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OBTENGAO DE POLIPLOIDES IN VIVO E IN VITRO DE BRASSOLAELIOCATTLEYA

Autor: JOE ABDUL VILCHERREZ ATOCHE

Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

Co-orientador: Prof. Dr. MATEUS MONDIN
RESUMO

Cattleya é um dos géneros de orquideas tropicais com grande importancia para 0 mercado
de flores pelo tamanho e cores de suas flores. No entanto, problemas como seu longo periodo
vegetativo e juvenil, assim como também o reduzido tempo de prateleira de suas flores
dificultam sua insercéo comercial, quando comparado a outros géneros de orquideas de maior
importancia comercial. A inducéo artificial de poliploides pode resultar na incorporacdo de
caracteristicas agronémicas e ornamentais de interesse em hibridos de Cattleya, a exemplo
de Brassolaeliocattleya. A colchicina é o alcaloide mais comumente utilizado para gerar
poliploidias em plantas devido a suas propriedades antimitéticas, mas ao mesmo tempo
produz efeitos fitotoxicos no material vegetal, requerendo estudos especificos para diferentes
gendtipos de plantas. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um
protocolo eficiente para a producdo de plantas poliploides da progénie de Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” tendo como fatores os tipos de explantes, as concentracdes e
0s tempos de exposicao a colchicina. Além disso, também estudamos os efeitos da exposicao
a colchicina nos diferentes tipos de explantes na progénie de Blc. Haw Yuan Beauty X Blc.
Goldenzelle “LC”. A colchicina produziu diversos efeitos no desenvolvimento in vitro de
sementes, protocormos e plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle
“LC”, onde as diferentes respostas dos explantes frente ao alcaloide dependeram das
concentracdes, tempos de exposicdo e das interacbes entre ambos os fatores. Sementes,
protocormos e plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”
resultaram em eficiéncia de poliploidizacdo de 3,21%; 13,46% e 22,08%, respectivamente,
analisado por citometria de fluxo. Em relagéo as frequéncias de poliploidia em sementes os
tratamentos 6 h/0,08%, 18h/0,04% e 18 h/0,06% tiveram frequéncias de poliploidias de 13%,
25% e 25% respectivamente. Para os protocormos o0s tratamentos 6 h/0,04% e 18 h/0,08%
resultaram nas maiores frequéncias de poliploides de 46% e 44%, respectivamente. Além
disso, foram obtidos poliploides em protocormos sem tratamento com colchicina, com
frequéncias de 8% a 20%. Para as plantulas os tratamentos 6 h/ 0,04%, 12 h/ 0,04%, 24
h/0,02% e 24 h/0,08% geraram frequéncias iguais ou superiores a 50%. As estimativas de
analise cromossdmica mostraram que as cultivares Blc. Haw Yuan Beauty e Blc. Goldenzelle
“LC” e a progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle "LC" tinham 70 cromossomos,
enquanto a progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” poliploidizada tinha
140 cromossomos. De acordo com os resultados a colchicina teve efeitos sobre o
desenvolvimento e crescimento in vitro das sementes, protocormos e plantulas da progénie
de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” e permitiu a produgdo de plantas
poliploidizadas.

Palavras-chave: Orchidaceae, Cattleya, melhoramento genético, colchicina, eficiéncia de
poliploidizacé&o, citometria de fluxo, cromossomos.
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OBTAINING POLYPLOIDS IN VIVO AND IN VITRO FROM BRASSOLAELIOCATTLEYA
Author: JOE ABDUL VILCHERREZ ATOCHE

Adviser: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO
Co-adviser: Prof. Dr. MATEUS MONDIN
ABSTRACT

Cattleya is one of the genera of tropical orchids with great importance for the flower market
due to the size and color of its flowers. However, problems such as its long vegetative and
juvenile period, as well as the short shelf life of its flowers, make it difficult for its commercial
insertion, when compared to other orchid genera of greater commercial importance. The
artificial induction of polyploids can result in the incorporation of agronomic and ornamental
characteristics of interest in Cattleya hybrids, such as Brassolaeliocattleya. Colchicine is the
most commonly used alkaloid to generate polyploidy in plants due to its antimitotic properties,
but at the same time it produces phytotoxic effects on plant material, requiring specific studies
for different plant genotypes. Thus, the present work aimed to develop an efficient protocol for
the production of polyploid plants from the progeny of Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle
"LC" having as factors the types of explants, concentrations and exposure times to colchicine.
In addition, we also studied the effects of colchicine exposure on different types of explants in
Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle "LC" progeny. Colchicine produced several effects
on the in vitro development of seeds, protocorms and seedlings of the progeny of Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”, where the different responses of explants to the alkaloid
depended on concentrations, exposure times and interactions between both factors. Seeds,
protocorms and seedlings of the progeny of Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”
resulted in a polyploidization efficiency of 3.21%; 13.46% and 22.08%, respectively, analyzed
by flow cytometry. Regarding the frequencies of polyploidy in seeds, the treatments 6 h/0.08%,
18 h/0.04% and 18 h/0.06% had polyploidy frequencies of 13%, 25% and 25% respectively.
For the protocorms, treatments 6 h/0.04% and 18 h/0.08% resulted in the highest frequencies
of polyploids of 46% and 44%, respectively. For seedlings, treatments 6 h/0.04%, 12 h/0.04%,
24 h/0.02% and 24 h/0.08% generated frequencies equal to or greater than 50%.
Chromosomal analysis estimates showed that Blc. Haw Yuan Beauty and Blc. Goldenzelle
“LC” and the progeny of Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle "LC" had 70 chromosomes,
while the progeny of Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” polyploidized had 140
chromosomes. According to the results, colchicine had effects on the in vitro development and
growth of seeds, protocorms and seedlings of the progeny of Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.
Goldenzelle “LC” and allowed the production of polyploidized plants.

Key-words: Orchidaceae, Cattleya, genetic improvement, colchicine, polyploidization
efficiency, flow cytometry, chromosomes.



1. INTRODUCAO

Orchidaceae é considerada uma das maiores familias de plantas com flores
(DRESSLER, 1993), representando cerca de 70% do total de epifitas vasculares
encontradas em florestas tropicais e subtropicais (RAMALHO; PIMENTA, 2010).

De acordo com THE PLANT LIST (2020) existem cerca de 27,801 espécies e 899
géneros com ampla distribuicdo geografica, principalmente em areas tropicais e
subtropicais, com auséncia apenas em areas polares ou de calor extremo
(GUIMARAES et al., 2016). Em relacdo & familia Orchidaceae no Brasil, foram
registradas cerca de 2.692 espécies e 251 géneros de orquideas (FLORA DO
BRASIL, 2020), que habitam e sdo mais abundantes em areas arborizadas ou com
formacdes vegetais, incluindo aquelas areas que foram antropogénicamente afetadas
(DE BARROS et al., 2018).

A grande maioria das orquideas sdo plantas herbaceas e entre suas
caracteristicas vegetativas e reprodutivas exclusivas da familia estdo o velame
associado as suas raizes, os caules em formato de pseudobulbos, além do labelo,
coluna e das polineas alocadas em suas flores, entre outras; permitindo que elas
sejam identificadas e separadas das demais familias de plantas (DE BARROS et al.,
2018)

Dentro das angiospermas a familia Orchidaceae forma parte do grupo de plantas
com uma alta especializacao floral permitindo atrair seus polinizadores especificos (a
maioria sdo passaros e insetos) assim como também por possuir diferentes

mecanismos de polinizacdo para garantir o sucesso reprodutivo (KRAHL et al., 2015).

O género Cattleya esta localizado dentro da familia Orchidaceae, que foi descrita
e estabelecida por John Lindley em 1819 (GOMEZ, 2007) com 104 espécies
registradas para o Brasil (VAN DEN BERG, 2020). As orquideas do género Cattleya
sdo comumente chamadas de “rainhas das orquideas” (AOS, 2013) e possuem
importancia comercial devido as suas elevadas caracteristicas genéticas e
ornamentais (GALDIANO et al., 2017).

Em Cattleya, a maioria das plantas comercializadas atualmente sédo constituidas
de hibridos. A hibridizacdo é um fenbmeno comum e eficiente utilizado nos programas

convencionais de melhoramento genético de Cattleya, que pode ser realizada de



forma natural ou artificial, permitindo a geracdo de uma grande variedade de hibridos
interespecificos e intergenéricos (CARDOSO; MARTINELLI; TEIXEIRA DA SILVA,
2016). Os hibridos de Cattleya apresentam uma 6tima qualidade ornamental, obtendo
assim boa aceitacdo no mercado de flores de vaso (TAKANE; YANAGISAWA;
PIVETTA, 2010) mas devido a certas limitacdes horticulturais das plantas, sendo as
principais o longo periodo juvenil e a baixa durabilidade de suas flores bem como
outras dificuldades no seu cultivo, essas limitam o interesse e desenvolvimento da
producdo em larga escala (CARDOSO; ONO; RODRIGUES, 2010).

Nesse contexto, poucos sdo o0s estudos que investigam os efeitos da
poliploidizacdo em Cattleya e seus hibridos, especialmente visando a obtencéo de
plantas superiores em relacdo aos fatores que limitam a expansédo comercial desse

grupo de orquideas.

O fendbmeno da poliploidizacdo em flores é caracterizado por gerar mudancas no
desenvolvimento, arquitetura e estruturas florais, épocas de floragdo e niamero de
flores (CHUNG et al., 2014). Os organismos poliploides, devido a duplicacdo do
namero basico de cromossomos, permitem a expansao dos bancos de germoplasma,
aumentando a variabilidade genética e o numero de individuos que poderiam ser

utilizados em programas de melhoramento genético em plantas (CHUNG et al., 2014).

Atualmente, técnicas de cultivo in vitro aliadas a modernas ferramentas
biotecnolégicas estdo sendo utilizadas para o melhoramento genético de orquideas
(CARDOSO, 2010, 2012; CARDOSO; MARTINELLI; TEIXEIRA DA SILVA, 2016;
FRITSCHE, 2012). Dentre as técnicas de melhoramento genético, aquelas utilizadas
para alteracdes nos niveis de ploidia nas células tem sido aplicadas com sucesso para

a formacao de novas cultivares de orquideas (FRITSCHE, 2012).

Organismos poliploides podem ser obtidos naturalmente ou artificialmente por
meio do uso de substancias antimitéticas, entre elas a mais comum e utilizada em
plantas € a colchicina (DHOOGHE et al., 2011; MONDIN; NETO, 2006), que atua nas
subunidades de microtubulos do fuso cromatico evitando a orientacdo e agregacao
deles durante a divisao celular (BORISY; TAYLOR, 1967).

