliploidizacdo em caracteristicas fenotipicas, com especial
atencéao as plantas de porte compacto, robustas e com flores de tamanho maior.

- Determinar a ploidia das plantas selecionadas e de interesse, comparando
aqueles provenientes do controle aquelas tratadas com colchicina, por meio de
técnicas citometria de fluxo.

- Avaliar uma possivel correlagao entre o nivel de ploidia, determinado pela
citometria de fluxo, com parametros indiretos, a exemplo do teor de clorofila Ae B, e

tamanho e densidade de estdématos.

3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Melhoramento genético em Mandevilla
As plantas do género Mandevilla, pertencente a familia Apocynaceae,

apresentam grande diversidade em cores, tamanhos e variagbes também em seu

formato de corola, o que as torna extremamente populares no mercado de



ornamentais como planta envasada, sendo propagadas por estaquia (Araujo; Quirino;
Machado, 2014; Woijtania; Yonghong, 2021).

No entanto, apesar dos numeros promissores, poucos programas de
melhoramento genético tém desenvolvido a base das cultivares de Mandevilla
langadas nacional e internacionalmente. Similar a outros grupos de espécies
ornamentais, prevalece o melhoramento genético convencional, pelo uso de
cruzamentos entre plantas com caracteristicas de interesse, seguido da selecéo de
hibridos superiores em populagdes F1 (Costa, 2018).

Ao mesmo tempo, a combinacdo de ferramentas biotecnolégicas e do
melhoramento genético convencional tem sido uma base para a construgdo de
variabilidade genética de interesse ornamental, sendo que as ferramentas
biotecnolégicas sédo aptas a resolver limitagdes que sao dificeis ou impossiveis de se
obter por meio do melhoramento convencional, especialmente por restricbes e
barreiras reprodutivas que impedem a formacao de hibridos entre algumas espécies
(Costa, 2018).

Nessa vertente, a utilizacdo de técnicas de poliploidizacdo in vitro € uma
ferramenta valiosa na geragao de gendtipos com caracteristicas de interesse como
flores maiores, plantas mais compactas e tolerantes a adversidades climaticas, bem
como uma maneira de restaurar a fertilidade e também na tentativa de aumentar a

compatibilidade em gendtipos anteriormente incompativeis para hibridacéo.

3.2 Poliploidia

Poliploidia é - de forma simplificada - o aumento no nimero de cromossomos,
ou seja, organismos poliploides contam com mais de dois conjuntos completos de
cromossomos (Vilcherrez-Atoche; liyama; Cardoso, 2022). Os autopoliploides sao
formados pela duplicacdo do proprio genoma de uma espécie. Essa duplicagao pode
ocorrer devido a erros na meiose ou mitose, resultando em gametas nao reduzidos
que, ao se fundirem, formam um novo organismo com um numero de cromossomos
duplicado. Os alopoliploides, por outro lado, sdo formados a partir da hibridizacéo
entre duas ou mais espécies diferentes. Isso resulta em um organismo que possui

conjuntos de cromossomos de diferentes espécies. Se esse hibrido sofrer uma



duplicacdo de seu genoma, ele se tornara alopoliploide, contendo dois conjuntos de
cromossomos de cada uma das espécies parentais. (Vilcherrez-Atoche; liyama;
Cardoso, 2022).

A duplicagdo do numero de cromossomos pode acontecer em decorréncia de
indugao, ou seja, de forma artificial, e também de forma natural, espontanea, sendo
os fatores envolvidos nesta ultima ainda pouco conhecidos (Ahmadi; Ebrahimzadeh,
2020).

A poliploidia espontanea geralmente esta relacionada a erros no processo de
duplicagao celular e tem um impacto bastante relevante em processos de evolugéao e
adaptacao (Viccinni, 2017). Isso porque ela é capaz de alterar perfis de expressao
génica, o numero de copias de um gene, e formas de reprodugdo (Anatskaya;
Vinogradov, 2022). Além disso organismos poliploides podem sofrer com
reorganizagdes do genoma, sendo comum a redugao da quantidade total de DNA
através das geragdes subsequentes, o que demonstra sua natureza dinamica
(Manson; Wendel, 2020).

Ainducéo de poliploides em contrapartida € utilizada como forma de acelerar o
surgimento de individuos que possam ser destinados a programas de melhoramento
devido a suas caracteristicas desejaveis (Vilcherrez-Atoche; liyama; Cardoso, 2022),
mas que apresentam alguma restricdo reprodutiva, como esterilidade devido a
triploidia, ou alguma restricdo ornamental, a exemplo de flores pequenas em relagéo
ao padrao comercial esperado (Costa, 2018).

Em termos de domesticacao de plantas, a poliploidia dentro da agricultura € um
recurso valioso, pois pode gerar cultivares com uma série de caracteristicas
desejaveis economicamente. Nas culturas ornamentais assim também o €, sendo que
geralmente organismos poliploides apresentam flores maiores, cores mais intensas e

folnagem mais resistente (Sattler; Carvalho; Clarindo, 2016).

3.3 Inducao de poliploidia

A poliploidia induzida ou artificial pode ser realizada através de duas técnicas,
(1) a autopoliploidizagdo, no qual tecidos somaticos sdo expostos a indugdo com

agentes quimicos, como a colchicina, éxido nitroso, trifluralina, que inibem a correta
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formagao do fuso mitético durante a mitose, impedindo a divisao celular e a diviséo
dos cromossomos duplicados na célula, e (2) a poliploidizagao sexual (alopoliploides)
realizada por meio da hibridagcdo entre plantas com gametas ndo reduzidos. Essa
ultima técnica frequentemente é utilizada visando a restauracdo de fertilidade em
hibridos oriundos de diferentes espécies ou géneros, e também como uma forma de
transferéncia de genes (Eeckhaut et al. 2018). Mais recentemente, uma terceira via
de poliploidizacéo tem sido observada, pela presencga de células endopoliploides que
podem regenerar naturalmente plantas poliploides, especialmente em condi¢des in
vitro (Vilchérrez-Atoche et al. 2023). Também ¢é possivel a obtencdo de plantas
alopolipléides pela fusao de células somaticas, geralmente obtidas pela técnica de
isolamento e fusdo de protoplastos (Eng; Ho, 2018).

A duplicacdo somatica com agentes quimicos é, por sua vez, como ja
mencionado, uma via importante no melhoramento de espécies ornamentais, e pode
ser feita por meio da exposi¢cdo de sementes, plantulas e meristemas aos agentes
antimitéticos tanto in vitro quanto ex vitro (Niazian; Molaahmad, 2020). Entre as
vantagens da aplicagao in vitro esta o maior controle das condigdes ambientais, além
da possibilidade de repetir o experimento (Wu, 2018).

Uma seérie de moléculas pode ser utilizada como antimitético, como a
colchicina, oryzalina, agalim, entre outros. A oryzalina, por exemplo, se trata de um
dos antimitéticos mais comuns na inducdo de poliploidia, também usado como
herbicida, e costuma ser menos toxico que a colchicina, contudo, pode apresentar
taxas de inducado de poliploidia menores que a colchicina (Bona; Karsburg; Gallo,
2016; Fauzan et al., 2024).

A colchicina, por sua vez, € um alcaloide extremamente toxico oriundo da
planta conhecida como acafrdo-do-outono ou acafrdo-do-prado, o Colchicum
autumnale. Tem acgao inibitéria na polimerizagao da tubulina — proteina estrutural que
atua na formacgao do fuso mitético durante a divisao celular — dessa forma a metafase
€ pausada e a célula ndo se divide em duas, ndo dividindo assim seu conteudo
genético também (Esmaeili et al. 2020).

ApoGs o tratamento com a colchicina, nem todos os tecidos tratados sao
poliploidizados. Portanto, ha necessidade de separacdo entre aqueles que foram

poliploidizados e os materiais que se mantiveram diploides. Quanto a identificagao de
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poliploides, os métodos mais comuns s&o a contagem de cromossomos e a citometria
de fluxo (métodos diretos) e a observagdo de parametros morfofisiolégicos, como
tamanho e espessura de folhas, tamanho e densidade de estdbmatos e indices de
clorofila (métodos indiretos) (Mondin et al. 2018; Viruel et al. 2019; Bohanec, 2003).

Cada um deles tem suas limitagdes e também vantagens. Os métodos indiretos
costumam ter pouca acuracia, mas sao de facil execugao, enquanto que a contagem
de cromossomos tem muita acuracia, mas consome bastante tempo e € considerada
mais trabalhosa. A citometria de fluxo € bastante rapida, mas a acuracia depende
bastante de cuidados durante sua execugao/realizagao (Xu et al. 2014; Natarajan et
al. 2023; Bohanec, 2003).

Em sintese, estudos sobre poliploidizagao induzida em Mandevilla podem ser
uma via importante para a contribuicdo com novas caracteristicas florais em
programas de melhoramento de ornamentais € na solugdo de desafios como
restauracao de fertilidade em hibridos interespecificos (Mwathi et al. 2020; Niazian;
Molaahmad, 2020; Vilcherrez-Atoche; liyama; Cardoso, 2022).

Exemplos de plantas poliploides presentes hoje no mercado incluem
variedades triploides e tetraploides de lirios, tulipas, narcisos, pebnias, um hibrido
tetraploide de Magnolia x soulangeana (Cui et al. 2023) e orquideas (Pham et al.,
2019), além dos poliploides utilizados como parentais nos processos de hibridagao
(Bolanos-Villegas; Chen, 2022).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Introdugao do material vegetal in vitro

Foram utilizadas trés cultivares de Mandevilla fornecidas pela empresa
produtora de plantas ornamentais Terra Viva®, sendo os codigos MD 1287, MD 1296
e MD 1480 utilizadas neste trabalho. As estacas do material vegetal foram recebidas
no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal e Cultura de Tecidos (LFVCT-UFSCar) no dia de
sua colheita, sendo mantidos sob refrigeragdo por 24 horas até seu uso. As trés
cultivares sado hibridos e foram desenvolvidas pela empresa Terra Viva em seu
programa interno de melhoramento genético. A cultivar MD 1480 é classificada como
uma cultivar de porte médio, com flores amarelas que evoluem para tonalidade salméo

ao longo do tempo (Figura 1), a cultivar MD 1296 é porte compacto (ou Mandevilla



12

picolli comercialmente) e apresenta flores laranjas (Figura 2), e a cultivar MD 1287

também é considerada porte compacto e suas flores sdo amarelas (Figura 3).

Figura 1. Cultivar MD 1480

Fonte: Terra Viva (2024)

Figura 2. Cultivar MD 1296

Fonte: Terra Viva (2024)
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Figura 3. Cultivar MD 1287

Fonte: Terra Viva (2024)

A introdugdo do material vegetal in vitro foi realizada seguindo protocolo do
Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura de Tecidos, com limpeza superficial dos
explantes com uso de algodao hidrofilo e degermante Riohex® (digliconato de
clorexidina 2%) e lavagem em agua corrente por cerca de 5 segundos. Em seguida,
foi feito a remocgao das folhas e o seccionamento das hastes, para redugao do seu
tamanho e separagdo de segmentos contendo gemas laterais e apicais. A partir de
entdo, o material vegetal foi levado a camara de fluxo e imerso em alcool 70% por
trinta segundos, seguido por imersdao em solugcao preparada com 75% de agua
sanitaria (2,0-2,5% de cloro ativo), onde permaneceu sob agitacao por mais vinte
minutos. Decorrido esse tempo, foram realizadas trés lavagens consecutivas dos
explantes em agua deionizada autoclavada. Na sequéncia o material teve as
extremidades removidas devido ao dano provocado pelo contato com a solugao de
assepsia, e foi introduzido no frasco com meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com

modificagdes para o cultivo in vitro.

4.2 Tratamento com colchicina

A cultura foi mantida em processo de subcultivos sequenciais por cerca de trés
meses até a obtencao de plantas suficientes ao delineamento do experimento. Nesse
momento foram preparados meios de cultura MS padrao liquidos (sem sacarose e
sem agar), autoclavados e mantidos em seis Erlenmeyer, para os quais foram

transferidas sec¢des das plantulas in vitro contendo uma gema lateral cada. Dos seis
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Erlenmeyer, em trés foram acrescidas uma solugao com colchicina ao meio liquido,
na concentragao unica de 0,05% (Figura 1). Essa adic¢ao foi realizada com auxilio de

esterilizagao a frio, utilizando filtro de esterilizagéo (filtro EMD Millipore Millex™).

Figura 4. Meio de cultura Murashighe & Skoog liquido para o tratamento dos segmentos

Todos os Erlenmeyer, com e sem adigdo de colchicina foram mantidos sob
agitacéo constante e em condigdes de escuro, para garantir a correta oxigenagao do
meio e das plantas e a ndo-degradacdo da colchicina, respectivamente. Foram
utilizados dois tempos de imersao dos segmentos nas solugdes com e sem a
colchicina (0.05%) - 24 horas ou 48 horas. Apds o periodo de tratamento, as plantas
passaram por um processo de 3 lavagens consecutivas de 60 segundos cada, com
agua deionizada autoclavada e entdo foram levadas para frascos com meio MS
modificado e solidificado para o cultivo de Mandevilla. As plantas decorrentes do
tratamento foram cultivadas por 30 dias em sala de crescimento sob luz LED azul e
vermelha com Densidade de fluxo de Fétons Fotossintéticos (PPFD) de 112,6 umol
m-2s-! por segundo (medido com sensor Full-Spectrum Quantum SQ-520, da Apogee
Instruments®), com fotoperiodo 16/8 horas, e temperatura de 25 + 2°C.

O numero de segmentos nodais de cada tratamento foi igual a 50, e o
delineamento experimental foi um esquema fatorial com 2 condi¢cbes de dose (com e

sem colchicina) x 2 tempos de exposi¢ao x 3 genotipos.
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Apo6s quatro semanas de cultivo, as novas brotagbes provenientes dos
segmentos nodais tratados com colchicina e também do controle foram isoladas do
segmento nodal tratado e subcultivadas para o mesmo meio de cultivo das outras
fases, mantendo os segmentos nodais originais no mesmo meio em que foi colocado
ao final das 24 e 48 horas. Esse processo de coleta de novas brotagdes foi repetido
até a obtencdo de aproximadamente 100 plantas de cada tratamento. As novas
brotagdes foram entdo mantidas em cultivo in vitro até a formagao completa das

plantas durante 60 dias.

4.3 Aclimatizacao

As plantas in vitro obtidas da fase anterior foram levadas entédo para o ambiente
ex vitro, na empresa Terra Viva®, localizada na rodovia que liga Holambra a Santo
Antonio de Posse, interior de Sdo Paulo. As plantas foram, portanto, retiradas dos
frascos, lavadas com agua corrente e transplantadas para papers de enraizamento
(paper-pot) e mantidas em condigdo de mini tunel com irrigagdo uma vez na semana.

ApoOs seis semanas de aclimatizagdo a sobrevivéncia das plantas foi
contabilizada, uma vez que a saida da condig¢ao in vitro, no qual ha alta umidade
relativa, temperatura amena, fornecimento de sacarose (fotomixotrofia), agua e
nutrientes no meio de cultura - além do ambiente ser isento de microrganismos - para
0 ambiente ex vitro, em geral com baixa umidade relativa, temperaturas variaveis,
necessidade de estabelecimento da autotrofia, baixa disponibilidade de agua e
nutrientes e com presenga de microrganismos, sendo alguns patogénicos, pode
resultar em taxas de perdas variaveis de acordo com a cultivar e 0 ambiente em que
foi feito o transplante. Apds seis semanas no mini tunel as plantas foram
transplantadas em potes numero 12 (12 cm didmetro de boca e capacidade de um
litro de substrato), com substrato a base de pinus (pH 5,5), e mantidas em estufa do
tipo Poly Shade (8m x 40m), com sombreamento aluminet 40%, e plastico difusor 150
micra, com adubag¢ao NPK 12-8-14 e irrigagdo duas vezes por semana no verao e
uma vez por semana no inverno, durante dois meses.

Ao final de dois meses de cultivo nesse pote, com as plantas ja desenvolvidas,
tiveram inicio avaliagdes do material, visando rastrear plantas e tratamentos com

caracteristicas de poliploidia. Essas avaliagdes se concentraram na medicao de teores
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de clorofila A e B com equipamento portatil, medidas do comprimento e largura das
folhas, além de coletas de folhas para citometria de fluxo e andlise de estématos.
Todos estes parametros estdo melhor descritos nos topicos seguintes. A figura 4

compreende as principais etapas do tratamento e de analise esta exposto a seguir.

Figura 5. Resumo grafico das etapas de tratamento e analises
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4.4 Desenvolvimento in vitro apds o tratamento com colchicina

Durante o cultivo in vitro do material pds tratamento com as dosagens de
colchicina e tempos de exposi¢cao ao antimitético, foi realizada a contagem de novos
brotos e também da mortalidade das plantas, uma vez que a colchicina pode ser
bastante tdxica para os tecidos vegetais e provocar a morte da planta. A contagem de
brotacdes foi realizada aos 30 e 60 dias, sendo que com trinta dias os novos brotos
foram separados dos explantes tratados e dos controles e passados para novos meios
de cultivo, repetindo esse processo ao final de sessenta dias. A sobrevivéncia das
brotagdes in vitro foi obtida a partir de um experimento contendo cinco repeticdes
(frascos) cada um contendo dez segmentos. Portanto, foram obtidos a partir do total
de 50 brotacdes avaliadas por tratamento. O mesmo foi feito para contabilizar o

numero de brotagdes.

4.5 Citometria de Fluxo

As amostras que passaram pela técnica de citometria de fluxo foram coletadas

a partir das plantas cultivadas em pote 12 e mantidas em cultivo em estufas na
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empresa Terra Viva® por 2 meses desde o término da aclimatizagdo, sendo
estabelecido um padréo de coleta para garantir a aleatoriedade. Durante esta fase de
cultivo, considerando as perdas ao longo do experimento, o total de plantas por
tratamento foi o seguinte: para MD 1480, os controles apresentaram 40 plantas (24
horas) e 38 plantas (48 horas), enquanto os tratamentos com colchicina resultaram
em 27 plantas (24 horas) e 23 plantas (48 horas). Para MD 1296, os controles tiveram
25 plantas (24 horas) e 18 plantas (48 horas), enquanto os tratamentos apresentaram
32 plantas (24 horas) e 22 plantas (48 horas). Ja para MD 1287, os controles
contabilizaram 29 plantas (24 horas) e 32 plantas (48 horas), enquanto os tratamentos
com colchicina resultaram em 32 plantas (24 horas) e 36 plantas (48 horas). O padréao
de coleta consistiu em colocar todas as plantas obtidas em fileiras paralelas, nao
coletando-se as trés plantas iniciais de cada linha, e em seguida coletar trés, pulando
mais trés e coletando trés, isso até se obter o total de 10 amostras de folhas. Ao final
da primeira linha com o primeiro tratamento, o movimento de coleta comegou no lado
oposto, repetindo novamente a coleta 3x3, e seguiu até a ultima linha/tratamento,
como exposto na figura 5. As amostras coletadas tinham, no minimo, cerca de trés
pares de folhas ja desenvolvidas, e aquelas que sofreram danos no tecido decorrente
do armazenamento antes da analise de citometria foram descartadas e nao utilizadas

para analise.
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Figura 6. Organizagao das plantas de Mandevilla tratadas e ndo tratadas com colchicina na estufa de cultivo
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(a)Grupos com os vasos de cada tratamento em estufa; (b) Padrao de coleta utilizado para envio de amostras para
etapa de citometria de fluxo; Circulo vermelho corresponde a planta ndo coletada, circulo verde corresponde a
planta coletada, circulo cinza corresponde a plantas que sobraram sem necessidade de coleta.

Para as analises de citometria de fluxo, foi feita a sec¢ao dos tecidos das folhas
de tratamentos e de referéncia em um fragmento de 2 cm? entdo estes foram
retalhados por 30 segundos com 0,5 mL de tamp&o OTTO-I, 50 ug mL"' RNAse e 2
mM ditiotreitol, seguindo para incubagao por mais trés minutos e pela posterior nova
adicdo de 0,5 mL do tampéo OTTO-I seguido de filtragdo em malha de nylon - 30 um
de didmetro — diretamente no microtubo de analise do equipamento, com capacidade
de 2 mL, e entdo centrifugado por cerca de 5 minutos a 100xg. A parte sobrenadante
desta ultima etapa foi descartada e novamente mais 100 yL do tampao OTTO-I foi
adicionado ao precipitado, que foi homogeneizado em vértex e levado a incubagéo
por 10 minutos.

0,5 mL de tampao para coloragdao — OTTO-Il — com de 400 mM Na2HPO4.H20,
2 mM ditiotreitol, 50 yg mL' RNAse, e 75 ug mL" iodeto de propideo —IP —
comprimentos de onda de excitagdo/emissao: 480-575/550-740 nm - foi adicionado
ao tubo com a suspenséao, novamente filtradas em filtro de nylon — 20 um - diretamente
nos tubos de analise, e mantidas por 30 minutos no escuro para colorir os nucleos.
Essa suspenséao foi analisada no citbmetro de fluxo BD (Accuri C6 flow cytometer)
com um laser de 488 nm para excitar o DNA e capturar a emissao nos filtros FL2 (615
— 670 nm) e FL3 (> 670 nm).
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Como referéncia padrédo para a andlise de citometria das amostras
provenientes dos experimentos foram utilizadas as cultivares originais (MD 1480, MD
1296 e MD 1287), utilizadas como controles de cada tratamento, sendo também
coletadas uma folha de cada cultivar em ftriplicata, portanto, utilizando-se trés
amostras por cultivar. O mesmo procedimento de coleta e analise por citometria de
fluxo foi realizado para todos os tratamentos com colchicina. Ao total, foram avaliadas
10 plantas por tratamento, as quais foram usadas para comparacao dos perfis de
citometria e identificagdo da porcentagem de plantas poliploides em relagédo ao padrao
ou referéncia (cultivar original). Foi estabelecido que amostras com o dobro (ou
préximo do dobro) dos valores de citometria de fluxo das cultivares referéncia, seriam
identificadas como poliploides. A outra possibilidade de resultado observado foi o
surgimento de mais de um pico nos histogramas de citometria, sendo um dos picos
préximo aos valores da cultivar original e outro com o dobro (ou préximo do dobro) do
valor da cultivar original. Nesse caso, as plantas foram consideradas mixoploides, com
a presenca de tecidos diploides e tetraploides crescendo conjuntamente.

Picos do histograma gerados que apresentavam coeficiente de variagao
menores que 5% foram utilizados como referéncia para determinar o nivel de ploidia
do DNA. O canal de referéncia para determinagcdo da ploidia de cada amostra de

tratamento foi o conteudo de DNA de cada cultivar respectiva (controles).

4.6 Quantificagao de Clorofila utilizando o equipamento CFL1030 (Falker®)

A quantificacdo dos teores de clorofila das plantas obtidas com ou sem o
tratamento com a colchicina e dos controles (referéncia) relativos a cada tratamento
foi feita com equipamento Clorofilog CFL1030(Falker®). Esse equipamento é portatil,
de manuseio simples, e fornece um indice de clorofila A e B em alguns segundos, pelo
simples contato do sensor com a folha analisada.

As medicdes foram realizadas na terceira e quarta folha totalmente
desenvolvida a partir do apice, concentrando o sensor na por¢ao mediana da folha,
evitando-se a regido central da folha. Cada folha recebeu trés leituras, e a média
dessas leituras foi registrada como repeticdo. Foram analisadas dez plantas por
tratamento, além de coletadas 10 medidas de cada um dos poliploides identificados.
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4.7 Tamanho e densidade estomaticas

A dimensao dos estdmatos foi avaliada considerando a sua medida longitudinal
e equatorial, além da medida longitudinal e equatorial do ostiolo, somente em
estdbmatos com ostiolo aberto. Foram analisadas 5 plantas por tratamento. As folhas
coletadas se tratavam do terceiro e quarto par de folhas totalmente desenvolvidas a
partir do apice. As laminas foram preparadas com uso de uma camada fina de esmalte
de unha transparente, aplicada sobre a face abaxial das folhas de Mandevilla. Apés a
completa secagem do esmalte, foi feito uso de uma fita transparente de durex
pressionada levemente contra o esmalte, entdo removida da folha cuidadosamente e
passada para uma lamina de analise.

Para a avaliagao das dimensdes dos estdmatos foi utilizado o aumento de 400
X —10 X na lente ocular e 40 X na lente objetiva — além do auxilio de camera acoplada
ao microscopio o6tico, software de analise e fotografia das laminas, ambos Opticam
Microscopy Technology®.

Para analise da densidade estomatica foi feito uso da mesma técnica de fita
durex sobre esmalte seco, sendo modificado apenas o aumento do microscopio, para
100 X — 10 X na ocular e 10 X na objetiva.

Com as imagens coletadas, foi utilizado outro software, ImageJ®, para as
medidas e também para a contagem de estbmatos por area. Para a estatistica de
tamanho de estdbmato, foram coletadas 20 medidas de cada tratamento ou poliploide
(nos casos constatados pela citometria) e de cada dimensao - medida longitudinal,
equatorial e o mesmo do ostiolo. Ja para a estatistica de densidade estomatica, foi
realizada a analise de 10 laminas por tratamento ou por poliploide, sendo o numero
absoluto de estdmatos da lamina dividido pelo campo de visdo do microscopio em

mm?, calculando-se assim a densidade de estdmatos.

4.8 Dimensoes foliares

As dimensdes foliares como parametros morfoanatémicos compreendem uma
anadlise indireta para a identificacdo de poliploides, e foram realizadas sobre as
mesmas plantas analisadas nos parametros anteriores, de citometria de fluxo,

dimensdes estomaticas e densidade de estomatos foliares. Foi feito uso de
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paquimetro digital c6d.316119 (marca MTX®), com duas casas depois da virgula, e
graduagao em mm.

Foram realizadas 3 medidas de cada parametro por folha — 3 medidas de
comprimento, 3 de largura e 3 de espessura — cuja média foi considerada uma
repeticdo. O total de médias contabilizadas tanto dos controles quanto dos poliploides
foi de 10.

Quanto a area foliar, foi utilizado o equipamento scanner de area foliar LI-3100C
Area Meter da LI-COR®, que fornece a medida da superficie foliar em cm? em poucos
minutos, somente passando a folha em uma esteira iluminada por uma fonte de luz.
Nesse caso, a repeticao também foi obtida da média aritmética entre trés medidas
coletadas da mesma folha. O total de repeticdes para area foliar também foi igual a
10. Para coleta dos dados foliares também foi feito uso do terceiro e quarto par de

folhas totalmente desenvolvidas, a partir do apice da planta.

4.9 Dimensoes florais

Os parametros avaliados nas flores, assim como nas folhas, correspondem a
uma analise indireta para avaliagdo dos tratamentos, e foram realizadas também
sobre as mesmas plantas analisadas nos parametros supracitados. O mesmo
paquimetro digital utilizado para a coleta de dados das folhas foi utilizado para as
flores. Foi feita a coleta de 3 medidas de cada parametro por flor — 3 medidas de
comprimento, 3 de largura e 3 de altura — cuja média foi considerada uma repeticao.
O total de médias contabilizadas tanto dos controles quanto dos poliploides foi de 5,

devido a baixa frequéncia de floragdo observada em alguns poliploides.

4.10 Coloragao das flores utilizando o equipamento espectofotometro CM-26d
(Konica Minolta®)

Para avaliagao da coloracao das flores, foram realizadas medidas das pétalas
de flores totalmente abertas, sendo coletadas trés medidas com a média delas
resultando numa repeticdo. A coleta de dados de coloragao foi feita com o uso do
espectrofotometro de esfera portatil modelo CM-26d da Konica Minolta®, que fornece

dados de cor no sistema CIELAB (Lab), fornecendo indices de cor (Pseudocor),
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luminosidade (L), tendencias da cor entre verde e vermelho (a) e entre azul e amarelo
(b), saturagédo ou intensidade da cor (C), angulos da cor (h) no espaco CIELAB,
valores ligados a percepg¢ao humana da cor (x, y e z) e o brilho specular da amostra
(GU). No entanto somente alguns desses dados sdo de fato necessarios para as
analises estatisticas da cor da amostra, sendo eles a luminosidade, as tendencias
entre verde e vermelho, e as tendencias entre azul e amarelo, L, a e b
respectivamente. Para a estatistica da coloragdo das flores foi feito o uso de 5

repeticoes de cada tratamento e controles, e dos poliploides identificados.
4.11 Dimensoes radiculares

As dimensdes radiculares avaliadas foram o didmetro médio e o comprimento
médio das raizes, sendo que a média de trés medidas coletadas constituiu uma
repeticdo. Para a analise estatistica foram estabelecidas 10 repeticbes de cada
parametro. Para a medida dos parametros foi feito uso de fotografias do sistema
radicular das plantas, livres de substrato, sobre um fundo quadriculado de 1 por 1
centimetro, e feitas todas com a mesma distancia. Com uso dessas fotografias, e do
software ImageJ® junto com o plugin SmartRoot® foram realizadas as medidas. O
pluguin SmartRoot® é capaz de fornecer medidas do didametro de raizes e
comprimento total delas de maneira bastante eficiente, ja que foi desenvolvido

exatamente para tal funcao.

4.12 Eficiéncia fotoquimica e no uso da agua utilizando o equipamento
fluorébmetro e porémetro combinados LI-600 da LI-COR®

Para analise da eficiéncia fotoquimica — como o fotossistema Il esta
convertendo luz em energia quimica - e do uso da agua foram coletados parametros
de fluorescéncia da clorofila e também de trocas gasosas das folhas com o
equipamento combinado fluorémetro e porémetro LI-600 da LI-COR®.

A fluorescéncia da clorofila (PAM) é avaliada segundo os parametros de
eficiéncia maxima do fotossistema Il em folhas escuras (Fv/Fm), rendimento quéntico
efetivo do fotossistema Il em condi¢des de luz (YII), transporte de elétrons (ETR) e

extingdo nao fotoquimica ou liberagao de calor (NPQ).
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Quanto aos parametros de trocas gasosas ou porOmetria, os parametros
fornecidos pelo equipamento sdo a condutancia estomatica ou o nivel de abertura dos
estbmatos (gsw), a temperatura da folha, e o potencial de transpiracdo da planta
(VPD).

Para a coleta de tais parametros as plantas foram mantidas sob luz direta de
30 a 40 minutos, entre as 11:00 da manh& e 12:30 da tarde, estando todos os vasos
bem hidratados. As folhas utilizadas para a coleta foram as do terceiro e quarto par
totalmente desenvolvidas a partir do apice da planta, sendo cada medida uma

repeticao.

4.13 Forma de analise dos resultados

Os dados foram analisados por meio do software R, com a realizagdo da
ANOVA para checar a significancia dos tratamentos e teste de comparagdes multiplas
de médias de Scott-Knott, nos niveis de p < 0,001, p < 0,01 e p < 0,05 no maximo.