A inducéo artificial de poliploidias pode também ser utilizada para resolver
problemas de fertilidade em hibridos interespecificos e intergenéricos, uma vez que

muitas vezes apresentam desequilibrios cromossémicos gerando falhas no



pareamento de seus cromossomos durante a meiose (RANNEY, 2006). Para realizar
a duplicacdo cromossOmica in vitro € necessario seguir um protocolo que inclui uma
metodologia com uma série de etapas. Cada protocolo € especifico para cada tipo de
planta e apresenta variacdes no tipo de agente antimitético, tipo de explante,
concentracdo do agente antimitdtico, tempo de exposicdo, método de inducédo e
confirmacéo de poliploides (DHOOGHE et al., 2011).

Para a geracgéao artificial de plantas poliploides existem trés tipos de sistemas de
poliploidizacao: in vivo, in vitro e ex vitro; dos quais o sistema in vitro € o mais utilizado
por apresentar algumas vantagens sobre outros sistemas como o0 rapido
desenvolvimento e multiplicacéo de poliploides em ambiente fechado e com controle
de parametros ambientais e assepsia do meio ambiente (ENG; HO, 2019). Uma vez
realizada a inducdo da poliploidia, é necessario confirmar os niveis de ploidia das
plantas regeneradas a partir do material tratado, para isso existem dois tipos de
métodos para a identificacdo de poliploides: direto e indireto. Os métodos diretos
incluem analise do nimero de cromossomos e metodos indiretos incluem citometria

de fluxo e caracteristicas morfo—anatdémicas (ENG; HO, 2019).

Diante do exposto anteriormente, faz-se necessério o desenvolvimento de
protocolos eficientes para a obtencéao artificial de poliploides em orquideas do género
Cattleya e seus hibridos, bem como saber se plantas poliploides poderiam solucionar
algumas limitacdes intrinsecas ao género, como: desuniformidade do florescimento
observadas mesmo em plantas clonais; diminuicdo do tempo necessario para a
floragdo que normalmente ultrapassa os quatro anos, e; aumento da durabilidade de
suas flores ou da sua vida de prateleira, comumente menor que 20 dias. Atualmente,
esses sao 0s principais entraves de seu cultivo, especialmente comparado a outras
orquideas exoticas cultivadas no pais e no Mundo, como nas orquideas dos géneros
Phalaenopsis e Dendrobium.



2.2.

2. OBJETIVOS
2.1.

Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia para a producéo in vitro de plantas poliploides
da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”, testando como
fatores o tipo de explante, além de concentracdes e tempos de exposicdo a

colchicina.

Objetivos especificos

Determinar os efeitos da concentracdo, do tempo de exposicdo e da interacao
concentracdo X tempo de exposicdo da colchicina aplicados aos tecidos
vegetais da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” em
cultivo in vitro.

Determinar o efeito dos tipos de tecidos tratados, sementes, protocormos e
plantulas, sobre a eficiéncia na obtencéo de plantas poliploides da progénie de
Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Determinar a ploidia das plantas usadas como parentais, controle nao tratadas
e daquelas tratadas com colchicina, utilizando-se as analises de citometria de

fluxo e a contagem de cromossomos.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Generalidades da familia Orchidaceae

As orquideas sdo plantas herbaceas perenes cuja principal caracteristica sdo as
flores, que apresentam grande diversidade de tamanhos, formas e cores
(ACKERMAN; CASTILLO, 1992; RIVAS ROSSI; WARNER, 1998). A familia
Orchidaceae é um dos principais grupos dentro das angiospermas cujo centro de
diversidade sdo os trépicos e representa cerca de 10% das plantas com flores em
todo o mundo (RASMUSSEN, 1985; ROBERTS; DIXON, 2008; THE PLANT LIST,
2020).

As orquideas possuem uma diversidade de hébitos que variam dependendo da
zona climética onde se desenvolvem. Nas zonas temperadas s&o principalmente
terrestres, enquanto nas zonas tropicais podem ser rupicolas até crescerem em areas
de corpos de agua ou em arvores (epifitas), sendo o epifitismo a forma mais comum
na familia (ACKERMAN; CASTILLO, 1992; DRESSLER, 1981).

No Brasil, as orquideas estdo distribuidas por todo o pais, ocorrendo em varios
dominios fitogeograficos como Amazobnia, Catinga, Cerrado, Pampa, Pantanal e Mata
Atlantica (FLORA DO BRASIL, 2020). As florestas atlantica e amazdnica sao 0s
domindés fitogeograficos com maior diversidade de orquideas no Brasil onde
predomina o habitat epifitico nas espécies (DE BARROS et al., 2018). O Cerrado é
outro dos ambientes com consideravel quantidade de espécies de orquideas, sendo
o habitat terrestre predominante devido as condi¢des climaticas de baixa umidade (DE
BARROS et al., 2018).

Orchidaceae apresenta uma diversidade de adaptacdes eco fisiolégicas como a
eficacia de suas raizes em maximizar a absorcdo de agua, nutrientes e até mesmo
apoiar a fotossintese para certas espécies sem folhas. Apresenta também oOrgaos
modificados para o armazenamento de agua e nutrientes além do metabolismo do
acido crassulaceo, sendo dois fatores importantes, pois permitem que sobrevivam
durante os meses sem chuva (ROBERTS; DIXON, 2008).

As orquideas, ao contrario de outras familias de plantas, apresentam modelos
nutricionais especificos onde envolvem ou se relacionam diretamente com
microrganismos, como bactérias e fungos. As associacbes com fungos,

principalmente com endo micorrizas, sd0 as mais importantes e seu grau de



dependéncia varia de acordo com a espécie, pois além de permitirem a germinacao e
o desenvolvimento das mudas naturalmente, sdo essenciais para a existéncia de
algumas espécies de orquideas que perderam a sua capacidade fotossintética
denominadas mico heterotrofica, que sao totalmente dependente do fungo para sua
nutricdo (ROBERTS; DIXON, 2008).

O processo de polinizagdo em orquideas € complexo e seu sucesso depende de
algumas estratégias e mecanismos como néctar, decepcdo sexual (pseudo-
copulacao), fragrancias, entre outros, bem como da combinacdo de caracteristicas
florais como cor, forma e geometria que permitem a atracdo de polinizadores
especificos para as flores (RIVAS ROSSI; WARNER, 1998).

De acordo com seu eixo de crescimento, as orquideas podem ser simpodiais e
monopodiais. Normalmente as plantas simpodiais possuem rizomas que originam
orgaos de reserva denominados pseudobulbos, que podem ser ovoides, globosos,
cilindricos, elipsoides, entre outros (FREULER, 2008). As folhas sao tipicas de
monocotiledéneas apresentando uma grande variedade de formas e texturas onde o
arranjo pode ser alternado ou oposto. As raizes podem ser grossas ou finas,
apresentando um tecido esponjoso espesso denominado velamen, o que Ihes permite
aumentar a capacidade de absorcédo de agua e nutrientes do meio, além de possuir
capacidade fotossintética em espécies epifiticas (FREULER, 2003).

A morfologia floral € um dos tracos caracteristicos das orquideas que as tornam
exGticas. As flores sdo zigomorficas e sdo formadas por trés sépalas e trés pétalas,
onde a pétala dorsal se modifica e recebe o nome de labelo, estando muitas vezes
em posicao inferior devido ao fenbmeno da ressupinacdo. As partes férteis (estilo,
estigma e estames) sao fundidas em um Unico 6rgdo chamado coluna (ACKERMAN;
CASTILLO, 1992). O pdlen forma massas chamadas polinias e possui algumas
estruturas associadas, como viscido, caudicala e estipe, cuja presenca ou auséncia
varia de acordo com a espécie de orquidea. O ovario € inferior e apresenta grande
namero de ovulos, que apdés a fecundacdo dao origem a milhares de pequenas
sementes que se caracterizam por serem compostas por um embrido envolto por uma
cobertura denominada testa. O tipo de fruta é geralmente uma capsula ou vagem no
caso da Vanilla (ACKERMAN; CASTILLO, 1992).



3.2. Taxonomia e Filogenia em Orchidaceae

Orchidaceae é considerada uma familia contemporanea devido a sua rapida
evolugédo, bem como ao constante aparecimento de novos grupos taxonémicos com
diferentes niveis de relacionamento (LUER, 2002). A estimativa do numero de
espécies na familia vem mudando ao longo da historia desde os trabalhos iniciais
realizados por DRESSLER (1981) y ATWOOD (1986) onde estimaram 19.192 e
19.128 espécies respectivamente até os trabalhos mais atuais como os realizados por
DRESSLER (2005) y OPPA; ROBERTS e PIMM (2011) onde estimaram 24.500 e

28.894 espécies respectivamente.

Da mesma forma, a medida que o nimero de espécies aumenta, também
aumentam os géneros dentro da familia, onde seu nimero aumentou cerca de 163
nos ultimos 5 anos (CHASE et al., 2015; THE PLANT LIST, 2020). O Brasil possui a
maior area geografica da América do Sul e é considerado o terceiro pais sul-
americano com alta diversidade de orquideas atrds da Colémbia e Equador, com
cerca de 3.500 espécies, das quais 1.490 sdo endémicas (FLORA DO BRASIL, 2020;
IUCN/SSC ORCHID SPECIALIST GROUP, 1996; SOUZA; LORENZI, 2008),

Em relacdo a filogenia e taxonomia, a familia Orchidaceae € a que mais sofreu
mudancas e rearranjos ao longo da histdria. Existe uma grande variedade de sistemas
de classificacdo na familia, dos quais as caracteristicas vegetativas e polinicas sao as
mais representativas (CAMPOS, 2008). Dentre os sistemas de classificacdo por
caracteristicas polinicas, destaca-se a realizada por BRIEGER (1976), onde também
considerou a morfologia da coluna e subdividiu a familia Orchidaceae em seis
subfamilias  (Apostasioideae, Cypripedioideae, Orchidoideae, Neottioideae,

Epidendroideae e Vandoideae).

Dentre os sistemas de classificacdo por caracteristicas vegetativas, destaca-se a
realizada por DRESSLER (1981), onde também considerou a morfologia floral e
polinica, subdividindo a familia Orchidaceae em seis subfamilias (Apostasioideae,
Cypripedioideae, Orchidoideae, Spiranthoideae, Epidendroideae e Vandoideae) ,
sendo este Ultimo o sistema o mais utilizado ao contrario do outro porque compreende

tanto as estruturas vegetativas como as reprodutivas (CAMPOS, 2008).



A grande complexidade taxonémica dentro da familia Orchidaceae mostrou que as
analises cladisticas de dados morfoldgicos séo insuficientes para classificar os grupos
taxonOmicos inferiores, mas sao importantes porque ajudaram a diversificar em
grupos taxonémicos superiores (subfamilias) nos sistemas de classificagédo anteriores
(CHASE et al., 2003).

Nas ultimas décadas, as analises moleculares tém sido utilizadas para descrever
novos téaxons em plantas, sendo uma ferramenta complementar as analises
morfologicas tradicionais (CHASE et al.,, 2015). Em Orchidaceae é necessario
adicionar a analise de DNA aos estudos morfologicos para ter uma melhor base na
descricdo e classificacdo de novos taxons (CHASE et al.,, 2015). Atualmente na
literatura existem muitas investigacfes sobre a analise molecular da filogenia em
diferentes grupos taxonémicos de Orchidaceae, seja na familia (CHASE et al., 1994;
FREUDENSTEIN; SENYO; CHASE, 2000a, 2000b), subfamilia (COX et al., 1997;
KORES, 1997), tribos (GOLDMAN et al., 2001; WILLIAMS et al., 2001), subtribos
(PRIDGEON et al., 1997; YUKAWA et al., 1996) permitindo mais esclarecimentos

sobre as relagdes intimas e diferencas dentro das orquideas.

A partir desses estudos genéticos foi possivel construir uma arvore filogenética
com bases solidas, reconhecendo Orchidaceae como uma familia monofilética e
subdividindo-se ndo em seis, mas em cinco grandes subfamilias: Apostasioideae,
Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidoideae e Epidendroideae (CHASE et al., 2015;
GIVNISH et al., 2015). A subfamilia Epidendroideae é a mais extensa e diversa,
subdividida em 16 tribos e 650 géneros com cerca de 21.000 espécies representando
mais de 78% do total de espécies da familia (GOVAERST et al., 2013). A grande
maioria das espécies da subfamilia Epidendroideae sdo plantas epifiticas com
distribuicdo geogréfica principalmente em regides tropicais e subtropicais (FELIX;
GUERRA, 2010).

3.3. Citogenética e contetdo de DNA nuclear em Orchidaceae

Os estudos citogenéticos, principalmente os de analise do numero de
cromossomos, sdo importantes porque fornecem informagdes fundamentais para um
melhor entendimento da filogenia, taxonomia, altera¢cdes cromossémicas e também o
melhoramento genético das espécies (GUERRA; SOUZA, 2002). Anélises de numero

de cromossomos sao comumente usadas como ferramentas uteis para determinar e



estudar os diferentes niveis de relacoes filogenéticas e taxonémicas no reino vegetal
(GUERRA, 2000).

Os numeros de cromossomos nas plantas podem ser constantes, pois também
pode haver uma grande variagcdo cromossémica entre espécies dentro do mesmo
género e entre géneros dentro da mesma familia (ASSIS et al., 2013). As analises
cromossOmicas ajudam a entender a complexa taxonomia de Orchidaceae (FELIX;
GUERRA, 2010). Existem poucos dados sobre o numero de cromossomos em
Orchidaceae, apenas conhecido citogenéticamente cerca de 11% do total de espécies
(FELIX; GUERRA, 2010), sendo esta informacdo pequena em comparacao com o

grande nimero de espécies dentro da familia.

Na literatura existem pesquisas relacionadas a variacbes cromossdmicas dentro
da familia Orchidaceae (FELIX; GUERRA, 2010; JONES; LIM; CRIBB, 1982; KAO et
al., 2001; LEE et al., 2020b; WILFRET; KAMEMOTO, 1971; WIMBER, 1956; YU-GE;
WEI-HONG; BO-JI, 2002), onde provavelmente o numero bésico de cromossomos na
familia € x = 7 (FELIX; GUERRA, 2005; FELIX; GUERRA, 2000). No entanto existe
uma grande variacdo cromossémica em Orchidaceae, desde espécies com menor
ndamero de cromossomos como em Erycina pusilla com 2n = 12 (FELIX; GUERRA,
1999) até espécies como em Epidendrum cinnabarinum com 2n = 240 (FELIX;
GUERRA, 2010), ambas localizadas dentro a subfamilia Epidendroideae. Em relacéo
a informacéo citogenética na subfamilia Epidendroideae, observou-se que € a que
apresenta maior variacdo no tamanho e nimero de cromossomos dentro da familia,
onde o numero basico de cromossomos esta entre 15 e 25, com predominio de 19 e
20 (FELIX; GUERRA, 2010).

A grande maioria das espécies de orquideas tem um genoma relativamente
pequeno com um tamanho médio de cerca de 8,5 pg, mas existem algumas espécies
da subfamilia Cypripedioideae e uma espécie em Vanilloideae que tem um tamanho

de genoma maior que 20 pg (LEITCH et al., 2009).

3.4. Género Cattleya

Cattleya pertence a subtribo Laeliinae, considerada um género neotropical de
importancia horticola com cerca de 114 espécies no mundo (QUERINO et al., 2020;
VAN DEN BERG, 2005, 2008), das quais mais de 90% das espécies sdo encontradas
em Brasil e 97 deles sdo endémicas (VAN DEN BERG, 2020). As orquideas Cattleya
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sdo caracterizadas por serem de habito epifitico, com alguns casos rupicolas
apresentando pseudobulbos proeminentes dos quais pedunculos florais comumente
emergem e no qual os botdes florais sdo protegidos por uma espata (CAVERO,;
COLLANTES; PATRONI, 1991).

As espécies de Cattleya podem ser divididas em dois grupos de acordo com o
namero de folhas apicais: um grupo unifoliado que possui pseudobulbos fusiformes
com uma folha apical e flores pequenas a grandes com variacdes de cor do amarelo
ao lilds. O outro grupo é o das bifoliadas que apresentam pseudobulbos cilindricos
com duas folhas apicais e com numerosas flores pequenas de diferentes cores de
verde, amarelo, marrom, rosa e lilds (AOS, 2021; BRAEM, 1994). As flores
caracterizam-se por apresentarem sépalas alongadas com menor largura em relacéo
as pétalas e o labelo é largo e de cores vistosas (CAVERO; COLLANTES; PATRONI,
1991).

Ha uma grande variedade natural dentro das espécies de Cattleya, bem como
muitos hibridos gerados naturalmente (AOS, 2021), como Laeliocattleya elegans
(BOSE et al., 1999), Epicattleya, Cattleya intricata (DE et al., 2014), entre outros. A
hibridizacao artificial também esté presente em Cattleya, sendo utilizada como forma
de realizar melhoramento genético devido a grande capacidade que este grupo de
orquideas tem em produzir hibridos férteis provenientes de cruzamentos entre
diferentes espécies e géneros, permitindo assim a formacdo de solidos hibridos
interespecificos e multigenéricos (DE et al., 2014) com boas caracteristicas

ornamentais.

O género Cattleya em relacdo a analise cromossémica € um dos membros mais
estudados dentro da subtribo Laeliinae com cerca de 22,8% do total das espécies,
que possuem um numero basico de cromossomos x = 20, sendo este numero
caracteristico entre 0s membros da subtribo Laeliinae mas também pode apresentar
variagbes de 40,21-27-30 (FELIX; GUERRA, 2010), onde se acredita que essas
variagcbes possam estar relacionadas a eventos intraespecificos de poliploidia
(BLUMENSCHEIN, 1960), bem como as caracteristicas proprias de cada subespécie
(BLUMENSCHEIN, 1961; FELIX; GUERRA, 2010).
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Quanto a filogenia de Cattleya, é a que mais sofreu alteragdes nos ultimos anos
devido as andlises filogenéticas moleculares (CHASE et al., 2015; VAN DEN BERG,
2008, 2009; VAN DEN BERG et al., 2009; VAN DEN BERG; CHASE, 2000, 2001)
como a inclusdo de espécies de Sophronitis e Laelia brasileira para Cattleya (VAN
DEN BERG, 2008) fazendo com que o género seja considerado um dos maiores da
subtribo devido a quantidade atual de espécies (VAN DEN BERG, 2020).

De acordo com a classificacdo atual de Cattleya, ela é dividida em 4 subgéneros:
C. subgen. Cattleya, C. subgen. Cattleyella, C. subgen. Intermediae e C. subgen.
Maximae (VAN DEN BERG, 2014). C. subgen. Cattleya € a que possui o0 maior nimero
de espécies com cerca de 80% e ao contrario dos outros subgéneros esta dividida em
3 secdes: secdo Cattleya, secdo Lawrenceanae e secao Crispae, onde esta Ultima
secao é dividida em 5 séries (VAN DEN BERG, 2014).

As orquideas no mercado internacional de vasos e flores de corte estdo entre as
primeiras posi¢des, representando cerca de 10% do comércio mundial de flores de
corte (DE et al.,, 2015). Cattleya representa 2,7% do comércio internacional de
orquideas tropicais, sendo a Tailandia o maior exportador desse tipo de orquidea (DE
et al., 2015).

Cattleya a diferenca de outras orquideas comercias apresenta alguns problemas
e limitacdes no seu cultivo em larga escala. Uma delas € o seu longo periodo juvenil,
entre 3-7 anos de cultivo, o que atrasa a comercializacdo e aumenta os custos de
producdo. Outro fator limitante para o cultivo € a baixa durabilidade de suas flores,
nao ultrapassando os 20 dias nas cultivares de maior durabilidade, dificultando o
transporte e comercializacdo a longas distancias (CARDOSO; ISRAEL, 2005;
CARDOSO; MARTINELLI; TEIXEIRA DA SILVA, 2016).

Por ultimo e ndo menos importante a floragdo da maioria dos hibridos comerciais
de Cattleya sdo extremamente dependentes de condi¢bes climaticas genotipo-
dependentes como fotoperiodo, estresse hidrico, temperatura ou multifatorial para o
florescimento, tornando dificil o controle de sua floragdo para atender épocas
especificas, ou mesmo a padronizacdo de um controle que possa induzir o
florescimento e ser utilizado em diferentes cultivares (CARDOSO; ONO;
RODRIGUES, 2010).
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Esses sao os principais fatores que tornam as orquideas Cattleya hibridas menos
vantajosas comercialmente que outros géneros de orquideas como Phalaenopsis,
Dendrobium, Oncidium e Cymbidium (CARDOSO; MARTINELLI; TEIXEIRA DA
SILVA, 2016).

3.5. Poliploidias

A poliploidia € um fenbmeno caracterizado pelo aumento de mais de dois conjuntos
bésicos completos de cromossomos em um organismo (RANNEY, 2006). A poliploidia
em plantas é a principal responsavel nos processos de diversificacdo e evolucao das
espécies (SOLTIS et al, 2009). Cerca de 75% das plantas estudadas
citogenéticamente experimentaram pelo menos um evento de duplicacdo de seu
genoma ao longo de sua historia evolutiva, permitindo a especiacdo em diferentes
condi¢cBes ambientais (JIAO et al., 2011; MONDIN; NETO, 2006).