Foram considerados dois tipos de analises, uma comparando-se O0s
tratamentos com diferentes tempos de exposigcao a colchicina, avaliando o efeito da
colchicina sobre as caracteristicas avaliadas nos gendtipos de Mandevilla e uma
segunda comparagao na qual foram analisadas e comparadas as plantas poliploides
com diploides, com o objetivo de demonstrar os efeitos da poliploidia sobre o
desenvolvimento e fisiologia de Mandevillas. Dessa forma, apds a identificacao de
individuos poliploides em cada tratamento por meio da citometria de fluxo, os mesmos
parametros utilizados para avaliacdo dos tratamentos foram medidos nos poliploides

para uma comparacao direta com os individuos diploides.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resumo das principais observagoes

Sintetizando aqui alguns dos resultados expostos mais detalhadamente
adiante, o protocolo utilizado foi eficiente para obtengao de poliploides neste trabalho
e € possivel observar o quanto a indugao de poliploidia € gendétipo dependente, assim
como algumas caracteristicas e fatores dos poliploides também se alteram de forma
distinta entre os genoétipos de Mandevilla aqui estudados. Isso pode ser notado na
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avaliagao de sobrevivéncia, que cai com o uso da colchicina e aumento do tempo de
exposicao, exceto para a cultivar MD 1287. Com a taxa de novas brotagdes essa
dindmica de queda com aumento de tempo se mantém para a cultivar MD 1480,
enquanto que as cultivares MD 1296 e MD 1287 tem elevagao da taxa aos 60 dias. O
melhor tratamento considerando a eficiéncia de indug¢ao de poliploidia para MD 1480
e MD 1287 foi a exposigao a colchicina por 48 horas, mas 0 mesmo nao pode ser
concluido para cultivar MD 1296.

Analisando poliploides obtidos, os da cultivar MD 1480 apresentam em sua
maior parte redugao da clorofila A, enquanto que nos tetraploides da cultivar MD 1287
apenas os valores de clorofila B sofreram elevacéo.

Os poliploides de MD 1480 e MD 1287 também apresentaram maior espessura
foliar. Elas concentraram sobretudo um aspecto mais brilhante e coriaceo. O tamanho
das flores até o momento s6 pode ser verificado para MD 1287, nos quais apenas 0s
poliploides oriundos do tratamento por 48 horas apresentaram aumento de
comprimento e largura. A cor verificada para duas flores de tetraploides de MD 1287,
apresentou certo desvanecimento em uma delas. As flores, contudo, mostraram
diferencas no formato de pétala e em suas bordas.

Quanto a eficiéncia fotossintética, dois tetraploides de MD 1287 e um de
MD1480 apresentaram maior taxa de transporte de elétrons (em ambos os tempos de
24 horas e 48 horas), indicando respostas bastante heterogéneas a poliploidia dentro
da mesma cultivar. A poliploidia se concentra, portanto, em detalhes, a niveis

estruturais, bioquimicos e fisiolégicos.

5.2 Desenvolvimento in vitro dos explantes tratados com colchicina

Os explantes tratados com colchicina por 24h e 48h assim como os controles
sem colchicina foram avaliados em relacao a sobrevivéncia dos segmentos nodais e
ao numero de brotagdes. Essas avaliagdes foram realizadas aos trinta e sessenta dias
de cultivo apés o tratamento com colchicina.

A sobrevivéncia dos explantes foi significativa para a concentracédo de
colchicina apenas para as cultivares MD 1296 e MD 1287 aos 30 dias. Ja o fator
tempo de exposig¢ao a colchicina foi significativo para MD 1296 aos 60 dias e para MD
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1287 aos 30 dias, assim como também a unica interagao significativa foi verificada
para MD 1287 aos 30 dias. Somente o tratamento sem colchicina mantido por 24 horas
em meio de cultura liquido ndo apresentou mortandade de segmentos nodais em
numeros absolutos. Mesmo os controles com tempo de imersdo em meio sem
colchicina por 48 horas demonstraram reducdo da sobrevivéncia dos segmentos
nodais aos 60 dias de cultivo em numeros absolutos (Tabela 1). A morte de tecidos
controle muito possivelmente é devida ao acumulo de liquido e a alta umidade que
permanece nos espacgos intercelulares em meios liquidos, reduzindo a troca gasosa
nos tecidos, que mesmo sob agitagcdo, sofrem hipdxia e estresse oxidativo
(Polivanova; Bedarev, 2022). Ja a sobrevivéncia reduzida de explantes que tiveram
contato com a colchicina € bastante comum, uma vez que a substancia € toxica, sendo

observado o escurecimento dos tecidos seguido de morte.

Tabela 1. Taxa de sobrevivéncia de segmentos nodais in vitro, decorrente do tratamento com colchicina por 24 e
48 horas

MD 1480 MD 1296 MD 1287
o Tempo (h)
Dose (%) 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0.0 24 100 100 100 A 100 a 100 Aa 100
’ 48 100 80 100 A 62b 100 Aa 80
0.05 24 96 68 92 A 92a 98 Ba 74
’ 48 100 50 80B 32b 92 Bb 84
F (dose) 2,67 4,16 23,06*** 1,92 12,5%* 0,62
F (Tempo) 2,65 1,56 4,24 12,77* 4,5 0,13
F (Interagio) 2,63 0,01 4,23 0,66 4,3* 1,15

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Para as avaliacbes de 30 e 60 dias a dose de colchicina foi significativa — a
nivel de 0,001 — para MD 1480 e MD 1287. A unica interacdo dose X tempo
significativa ocorreu aos trinta dias para a cultivar MD 1296, que também teve
influéncia da dose do antimitético. Ja aos sessenta dias de cultivo, apenas o tempo
de contato com a solugao contendo colchicina foi responsavel — a 5% de significancia
- pela reducdo nas novas brotacbes em MD 1296. O fator tempo também teve

influéncia sobre a cultivar MD 1480 aos sessenta dias, ao nivel de 5% (Tabela 2).
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Todos os segmentos nodais tratados com colchicina, independente da cultivar,
tiveram redugdo no numero de novas brotagdes geradas, em relagdo aos controles
sem exposicao a colchicina. Essa redu¢ao do numero de brotagdes é consequéncia
dos efeitos adversos da colchicina sobre os tecidos vegetais, causando em parte
mortandade dos tecidos ou estresses que resultam na redugcdo do numero de
brotagdes geradas por explante. A cultivar MD 1296 aparentemente apresenta uma
recuperacao mais rapida desses efeitos, pois aos 60 dias o tempo de contato com a

colchicina por 24 horas ja teve influéncia sobre a taxa de novas brotac¢des (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de novas brotagdes in vitro por segmento nodal, decorrente do tratamento dos segmentos nodais
com colchicina por 24 e 48 horas

Dose  Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
0.0 24 1,28 A 2,22 Aa 1,56 Aa 2,26 a 1,94 A 2,94 A

48 1,32 A 1,34 Ab 1,82 Aa 1,82 a 2,34 A 2,58 A

0.0 24 0,46 B 0,36 Bc 1,28 Ba 1,98 a 1,10 B 0,64 B

48 0,44 B 0,18 Bc 0,62 Bb 0,70 b 0,64 B 1,28 B
F (dose) 58,08*** 38,81*** 11,85** 4,15 26,14*** 23,14**
F (Tempo) 0,01 4,78* 0,86 6,26* 0,01 0,14
F (Interagio) 0,07 2,08 0,05* 1,49 2,99 1,78

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras mindsculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Em Mandevilla bahiensis exposta a duas doses (0,025% e 0,05%) de colchicina
por 3 tempos (8,16 e 24 horas), a maior taxa de mortalidade foi oriunda do tratamento
com 0,025% de colchicina por 24 horas de exposigéo (9,3%), seguida pela dose de
0,05% por 24 horas (8,0%). As menores taxas — entre plantas que foram expostas ao
antimitético - foram 4% e 2,7% dos tratamentos com dose de 0,05% por 8 horas e
0,05% por 16 horas respectivamente. Ja os controles, que nido foram expostos a
colchicina, somente aos meios de cultura pelos trés tempos corresponderam aos
menores valores de mortalidade geral, com 1,3%, 2,7% e 6,7% para 8, 16 e 24 horas
respectivamente (Costa, 2018).

Khan et al. (2023) obtiveram resultados similares com melancia, Citrullus
lanatus (cultivar Thailand-2) obtidos em seu estudo, comparando o grupo tratado com
doses de colchicina (0.05%, 0.1% e 0.5% por 24 h, 48 h e 72 h cada) no qual a
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sobrevivéncia foi reduzida em comparagao com os grupos controle ndo tratados com
colchicina. Em néspera, Eriobotrya japbnica, a sobrevivéncia esteve associada
apenas com a concentragédo do agente antimitotico (Blasco; Badene; Naval, 2015). No
trabalho de Talei e Fotokian (2020) os explantes de melissa (Melissa officinalis)
submetidos a concentragdes de 0,1% e 0,2% de colchicina pelo maior tempo em
questdo (72 h) ndo foram capazes de sobreviver, mesmo que Costa (2018), tenha
observado que ndo houve associagao entre a sobrevivéncia de plantas de Mandevilla
bahiensis cultivadas in vitro e 0 uso de concentracdes crescentes de colchicina e nem
com o aumento do tempo de exposi¢cao ao alcaldide.

A colchicina como ja exposto interfere na mitose, inibindo a polimerizagao da
tubulina e, consequentemente, a formacao do fuso mitético. Isso leva a interrupgao da
divisdo celular e pode resultar em poliploidia. No entanto, a colchicina também causa
estresse celular e toxicidade (Manzoor et al. 2023).

Isso porque quando as células sdo expostas a colchicina, pode ocorrer um
aumento na produgédo de EROs (espécies reativas de oxigénio), como peroxido de
hidrogénio (H,0,), superdxido (O,~) e radicais hidroxila (*OH). Esses compostos sao
altamente reativos e podem danificar componentes celulares, incluindo lipidios,
proteinas e acidos nucleicos. Com o acumulo de EROs, a capacidade antioxidante da
planta fica comprometida, causando estresse oxidativo (que por sua vez pode gerar
dano a membranas, ao DNA, a atividade enzimatica) e mesmo a morte celular
(Castafieda-Nava et al. 2021).

A sobrevivéncia dos explantes ou tecidos expostos a colchicina é um fator
crucial na avaliacao da eficiéncia do processo de inducao de poliploidia. Embora um
tratamento possa induzir poliploides, ele também pode resultar em uma alta taxa de
mortalidade dos tecidos, especialmente quando o tempo de exposi¢ao a colchicina é
prolongado ou sua concentragdo € muito elevada (Ansari et al. 2022). Essa
mortalidade elevada pode reduzir a frequéncia e a eficiéncia geral da indugao de
poliploidia. Para mitigar esse problema, é recomendavel calcular a eficiéncia do
tratamento com base no numero de plantas sobreviventes, ajustando os resultados

pela taxa de sobrevivéncia dos grupos controles (Cabahug et al. 2021).
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5.3 Resultados da citometria de fluxo

Os canais utilizados como padréo na citometria de fluxo foram determinados a
partir da ploidia das plantas controle (dipléides), sendo os canais 2C iguais a
25939,15, 25619,76, e 26517,10 para MD 1480, MD 1296 e MD 1287
respectivamente.

A partir da citometria de fluxo foi possivel encontrar dois individuos mixoploides
pertencentes a cultivar MD 1296 — oriundos do tratamento com colchicina 0,05% por
24 h. Também foram detectados um individuo mixoploide e quatro individuos
tetraploides nos grupos tratados com colchicina 0.05% da cultivar MD 1480, sendo
que o individuo mixoploide e um individuo tetraploide foram obtidos no tratamento de
exposicao a colchicina por 24 horas, e os outros trés tetraploides foram identificados
no tratamento com colchicina por 48 horas. Quanto a cultivar MD 1287, foram
identificados apenas individuos tetraploides, sendo 4 deles oriundos do tratamento
com colchicina por 24 horas e mais 4 oriundos do tratamento com colchicina por 48
horas. ApOs a coleta de imagens do sistema radicular das plantas, um dos tetraploides
do tratamento com colchicina por 48 horas secou e morreu. Um detalhe importante
sobre essa planta € o fato de que ela ja aparentava estrutura muito mais fragil que as
outras, com tamanho muito reduzido e folhas encarquilhadas cujo peciolo soltava
facilmente do caule. Além dessa planta, mais um tetraploide oriundo do mesmo
tratamento também possui tais caracteristicas e aparéncia fragil, este outro, contudo,
sobreviveu. Um dos mixoploides identificados da cultivar MD 1296 apds o surgimento
de sintomas de uma bactéria fitopatogénica também morreu. Este, da mesma forma,
também aparentava se tratar de uma planta de aspecto mais fragil.

Afrequéncia de poliploides foi calculada com base na formula (1) a seguir, sendo

ajustada pelo numero de individuos analisados:

Numero de poliploides

(I) Frequéncia de Poliploides = ( ) *100%

Numero de individuos analisados

A eficiéncia de poliploidizagdo ou eficiéncia de indugdo de poliploidia foi

calculada a partir da equacao (Il) ajustada de Hassan et al. (2020) exposta a seguir:
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Numero de poliploides

(I) Eficiéncia de Poliploidizacdo = ( ) *100%

Numero de explantes tratados

A adaptacao da férmula visa calcular a eficiéncia do processo de poliploidizagao
em relagdo a frequéncia de poliploides observada pela sobrevivéncia das plantas
tratadas, corrigidas pela mortalidade do controle, para maior diferenciacéo de plantas
que morreram pela colchicina ou pelo estresse fisioldogico de permanecer em meio

liquido sem colchicina por 24 ou 48 horas (controles).

Tabela 3. Eficiéncia de indugéo de poliploidia in vitro ajustada pela sobrevivéncia dos controles, e frequéncia de
poliploidia, decorrente do tratamento dos segmentos nodais com colchicina por 24 e 48 horas

Eficiéncia de indugao de

. N S o
MD poliploidia in vitro *(%) Tempo de exposigao (h) Frequéncia de poliploidia (%)
5,88 24 40
1480
15 48 60
4,34 24 40
1296
0 48 0
10,8 24 66,7
1287
12,12 48 50

*Corrigida pela sobrevivéncia dos controles

A maior frequéncia de poliploidia foi observada na cultivar MD 1287 exposta a
colchicina por 24 horas (66,7%), seguida pela cultivar MD 1480 exposta a substancia
por 48 horas (60%). A cultivar MD 1296 apenas desenvolveu poliploides quando
exposta a colchicina pelo periodo de 24 horas, e mesmo assim foi observada apenas
dois individuos identificados como mixoploides. Quanto a eficiéncia de indugao de
poliploidia in vitro os melhores valores observados foram os da cultivar MD 1480 com
tempo de exposigdo a colchicina por 48 h (15%) seguido pela cultivar MD 1287
(12,12%) pelo mesmo tempo de exposi¢ao, e o menor valor obtido foi para a cultivar
MD 1296 (4,34%) em 24 horas de tratamento com colchicina (Tabela 3).

A variagdo que existe na frequéncia e eficiéncia entre os tratamentos e
cultivares testadas tem causa multifatorial, e pode estar relacionada as doses de
antimitético, ao tempo de exposigao a eles, sua forma de aplicacdo e a espécie
utilizada. No trabalho de Costa, onde foram testadas as dosagens de 0,025% e 0,05%

de colchicina por 8 horas, 16 horas e 24 horas para induzir poliploidia na espécie
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Mandevilla bahiensis, a maior porcentagem de tetraploides (17%) foi observada no
tratamento com a dose de 0,05% por 24 horas de exposicéo, seguida pela dose de
0,025% por 24 horas (9%), o que pautou aqui a escolha pela dosagem de 0,05%,
ampliando o tempo em cultivares de Mandevilla (Costa, 2018).

Mahanta et al. (2023) avaliaram a eficiéncia de poliploidizagéo in vitro de trés
concentragdes de colchicina (0,1%, 0,25% e 0,5% p/v) por tempos de exposi¢cao de
(4, 6, 8 e 12 horas) em apices caulinares de gérbera, sendo que a maior eficiéncia de
inducgao foi obtida no tratamento com concentragéo de 0,1% por 4 horas. Em carqueja
amarga (Melastoma candidum sp.) submetida a doses de 0,05%, 0,1%, 0,2%, e 0,4%
de colchicina por 24 h, 48 h, 96 h e 144 h, as melhores frequéncias de poliploidia e
sobrevivéncia de explantes foram observadas no tratamento com 0,2% por 48 h.
Embora os outros tratamentos com 0,2% de colchicina por 96 h e 144 h tenham
apresentado frequéncias de poliploidia de 100%, as taxas de sobrevivéncia foram
menores, 42,3 % e 28,5 % respectivamente (Zou et al. 2024).

De acordo com Dhooghe et al. (2011) a aplicagdo de doses mais baixas de
colchicina por periodos curtos de exposicdo pode aumentar a taxa de sobrevivéncia
de plantas, mas pode resultar em uma menor porcentagem de poliploides. Por outro
lado, doses mais altas e tempos de exposigdo mais longos podem aumentar a taxa
de poliploidizacdo, mas também podem levar a uma maior mortalidade das plantas e
a formagao de células com niveis de ploidia indesejados (como octaploides).

Outros fatores menos intuitivos, no entanto, também tém impacto no sucesso
ou insucesso da inducao de poliploidia. O tempo de pré-cultivo do explante (escama)
foi um fator significativo na pesquisa de Li et al. (2020), onde a maior taxa de indugao
de tetraploides (33,33%) de lirio (Lilium davidii var. unicolor) foi alcangada com um
tratamento de pré-cultura de 15 dias (inicio de embriogénese) seguido de imersdo em
uma solugéo de colchicina 0,025% por 24 horas, em comparagdo com o pré-cultivo
de 20 dias (final da embriogénese) e outras doses 0,05% ou 0,1%. Logo é bastante
importante frente a esses dados considerar a importancia de uma série de fatores e

particularidades diante do processo de poliploidizagao.
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5.4 Quantificagao de clorofila

A unica diferenca significativa ocorreu dentro da cultivar MD 1480. A interacao
foi significativa para a relagao Clorofila A/B, no tratamento com colchicina por 48
horas, a um nivel de significancia de 5%. A relacao entre as clorofilas foi menor nesse
grupo em detrimento dos controles e do tratamento com colchicina por 24 horas. As
clorofilas A e B da cultivar MD 1480, dos grupos tratados com colchicina ndo diferiram
dos seus grupos controles. As cultivares MD 1296 e MD1287 tratadas com colchicina
nao apresentaram diferengas nas clorofilas A e B e na relagdo A/B de seus respectivos

controles, em nenhum fator isolado nem na interacao deles (Tabela 4).

Tabela 4. Teores de clorofila A, B e relagdo A/B em condigéo ex vitro, decorrente do tratamento das plantas com
colchicina por 24 e 48 horas in vitro

Dose Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) A B A/B A B A/B A B A/B
0.0 24 32,74 908 350Aa 38,93 14,53 2,72 36,98 14,99 2,72

48 31,62 9,00 3,69Aa 38,68 14,54 2,70 39,32 13,21 2,70

31,72 854 376 Aa 37,24 13,16 2,67 40,15 14,01 2,67

24
0,05
48 32,28 11,01 3,27Ab 39,79 15,03 2,72 39,59 12,17 2,72
F (dose) 0,04 0,72 0,24 0,16 0,35 0,03 0,73 0,38 0,03
F (Tempo) 0,97 1,86 0,91 2,48 1,59 0,02 0,19 0,58 0,04
F Interacao 0,10 2,12 4,42 3,67 1,56 0,16 0,52 0,01 0,13

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Nas analises comparativas entre poliploides e controles foi possivel encontrar
grupos com reducado da clorofila A, como no caso de um mixoploide e de um
tetraploide, oriundos dos tratamentos de MD 1480 com colchicina por 24 e 48 horas
respectivamente (Tabela 5). Os teores de clorofila dos mixoploides da cultivar MD
1296 nao foram significativamente diferentes dos controles (Tabela 6). Esses valores,
de clorofilas A e B, foram contrarios ao esperado inicialmente neste trabalho, pois em
diversas indugbes de poliploidia consultadas na literatura cientifica, as plantas
poliploides obtidas costumam apresentar teores mais elevados que seus

comparativos diploides embora isso ndo seja uma regra. Para a cultivar MD 1287,
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essa expectativa se mostrou mais alinhada, uma vez que tanto os teores de clorofila
A quanto de clorofila B foram significativamente distintos entre os poliploides e

tambeém entre poliploides e controles (Tabela 7).

Tabela 5. Teor de clorofila A, B e relagdo A/B de poliploides identificados nos grupos da cultivar MD 1480 tratados
com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

Clorofila
Dose (%) Te(':)m Ploidia
A B A/B

. 24 Controle 31,62a 9,08 3,50 b
48 Controle 32,74 a 9,00 3,69b
Mixoploide 27,37c 6,24 4,54 a
24 Tetraplolde 3027 b 8.42 3.69b

0 05 1 i) 3 3

’ Tetraploide

5 28,12 ¢ 6,70 4,20 a
48 Te"ag'mde 29.80 b 8,02 377b
Tet’az'mde 30,40 b 16,13 3,33b
F (entre ploidias) 6,00%** 1,22 4,08+

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Tabela 6. Teor de clorofila A, B e relagdo A/B de poliploides identificados nos grupos da cultivar MD 1296 tratados
com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

Dose Tempo - Clorofila
(%) (h) Ploidia
A B A/B
0 24 Controle 39,55 14,62 2,72
48 Controle 38,06 14,45 2,70
Mixoploide 1 38,51 16,25 2,42
0,05 24 . .
Mixoploide 2 39,40 14,30 2,81
F (entre ploidias) 1,231 1,533 2,016

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)
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Tabela 7. Teor de clorofila A, B e relagdo A/B de poliploides identificados nos grupos da cultivar MD 1287 tratados
com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

Dose (%) Te(':)m Ploidia Clorofila
A B A/B
0 24 Controle 36,98 a 14,99 b 3,48
48 Controle 39,32 a 13,21b 2,98
Tetraploide 1 39,16 a 16,26 a 2,49
24 Tetraploide 2 32,38b 10,03 b 3,26
Tetraploide 3 41,02 a 18,22 a 2,28
0,05 Tetraploide 4 39,50 a 17,60 a 2,50
48 Tetraploide 6 38,99 a 16,44 a 2,58
Tetraploide 7 40,55 a 19,15 a 2,16
Tetraploide 8 37,63 a 13,69b 2,89
F (entre ploidias) 2,99* 3,19* 1,76

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

A poliploidia e a duplicagdo do genoma podem levar a uma desregulagéo de
genes que controlam a biossintese de clorofila, impactando a capacidade da planta
de produzir esse entre outros pigmentos e metabdlitos (Mohammadi, V. et al. 2023).
A reducéo da eficiéncia fotossintética, no entanto também pode estar relacionada ao
estresse fisioldgico nas plantas, causado pela colchicina, e aos danos que ela pode
causar na célula (Gaynor, Lim-Hing, Mason, 2020) como exposto anteriormente neste.

Mohammadi, Kaviani e Sedaghathoor (2021), puderam observar que a
poliploidia induzida em biorreator em Phalaenopsis amabilis — especificamente a
tetraploidia - promoveu aumento nas concentragdes de clorofila, gerando plantas com
folnagens verde mais escuro e consequente desempenho fotossintético superior.
Assim também ocorreu com a indugdo de poliploidia sobre Jasmim Sambac
(Jasminum sambac), cujas plantas tratadas com colchicina apresentaram valores
mais altos de clorofila que as plantas controle (Vishnupandi et al. 2023). Em amora,
gendtipo Sanctus C o conteudo de clorofila foi substancialmente maior (2319,9 +/-
100,40 pg/cm?) em um hexaploide oriundo de um tratamento com concentragéo de
125 mg L' de colchicina por 72 horas, em relag&o ao seu controle diploide (1200,5 +/-
393 ug/cm?) (Sabooni et al. 2021). Apesar de nao medir os indices de clorofila, de

acordo com Castillo et al. (2020), o numero médio de cloroplastos foi de 5,5 em plantas
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de controle diploides e mais de 7 em tetraploides de Eucalyptus dunnii Maiden,
induzidos tanto por colchicina quanto oryzalina como agente antimitoético.

Ao contrario disso e da mesma forma que observado para a cultivar MD 1296
neste estudo com Mandevilla, em Cannabis sativa o processo de indugdo de
poliploidia ndo foi capaz de alterar significativamente os niveis de clorofila na planta
poliploide, mantendo-os estaveis (Bagheri; Mansouri, 2015), enquanto que, de acordo
com Talei e Fotokian (2020) plantas de melissa (Melissa officinalis L.) tratadas com
0,05% de colchicina por 72 h tiveram reduzidas as quantidades de clorofilas a e b
entre outras substancias (fendis e carotendides) em relagdo ao tratamento de 0,1%
de colchicina por 24 h de exposi¢gdo, como ocorreu com alguns poliploides da cultivar
MD 1287.

Em Lilium distichum nao foram observadas diferengas significativas entre
os teores de clorofila de tetraploides e diploides, mas segundo os autores, o teor
observado nos poliploides era um pouco menor que o observado nos controles, ja em
Lilium cernuum o conteudo de clorofila seguiu a dindmica contraria, sendo
significativamente superior ao encontrado em plantas diploides (Fu et al. 2019). Em
tetraploides de Dendrobium “Sonia” obtidos do tratamento com colchicina em
biorreatores, o conteudo de clorofila também era maior que os diploides. Nesse
mesmo trabalho, os poliploides obtidos de tratamento com oryzalina n&o
apresentaram conteudo superior de clorofila em relagdo ao seu controle (Zakizadeh;
Livani; Hashemabadi, 2020). Tal parametro - a quantificagdo de clorofila — pode,
portanto, ser bastante variavel e pouco apropriada, quando sozinha, na investigacao
de ploidias.

Os poliploides induzidos, portanto, dificiimente apresentam um padrdao em seus
parametros. Um organismo poliploide, que precisa conter (e garantir a manutengao)
de um genoma, por exemplo, 4 vezes maior que o0 seu normal, por vezes, apresenta
outros processos relegados a um segundo plano, como a produgao de pigmentos. Ja
quando a planta consegue manter todo o genoma poliploide sem exaurir seus
recursos energéticos, pode haver a expressao mais forte de caracteristicas (mais
clorofila por exemplo), ligada a presenga de mais genes para expressa-las (Dhooghe
etal. 2011).
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5.5 Dimensoes e densidade estomaticas

Os valores de diametro polar do estdbmato foram significativos para as trés
cultivares testadas. Para a cultivar MD 1480, a dose, o tempo e a interagao foram
significativos ao nivel de 0,1% para tal parametro. Nas cultivares MD 1296 e MD 1287
apenas o efeito de interagao foi significativo, a 1% e a 5% respectivamente. O
didmetro polar das plantas MD 1480 tratadas com colchicina por 48 horas foi
consideravelmente maior que das plantas tratadas com o antimitético por 24 horas e
ambos superiores aos controles (Tabela 8; Figura 7). Ja o grupo da cultivar MD 1296
exposta a colchicina por 24 horas apresentou redugao significativa dos valores de
didmetro polar - em detrimento de seus controles e também em relagdo ao grupo
tratado por 48 horas. Na cultivar MD 1287, ocorreu a situagao oposta, o grupo tratado
com colchicina por 24 horas apresentou aumento no diametro polar em relagdo aos
controles e ao grupo tratado por 48 horas. (Tabela 8; Figura 8).

A variagcdo do didametro equatorial do estémato foi significativa para as trés
cultivares. Para MD 1480, a dose, tempo e sua interacdo apresentaram efeito de
significancia ao nivel de 0,1%, com o maior didmetro equatorial identificado no
tratamento com colchicina por 48 horas (24,78 um) seguido pelo tratamento por 24
horas (18,78 um) e pelos controles (16,34 um e 15,97 ym). Para a cultivar MD 1296,
a dose e a interagao foram significativas ao nivel de 0,1% para o didmetro equatorial,
sendo que os grupos tratados com colchicina apresentaram redugado do diametro
equatorial médio em comparagdo com os controles, mas nao diferindo entre si.
Apenas o fator dose foi responsavel pela variagao no didmetro equatorial da cultivar

MD 1287, aumentando-os em relagao aos controles (Tabela 8).
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Tabela 8. Diametro polar e equatorial de estbmatos em condi¢ao ex vitro, decorrente do tratamento das plantas
com colchicina por 24 e 48 horas in vitro

@ Estomato (um)

Dose  Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) Polar Equatorial Polar Equatorial Polar Equatorial
24 24,84 Bc 16,34 Bc 30,22 Aa 21,15 Aa 29,90 Ab 21,03 B
0.0 48 25,37 Bc 15,97 Bc 28,92 Aa 20,55 Aa 31,21 Ab 21,17 B
24 30,28 Ab 18,78 Ab 25,75 Ab 18,48 Bb 33,08 Aa 22,01 A
0.05 48 37,23 Aa 24,78 Aa 30,24 Aa 19,95 Bb 29,97 Ab 21,63 B
F(dose) 164,74*** 127,89*** 3,47 32,28*** 1,28 4,40*
F (Tempo) 57,55** 66,91** 3,56 2,29 1,12 0,28
F (Interagao) 19,23*** 33,01*** 11,69** 12,81*** 6,70* 0,72

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

As dimensdes do ostiolo, seguiram um padréao similar dos estbmatos para a
cultivar MD 1480, com interacao significativa para didametro polar e equatorial do
ostiolo, com valor F significativo para dose, tempo e interacéo a 0,1% de significancia
(Tabela 9). O ostiolo dos grupos tratados com colchicina apresentou aumento do
diametro polar e equatorial, sendo que os maiores valores para ambos foram
identificados no tratamento por 48 horas, seguidos pelo tratamento por 24 horas. Para
a cultivar MD 1287, houve variacdo apenas para o tamanho do ostiolo polar, advinda
do fator dose a 5% de significancia, promovendo aumento no didmetro médio do

ostiolo dos grupos expostos a colchicina, mas indistintos entre si. (Tabela 9).

Tabela 9. Diametro polar e equatorial do ostiolo em condigéo ex vitro, decorrente do tratamento das plantas com
colchicina por 24 e 48 horas in vitro

@ Ostiolo (pm)

Dose  Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) Polar Equatorial Polar Equatorial Polar Equatorial
0.0 24 15,09 Bc 6,30 Bc 16,51 Bb 8,74 Aa 16,51 B 8,38

438 14,97 Bc 5,87 Bc 17,40 Ba 8,30 Ab 16,83 B 8,26

0,05 24 21,11 Ab 8,73 Bb 13,14 Cc 6,17 Bb 19,10 A 8,37

438 27,43 Aa 12,09 Aa 18,22 Aa 9,26 Aa 18,00 A 9,14

F (dose) 256,38*** 149,22*** 11,05 ** 7,94** 4,58* 0,85

F (Tempo) 61,44** 41,23*** 59,97*** 21,49** 0,20 0,47
F (Interagao) 26,94*** 24,34*** 29,76*** 37,97 0,66 0,89

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)
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Para densidade de estdmatos houve diferenca significativa para a Mandevilla
MD 1480 (fatores dose e tempo a 0,1%, e interagdo a 1%, responsaveis pela
diferenca) e para MD 1296 (interagdo dose x tempo de exposigdo a 0,1% de
significancia e tempo a 1% de significancia) (Tabela 10). As laminas da cultivar MD
1480 submetida ao tratamento com colchicina revelaram densidade de estématos
reduzida em relagédo aos controles sendo ainda mais significativa quando o tempo de
contato com a colchicina se elevou de 24 para 48 horas (Figura 10). Para a cultivar
MD 1296, o grupo com tempo de exposi¢cado a colchicina por 24 horas apresentou
menor densidade de estdbmatos em relagdo aos outros grupos (Tabela 10; Figura 9).