Em relacdo a estimativa das frequéncias de poliploidia em plantas com flores,
existem diferentes especulacdes (SOLTIS; SOLTIS; TATE, 2003). Por exemplo,
GRANT (1963) estimou que a frequéncia de poliploidias em angiospermas,
monocotiledéneas e dicotiledoneas foi de 47%, 58% e 43%, respectivamente, com

base em plantas com nimero de cromossomos n = 14.

Usando a mesma abordagem anterior, mas trabalhando com plantas com nimero
cromossémico n = 9 e 10, GOLDBLATT (1980) estimou que a frequéncia de
poliploidias em monocotiledéneas estava entre 70-80%, sendo superior & estimada
por GRANT (1963). OTTO e WHITTON (2000) estimaram a incidéncia de poliploidias
a partir da distribuicdo dos cromossomos haploides, onde determinaram que de todos
0s eventos de especializacdo em angiospermas, aproximadamente 2-4% eram
poliploides. Esta discrepancia na estimativa das frequéncias de poliploidia em plantas
deve-se principalmente as diferentes abordagens que cada autor utilizou para realizar

as suas pesquisas.

As analises gen6micas que também geraram alterages no modelo classico de
poliploidias, onde gracas a este tipo de estudos acredita-se que a grande maioria dos
organismos eucarioticos, incluindo angiospermas, tem uma elevada redundancia
genética devido a dois fendmenos: poliploidia ou duplicacdo total do genoma (SOLTIS;
SOLTIS; TATE, 2003). No caso da familia Orchidaceae, mais de 90% das espécies
apresentam aumento no numero basico de cromossomos (MONDIN; NETO, 2006).
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Os organismos euploides sdo classificados de acordo com sua origem como
autopoliploides e alopoliploides. Os autopoliploides tém sua origem na duplicacéo de
um mesmo genoma enquanto os alopoliploides tém sua origem na duplicacdo de um
genoma diferente formado a partir da hibridizacdo entre duas espécies diferentes
(ACQUAAH, 2009). Os eventos de poliploidia em plantas podem ocorrer naturalmente
de duas maneiras, seja através da duplicacdo cromossémica em ceélulas somaticas
como resultado de erros durante a mitose e também através da unido de gametas ndo
reduzidos (2n) que foram formados como resultado de erros durante a meiose
(RANNEY, 2006).

A poliploidizacéo somatica em plantas ocorre principalmente devido ao fenémeno
da endopoliploidia, comumente denominado endorreduplicacédo, que é definido como
a duplicacdo exponencial do conteludo nuclear que ocorre em algumas células ou
tecidos somaticos de um organismo sem passar pelo processo de citocinese durante
0 processo de mitose (MALUSZYNSKA; KOLANO; SAS-NOWOSIELSKA, 2013;
PACEY; MAHERALI; HUSBAND, 2020), sendo esse mecanismo comum em
angiospermas e algas, mas ausente em gimnospermas (BAROW; MEISTER, 2003;
MALUSZYNSKA; KOLANO; SAS-NOWOSIELSKA, 2013).

O fendbmeno natural da endopoliploidia ocorre durante um tipo de ciclo celular
chamado endociclo e isso pode ocorrer quando a célula estd em processo de
diferenciacdo e interrompe sua divisdo celular (MALUSZYNSKA; KOLANO; SAS-
NOWOSIELSKA, 2013). Existe um mecanismo molecular controlado por trés classes
de proteinas especificas CDKAL (LEIVA-NETO et al., 2004), CYCA e CYCD (JOHN;

QI, 2008) responsaveis pela regulacdo do endociclo nas células.

A modulacdo e ocorréncia de endopoliploidia em células vegetais depende de
fatores intrinsecos como tipo de explante, espécie e idade da planta, além de fatores
extrinsecos, principalmente o ambiente (PARK; PAEK, 2006; PARK; YEUNG; PAEK,
2010).

Também foi observado que fitoreguladores como auxinas, citocininas, giberelinas
e etileno influenciam o endociclo (MALUSZYNSKA; KOLANO; SAS-NOWOSIELSKA,
2013). Entre os fatores ambientais envolvidos no niamero de endociclos nas células
somaticas estdo a luz e nutrientes como a sacarose (MALUSZYNSKA; KOLANO;
SAS-NOWOSIELSKA, 2013).
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Devido ao aumento do material genético durante a endopoliploidia, ocorre um
aumento no numero de cépias dos genes e também um aumento no metabolismo
celular, acelerando os processos biolégicos nos organismos (BAROW, 2006). Entre
0s processos bhioldgicos que influenciam a endopoliploidia esta o crescimento e 0
desenvolvimento celular, gerando aumento no tamanho de varios 6rgaos das plantas
e flores, fendbmeno conhecido como Efeito Gigas (LEE et al., 2004; REIS, 2013).

Ha relatos de endopoliploidia em varias células e tecidos em diferentes géneros
de orquideas como Cattleya, Cymbidium, Dendrobium, Doritanopsis, Oncidium,
Phalaenopsis, Spathoglottis, Vanda e Vanilla (VILCHERREZ-ATOCHE; IIYAMA;
CARDOSO, 2022). Entre os fatores que influenciaram a frequéncia de endopoliploidia
em Orchidaceae estdo a temperatura (LEE et al., 2007) e fitorreguladores como acido
naftalacético e acido giberélico (LIM; LOH, 2003).

Varios estudos sobre endopoliploidia em orquideas permitiram determinar a alta
ocorréncia de varios niveis de ploidia (2C, 4C, 8C, 16C, 32C e 64C) (VILCHERREZ-
ATOCHE; IIYAMA; CARDOSO, 2022) nas células somaticas desta familia de plantas,
na qual a partir dessas informacdes, foi possivel utilizar técnicas de cultura de tecidos
vegetais juntamente com esses diferentes materiais vegetais como explantes para a

formacao de plantas poliploides (CHEN et al., 2011b).

A poliploidizac&o sexual é outro mecanismo responsavel pela formacéao natural dos
poliploides nas plantas, que ocorre pela unido de gametas ndo reduzidos (2n)
(HARLAN; DE WET, 1975; RAMSEY; SCHEMSKE, 1998). Existem alguns relatos
sobre a presenca de gametas ndo reduzidos em alguns géneros de orquideas como
Plocoglottis, Calanthe, Spathoglotis e Phaius (TEOH, 1984), Bletilla striata var. gebina
(MIDUNO, 1940), Epipactis latifolia (HAGERUP, 1947), Aerides odoratum, Doritis
pulcherrima, Vanda denisoniana (KAMEMOTO; KASEMSAP; SAGARIK, 1964),
Cultivares de Cymbidium (ZENG et al., 2020).

3.6. Cultivo in vitro

O cultivo in vitro em plantas é caracterizado pela assepsia e pelo controle dos
parametros fisicos e quimicos que influenciam o desenvolvimento das plantas,
permitindo assim a regeneragéao e multiplicagdo completa das plantas a partir de um
pequeno segmento de tecido obtido de uma planta mae colocada em meio artificial
em um frasco (ROCA; MROGINSKI, 1991). As técnicas de cultura de tecidos vegetais,
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bem como seus usos, séo variados e sdo de grande interesse tanto para a agricultura
quanto para a horticultura, pois sdo ferramentas alternativas para algumas culturas
que apresentam problemas de propagacdo por meio de métodos convencionais
(BARBAT, 20086).

As orquideas sdo um grupo de plantas com flores que podem ser propagadas por
métodos vegetativos e sexuais (ALTAFIN et al., 2003). Os métodos de multiplicacéo
vegetativa em orquideas dependem do tipo de desenvolvimento que apresentam, pois
no caso das orquideas simpodiais a propagacdo ocorre através da separacao de
pseudobulbos estimulando a producéo de brotos laterais onde esta técnica tem como
principais desvantagens o grande trabalho e tempo de producgé&o de clones devido ao
lento desenvolvimento vegetativo, limitando sua producdo em grande escala
(LOBERANT; ALTMAN, 2010).

No caso da propagacao vegetativa de orquideas monopodiais é extremamente
mais limitada, pois ndo geram pseudobulbos laterais (LOBERANT; ALTMAN, 2010)
devido a auséncia de meristemas laterais e a presenca de um Unico meristema apical

gue € o que controla seu tipo de desenvolvimento vertical.

A propagacédo sexual de orquideas é realizada através da producdo de sementes
sexuadas, que se caracterizam pela falta de substancias de reserva e pela
necessidade de formar associacfes simbidticas com micorrizas para germinar na
natureza onde a porcentagem de germinacao é baixa de 2 - 5 % (ARDITTI; ERNEST,
1993).

Devido as mudltiplas limitagdes de propagacao que as orquideas apresentam, uma
das alternativas para solucionar esses problemas € a utilizacédo de técnicas de cultivo
de tecidos vegetais. O cultivo in vitro de plantas € uma das técnicas biotecnoldgicas
importantes, pois permite a produgcéo em larga escala de variedades vegetais com
elevadas caracteristicas de qualidade e rendimento, gerando novos impulsos no
mercado (DATTA; CHAKRABORTY; JANAKIRAM, 2017). Atualmente, muitas
espécies ornamentais sdo produzidas e comercializadas por meio do cultivo in vitro,
onde a maior parte dessa cifra estd concentrada em flores de corte e vasos
(PRAKASH, 2000, 2009).
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No caso das orquideas, a partir da formulacdo do meio de cultura artificial Knudson
B e C (KNUDSON, 1946) e pelo método de germinacdo asimbiotica de KNUDSON
(1922) iniciou-se o desenvolvimento de diversas investigacdes relacionadas ao
estabelecimento e germinacgéo in vitro de muitas espécies de orquideas, pois gracas
a este método foi demonstrado que as sementes de Cattleya, Epidendrum e outras
espécies eram capazes de germinar em um meio simples contendo minerais e agucar

sem a necessidade do micobionte.

O cultivo in vitro de sementes sexuadas de orquidea € uma técnica que além de
permitir a propagacdo massiva em pouco tempo, é uma ferramenta eficaz de
melhoramento genético, pois possibilita 0 desenvolvimento de embriées oriundos do
cruzamento genético entre diferentes progenitores, gerando plantas hibridas com
caracteristicas genéticas herdadas de ambos pais (CARDOSO, 2012; CARDOSO;
MARTINELLI; TEIXEIRA DA SILVA, 2016; MINAMIGUCHI; NETO, 2007).

Alguns métodos de melhoramento genético também auxiliam nesse processo,
como aquele desenvolto por CARDOSO; MARTINELLI; DA SILVA (2016), o qual se
baseia em selecdes de plantas ainda nas condicBes in vitro e feitas de forma
sistematica a cada processo de repicagem in vitro, seguido pela selecao das plantas
melhor desenvolvidas na fase de aclimatizacao e transferéncia para 0os vasos maiores,
até o momento da floracdo. Utilizando esse método foi possivel a selecéo de hibridos
de Cattleya com crescimento mais rapido e reducao do periodo juvenil entre 1-2 anos,

resultando em hibridos precoces para o florescimento e comercializacao.