Nao houve diferenca significativa entre os grupos para a cultivar MD 1287 (Tabela 10).

Tabela 10. Densidade de estdmatos em lamina foliar abaxial em condi¢do ex vitro, decorrente do tratamento das
plantas com colchicina por 24 e 48 horas in vitro

Dose Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) (estobmatos/mm?) (estdbmatos/mm?) (estdbmatos/mm?)
0.0 24 120,71 Aa 222,88 Aa 106,72
48 120,11 Aa 210,06 Aa 109,65
0.05 24 66,52 Bb 176,03 Bb 103,48
48 47,73 Cc 236,53 Aa 103,58
F (dose) 465,18*** 1,99 0,40
F (Tempo) 22,72%** 10,94** 0,04
F (Interagao) 9,46 25,86 0,03

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)
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Figura 7. Estdmatos da cultivar MD 1480 expostos e ndo expostos a colchicina

Estdmatos de: (A) mixoploide de MD 1480 oriundo do tratamento 0,05% por 24 h; (B) tetraploide de
MD 1480 oriundo do tratamento 0,05% por 24 h; (C) tetraploide de MD 1480 oriundo do tratamento
0,05% por 48 h; (D) Controle diploide de MD 1480

Figura 8. Estdmatos da cultivar MD 1287 expostos e n&o expostos a colchicina

Estématos de: (A) tetraploide de MD 1287 oriundo do tratamento 0,05% por 24 h; (B) tetraploide de

MD 1287 oriundo do tratamento 0,05% por 48 h; (C) tetraploide de MD 1287 oriundo do tratamento
0,05% por 48 h; (D) Controle diploide de MD 1287
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Figura 9. Densidade de estdmatos da cultivar MD 1480 expostos ou ndo a colchicina

Densidade de estématos de: (A) mixoploide de MD 1480 oriundo do tratamento 0,05% por 24 h; (B)
tetraploide de MD 1480 oriundo do tratamento 0,05% por 24 h; (C) tetraploide de MD 1480 oriundo
do tratamento 0,05% por 48 h; (D) Controle diploide de MD 1480

Figura 10. Densidade de estdmatos da cultivar MD 1296 expostos ou ndo a colchicina

Densidade de estdomatos de: (A) mixoploide de MD 1296 oriundo de tratamento com 0,05% de
colchicina por 24 h; (B) Densidade de estdmatos de controle diploide; (C) Estdmatos de mixoploide
oriundo de tratamento com 0,05% de colchicina por 24 h e (D) Estdmatos de controle diploide

Quanto as dimensdes de estdmatos dos poliploides da cultivar MD 1480,

ocorreu 0 aumento no tamanho destes (exceto para o mixoploide) nos poliploides em



40

comparagao com diploides (Tabela 11) e, por sua vez, redugcdo na densidade
estomatica observada nas células (Figura 8). Ja os mixoploides da cultivar MD 1296,
apresentaram reduzidos diametros polar e equatorial de estbmatos, além da
densidade que seguiu a mesma dinamica para um dos mixoploides, sendo menor que
os controles diploides (Tabela 12).

Nos poliploides identificados da cultivar MD 1287 é possivel observar tanto
aumentos médios dos parametros dos estdbmatos quanto reducgdes neles. O
tetraploide 6 obtido do tratamento da cultivar com colchicina por 48 horas, por
exemplo, apresentou aumento do diametro polar e equatorial de estdmatos, assim
como do ostiolo em relagdo aos controles, além de densidade estomatica reduzida.
Ja o tetraploide 5 (tratamento com colchicina por 24 horas) apresentou redug¢ao do
didmetro polar e equatorial médio do estémato juntamente com aumento médio da

densidade de estbmatos (Tabela 13).

Tabela 11. Didmetro polar e equatorial de estdmatos e ostiolos e densidade estomatica de poliploides identificados
nos grupos da cultivar MD 1480 tratada com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

2 2 d (estomatos/mm?)
Dose Tempo Ploidia Estémato (um) Ostiolo (um)
(%) (h)
Polar Equatorial Polar Equatorial
0 24 Controle 24,84 c 16,34 c 15,09 e 6,30 e 120,71 a
48 Controle 25,37 ¢ 15,97 c 14,97 e 5,87 e 120,40 a
Mixoploide  26,99c  17,04c  18,22d 7,43 d 78.80 b
24 ;
Te"a1'°'°'°'e 3356b  2052b  24.00c 10,03 ¢ 54,24 ¢
0,05 Tet’ag'mde 3844a  2505a 2871a 12,16 a 36,49 d
48 Tet’ag'mde 36,07a 2422a  26,09b 11,30 b 54,54 ¢
Te"az'mde 3718a  2507a 27.49a 12,80 a 5217 ¢
F (entre 58 51% 4452 8566 4587 197,30*
ploidias)

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)
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Tabela 12. Diametro polar e equatorial de estdbmatos e ostiolos e densidade estomatica de mixoploides
identificados nos grupos da cultivar MD 1296 tratada com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

7] 1]
D(;s)e Te(r::)p °  Pploidia Estomato (um) Ostiolo (um) d (estématos/mm?)
(1
Polar Equatorial Polar Equatorial
0 24 Controle 30,24 a 21,15a 18,22 a 8,74 a 222,88 a
48 Controle 28,92 a 20,55 a 17,40 a 8,30 a 210,06 a
Mixoploide 5750 1848c  1314c  617b 176,03 b
05 24 Mixoploide
'2) 25,44 b 19,94 b 16,51 b 9,26 a 236,53 a
F (entre 6,24 1580  3350™* 2247 12,93+
ploidias)

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Tabela 13. Diametro polar e equatorial de estdmatos e ostiolos e densidade estomatica de tetraploides
identificados nos grupos da cultivar MD 1287 tratada com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

D(g;os)e Te(l::)p ° Ploidia Estéma?to (um) OStiOg (um) d (estdmato/mm?)
Polar Equatorial Polar Equatorial

. 24 Controle  30,36c  21,03c  1651d  838¢c 106,72 b
48 Controle  30,35¢  21,17¢  16,83d  826¢ 109,65 b
Tet’a1'°'°ide 4026a  2359b  30,79b 1373 a 71,65¢
Tetraplolde  4147a  2550b 32932 1444a 57,67
2 Tetraplolde  3342b  2426b 31656 14143 76,89 c
0,05 Tet’az'mde 3711b  2410b  30,58b 12,97 a 87,38 ¢c
Tet’ag'mde 26,39d  20,17c  1926c  9,75a 141,55 a
Tetraplolde  3770b  2536b 31396 1332a 69,90
“ Tetraplolde  3358b  2508b 31796 1330a 71,65 ¢
Tet’ag'°ide 41,05a 2749a 3424a 1340a 73,40 ¢
;é?oﬂg:) 35,68  1531"*  06,06"* 32,67 21,11

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Uma dose de 0,2% de colchicina também foi capaz de aumentar o tamanho
dos estdbmatos de melissa em seu didmetro polar e equatorial de 31,19 + 0,59 ym e
17,94 + 0,47 uym (controle) para 39,93 + 0,75 um e 23,20 £ 0,71 ym respectivamente,
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além de reduzir a densidade estomatica de 13,10+/- para 6,19 + 0,43 (Talei e
Fotokiam, 2020).

Em melancia, o didmetro polar e equatorial de estdmatos de poliploides
induzidos também foi maior que seus controles no estudo elaborado por Khan et al.
(2023). Segundo os autores, apesar de maiores, a sua quantidade diminuiu
promovendo reducao da densidade de estdbmatos. Da mesma forma, nas plantas de
lirio tetraploides obtidas por Li, S. et al. (2020) a densidade de estdmatos foliar ficava
na faixa de 10,5 a 13,8 (plantas in vitro e ex vitro respectivamente) em comparagao
com as plantas diploides, com valores de 16,5 a 26,3 nas mesmas condi¢des.

A diferenga na dinamica dos estdmatos e de sua densidade (de aumento ou
reducdo) em grupos com mixoploides ou tetraploides também foi identificada em
Neolamarckia cadamba, uma arvore originaria do sul e sudeste asiaticos, utilizada
principalmente como ornamental, onde as dimensdes dos estdbmatos apresentaram
variagdes, com didametro polar e equatorial de 25,3 pm e 14,9 ym, 29,3 ym e 16,1 um,
e 30,7 ym e 16,6 ym para plantas tetraploides, mixoploides e octoploides
respectivamente. A densidade estomatica foi 426,7 estdbmatos por mm? nos
tetraploides, 298,2 estbmatos por mm? nos mixoploides e 301,8 estomatos por mm?
nos octoploides (Eng; Ho; Ling, 2021). Em tetraploides induzidos de coentro
(Coriandrum sativum) o comprimento dos estdmatos e sua largura tinha praticamente
o dobro dos presentes nas plantas diploides (Purbiya et al. 2021).

Samatadze et al. (2022) induziram plantas de Polemonium caeruleum a
tetraploidia com uso de colchicina, e puderam observar que nestes individuos
(tetraploides) os estdmatos apresentavam também aumento no didmetro estomatico,
mas ao contrario do que foi verificado com as Mandevillas, a densidade de estématos
aumentou em relacdo aos controles diploides. No trabalho de Wang, F. et al. (2023)
também com uso de colchicina como indutor de poliploidia, mas em Dendrobium
wardianum, os estbmatos de plantas tetraploides apresentaram comprimento e
largura maiores que seus controles diploides, e densidade de estdématos reduzida.

De fato, assumir um padrao de dimensao estomatica e principalmente de
densidade estomatica diante de poliploides, é dificil, uma vez que o resultado deles é
0 mais diverso possivel tornando dificil até mesmo usar tal parametro indireto como

parametro de identificagdo de individuos poliploides.
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5.6 Dimensoes foliares

A variagao nas dimensoes foliares foi verificada para as cultivares MD 1296 e
MD 1287. Para MD 1296 houve aumento do comprimento foliar no grupo exposto a
colchicina por 48 horas (a 1% de significaAncia em decorréncia do fator dose) e
aumento da largura de folhas nos tratamentos com colchicina por 24 e 48 horas (a
0,1% de significancia decorrente tanto da dose quanto do tempo de exposigao). Isso
de fato € um importante sinal para maiores investigagdes entre os grupos tratados
dessa cultivar, uma vez que pode indicar algum mixoploide que passou despercebido
entre as amostras coletadas para o teste de citometria de fluxo. Isso pode ser
justificado pois organismos mixoploides apresentam partes com diferentes ploidias na
mesma planta, como endopoliploides ou quimeras, sendo alguns ramos diploides sem
modificagao da ploidia original da planta. Nos grupos da cultivar MD 1287 o tempo de
exposicao foi significativo ao nivel de 1% para o comprimento foliar das plantas,
reduzindo tal parametro em relagdo aos controles (e permanecendo indistintos entre
si). Quanto a largura foliar, apenas a dose foi significativa, a um nivel de 0,1%, levando
a um aumento apenas para o grupo exposto a colchicina por 24 horas, em detrimento

dos restantes. (Tabela 14).

Tabela 14. Comprimento (C) e largura (L) de folhas em condigdo ex vitro, decorrente do tratamento das plantas
com colchicina por 24 e 48 horas in vitro

MD 1480 MD 1296 MD 1287
Dose Tempo
(%) (h) C L C L (o3 L
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
0.0 24 3,99 2,72 3,89B 2,18 Bb 527TA 2,00B
’ 48 4,46 2,93 3,76 B 1,98 Bb 5,02A 1,90 B
0.05 24 4,40 3,20 4,23 B 2,77 Aa 5,69B 2,52A
’ 48 4,21 2,90 4,45 A 2,28 Ab 5,02B 2,17B
F (dose) 0,08 1,09 7,59** 23,46*** 2,72 9,57**
F (Tempo) 0,25 0,04 0,06 13,72%** 4,26* 2,96
F (Interagao) 1,45 1,39 0,84 2,62 0,46 0,97

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

O parametro de espessura das folhas teve aumento a 0,1% de significancia
para as cultivares MD 1480 e MD 1287, decorrente do fator dose. Em ambos os
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tratamentos com colchicina (24 e 48 horas) foi observado esse aumento da espessura
média. A espessura dos tratamentos e controles da cultivar MD 1296 n&o diferiram
entre si significativamente. Quanto a area foliar, ndo foi observada diferenca entre

tratamentos e controles para nenhuma das trés cultivares (Tabela 15).

Tabela 15. Espessura (E) e area foliar (AF) em condigdo ex vifro, decorrente do tratamento das plantas com
colchicina por 24 e 48 horas in vitro

Dose Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) E E E
(cm) AF (cm?) (cm) AF (cm?) (cm) AF (cm?)
24 0,21B 16,30 0,19 10,14 0,21B 12,92
0,0 48 0,22B 16,14 0,23 10,45 0,20B 12,56
24 0,29A 18,33 0,21 10,21 0,26 A 12,03
005 48 027 A 16,54 0,22 10,03 0,29A 10,50
F (dose) 19,28*** 1,42 0,56 0,91 25,56*** 2,02
F (Tempo) 0,03 0,92 2,12 0,14 0,62 0,83
F (Interacao) 0,07 0,64 0,56 1,76 1,46 0,32

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Ao observar os tetraploides obtidos da cultivar MD 1480 — tanto do tratamento
com colchicina por 24 horas quanto por 48 horas - o comprimento foliar pareceu variar
em comparagdo com os controles e com o mixoploide identificado (apesar de néo
diferir na estatistica de forma significativa dos controles). A espessura das folhas e a
area foliar apresentaram resultados similares, no entanto, todos os poliploides
identificados (tetraploides e mixoploides) tiveram aumento nesses parametros em
comparagao com os controles, mas n&o entre si. Para largura das folhas, nenhum dos
fatores foi significativo, mantendo as médias de controles e tratamentos similares.
Essas variagdes acabam por desmistificar os poliploides de sua sempre crescente
producao de metabdlitos e maior vigor (Tabela 16). Na figura 6 é possivel perceber
que de fato ha mudangas na morfologia das folhas. As folhas do tetraploide 1 por
exemplo apresentam um aspecto circular, embora a estatistica comparativa
apresentou significancia para diferenga no comprimento e area foliar (perceptiveis na
imagem), revelando certo “achatamento da folha” e mantendo a largura sem variagbes

de importancia maior (Figura 11; Tabela 16).
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A espessura da folha para a cultivar MD 1296 foi o Unico parametro que nao
sofreu alteragao entre poliploides e controles desta cultivar. O comprimento, largura e
area foliar apresentaram diferengas significativas entre os grupos. Os dois mixoploides
identificados apresentaram aumento médio do comprimento foliar, e apenas um
mixoploide apresentou aumento da largura foliar. Quanto a area foliar, apenas um
mixoploide identificado apresentou reducdo de area foliar em relagdo ao outro
mixoploide e aos controles (Tabela 17). Na cultivar MD 1287, boa parte dos poliploides
apresentaram variagdes (aumentos e redugdes) nas meédias de todos os parametros
foliares avaliados — comprimento, largura, espessura e area foliar. O tetraploide 2
identificado no tratamento com colchicina por 24 horas por exemplo apresentou o
mesmo comprimento médio dos controles, diminuicdo da largura e da area foliar
médias e aumento da espessura foliar, enquanto que o tetraploide 3 do mesmo
tratamento apresentou aumento de todos esses parametros em relagao aos controles.
Modificagdes na morfologia e nas dimensdes, portanto ocorrem nos poliploides e nao
seguem necessariamente estdo ligados um ao outro, com aumentos ou redugdes em

conjunto e no mesmo sentido (Tabela 18).

Tabela 16. Comprimento (C), largura (L), espessura (E) e area foliar (AF) em condig&o ex vitro, de poliploides
identificados nos grupos da cultivar MD 1480 tratados com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

':’(f;f)e Te(';“)m Ploidia Folha

C (cm) L (cm) E (cm) AF (cm?)

0 24 Controle 4,34 a 2,72 0,22b 16,30 b
48 Controle 411a 2,93 0,20 b 16,14 b

Mixoploide 4,66 a 3,47 0,31a 20,93 a

24 Tetra1ploide 3.87b 3,21 0,31a 21,67 a

0.0 Tetraploide 3,48 b 2,65 0,27a 18,612
48 Tetraploide 3,65 3,19 0,32a 20,58 a

Tetraploide 431a 3,04 0,30a 19,39 a

F (entre ploidias) 2,94* 2,20 9,20*** 3,92**

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)
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Tabela 17. Comprimento (C), largura (L), espessura (E) e area foliar (AF) em condigdo ex vitro, de poliploides
identificados nos grupos da cultivar MD 1296 tratados com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

Dose Tempo Ploldia Folha
(%) (h) C (cm) L (cm) E (cm) AF (cm?)
0 24 Controle 3,89b 2,18 b 0,19 10,14 a
48 Controle 377b 1,99 b 0,22 10,28 a
Mixoploide 423a 277 a 0,21 6,98 b
0,05 24 Mixoploide
0 4,45 a 2,28 b 0,20 9,96 a
F (entre ploidias) 2,83* 13,27** 1,08 12,40%*

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, n&o diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Tabela 18. Comprimento (C), largura (L), espessura (E) e area foliar (AF) em condigéo ex vitro, de poliploides
identificados nos grupos da cultivar MD 1287 tratados com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

'3(‘;39 Te('::)'” Ploidia Folha
C (cm) L (cm) E (cm) AF (cm?)
0 24 Controle 513¢c 2,00e 0,21b 12,92 a
48 Controle 5,16 ¢c 1,90 e 0,20 b 12,56 a
Tetraploide 1 551b 2,96 b 0,24 b 10,99 a
24 Tetraploide 2 5,26 ¢c 2,55d 0,31 a 6,74 c
Tetraploide 3 6,31 a 3,28 a 0,28 a 11,96 a
Tetraploide 4 5,68b 2,79¢c 0,29 a 8,94 b
0,05 Tetraploide 5 455d 1,96 e 0,25a 553¢c
48 Tetraploide 6 4,53d 2,50d 0,25a 7,08 ¢
Tetraploide 7 532c¢ 2,62d 0,29 a 9,17 b
Tetraploide 8 565b 2,85¢c 0,26 a 11,63 a
F (entre ploidias) 8,16™** 20,75*** 3,95*** 12,33***

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Na figura 12 é possivel perceber que as folhas dos tetraploides aparentam
também aumento na largura, contudo apenas o tetraploide 2 (tratamento com
colchicina por 48 horas) apresentou diferenga significativa dos outros individuos,

sendo esta a redugéo no comprimento foliar.



Figura 11. Caracteristicas morfolégicas das folhas de MD 1480 tratadas ou ndo com colchicina por 24
horas

Folhas de plantas da cultivar MD 1480 (A e B) tratamento controle; (C) Mixoploide oriundo do tratamento
com colchicina por 24 horas; (D) Tetraploide 1, oriundo do tratamento com colchicina por 24 horas.

Figura 12. Caracteristicas morfolégicas das folhas de MD 1480 tratadas ou ndo com colchicina por 48
horas

_ A 5
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Folhas de plantas da cultivar MD 1480 (A e B) tratamento controle; (C) Tetraploide 2, oriundo do
tratamento com colchicina por 48 horas; (D) Tetraploide oriundo do tratamento com colchicina por 48
horas; (E) Tetraploide 4, oriundo do tratamento com colchicina por 48 horas.
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Em melancia, a exposicdo de sementes a uma dose de 0,5% de colchicina
acarretou reducao no tamanho de folhas totalmente desenvolvidas em metade do
tamanho de folhas de controle (Khan et al. 2023). Isso, como observado neste
trabalho, onde em alguns casos o tratamento com antimitotico promoveu redugao dos
parametros de poliploides, pode ser pautado pelo fato de que nem sempre o aumento
no tamanho das células € acompanhado por um aumento no numero de células
(Robinson et al. 2018).

No estudo de Narukulla (2023), a dinamica diversa de resultados aqui expostos
sobre os poliploides encontra semelhante, com o aumento do comprimento foliar de
tetraploides de limao rugoso e de Alemow em relagao a diploides controles, e uma
reducdo quase que pela metade do comprimento foliar de um tetraploide de lima
Rangpur em comparagdo com um diploide correspondente. A largura foliar de todos
os tetraploides foi significativamente superior aos diploides para as trés cultivares de
porta-enxerto, no entanto, os mixoploides identificados de limao rugoso e Alemow
perderam largura foliar ou continuaram sem diferenga significativa dos controles. A
espessura foliar foi um fator altamente dependente do gendtipo pois os valores
encontrados para a cultivar limao rugoso foram 1.975¢c cm, 2.150a cm, e 1.050b cm
para tetraploide, mixoploide e diploide respectivamente, 2.050a cm, 2.250b cm e
1.025¢c cm para tetraploide, mixoploide e diploide de Alemow, e 0.625b cm e 1.3502
cm para tetraploide e diploide, nessa ordem, de lima Rangpur.

Nesse mesmo sentido, Zhang, Y. et al. (2019) verificaram que o segundo,
quarto e sexto pares de folhas - a partir do apice - de Populus triploides apresentaram
aumento significativo da area foliar em comparacao com diploides. Em tetraploides de
bétula (Betula pendula subsp. pendula) a area foliar também foi superior a de plantas
diploides (Zhang, X. et al. 2022).

Em tetraploides induzidos de Salvia officinalis também foi verificado aumento
da largura foliar em relagao a plantas diploides, sendo igual a 1.3 £0.03 cm nas plantas
tetraploides e 1.07+0.04 cm nas diploides (Hassanzadeh, Zakaria e Azad, 2020).
Bhattarai, Kareem e Deng (2021) investigando as altera¢gdes morfolégicas em gérbera
(Gérbera hybrida) exposta a colchicina, observaram que tetraploides obtidos
possuiam largura e espessura foliar maior que a encontrada em plantas diploides,

contudo o comprimento foliar ndo diferia significativamente entre elas.
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No trabalho de Mo et al. (2020), as folhas de poliploides de Rhododendron
fortunei, tetraploides e octaploides, eram mais arredondadas, mais grossas, com
superficie mais aspera e mais duras que as de diploides, além de muito menores. A
largura de folhas de plantas tetraploides (induzidos) de lirios (Lilium davidii var.
unicolor) foi reportada como uma variagao morfoldgica notavel (Li et al. 2019), assim
como em tetraploides de hibridos de gérbera (Gérbera jamesonii Bolus ex Hooker f.)
(Mahanta et al. 2023).

Em sintese, os parametros foliares apresentaram bastante heterogeneidade,
contudo, outro ponto que embora nao tenha sido medido aqui, mas que foi facilmente
observado, foi o desenvolvimento dos poliploides, visivelmente mais lento que o das
plantas controles. Quando uma poda para coleta de material era realizada em uma
planta poliploide e outra em uma planta do grupo controle, esta ultima brotava e
crescia muito mais rapidamente. O crescimento atrofiado também foi relatado em
plantas tetraploides (induzidas por colchicina) de Kiwi Actinidia chinensis em
detrimento de plantas diploides (Li, S. et al. 2019) e de lirios (Lilium davidii var.
unicolor) também, excetuando que neste ultimo caso isso ocorreu somente durante o
primeiro ano de cultivo das plantas (Li, S. et al. 2019). Mahanta et al. (2020) puderam
observar que plantas tetraploides induzidas de gérbera apresentavam maior lentidao
no crescimento geral e de novas brotagdes, embora fossem mais vigorosas.

Quando aplicada em sementes de melancia (condigao in vitro), o uso de
colchicina ocasionou velocidade de germinagao reduzida, além disso o tempo até a
floragdo das plantas foi diferente dos grupos controles - o tratamento com 0,05% de
colchicina por 72 horas resultou no maior nimero de dias até a floracao (primeira flor
masculina) , com uma meédia de 61,0 dias enquanto que seu controle (contato com
agua por 72 h) levou em média 46,0 dias até a primeira flor masculina (Khan et al.
2023).

5.7 Dimensoes das flores

As dimensdes de comprimento, largura e altura das flores das trés cultivares
(controles e tratamentos) ndo apresentaram diferengas significativas para nenhum dos
fatores, dose, tempo e sua interagdo (Tabela 19). Os botdes, por sua vez,

apresentaram resultados similares, sendo que o comprimento e a largura nao
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variaram para MD 1480 e MD 1296 entre controles e tratamentos. Na cultivar MD 1287
o comprimento dos botbes também nao apresentou variagdo entre tratamentos e
controles, mas a largura sim, com aumento de seu valor médio nos tratamentos de

exposicao a colchicina em relagédo aos controles (Tabela 20).

Tabela 19. Comprimento (C), largura (L) e altura de flores (H) em condic&o ex vitro, decorrente do tratamento das
plantas com colchicina por 24 e 48 horas in vitro

Dose Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) C(cm) L(cm) H(em) C(cm) L(cm) H(em) C(ecm) L(cm) H(cm)
24 4657 4,880 2476 3,783 3712 2005 4022 4113 2624

0.0 48 4,022 4,400 2,295 4,003 4,292 2,024 4,041 4,163 2,625
0,05 24 4,382 4,521 2,210 3,848 3,920 1,934 3,958 4,174 2,583
48 4,376 4,569 2,245 4,036 4,195 1,980 4,611 4,834 2,636

F (dose) 0,04 0,17 4,29 0,05 0,06 0,46 0,78 1,24 0,02

F (Tempo) 2,43 0,87 0,92 0,85 3,31 0,15 1,38 1,17 0,06
F (Interacao) 2,35 1,31 1,99 0,01 0,42 0,03 1,22 0,87 0,05

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Tabela 20. Comprimento (C) e largura (L) de botdes em condigéo ex vitro, decorrente do tratamento das plantas
com colchicina por 24 e 48 horas in vitro

Dose Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) C (cm) L (cm) C (cm) L (cm) C (cm) L (cm)
0.0 24 3,384 0,623 3,014 0,610 3,665 0,580 B

48 3,482 0,700 2,791 0,583 3,473 0,551 B

0.0 24 3,417 0,776 2,969 0,673 3,436 0,665 A

48 3,433 0,630 3,073 0,651 3,459 0,653 A

F (dose) 0,001 0,34 0,68 0,78 1,15 15,17*+
F (Tempo) 0,05 0,24 0,17 0,11 0,56 0,75
F (Interagdo) 0,02 2,47 1,30 0,001 0,91 0,15

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

As dimensdes das corolas das flores dos poliploides puderam ser coletados
apenas da cultivar MD 1287, devido ao fato de que a cultivar MD 1480, apesar de ter
florescido ao longo de alguns meses, teve que passar por uma poda apds o
aparecimento de sintomas virais, a partir da qual sua floragcdo nao teve tempo de
recomecar até a completa coleta de dados. A cultivar MD 1296 nao emitiu flores em

momento algum. Dos 8 tetraploides da cultivar MD 1287 identificados, 3 nao floriram,
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destes 3, 2 apresentavam folhas com bordas irregulares e que quebravam com muita
facilidade e destes 2, 1 morreu apés uma troca de substrato. Das cinco plantas
tetraploides que produziram flores — 3 oriundas do tratamento com colchicina por 24
horas e 2 do tratamento por 48 horas — apenas 2 oriundas do tratamento por 48 horas
apresentaram aumento significativo do comprimento e da largura da corola floral em
detrimento dos outros poliploides e dos controles diploides. A altura do tubo floral ndo
mostrou alteracio entre os tetraploides e controles exceto para um tetraploide obtido
do tratamento com colchicina por 24 horas, que apresentou reducao desse parametro
(Tabela 21).

Tabela 21. Comprimento (C), largura (L), altura de flores (H) e comprimento (C) e largura (L) de botdes em
condicao ex vitro, de poliploides identificados nos grupos da cultivar MD 1287 tratados com colchicina in vitro por
24 e 48 horas

Dose Tempo Flor Botao
o Ploidia

(%) (h) C (cm) L (cm) H (cm) C (cm) L (cm)
o 24 Controle 3,896 b 4,008 b 2,652 a 3,665a 0,580 b
48 Controle 4,016 b 4,178 b 2,668 a 3,473 a 0,551 b
Te“a'1°'°'de 3,686 b 3.831b 2278 b 3,012b 0,658 a
24 Te"ag'mde 4244 b 4459 b 2553 a 2733b 0671a
005 Te“af'mde 4,216 b 4,122 b 2,686 a 2,904 b 0,669 a
48 Tet’a$'°'de 5,068 a 5,268 a 2,649 a 2,764 b 0,645 a
Te"ag'mde 4916 a 4873 a 2647 a 2948 b 0,651a
F (entre ploidias) 4,587 3,607 4,286 5,359*** 2,565

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Na figura 13 uma flor do tetraploide 3 (tratamento de exposicédo a colchicina
por 24 horas) pode ser comparada com a flor de uma planta controle. Embora a
estatistica ndo tenha mostrado diferenga significativa, é possivel notar um leve
aumento no tamanho da flor. Na figura 14, a pétala do mesmo tetraploide pode ser
visualizada ao lado da pétala do controle diploide e verifica-se que a pétala poliploide
ganhou um aspecto circular em comparagao com o aspecto de meia lua, presente no
diploide. Ja na figura 15 a flor do tetraploide 4 aparenta aspecto menor que a do

controle diploide, embora também nao tenha apresentado diferencga significativa na
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estatistica. Nesse mesmo tetraploide as pétalas apresentaram um efeito de ponta no

centro da pétala, como um bico (figura 16).

Figura 13. Caracteristicas morfolégicas das flores de MD 1287 tratada e ndo tratada com colchicina
(primeira amostra)

Tetraploide Diploide

] | [ [ (e II“I - lﬁﬁé i ==
25 35

(a)Vista frontal de flores da cultivar MD 1287; (b)Vista lateral de flores da cultivar MD 1287- a esquerda
em ambas as imagens a flor € um tetraploide (tetraploide 3), e a direita diploide

Figura 14. Pétalas da cultivar MD 1287 poliploide e
diploide

E
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Figura 15. Caracteristicas morfolégicas das flores de MD 1287 tratada e ndo tratada com colchicina
(segunda amostra)
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(a)Vista frontal de flores da cultivar MD 1287; (b)Vista lateral de flores da cultivar MD 1287;A esquerda
em ambas as imagens a flor é tetraploide (tetraploide 4), e a direita diploide

Figura 16. Flor de planta da cultivar MD 1287 tetraploide obtida do tratamento de exposigéo a
colchicina por 24 horas

Detalhe da borda da pétala da flor tetraploide 4, com a formagéao de afilamento

Corroborando os resultados para flores de Mandevilla - enquanto grupo tratado
- aqui expostos, no estudo de Becker et al. (2022) também nao foi possivel encontrar
aumento consistente e confiavel no tamanho das flores de Oxalis purpurea L. entre os
poliploides e os diploides. Em resumo, embora existam evidéncias do efeito gigas a
niveis celulares, os resultados gerais indicam que o aumento de tamanho n&o é
consistente quando se observa caracteristicas da flor.

No trabalho de Asoko et al. (2020) com crisantemos (Dendranthemum

grandiflora cv.), a dosagem de 0,15% de colchicina por 12 horas de exposi¢cao



54

promoveu o surgimento de pétalas de dupla camada. Em lisianthus (Eustoma
grandiflorum), embora tenham sido notadas alteragbes fenotipicas da flor entre
tetraploide e diploide, a analise de regressao n&o revelou relagao significativa entre a
ploidia e 0 aumento no tamanho da flor (Li, F. et al. 2022). Também n&o houve variagao
significativa no tamanho das flores entre plantas controle e plantas tetraploides de
Nigella sativa L. resultantes de tratamento com colchicina. No entanto, as pétalas das
plantas tetraploides eram mais largas, e o numero de loculagdes foi maior em
comparagao com as plantas diploides controle (Verma; Hariwal; Kumar, 2024).