Da mesma forma que meios artificiais para orquideas servem para a germinacao
in vitro de sementes, também permitem o desenvolvimento fenolégico completo de
muitas espécies de orquideas de interesse para o cultivo (SOARES et al., 2013). A
producdo em larga escala de mudas de orquidea ndo é realizada apenas por
semeadura in vitro de sementes, mas também por outras técnicas de cultura de
tecidos vegetais que se baseiam no principio da totipoténcia permitindo, assim, a
regeneracao de uma planta completa a partir do tecido somatico (MURASHIGE, 1974;
STANCATO; BEMELMANS; VEGRO, 2001).

Micropropagacdo é definida como o cultivo de pequenas partes de plantas
denominadas explantes que, apds sua posterior regeneragao, permitirdo a formacao

e propagacdo de plantas idénticas no fenotipo e na genética denominadas clones
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(CASTILLO, 2007; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). Um dos pioneiros na
realizacdo de técnicas de micropropagacéo em orquideas foi Roton (1949) que utilizou
como explantes caules de inflorescéncia de Phalaenopsis, que foram colocados em
meios de cultura, conseguindo a estimulacao de gemas e a posterior regeneragéo de

plantas inteiras.

MOREL (1960) conseguiu revolucionar a micropropaga¢do em orquideas apés o
cultivo dos meristemas de Cymbidium in vitro, conseguindo pela primeira vez a
clonagem e producao de uma grande quantidade de plantas utilizando esta técnica a
partir da formacao e producéo de corpos semelhantes a protocormos (PLBs), sendo
uma alternativa nova para a propagacao clonal in vitro de orquideas em larga escala
gracas a cultura de tecidos vegetais (CHUGH; GUHA; RAO, 2009).

As diferentes técnicas de cultivo in vitro aplicadas em orquideas como o cultivo de
suspensdes celulares, organogénese e embriogénese somatica direta e indireta a
partir de diferentes tipos de explantes somaticos permitiram grandes avancgos e
beneficios para a propagacdo clonal em orquideas, bem como para estudos de
transformacdo genética (HOSSAIN et al., 2013) que anteriormente devido as
limitagBes do material eram impossiveis de realizar. Outras técnicas de cultivo in vitro
usadas para a obtencdo de plantas sdo a fusdo de protoplastos, a inducdo de
poliploidias e a mutagéneses permitindo assim acelerar e aumentar o nimero de

novos cultivares nos programas de melhoramento genético.

A poliploidia € uma caracteristica cromoss6mica, na qual os organismos tém mais
de dois conjuntos béasicos completos de cromossomos (HONFI; BOLZAN; DAVINA,
2017). As plantas poliploides por apresentar um aumento no conjunto basico de
Cromossomos, provoca também um aumento no conteddo nuclear e citoplasmatico
das células de vérios érgaos da planta, causando o fendmeno do gigantismo ou Efeito
Gigas (CAVALLER-SMITH, 1985; REIS, 2013), o que é importante nas areas de

agricultura principalmente na fruticultura e floricultura.

Do ponto de vista agronémico, as poliploidias geram mudancas excepcionais na
arquitetura dos vegetais, gerando plantas compactas devido a diminui¢do do tamanho
do caule. Os poliploides tém folhas verdes mais escuras , mais amplas e mais
espessas com formas diferentes das diploides (ENG; HO, 2019). Por exemplo em

Anturium andraeanum as plantas tetraploides geradas apresentam maior espessura
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da folha (CHEN et al., 2011). Em Manihot esculenta as plantas poliploides apresentam
folhas mais amplas (ZHOU; ZENG; YAN, 2017).

A poliploidizag&o pode ocorrer de maneira natural e artificial, onde a duplicagao do
namero de cromossomos provoca que as plantas adquiram novas caracteristicas e
vantagens adaptativas que seus predecessores tales como aumento na heterosis e
heterozigocidad, maior tolerdncia as condi¢cdes de estresse abidticas, especiacéo,
redundancia genética e apomixis (RANNEY, 2000).

A duplicacéao artificial de cromossomos em plantas foi desenvolvida devido ao uso
de agentes quimicos cujo mecanismo de acao é a interferéncia ou bloqueio em certas
etapas do processo de divisdo celular, causando a duplicacdo sintética do nimero
cromossbmico nas células vegetais (DHOOGHE et al, 2011). Entre esses
antimitéticos estdo colchicina, orizalina, trifluralina, pronamida, amoproposfometil
(APM) (GERMANA, 2012), entre outros; onde a colchicina é o agente mais
comumente utilizando para gerar a duplicacdo do numero béasico de cromossomos
nas plantas (DHOOGHE et al., 2011).

A colchicina atua impedindo a polimerizacdo das tubulinas que formam as fibras
do fuso, impedindo a transicdo da metafase para a anafase e forcando os
Cromossomos a reorganizarem o nucleo interfasico sem passar por um processo de
divisdo celular (CAPERTA et al., 2006; MONDIN; NETO, 2006).

As primeiras tentativas de inducao artificial de poliploidias em plantas foram
realizadas por meio de tratamentos térmicos de baixa e alta temperatura nos
explantes (BLAKESLEE; AVERY, 1937; RANDOLPH, 1932), sendo essas técnicas
ineficientes devido a baixa producéo artificial de poliploides. Em seguida, com a
descoberta da colchicina, foram iniciados os primeiros testes ex vitro utilizando-a
como agente indutor de poliploidias em plantas (BLAKESLEE; AVERY, 1937),
permitindo assim a geracdo de uma frequéncia maior de plantas poliploides em

relacdo a técnica por tratamentos térmicos.

MURASHIGE e NAKANO (1966) relataram pela primeira vez um evento de
poliploidia in vitro e recomendaram o cultivo in vitro como uma ferramenta eficiente
para a duplicacdo de cromossomos em plantas principalmente devido ao maior
controle e padronizagdo para gerar poliploides sélidos (SATTLER; CARVALHO;
CLARINDO, 2016).
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Nas ultimas décadas, um grande namero de protocolos tem sido desenvolvido para
a duplicacdo sintética de cromossomos mitéticos para diferentes culturas, onde
comumente 0s protocolos estdo compostos por 4 estagios: sistema de poliploidizagéo,
inducéo de poliploidizacdo, regeneragao de explantes tratados e identificagdo de
poliploides (ENG; HO, 2019).

Para realizar a inducéo artificial de poliploidias usando colchicina, esta pode ser
aplicada de maneira in vivo diretamente nas plantas (submergindo ou pulverizando-
as), bem como in vitro, onde os explantes utilizados (meristemas, sementes, gemas,
mudas, entre outros) geralmente aqueles de menor tamanho séo os mais adequados
para ser expostos a determinadas concentracdes e tempos de exposi¢cdo ao agente
antimitético adicionado ao meio de cultura (liquido ou solidificado) (ENG; HO, 2019;
REIS, 2013). A vantagem de aplicar a colchicina em um sistema in vitro é que ela
permite obter um maior controle e eficiéncia nos tratamentos, e pode ser dividida em
dois momentos — inducéo de poliploidia e transferéncia para meio de cultura normal,
0 que permite a identificacdo e separacéo das plantas poliploides regeneradas e sua

propagacéao imediata em larga escala dos materiais poliploides obtidos (REIS, 2013).

Enquanto a inducdo de poliploidia in vivo é frequentemente caracterizada pelo
aparecimento de mixoploides, que sdo organismos semelhantes as quimeras naturais
e apresentam instabilidade genética devido a presenca de células diploides e
poliploides (ENG; HO, 2019; REIS, 2013). Esse tipo de organismo, devido aos
diferentes niveis de ploidia em suas células, ndo apresenta padrdes nos tempos de
desenvolvimento e crescimento vegetal, quando comparadas com as plantas diploides
e tetraploides, fazendo com que ndo sejam de grande interesse na agricultura (REIS,

2013).

A presenca de mixoploides € um dos grandes desafios que ocorre durante a
inducdao artificial de poliploides (ENG; HO, 2019). O aparecimento de mixoploides no
método de inducéo in vivo pode ser devido ao grande numero de células nos tecidos
in vivo, em que o antimitético ndo penetra nas células mais rapidamente do que em
explantes com células com menor grau de diferenciacdo, o que dificulta a acao do
antimitético, causando uma poliploidizacdo ndo uniforme durante a regeneracédo do
organismo (ENG; HO, 2019), enquanto nos cultivos in vitro sao utilizados sistemas de
regeneracao de origem uni ou multicelular o que aumenta as chances de obtencao de

plantas poliploides solidas, de maior interesse para o melhoramento genético.



20

Entre os métodos de identificacdo de poliploides estdo a contagem de
cromossomos, a citometria de fluxo e as caracteristicas mofoanatdmicas (DHOOGHE
et al., 2011). A contagem de cromossomos € uma técnica citolégica que permite
determinar o nimero de cromossomos nas celulas, sendo considerada um método
direto para a confirmacédo de poliploides regenerados a partir de explantes tratados
com antimitéticos (ENG; HO, 2019). Para realizar a analise do numero de
cromossomos em células somaticas, existem diferentes protocolos que permitem
aumentar a eficiéncia na obtencéo e observacado de metafases mitéticas dentro das
células, onde os 6rgaos utilizados séo os de crescimento somatico ou meristematico
(MONDIN; NETO, 2006).

A citometria de fluxo € uma técnica que permite estimar o conteudo do DNA
nuclear, sendo considerada um indicador para medir 0os niveis de ploidia nas células
e um meétodo indireto para a confirmacéo de poliploides artificiais (ENG; HO, 2019;
SUDA et al., 2007). Essa técnica é baseada nos diferentes niveis de fluorescéncia que
sdo emitidos por nucleos de células isoladas e coradas com fluorocromos de DNA
(SUDA et al., 2007).

A citometria de fluxo é uma técnica rapida e ndo destrutiva, pois utiliza uma
pequena quantidade de tecido e leva pouco tempo para preparar as amostras, além
de ndo necessitar de reagentes caros (CIRES; CUESTA, 2012) ao contrario da
analise de contagem de cromossomos que é um método muito trabalhoso composto
por varias etapas juntamente com a observacdo microscopica das preparacdes
mitéticas onde frequentemente ocorrem erros devido ao pequeno tamanho dos

cromossomos dificultando os resultados (DHOOGHE et al., 2011).

Atualmente a citometria de fluxo estd sendo usada principalmente em alguns
estudos de plantas, como a biologia evolutiva, ecologia e sisteméatica, onde a principal
informacéo fornecida por esta técnica ndo é apenas determinar individualmente o
tamanho total do genoma, mas também fazer uma comparagéo entre a quantidade de

DNA que foi determinado com o do material de referéncia (SUDA et al., 2007).

As caracteristicas morfoldgicas e anatémicas tém sido utilizadas como parametros
indiretos para a identificacdo de poliploides. Entre as caracteristicas morfoldégicas mais
estudadas estao as folhas dos poliploides, visto que muitas vezes sao os 0rgaos das

plantas que apresentam as maiores alteracbes como espessura, tamanho e forma.
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Outro 6rgdo que também é estudado € o caule, onde séo avaliados a altura e o
diametro. Em relacao as caracteristicas anatémicas comumente avaliadas em estudos
de poliploidia estd o numero de estbmatos, tamanho estomético, densidade
estomatica e nimero de cloroplastos (ENG; HO, 2019).

Gracas ao uso de agentes antimitdtico, a poliploidia artificial tornou-se uma
estratégia de grande interesse para o setor de plantas ornamentais, uma vez que 0
fendbmeno da poliploidia em plantas ornamentais provoca aumento no tamanho de
orgaos como folhas e flores, maior durabilidade, aumento na intensidade de cores,
melhoria na arquitetura floral, restauracéo da fertilidade, producéo triploide e aumento
da variabilidade genética (ALDERETE et al., 2007; GRIESBACH, 1985; SATTLER,;
CARVALHO; CLARINDO, 2016), sendo, portanto, ndo apenas uma ferramenta util
para producdo de plantas, mas também para seu melhoramento genético e prova
disso é o numero expressivo de espécies ornamentais em que a poliploidia foi utilizada
como parte de seu programa de melhoramento genético para gerar novas cultivares
(ALDERETE et al., 2007).

Existem na literatura trabalhos sobre inducéo artificial de poliploidia em diversos
géneros de orquideas de importancia comercial como Phalaenopsis (GRIESBACH,
1981), Dendrodium (YENCHON; TE-CHATO, 2012), Cattleya (MENEZES-SA et al.,
2019), Cymbidium (JI et al., 2011), Oncidium (CUI et al., 2010), Vanda (TUWO,;
INDRIANTO, 2016), Paphiopelidium (HUY et al., 2019), entre outros géneros. No caso
de orquideas as poliploidias geraram flores com fragrancias e cores mais intensas,
com conformagdo mais arredondada e de maior tamanho devido ao aumento do
volume celular e nuclear, além disso tém maior toler&ncia ao estresse; sendo estas
caracteristicas superiores daquelas que possuem as plantas diploides (VICHIATO et
al., 2007). Por exemplo em Dendrobium nobile as plantas tetraploides geradas pela
indug&o com colchicina apresentaram flores com um labelo de formato arredondado
com diametro e tamanho maior (VICHIATO et al., 2014). Em espécies de
Phalaenopsis, as plantas tetraploides apresentaram aumento no tamanho da flor,

além de apresentarem pétalas com melhor textura(CHEN; TANG; KAO, 2009).



22

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material vegetal e cultivo in vitro

Foi utilizado um cruzamento selecionado da colecdo de germoplasma da familia
Orchidaceae, de responsabilidade do Prof. Dr. Jean Carlos Cardoso (DBPVA/CCA-
UFSCar), onde foi usado como progenitor feminino a cultivar Brassolaeliocattleya Haw

Yuan Beauty e como progenitor masculino a cultivar Blc. Goldenzelle “Lemon Chiffon”.

A cultivar Blc. Haw Yuan Beauty é um hibrido trigenérico (Brassavola x Cattleya x
Laelia) originado por Haw Yuan em 1997 formado a partir do cruzamento entre RIc.
Haw Yuan Moon x C. Mari's Song (IOF, 2022a). Ela é caracterizada por apresentar
flores de tamanho médio, sépalas brancas, pétalas laterais brancas no centro e roxas
nas bordas e labelo nas cores amarelo, roxo e branco. A cultivar € uma planta de porte
baixo com folhas de coloracao verde claro, com desenvolvimento rapido e vigoroso, e

gue resulta em floracdes apds 24 meses de cultivo em estufa de cultivo (Figura 1A).

A cultivar Blc. Goldenzelle “Lemon Chiffon” € um hibrido trigenérico (Brassavola x
Laelia x Cattleya) originado por J. Hanes em 1982 formado a partir do cruzamento
entre Rlc. Fortune x C. Horace (IOF, 2022b). Ela apresenta flores grandes e
volumosas, de coloracdo predominantemente amarela com labelo grande e na
coloracdo vinho e dois tons de amarelo. A planta é de porte alto com folhas verdes

claras (Figura 1B).

Conforme a International Orchid Foundation (IOF, 2022a, 2022b) as caracteristicas
ornamentais e agronémicas da cultivar Blc. Haw Yuan Beauty vém principalmente de
4 espécies de Cattleya: C. briegeri (25%), C. intermedia (13%), C. forbessi (13%) e C.
loddigesii (11%). Para Blc. Goldenzelle 1.C” as espécies C. dowiana (33%), C. trianae
(25%), C. tenebrosa (8%), e C. bicolor (7%) sdo as responsaveis por dar as

caracteristicas na cultivar.

N&o ha informacdes na literatura sobre a ploidia ou conteddo de DNA desses
hibridos.


https://www.orchids.org/grexes/cattleya-mari-s-song
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Figura 1. A. Cultivar Brassolaeliocattleya Haw Yuan Beauty. B. Cultivar

Brassolaeliocattleya Goldenzelle “Lemon Chiffon”

A cépsula madura proveniente do cruzamento entre Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.
Goldenzelle Lemon “Chiffon” foi colhida com aproximadamente nove meses do
momento da polinizagdo, no momento da deiscéncia dos frutos, e as sementes foram
previamente retiradas da capsula e secas a temperatura ambiente por 24 horas antes

do armazenamento a 8°C em Eppendorfs de 1,5 mL.

Para a desinfeccdo e a semeadura in vitro de sementes, foi seguido o protocolo
utilizado em Laboratério de Fisiologia Vegetal e Cultura de Tecidos do Centro de
Ciéncias Agrérias da UFSCar, utilizando solucdo contendo 15% de agua sanitaria
(2.0-2.5% de cloro ativo). As sementes foram inoculadas e cultivadas em 30 mL de
meio de cultura MS com a concentracdo de macronutrientes reduzida pela metade,
2% de sacarose, 1,2 g L' de carvao ativado, 0,1 g L de inositol e pH ajustado para
5,7 antes da adicdo de 6,4 g L't Agar (MS Orquidea), acondicionados em frascos de
vidro de 250 mL de volume, conforme resultados previamente obtidos em nosso
laboratorio e utilizados na rotina de cultivo. O cultivo das sementes, protocormos e
plantulas foram realizados a temperatura de 25 £+ 2 C° e iluminagéo fornecida por LEDs
de cultivo nos comprimentos de onda do vermelho e azul (3:1), com fotoperiodo de 16

horas.

As sementes germinadas, na fase de protocormos e com 90 dias de cultivo, foram
subcultivadas no mesmo meio de cultura e condigdes de cultivo por mais 90 dias até
a obtencéo das plantulas. Dessa forma, para a fase experimental, foram estabelecidos

0 uso de trés tipos de explantes provenientes desse mesmo cruzamento, sendo esses:
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Sementes utilizando o método de tratamento com a colchicina pela imersédo das
sementes como pré-tratamento, seguido de inoculacéo in vitro das sementes para a
germinacao; protocormos com idade de 90 dias ap0s o periodo de germinacéo in vitro;
e plantulas com idade de 180 dias de cultivo desde a semeadura in vitro, todos

provenientes do mesmo cruzamento (Figura 2).

Figura 2. Explantes provenientes do cruzamento entre Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.

Goldenzelle “LC”. A. Semente (seta vermelha). B. Protocormo. C. Plantula.

4.2. Estagio I: Inducao de poliploidizacao

4.2.1. Experimento 1: Concentracdes e tempos de exposi¢do a colchicina

A colchicina foi o agente utilizado com o objetivo de induzir a duplicacédo dos
cromossomos nas células, que foi adicionada em uma solucéo previamente dissolvida
em 1% de DMSO (v/v); em concentracdes de 0,00; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08% no meio
MS orquidea de acordo com o explante utilizado e em tempos de exposicdo de 6, 12,
18, 24 horas. Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado,
com fatorial 5x4, no qual os diferentes tipos de explantes foram submetidos a cinco

tratamentos com colchicina e quatro tempos de exposi¢ao.
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4.2.2. Experimento 2: Exposicado dos diferentes tipos de explantes da progénie

de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” a colchicina

Para a inducéo artificial de poliploidias, foram utilizados como explantes:
sementes provenientes de frutos maduros e tratamento in vivo; protocormos
com 90 dias de cultivo in vitro, e; plantulas com aproximadamente 180 dias de
cultivo in vitro (Figura 3). Para os tratamentos contendo diferentes tipos de
explantes foram utilizados de referéncia 5 mg de sementes, 15 protocormos e
10 plantulas por repeticdo de cada tratamento. Foram utilizadas quatro

repeticdes, consistidas de frascos de vidro contendo as quantidades citadas de

cada explante, por repetigdo.

:l;
Figura 3. Explantes da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Gondenzelli
“LC” utilizados para realizar a indugao artificial de poliploidias A. Sementes. B.

Protocormos. C. Plantulas

4.2.3 Metodologia utilizada para os tratamentos com colchicina nos
experimentos

Os tratamentos dos explantes com a colchicina em diferentes tempos de exposi¢cao
foi realizado em meio liquido visando aumentar a superficie de contato e a exposicao
ao agente indutor. O meio de cultura liquido utilizado foi o mesmo meio de cultura
utilizado para o cultivo in vitro, conforme descrito no item 4.1, porém ausentes de
carvao ativado e agar e contendo as diferentes concentracdes de colchicina que foram
esterilizados a frio com auxilio de filtro EMD Millipore Millex™. Apds o preparo dos

meios esses foram colocados em Erlenmeyer de 250 ml e em agitadores rotativos
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horizontais (shaker) a 60 rpm e mantidos no escuro a 25 £ 1°C durante os tratamentos.
Em cada ensaio, um meio de cultura liquido sem colchicina foi incluido como controle.
Ao final dos tempos de exposi¢cdo com a colchicina, todos os explantes utilizados
foram lavados com agua deionizada estéril por trés vezes para retirada da colchicina
dos explantes tratados, e depois cultivados novamente no meio de cultura MS
orquidea contendo carvao e agar e conforme descrito no item 4.1, portanto, gelificado

e sem a presenca da colchicina.