Ja em relagdo as analises comparativas entre individuos diploides e
tetraploides, em carambola (Averrhoa carambola L. cultivar ‘B17'), da mesma forma
que para os tetraploides 7 e 8 da cultivar MD 1287, a corola de flores tetraploides
apresentou aumento significativo de tamanho em relagéo a de flores triploides e de
diploides, 10.76 £ 0.17acm, 9.91 £ 0.09b cm, e 7.29 £ 0.03c cm respectivamente (Hu
et al. 2021). Nesse mesmo sentido, a corola floral de tetraploides de Melissa officinalis
foi significativamente maior que de plantas diploides, resultando em valores médios
de largura iguais a 6.19 £ 0.32a e 4.76 + 0.28b respectivamente (Bharati et al. 2023).

A imersao de Zinnia elegans em colchicina levou a flores com alturas e
diametros maiores. Especificamente, o tratamento com a imersdo mais longa (72
horas) produziu flores com o maior tamanho, incluindo um didametro de flor mais largo.
Além disso, o tratamento de imersdo em colchicina por 48 horas resultou na maior
largura de pétalas (Kusumawati; Haryanto; Wijaya, 2024).

Além das dimensdes florais, o crescimento das plantas poliploides do presente
trabalho foi notadamente mais lento que o de controles diploides como ja relatado, e
a floracdo também se mostrou mais demorada e em menor quantidade que a floracéo
das plantas diploides. Enquanto os dados de floragdo das plantas diploides puderam
ser completamente coletados em poucas semanas, os dados de floracdo das plantas
tetraploides e mixoploides levaram meses e foram coletados com intervalos maiores
que os primeiros.

Isso em um primeiro momento foi observado com cautela, uma vez que poderia
ser resultado de fitotoxicidade pelo contato com a colchicina, no entanto, plantas

diploides que foram submetidas ao contato com o antimitético e nao tiveram alteragéao
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em sua ploidia floresciam ao mesmo ritmo de plantas que nédo foram expostas a

colchicina.

5.8 Coloracao das flores

As mudancgas de coloracao verificadas em flores de plantas poliploides podem
ser resultado de fatores como o aumento do conteudo de pigmentos — antocianinas
ou carotenoides — nas pétalas, assim como a variagao no tamanho das células conicas
na superficie da pétala, que pode gerar variagdo na reflexdo do espectro de luz,
modificando aspectos de profundidade da coloragcéao (Ghanbari et al. 2019).

Contudo, a cor é algo extremamente subjetivo, dependente dos olhos do
observador, o que torna dificil quantifica-la sem um sistema preciso. Em face de tal
situacao, o sistema CIELAB foi elaborado. Esse sistema permite a expressao da cor
através de valores relacionados com a percepg¢ao dela, onde L mede a luminosidade
da cor, a, uma coordenada entre o vermelho e o verde (cores opostas) e b, fornece
uma coordenada entre o amarelo e o azul (cores opostas). O espectofotometro CM-
26d (Konica Minolta®) mede a refletancia espectral, fornecendo os dados em
coordenadas L*a*h*, que representam a cor percebida.

Entre os tratamentos, os parametros luminosidade (L), componente verde-
vermelho (a) e componente azul-amarelo (b) se apresentaram distintos entre as trés
cultivares. Para a cultivar MD 1480, a dose teve efeito significativo sobre L e a, e a
interagdo entre dose e tempo teve efeito significativo sobre b. O grupo exposto a
colchicina por 48 horas apresentou reducéo da luminosidade (L) em comparagao com
0s controles e o grupo exposto a colchicina por 24 horas, tornando a amostra mais
escura. O grupo exposto ao antimitético por 24 horas apresentou tendéncia para uma
cor mais proxima do vermelho em relagdo aos controles e ao grupo exposto a
colchicina por 48 horas, o que pode sugerir o acumulo de pigmentos vermelhos ou a
reducado de pigmentos verdes, causando uma mudanga na tonalidade da cor. Ja em
relagdo ao parametro b, os grupos expostos a colchicina tiveram uma reducao de
pigmentos amarelos ou aumento de pigmentos azuis (Tabela 22). Para a cultivar MD
1296 nao houve diferenga significativa entre os grupos para os parametros L e a. O
parametro b apresentou aumento nos grupos expostos a colchicina (indistintos entre

24 horas ou 48 horas), um indicativo de aumento dos pigmentos amarelos, ou redugao
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dos azuis, decorrentes dos fatores dose e tempo (Tabela 22). Os trés parametros de
cor apresentaram-se com diferengas significativas para a cultivar MD 1287. Houve
reducao do brilho (L) no grupo tratado com colchicina por 24 horas, enquanto que o
grupo tratado por 48 horas apresentou um valor de a menor que os controles e o
tratamento com colchicina por 24 horas, indicando redugédo de pigmentos vermelhos
ou aumento de pigmentos verdes. Os grupos expostos a colchicina ainda tiveram
reducdo do parametro b em relagdo aos controles, permitindo deduzir diminuicdo de

pigmentos amarelos ou aumento de pigmentos azuis (Tabela 22).
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Tabela 22. Parametros de cor em flores de plantas submetidas ou ndo a colchicina em diferentes tempos de tratamento

Dose  Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287
(%) (h) L a b L a b L a b
24 74.08A 2310 B 54,87 Aa 74,34 23,68 51,96 Ab 80,62 Aa 12,27 Aa 66,39 A
0.0 48 74,80 A 22,06 B 52,57 Aa 7345 25,76 60,48 Ab 80,29 Aa 12,56 Aa 66,02 A
005 24 74.98 A 2737A 46,59 Ab 7213 27,09 63,78 Aa 77,75 Ab 12,69 Aa 55,40 B
48 72,30 B 21,58 B 44,07 Ab 72,61 26,02 67,47 Aa 81,94 Aa 9,58 Ab 59,16 B
F (dose) 5,525 6,864* 0,002 2,889 1,642 18,10 0,386 2,119 12,311+
F (Tempo) 1,226 2,109 1,060 0,053 0,125 9,055 3,942 2,706 0,462
F (Interagéo) 1,825 3,300 12,908+ 0,593 1215 1,946 5,196* 3,760" 0,658

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras
minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01); *
significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)
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Nas comparagoes planta a planta, realizada apenas para a cultivar MD 1287
devido ao florescimento lento, os parametros L, a e b apresentaram diferengas
significativas entre os controles e duas plantas tetraploides obtidas no tratamento de
exposicdo a colchicina por 24 horas. Foi verificada redugcdo de brilho (L) e do
parametro a — menos pigmentos vermelhos ou mais verdes — para um dos tetraploides
oriundos do grupo exposto a colchicina por 24 horas. Esse mesmo tetraploide
apresentou o menor valor para o parametro b, indicativo de perda de pigmentos
amarelos ou ganho de pigmentos azuis, enquanto que o outro tetraploide (3)
apresentou um aumento destes paramentos, ou seja, teve aumento da quantidade de

pigmentos amarelos ou diminuicdo dos azuis (Tabela 23).

Tabela 23. Paradmetros de cor de flores de poliploides oriundos de plantas submetidas a diferentes tempos de
exposic¢ao a colchicina

Dose Tempo - Flor
Ploidia
(%) (h) L a b
0 24 Controle 80,62 a 12,27 a 66,39 b
48 Controle 80,29 a 12,56 a 66,01 b
Te"ag'mde 80,24 a 13,24 a 71,76 a
0,05 24 Tetraploide
2 76,21b 7,56b 52,08 c
F (entre ploidias) 56,33*** 33,92*** 112,6***

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Além de avaliar parametro a parametro das cores, € possivel calcular AE, como
exposto na formula /Il a seguir. Esse valor evidencia a diferengca entre as cores
medidas, uma vez que une os trés parametros em um so. Isso contudo depende do
estabelecimento de padrbes e referéncias que podem ou nao ser subjetivos. Para
efeito de compreensao da diferenga entre os tetraploides e seus controles, na figura
17 sdo apresentados os valores calculados para AE de dois tetraploides e de dois
controles da cultivar MD 1287. Quanto maior a diferenga entre dois valores de AE
mais facil é diferenciar a cor entre duas amostras, considerando claro, o aspecto

subjetivo.

() AE =A% + Aa? + A%] + 1/2
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Figura 17. Quadro de diferenca entre cores entre plantas tetraploides e diploides da cultivar MD 1287

Plantas AE
Tetraploide 3 vs Controle 24h 2,68
Tetraploide 3 vs Controle 48 h 6,73
Tetraploide 4 vs Controle 24 h 19,08
Tetraploide 4 vs Controle 48 h 16,03

Em um estudo realizado in vitro com crisantemo (Dendranthemum grandiflora
cv.), cujos tratamentos foram 4 concentragdes de colchicina (0%, 0,05%, 0,1%, 0,15%
e 0,2%) em dois tempos de contato (12 e 24 horas) foram verificadas alteracdes na
morfologia das plantas e na coloragao das flores. O tratamento com 0,1% por 12 horas
alterou cor das flores de roxo para rosa-alaranjado enquanto que os tratamentos com
0,05% e 0,1% de colchicina por 24 horas alteraram para laranja claro e laranja sélido
respectivamente (Asoko et al. 2020).

Xie et al. (2024) em seu estudo de indugdo de poliploidia em Begonia x
benariensis, observou que algumas de suas plantas poliploides apresentavam flores
em um tom vermelho mais forte que o da flor da planta controle, em tons rosados.
Esse aumento de intensidade também foi observado por Deans et al. (2021), quando
induziram poliploidia em trés cultivares de horténsia, Hydrangea macrophylla 'David
Ramsey', H. macrophylla ‘MAK20’, e Hydrangea macrophylla ‘Robert”, que por meio
da anadlise de cor utilizando os parametros CIELAB, verificaram que as plantas
tetraploides de ‘MAK20' e ‘Robert’ se tornaram um pouco mais escuras e
avermelhadas em comparacado com seus controles diploides, possivelmente devido a
um aumento de antocianinas nas sépalas. No entanto, para a cultivar ‘David Ramsey’,
nao foram observadas diferencgas significativas na cor entre os diploides e tetraploides.

Apesar de ndo medir um parametro diretamente relacionado com a percepgao
da cor pelo olho humano, o trabalho de Al-jubouri e Algaisi (2023) avaliou a biossintese
de antocianinas em Petunia hybrida L., pigmentos relacionados a cor nas flores, e
verificaram que o tratamento de exposicao a dose de 0,5% de colchicina por 36 horas
promoveu a maior porcentagem de antocianinas nas pétalas, igual a 7,01%, enquanto
que a porcentagem encontrada no controle foi igual a 3,67%.

Em contrapartida Bharati et al. (2023) reportaram que em Melissa officinalis L.,
a cor das flores de plantas tetraploides permaneceu igual a cor das flores diploides.

Ja em flores de orquidea Phalaenopsis spp. cultivar Shu Long ‘TS2904’, botdes
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tratados com colchicina 0,1% por 2 dias, geraram flores com desvanecimento da cor
original, perdendo intensidade em comparagdo com os controles (Samanhudi et al.
2023). Em poliploides induzidos de Portulaca grandiflora, apesar de surgirem
modificagdes na cor e forma de caules e folhas, n&o foram verificadas alteragbes
significativas na cor das flores em nenhum dos quatro gendtipos analisados (Aisyah
et al. 2024).

Em Persicaria tinctoria, nao foi significativo o aumento no conteudo de indigo
por unidade de peso nas flores de plantas hexaploides em relacao a flores de plantas
tetraploides. Portanto, apesar das hexaploides terem caracteristicas morfologicas
aumentadas em relagdo a plantas tetraploides, como o tamanho das células
estomaticas, o aumento da ploidia ndo se traduziu em um aumento no conteudo de
pigmento (Kawakami et al. 2021). O aumento da ploidia, portanto, nem sempre

promove aumento da coloragao, podendo reduzi-la, ou mesmo alterar sua tonalidade.

5.9 Eficiéncia fotossintética

As medidas realizadas com o fluorémetro e pordbmetro combinados (LI-600 da
LI-COR®) forneceram parametros para avaliar simultaneamente a fluorescéncia da
clorofila e a condutancia estomatica. O rendimento quantico do fotossistema Il (Fv/Fm)
e os dados de taxa de transporte de elétrons (ETR) permitiram estimar a capacidade
fotossintética da planta e possiveis sinais de estresse.

Os dados de condutancia estomatica (gs) medem a abertura dos estématos,
indicando o quanto de vapor d'agua esta sendo perdido e o quanto de CO, esta
entrando na folha, e apresentaram significancia em relagdo aos tratamentos apenas
para a cultivar MD 1296, advinda da interagao entre dose e tempo, a um nivel de 5%.
O grupo tratado com colchicina por 48 horas apresentou reducéo de tal parametro,
portanto houve menor abertura estomatica e menor troca gasosa nesse grupo (Tabela
24).

A eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm) mede a fragao de fétons absorvidos pelo
fotossistema Il (PSIl) que sdo usados efetivamente no transporte de elétrons, sendo
que valores mais altos indicam maior eficiéncia no uso da luz para a fotossintese.
Nesse parametro, as trés cultivares ndo apresentaram grupos com diferencas

significativas entre os valores médios.



61

A Taxa de Transporte de Elétrons (ETR) indica o fluxo de elétrons no PSII,
estimando a taxa de fotossintese, e valores altos sugerem uma fotossintese mais
ativa. Entre as avaliagdes de tratamento, a Unica que ndo apresentou diferencas entre
as médias foi a cultivar MD 1287. O fator tempo e a interacédo entre dose e tempo
foram significativos a 5% para a cultivar MD 1480, sendo que o tratamento de
exposicao a colchicina por 24 horas apresentou uma fotossintese menos ativa que o
tratamento de 48 horas e os controles. Na cultivar MD 1296, os tratamentos expostos
a colchicina também resultaram em fotossintese menos ativa em oposicado aos

controles, decorrendo apenas do fator dose a 1% de significancia (Tabela 24).



Tabela 24. Parametros fotossintéticos em plantas submetidas ou ndo a colchicina em dois tempos de tratamento
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MD 1480 MD 1296 MD 1287
Dose Tempo
gs ETR (pmol e~ gs ETR (pmol e~ gs ETR (pmol e~
(%) (h) Fv/IFm Fv/iFm Fv/IFm
(mol m™2s™") m=2s™) (mol m™2s™") m2s™) (mol m™2s™") m=2s™)
0.0 24 0,10 0,73 48,892 Aa 0,07 Aa 0,76 45,081 A 0,15 0,75 47,494
’ 48 0,04 0,71 45,942 Aa 0,14 Aa 0,73 44,069 A 0,08 0,69 45,536
05 24 0,02 0,73 42,827 Ab 0,09 Aa 0,74 41,658 B 0,08 0,72 47,049
’ 48 0,13 0,72 50,413 Aa 0,04 Ab 0,77 41,854 B 0,11 0,73 48,435
F(dose) 0,008 0,024 0,151 2,112 0,529 7,713* 0,696 1,982 0,460
F(tempo) 1,786 1,048 4,432* 0,266 1,914 0,038 0,048 0,780 0,025
F(interagao) 4,173 0,354 6,574 5,473 3,145 0,351 3,228 2,211 0,854

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras
minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p < 0,01); *
significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). gs — Condutancia estomatica; Fv/Fm — Eficiéncia quantica do fotossistema Il; ETR — Taxa de transporte
de elétrons.
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A comparacéao entre as plantas poliploides mostrou uma dindmica um pouco
diferente. Os poliploides da cultivar MD 1480 apresentaram valores de condutancia
estomatica e taxa de transporte de elétrons distintos entre alguns poliploides e
controles. O tetraploide 2 teve um aumento do valor de abertura estomatica e troca
gasosa, o que pode ser decorrente do aumento das células guarda estomaticas ja que
nao vem acompanhado de maiores valores de taxa de transporte de elétrons
indicando uma fotossintese mais eficiente (Tabela 25).