4.2.4. Avaliacdes dos explantes tratados com colchicina

Para as avaliacdes essas foram divididas de acordo com o tipo de explante.

Experimento com o pré-tratamento aplicado as sementes: foi avaliado a
porcentagem de sementes contendo embrifes, a partir da presenca ou auséncia do
embrido dentro da testa, bem como a porcentagem de germinacdo aos 180 dias da
semeadura; as porcentagens de desenvolvimento de sementes em protocormos e/ou

plantulas; massa fresca total de tecido vegetal obtidos por frasco.

No experimento com o tratamento dos protocormos previamente germinados in
vitro foram avaliados aos 180 dias de cultivo as porcentagens de sobrevivéncia e
morte dos protocormos tratados com a colchicina assim como também as
porcentagens de massa fresca de proliferacdo de PLBs e de regeneracdo de
protocormos em plantulas além da massa fresca total de tecido vegetal obtidos por

frasco.

No experimento com uso das plantulas: Apds de 180 dias de cultivo foi avaliada as
porcentagens de sobrevivéncia e morte das plantulas tratadas com a colchicina assim
como também a regeneracdo do explante, onde os parametros avaliados foram as
porcentagens de regeneracao de plantulas em PLBs e de plantulas em plantulas, além

da massa fresca total de tecido vegetal obtidos por frasco.

4.3. Estagio Il: Anélise de ploidia das plantulas regeneradas
4.3.1. Analise citoldgica

a) Obtencdo de raizes para analise citogenética

Uma vez obtidas plantulas (parte aérea + raizes) provenientes dos diferentes tipos
de explantes tratados: sementes, protocormos e plantulas, foram selecionadas 60

plantulas por tratamento (15 plantulas por repeticdo) e do controle sem o
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tratamento com a colchicina, para serem transferidas para um meio de
enraizamento MS orquidea por 3-4 meses, até a obtencdo de raizes para serem

utilizadas visando o processamento da amostra para contagem de cromossomos

A primeira varredura para determinacdo da ploidia dessas plantulas pré-
selecionadas foi realizada por citometria de fluxo comparando-se as plantas
progenitoras, progénies do controle e aquelas obtidas dos tratamentos com diferentes
tempos e concentragbes de colchicina, seguido entdo pela contagem de
cromossomos de ao menos cinco plantas caracterizadas como hibridos ndo tratados
com ploidia estimada entre os parentais, e hibridos tratados com poliploidia
confirmada em relac@o ao controle, provenientes das anélises de citometria de fluxo,

para confirmagé&o dos resultados provenientes da citometria.

As metodologias utilizadas de citometria de fluxo e contagem de cromossomos nas

células estdo descritas abaixo:

b) Andlise de citometria de fluxo das plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” obtidas da regeneracdo dos explantes
tratados e néo tratados

As amostras que foram utilizadas para a andlise por citometria de fluxo foram
obtidas de folhas jovens e saudaveis de plantulas in vitro da progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” da fase de enraizamento, sendo utilizadas para
isso oito, 13 e cinco plantulas obtidas do tratamento das sementes, protocormos e

plantulas, respectivamente, com seis semanas de cultivo no meio de enraizamento.

O padréo interno utilizado para as andlises foi Solanum lycopersicum L., 1753,
'Stupické' (2C = 2,00 pg) (PRACA-FONTES et al., 2011). Um fragmento foliar de ~2
cmz? de cada individuo de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” e do padréo
interno foram simultaneamente retalhados (GALBRAITH et al., 1983) por cerca de 30
s em placa de Petri contendo 0,5 mL do tamp&o OTTO-I (OTTO, 1990) suplementado
com 50 pg mL* RNAse e 2 mM ditiotreitol (PRACA-FONTES et al., 2011) e incubados
por 3 min. 0,5 mL do mesmo tampao foi adicionado e a suspensao foi filtrada em filtro

de nylon (Partec®) de 30 pm de didmetro num microtubo de 2,0 mL.

Apobs centrifugacdo a 100 xg por 5 min, o sobrenadante foi descartado e 100 pL do

mesmo tampao foram adicionados ao precipitado, o material foi homogeneizado em
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vortex e incubado durante 10 min. Posteriormente, 0,5 mL do tampao de coloracéo
OTTO-Il (OTTO, 1990; PRACA-FONTES et al., 2011) modificado (400 mM
NazHPO4.H20, 2 mM ditiotreitol, 50 pg mL-1 RNAse, e 75 pug mL* iodeto de propideo
—IP — comprimentos de onda de excitagdo/emissdo: 480-575/550-740 nm) foi
adicionado as suspensdes. As suspensfes foram filtradas em malha de nylon
(Partec®) de 20 um para os tubos de leitura (Partec®) e mantidas por 30 min no escuro

para coloracdo dos nucleos.

Em seguida, as suspensdes foram analisadas em citometro de fluxo (BD Accuri C6
flow cytometer, Accuri cytometers, Belgium) equipado com laser 488 nm para
promover excitacdo do IP e emisséo deste para os filtros FL2 (615 — 670 nm) e FL3
(> 670 nm). Os picos de fluorescéncia dos nucleos GO/G1 de cada individuo de Blc.
Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” e do padréo interno foram analisados a
partir de histogramas utilizando o software BD Accuri™ C6. Os picos G0/G1 com
coeficiente de variacdo (CV) menor do que 5% foram considerados para a
determinacao do nivel de ploidia de DNA. Para o célculo do contetido de DNA nuclear
de cada individuo de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” em picogramas
(pg) foi utilizada a seguinte formula: Contetido de DNA de cada individuo de Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” (pg) = [(canal médio do pico GO/G1 de cada individuo de Blc.
Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”) *2,00 pg S. lycopersicum] / (canal médio do pico
GO0/G1 de S. lycopersicum).

Também foram analisadas pela citometria de fluxo as cultivares Blc. Haw Yuan

Beauty e Blc. Goldenzelle “LC”.
c) Exibi¢cdo e contagem de cromossomos

As amostras que foram utilizadas para determinar 0 nimero de cromossomos
foram as raizes jovens de 5 plantulas com nivel de ploidia de 2C e 5 plantulas com

nivel de ploidia de 4C caracterizadas a partir da analise de citometria de fluxo.

Foi realizada a coleta das raizes de plantulas in vitro em camara de fluxo laminar
aproximadamente as 10:00 am. Foi realizado o pré-tratamento das raizes coletadas
(~2 cm) em uma solugdo misturada de 8 — hidroxiquinolina e 300 ppm com
ciclohexamina 25 ppm (19:1) por 24 horas com temperatura controlada de 27 °C. As
raizes pré-tratadas foram fixadas em uma solu¢do de Carnoy 3:1 por 24 horas com
temperatura controlada de 27°C.
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Foi utilizado o método de Feulgen para a coloracéo das raizes (MONDIN; AGUIAR-
PERECIN, 2009). A raizes foram lavadas duas vezes por cinco minutos com agua
destilada e hidrolisadas em uma solugédo de HCI 5N a 60 °C por 12 minutos. Depois
foram feitas duas lavagens com &gua destilada por cinco minutos e as raizes
hidrolisadas foram incubadas no reagente de Schiff por 45 minutos em escuro. As
raizes coradas foram colocadas duas vezes em uma solucéo de tampéao citrato 0.01M
por 5 minutos, para logo realizar a digestdo enzimatica usando uma solugdo misturada

de celulase (1,.4 U mL™?) e pectinase (29,4 U mL?) (1:1) por uma hora de incubacéo.

ApoOs da digestao, as raizes foram colocadas em uma solucdo de tampao citrato
sobre placa de gelo até a preparacao das laminas. Para a preparacdo basica das
laminas citologicas contendo metafases mitéticas foi realizada de acordo o protocolo
descrito por MONDIN e AGUIAR-PERECIN (2009), onde a raiz foi colocada em uma
solucéo de acido acético 45% por ~2 minutos e em seguida o meristema radicular foi
macerado sobre uma lamina com uma gota de carmim acético 1%. Foi colocada uma
laminula sobre o tecido macerado e aquecido com ajuda de uma lamparina para seu

posterior esmagamento/ squash.

Para a contagem de cromossomos as laminas foram analisadas usando o
microscoépio Zeiss Axiophot 2 usando o filtro apropriado. As imagens foram adquiridas
pela camera PCO CCD e digitalizadas a traves do software IKARUS (Metasystems,
Germany). Imagens das células contendo metafases mitéticas foram capturadas com
objetivo de 1000X. Para analisar e fazer a contagem dos cromossomos foi usado
software Image J.
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5. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados foram analisados no software AgroEstat Online (http://www.agroestat.com.br/) onde foi realizada a andlise de variancia
(ANOVA) e as diferencas estatisticas entre as médias dos tratamentos foram identificadas através do teste de compara¢des multiplas
de Tukey (P <0,05 e <0,01).

BlcHYB BlcGLC

Tempo (h) Identificagao Confirmagdo
o N » de poliploides de poliploides
Concentracbes (%) Regeneracdo

Inducdo de poliploidias Controle Tratamentos

Sementes I . I I
\ |: Pré tratamento |: lintulas |: CF
n vivo a0
— o | .
Protocormos ‘ I: H I: |:
Cultive in vitro - y* ;
Plantulas \ I ' J vo= )
> ¥ C C !
. X . . . ™M

1 A

Figura 4. Metodologia usada para a inducéo artificial de poliploides da progénie de BIcHYB x BlcGLC. BIcHYB: Blc. Haw Yuan
Beauty. BIcGLC: Blc. Goldenzelle “LC”. CF: Citometria de fluxo. CC: Contagem de cromossomos. CA: Caracteristicas anatémicas.
CM: Caracteristicas morfoldgicas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Efeitos da exposicédo a colchicina nos diferentes tipos de explantes
da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”

a) Sementes

A porcentagem de sementes contendo embrides da progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” foi de 81,3% (Figura 5). Em Cattleya
maxima foi observado que a porcentagem de sementes com embrido zigotico foi
de 55,44% (VILCHERREZ-ATOCHE; ROJAS-IDROGO; DELGADO-PAREDES,
2020) e em hibridos interespecificos de Cattleya foi observado que a média da
porcentagem de sementes com embrido foi de 44,22% (STORT, 1984).

Figura 5. Sementes do cruzamento entre Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.

Goldenzelle ‘'LC’. A. Semente com embrido. B. Semente sem embrido.