A eficiéncia quantica do PSIl ndo se mostrou diferente entre poliploides e
diploides da cultivar MD1480, e a taxa de transporte de elétrons foi significativamente
reduzida para a maior parte dos poliploides — o Unico mixoploide e os trés tetraploides
oriundos do tratamento por 48 horas — em relacdo aos controles e a um tetraploide

(24h de exposigao a colchicina), indicando uma fotossintese menos ativa (Tabela 25).

Tabela 25. Parametros fotossintéticos de poliploides de MD 1480 obtidas da exposi¢do a colchicina em dois
tempos de tratamento

5 T MD 1480
ose empo 1
Ploidia S
(%) (h) g Fv/Fm ETR .,
(mol m2 s™) (umol e” m™2s™")
0 24 Controle 0,04 b 0,75 42 586 a
48 Controle 0,08 b 0,72 45352 a
Mixoploide 0,05b 0,76 38,743 b
24 i
Tetraflmde 0,02b 0,72 41,157 a
0,05 Tetra2pI0|de 028a 0,75 33,985 b
48 Tetraploide 0,04 b 0,74 35,131 b
Tetra4pI0|de 0.02b 0,73 38,416 b
F (entre ploidias) 3,153* 0,912 5,298**

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05); gs — Condutancia
estomatica; Fv/Fm — Eficiéncia quantica do fotossistema Il; ETR — Taxa de transporte de elétrons.

Em relagcdo a cultivar MD 1296, nenhum dos parametros de eficiéncia
fotossintética foi significativamente distinto entre mixoploides e diploides. Uma
possivel explicagdo € a propria mixoploidia, que promove o crescimento de tecidos
diploides junto a poliploides, com dinamica fotossintética mista (Tabela 26).
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Tabela 26. Parametros fotossintéticos de poliploides de MD 1296 obtidas da exposi¢do a colchicina em dois
tempos de tratamento

MD 1296
Dose Tempo -~ ETR
Ploidia Gs
(%) (h) Fv/IFm (umol e m™

(mol m2s™) s™)
0 24 Controle 0,08 0,77 45,350
48 Controle 0,03 0,76 41,486
Mixoploide 1 0,10 0,75 39,076

0,05 24 . .

Mixoploide 2 0,08 0,72 37,412

F (entre ploidias) 1,814 3,285 3,316

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). gs — Condutancia
estomatica; Fv/Fm — Eficiéncia quantica do fotossistema IlI; ETR — Taxa de transporte de elétrons.

Os resultados mais diversos foram observados na cultivar MD 1287, na qual
todos os tetraploides apresentaram reducao da abertura estomatica e da troca gasosa
em comparagao com os controles, além de reducgao dos valores de eficiéncia no uso
da luz em comparacdo com os controles e com dois tetraploides com valores
intermediarios. Ja a taxa de transporte de elétrons foi mais ativa para dois tetraploides
em relagao as outras plantas (Tabela 27).

Mais uma vez é dificil colocar o desenvolvimento de plantas poliploides em um
unico perfil, e a grande quantidade de dados nos permite levantar hipoteses do que
pode estar ocorrendo. E possivel que esses dados todos sejam decorrentes das
alteracdes na morfologia, com o espessamento das folhas ou de raizes ou mesmo do
tamanho dos estématos, alteragdes bioquimicas como o acumulo de mais clorofila na
folha, ou o desenvolvimento da planta, que pode ser mais lento, ou mesmo completo
em um periodo diferente do controle. E possivel ainda que seja o conjunto de tudo
isso que promova resultados tdo diversos. Uma vez que o tratamento foi feito sobre
hibridos de Mandevilla, também é muito provavel que a diversidade de perfis obtidos

seja decorrente de tal circunstancia (Pelé; Rousseau-Gueutin; Chévre, 2018).
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Tabela 27. Parametros fotossintéticos de poliploides de MD 1287 obtidas da exposi¢do a colchicina em dois
tempos de tratamento

MD 1287
Dose (%) Tempo Ploidia gs ETR
(h) Fv/IFm (umol e” m™

(mol m™2s7™) s™)
0 24 Controle 0,13 a 0,71 a 46,116 b
48 Controle 0,11 a 0,75a 46,216 b
Tetraploide 1 0,02b 0,40 b 69,411 a
24 Tetraploide 2 0,02b 0,25¢c 39,579 b
Tetraploide 3 0,04 b 0,29c 46,839 b
0.05 Tetraploide 4 0,01b 0,28 c 48,224 b
48 Tetraploide 6 0,02b 0,40 b 64,347 a
Tetraploide 8 0,01b 0,20 c 34,419b

F (entre ploidias) 6,437 20,8*** 4,02 **

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
*** significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de
probabilidade de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05). gs —
Condutéancia estomatica; Fv/Fm — Eficiéncia quantica do fotossistema Il; ETR — Taxa de transporte de elétrons.

Em tetraploides induzidos artificialmente de Melissa officinalis, a performance
fotossintética foi superior a de planta diploides. Embora alguns parametros de
eficiéncia do sistema fotossintético, como o ®PSIl, ndo tenham se mostrado
significativamente diferentes entre tetraploides e diploides ao longo do dia, outros
parametros, como Plabs (indice de Performance para Absorcdo) e ABS/RC (Taxa de
Absorcao por Centro de Reagao) apresentaram distingdes significativas, indicando
maior eficiéncia na absorcao e utilizacado da luz pelas plantas tetraploides. Além disso,
o fluxo eletrénico linear (LEF) — semelhante ao ETR medido neste trabalho - foi
significativamente maior nas plantas tetraploides durante manha e tarde, indicando
uma conversao mais eficiente da energia luminosa em transporte de elétrons. Em
sintese, a indugao de poliploidia melhorou a captura de luz, o que pode ter implicacdes
para o0 manejo agricola (Bharati et al. 2023).

A capacidade fotossintética da variedade tetraploide de Acer buergerianum
também foi significativamente maior que a de seu controle diploide. Isso foi
evidenciado pelas medi¢cdes feitas com o fluorbmetro, que mostraram que os
parametros de eficiéncia fotossintética, como Fv/Fm e Fv/Fo, eram mais altos na
variedade tetraploide (Wang, Y. et al. 2021).
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De acordo com Ulum, Hadacek e Hérandl (2021), citétipos de Ranunculus
auricomus, tetraploides e hexaploides naturais apresentaram maior eficiéncia no
desempenho fotossintético em comparacdo com as plantas diploides. Os poliploides
apresentaram niveis mais altos de quenching ndo fotoquimico (NPQ), o que indica
que a poliploidia pode conferir uma vantagem adaptativa em condig¢des de luz intensa,
permitindo uma melhor regulagdo do estresse oxidativo oriundo de luz excessiva.
Embora o NPQ também néo tenha sido aqui medido, a eficiéncia quantica do PSII
(PPSII) e a taxa de transporte de elétrons (ETR) permite uma inferéncia similar, pois
quando o valor ®PSII diminui, isso pode indicar que mais energia estd sendo
dissipada como calor, o que sugere um aumento no NPQ, ou mesmo quando o ETR
é reduzido enquanto ®PSII se mantém estavel ou diminui, pode significar que a planta
esta dissipando mais energia via NPQ para evitar danos foto-oxidativos.

Em sintese, as medidas coletadas permitem compreender como a poliploidia é
capaz de modificar a performance fotossintética. Em posse de dados essenciais sobre
a eficiéncia do uso da luz e o estado fisiolégico das plantas € possivel avaliar
melhorias agrondmicas resultantes da inducao de poliploidia. Portanto, a poliploidia
modifica a resposta fisioldgica frente estresses ambientais, contribuindo para maior

ou menor resiliéncia em cenarios de variagao climatica.

5.10 Raizes

Ao longo da execucao do projeto foi possivel notar que alguns poliploides
apresentavam um sistema radicular aparentemente mais fragilizado, menos espesso
e com comprimento menor a primeira vista. A partir de tal situacao, estabeleceu-se a
necessidade de avaliar também parametros radiculares e assim o didmetro das raizes
(que na Mandevilla com bastante frequéncia se apresentam com aspecto tuberoso) e
o comprimento delas foi comparado. As raizes das trés cultivares ndo apresentaram
diferenga significativa entre os tratamentos e controles para os pardmetros de
diametro e comprimento de raizes, em nenhum dos fatores, dose, tempo e a interagao

entre eles (Tabela 28).
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Tabela 28. Diametro (&) e comprimento (C) de raizes em condigao ex vitro, decorrente do tratamento das plantas
com colchicina por 24 e 48 horas in vitro

Raiz
Dose (%)  Tempo MD 1480 MD 1296 MD 1287

(h) J (cm) C (cm) J (cm) C (cm) @ (cm) C (cm)

00 24 0,57 19,29 0,63 18,28 1,32 16,26

’ 48 0,61 16,88 0,61 15,78 1,57 17,85
0,05 24 0,64 22,81 0,50 17,06 1,41 16,14
48 0,70 24,65 0,58 16,33 1,89 13,36

F (dose) 0,59 2,77 0,40 0,02 1,33 1,33

F (Tempo) 0,23 0,01 0,20 0,46 3,92 0,09

F (Interagao) 0,01 0,39 0,46 0,14 0,39 1,21

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott;
Letras mailsculas referem-se ao fator dose, enquanto letras minusculas indicam o fator tempo; *** significativo ao
nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade de erro (p <
0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Quanto aos poliploides identificados e comparados entre si, houve reducéo do
diametro médio das raizes de dois poliploides da cultivar MD 1480 (oriundos do
tratamento com colchicina por 48 horas). O comprimento médio das raizes dos
poliploides identificados nao demonstrou diferenga significativa dos controles, nem
entre si (Tabela 29). Com os mixoploides da cultivar MD 1296 ocorreu 0 mesmo,
somente a reducéo do didmetro médio das raizes em detrimento do controle (Tabela
30). Quanto a cultivar MD 1287, nao foi possivel verificar variagdes significativas nas

médias tanto do didmetro quanto do comprimento das raizes (Tabela 31).
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Tabela 29. Didmetro () e comprimento (C) de raizes em condic&o ex vitro, de poliploides identificados nos grupos
da cultivar MD 1480 tratados com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

Dose (%) Te('a)‘” Ploidia Raiz

3 (cm) C (cm)

0 24 Controle 0,72 a 20,24
48 Controle 0,64 a 19,85

Mixoploide 0,96 a 27,03

24 Tetraploide 0.64a 2211

0.05 Tetra:)loide ‘ ,

2 0,71a 25,82

48 Tetraploide 0,30 b 15,63

Tetrazloide 0.37b 17.19

F (entre ploidias) 3,61** 0,61

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

Tabela 30. Didmetro () e comprimento (C) de raizes em condic&o ex vitro, de poliploides identificados nos grupos
da cultivar MD 1296 tratados com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

Raiz
Dose (%) Tempo (h) Ploidia

@ (cm) C (cm)

0 24 Controle 0,75a 19,06

48 Controle 0,56 a 15,83

Mixoploide 1 0,26 b 14,03

0,05 24

Mixoploide 2 0,38 b 16,46

F (entre ploidias) 4,46* 0,36

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)
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Tabela 31. Didmetro () e comprimento (C) de raizes em condicéo ex vitro, de poliploides identificados nos grupos
da cultivar MD 1287 tratados com colchicina in vitro por 24 e 48 horas

Raiz
Dose (%) Tempo (h) Ploidia

9 (cm) C (cm)

24 Controle 1,20 18,40

0 48 Controle 1,62 17,41
Tetraploide 1 1,50 14,02

24 Tetraploide 2 1,72 15,52

Tetraploide 3 1,83 12,77

0,05 Tetraploide 4 1,48 16,37

Tetraploide 5 0,60 8,31

48 Tetraploide 6 1,24 12,13

Tetraploide 7 1,94 12,90

Tetraploide 8 1,64 13,32

F (entre ploidias) 1,34 1,58

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott; ***
significativo ao nivel de 0,1% de probabilidade de erro (p < 0,001); ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
de erro (p < 0,01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro (0,01 < p < 0,05)

De acordo com Tossi et al. (2022) o aumento no tamanho das células de um
organismo pela poliploidia pode modificar a arquitetura das raizes, tornando-as mais
espessas, compridas, e ramificadas, impactando aspectos como a absorgéo de agua
e a resisténcia a solos salinos. A relacao entre a ploidia e o crescimento radicular €,
contudo, bastante complexa. Kikuchi et al. (2024) observaram que em autopoliploides
tetraploides de Arabidopsis thaliana o crescimento radicular era favorecido, e suas
células apresentavam maior volume, ao contrario do numero de células, que diminuia,
enquanto que hexaploides e octaploides apresentavam supressdo do crescimento
radicular e planta com aspecto anéo, indicativo de “sindrome de alta ploidia”, ligada a
complexidades na regulacao do ciclo celular e a alteragdo da dinamica cromossdmica
em poliploides.

Essa € uma explicagdo possivel para o que se observa nos grupos tratados
com colchicina neste estudo, que quando avaliados ndao demonstraram padrbes de
aumento de parametros morfoanatdmicos para o sistema radicular e, embora, nao
sejam hexaploides ou octaploides, podem estar apresentando dificuldades com o ciclo
celular decorrente das alteragdes nos conjuntos cromossémicos.

Em rabanete (Raphanus sativus L.) o peso e largura médios de raizes de
populagdes foi significativamente menor em plantas tetraploides (1000 g e 9 cm) que
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em plantas diploides (1200 g e 11 cm) e o comprimento permaneceu 0 mesmo, por
volta de 20 cm. Uma possivel causa para tal dinamica é o crescimento retardado de
tetraploides (Kim, Lee e Chae, 2022), também plausivel para o observado nos
tratamentos e para os poliploides da cultivar MD 1287 deste trabalho. Em
contrapartida, em outro estudo com rabanete, tetraploides induzidos demonstraram
aumento no tamanho de raizes tuberosas comparativamente a diploides (Pei et al.
2019), como os poliploides identificados da cultivar MD 1480 e MD 1296.

6 CONCLUSOES

Com o aumento dos tempos de exposicdo a colchicina, as taxas de
sobrevivéncia de explantes de cultivares de Mandevilla também foi decrescendo de
forma bastante esperada devido a sua toxicidade. A maior eficiéncia de indugao de
poliploidia (15%) foi observada na cultivar MD 1480 tratada com colchicina por 48 h,
seguido pela cultivar MD 1287 no tratamento com o antimitotico por 48 horas (12.12%)
e por 24 horas (10.8%) respectivamente. Os menores valores, 5,88% e 4,34% foram
identificados em MD 1480 e MD 1296 (na ordem) expostos a colchicina por 24 horas.
Em MD 1296 exposta a colchicina por 48 horas nao foi possivel identificar poliploides,
0 que é um indicativo de que a suscetibilidade a inducéo de poliploidia em Mandevilla
€ varietal. A avaliagao de parametros morfofisioldgicos de poliploides identificados por
citometria de fluxo por sua vez e sua comparagdo com controles diploides revela a
possibilidade de recorrer a tais parametros como forma de rastrear poliploides. Isso
contudo ndo ocorreu em todos os casos, principalmente quando a analise nao foi
estabelecida entre plantas, mas entre tratamentos, além do fato de que muitos desses
parametros por vezes se apresentaram reduzidos ao invés de aumentados. A
avaliacdo de parametros morfofisiologicos deve, portanto, sempre ser considerada

com cautela como método de identificagdo de individuos poliploides.
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