Dessa forma, a contabilizacdo de sementes com e sem embrides em
orquideas € um método para avaliar a viabilidade de um cruzamento especifico,
pois devido as caracteristicas ainda pouco conhecidas e provavelmente de
origem genética, sdo geradas diferentes porcentagens de sementes contendo
ou ndo embrides, sendo que 0 cruzamento e 0s parentais utilizados podem
resultar em maior ou menor quantidade de sementes contendo embrides (dados

nao publicados).
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Entre as hip6teses que poderiam explicar este tipo de resposta nos hibridos
em comparacao com as espeécies parentais estao as barreiras reprodutivas e de
fertilidade (ARIDA et al., 2021), além da esterilidade masculina causada pelo

desenvolvimento anormal dos gréaos de poélen (HU; LEE; LEE, 2018).
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Figura 6. Efeitos do tempo de exposi¢ao a colchicina de sementes da progénie
de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A. Germinagé&o (%). B.
Desenvolvimento em protocormos (%). C. Desenvolvimento em plantulas (%).

D. Massa fresca total (g).
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Para a porcentagem de germinacdo, observou-se que a medida que as
concentracbes de colchicina aumentavam, provocava uma diminuicdo nos
valores da variavel analisada (Figura 7A). Para o fator tempo de exposicao,
observou-se uma diminuicao na porcentagem de germinacéo de 14,9% entre 0s

valores dos tempos 6 e 18 horas. (Figura 6A).

Resultados semelhantes também foram observados em outros trabalhos
sobre a inducéo de poliploidias em plantas utilizando sementes como explantes,
como no caso de Sesamum indicacum (ANBARASAN et al., 2014), Tetradenia
ripara (HANNWEG et al., 2016), Buddleja lindleyana (YAN et al., 2022), entre
outros; em que a colchicina ndo so afetou a porcentagem de germinagdo, mas
também no desenvolvimento das plantas apés a germinacdo, gerando

anormalidades ou dificultando sua sobrevivéncia.

Existem estudos que explicam os diferentes efeitos da colchicina nas células
e tecidos vegetais, como o trabalho de ADAMAKIS; PANTERIS e
ELEFTHERIOU (2010) em que observaram que a colchicina produziu efeitos
sobre os microtubulos corticais das células das raizes de Pisum sativum, uma
vez que essas ultraestruturas foram substituidas por uma extensa rede de
paracristais de tubulina/colchicina. Da mesma forma, PANTERIS et al. (2010)
realizaram um trabalho sobre o efeito da colchicina em Vigna sinnesis
observando que as células das plantulas ap6s o tratamento com colchicina
apresentaram paracristais de tubulina/colchicina endoplasmética, além de
determinar a relacdo entre as proteinas MAP65 juntamente com a presenca
desses polimeros atipicos.
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0,06% 0,08%

Figura 8. Efeitos de diferentes tempos de exposicéo e concentracdes de

colchicina no desenvolvimento in vitro de sementes da progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A. 6 horas / 0,00 a 0,08%. B. 12 horas /
0,00 a 0,08%. C. 18 horas / 0,00 a 0,08%. D. 24 horas / 0,00 a 0,08%.

WANG et al., (2012) observaram que nas células radiculares de Triticum
aestivum tratadas com colchicina essas apresentavam um bloqueio das juncdes
de microtubulos, fazendo com que o aparelho de Golgi se localize em diferentes
areas da célula dependendo do estagio de divisdo celular. Por exemplo, nas
células de interfase, essas organelas se agregam no citoplasma cortical
enquanto nas células em fase mitética elas se acumulam ao redor dos
cromossomos. Outra alteracao provocada pela colchicina é a interferéncia nos
processos de polimerizacdo dos microtubulos, como foi determinado nas raizes
de mutantes e ndo mutantes de Arabidopsis thaliana tratadas com colchicina e
orizalina, na qual as células radiculares apds a exposicdo com a colchicina
mostraram uma extensa despolimerizacdo dos microtibulos corticais
provocando uma instabilidade até uma auséncia dessas ultraestruturas celulares
(GIOURIEVA; PANTERIS, 2021).
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No caso das porcentagens de desenvolvimento de sementes em
protocormos e plantulas, ambas tiveram respostas opostas em relacdo aos
tempos de exposicdo e concentracdes de colchicina. Para o fator tempo de
exposicéo foi observado que o tratamento mais longo (24 horas) provocou um
aumento de 13,7% na porcentagem de desenvolvimento em protocormos
(68,4%) e uma diminuicdo de 13,4% na porcentagem de desenvolvimento em
plantulas (31,6%) em relacdo ao tratamento por 6 horas (54,1% e 45,0%

respectivamente) (Figura 6B e 6C).

UNEMOTO et al. (2009) determinaram que o tempo de exposi¢do € um fator
importante que afeta tanto o desenvolvimento quanto a sobrevivéncia das
plantas na presenca de colchicina, pois observaram que tempos de exposi¢cao
muito longos geraram uma diminuicdo no crescimento da parte area e da raiz

nas plantulas regeneradas a partir de protocormos tratados com colchicina.

Acredita-se que a diminuicdo do crescimento no tecido vegetal tratado com
colchicina seja causada pelo efeito negativo do antimitético nas células
meristematicas, gerando ciclos anormais durante as divisdes celulares (THAO et
al., 2003), resultando em baixo desenvolvimento da planta, sendo esse uns dos
motivos pelo qual as sementes da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.
Goldenzelle “LC” formaram uma maior porcentagem de protocormos e uma
menor porcentagem de plantulas no maior tempo de exposicdo proposto no

experimento (Figura 8)

Para o fator de concentracdo de colchicina, observou-se que o tratamento
com maior concentracdo (0,08%) causou uma diminuicdo de 9,8% na
porcentagem de desenvolvimento em protocormos (52,9%) e um aumento de
9,99% na porcentagem de desenvolvimento em plantulas (47,1%) em relagéo ao

tratamento controle (62,9% e 37,1% respectivamente) (Figura 7B e 7C).
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Somente o fator concentragao de colchicina teve efeito sobre a massa fresca
total, com uma reducdo de 2,8 g na concentracdo 0,08% de colchicina
(11,8g/frasco) em relacdo ao tratamento controle (14,5g/frasco) (Figura 7D).
Entre os varios efeitos da colchicina nas plantas estdo aqueles relacionados a
alterag6es no funcionamento normal dos microtibulos e na resposta hormonal
especifica de cada tecido vegetal (HARD; SABNIS, 2013) provocando
anormalidades no desenvolvimento das plantas germinadas, por exemplo em
sementes de Lilium rosthorni o alcaloide gerou hipocétilos com fendtipos
anormais em forma, superficie, cor e baixa propor¢cdo de pélos radiculares
(WANG et al., 2020).

Da mesma forma em sementes de Buddleja lindleyana tratadas com
colchicina foi observado uma inibicdo no crescimento e comprimento do
hipocotilo e da radicula (YAN et al., 2022). Em uma analise de transcriptoma nas
respostas de plantas a duplicacéo artificial de cromossomos usando colchicina,
também foi determinado que o alcaloide inibiu genes relacionados a
ultraestruturas celulares, celulose, segregacdo cromatide, processos de
movimento intracelular, morfogénese da membrana e parede celular (ZHOU et
al., 2017) confirmando que a colchicina tem efeitos negativos ndo sé no nivel
estrutural, mas também no nivel genético, causando desorganizacdo e

anormalidades em células e tecidos.

Também foi observado diferencas estatisticas significativas entre as
interacOes dos fatores concentracdes de colchicina (%) x tempos de exposi¢cao
(h) para as porcentagens de germinagao e de desenvolvimento de sementes em

protocormos e plantulas (Tabela 1).
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Tabela 1. ANOVA e Teste de médias para os parametros avaliados nas

sementes da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Gendtipo: Progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”

Sementes
Variaveis
PG (%)  PDPr PDPI MET
(%) (%) (%)
Fatores R1: Tempo de 59,2** 12,9%* 10,1* 2,5ns
exposicao
R2: 69,9** 7,7%* 4,8** 3,9**
Concentracdes
(%)
Interacédo R1 x 5,1** 4,1** 3,1** 1,6 ns
R2
Coeficiente de variagao (%) 3,3 24,2 4,1 6,0

PG: porcentagem de germinacao; PDPr: porcentagem de desenvolvimento de
protocormos; PDPI: porcentagem de desenvolvimento de plantulas; MFT:
massa fresca total. As médias seguidas pela mesma letra nas colunas néao
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 1% de
probabilidade. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01). ns

nao significativo.

Para a variavel porcentagem de germinacéo, o tratamento com 0,08% de
colchicina por 18 horas (23,5%) gerou uma diminuicédo de 45,6% na germinacao

em relacdo ao tratamento controle por 6 horas (69,1%) (Tabela 2).
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Tabela 2. InteracOes entre as concentracdes de colchicina (%) e os tempos de
exposicao (h) na porcentagem de germinacao de sementes da progénie de Blc.

Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Germinagéo de CC (%)
sementes (%)
0,00 0,02 0,04 P,06 0.08
TE 6 69,1 Aa 41,7 Ab 4,9 Ab 32,7 Ac 38,1 Abc
(h)
12 39,3Ca 31,1Bb 34,0Bab 29,2Abc 24,1Bc
18 35,9Ca 325Bab 30,3Bab 27,5Abc 23,5Bc
24 53,5Ba 39,5Ab 33,3Bb 33,2 Ab 25,4 Bc

CC: concentracdes de colchicina, TE: tempos de exposicao.

Resultados similares foram observados em alguns trabalhos com orquideas
como Bletilla striata onde foi observado que o tratamento com maior
concentracdo de colchicina / maior tempo de exposic¢ao (0,4% colchicina por 9
dias) causou a menor taxa de germinacdo nas sementes (LI et al., 2018).
CHUNG et al. (2014) realizaram uma inducao de poliploidias utilizando sementes
hibridas de Calanthe (C. discolor x C. sieboldii) onde determinaram que o
tratamento com 0,1% de colchicina por 7 dias gerou uma diminuicdo na

porcentagem de germinacdo de 11,8% em relacdo ao tratamento controle.

Para a variavel porcentagem de desenvolvimento de sementes em
protocormos, o tratamento com 0,06% de colchicina por 24 horas de exposicao
provocou o maior valor com 75,8% (Tabela 3), enquanto o tratamento com 0,08%
de colchicina por 12 horas de exposicdo causou o menor valor com 43,4%
(Tabela 3). Para a variavel porcentagem de desenvolvimento de sementes em
plantulas, observou-se comportamento contrario a variavel porcentagem de
desenvolvimento de sementes em protocormos, dado que o tratamento com
0,06% de colchicina por 24 horas de exposicédo apresentou o menor valor com
24,2% (Tabela 3), enquanto o tratamento com 0,08% de colchicina por 12 horas

de exposicéo resultou no maior valor com 56,5% (Tabela 3).
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No hibrido Dendrobium santana x D. friedericksianum foi observado que o

segmento nodal tratado com 0,1% de colchicina por 72 horas produziu brotacdes
no 100% dos explantes tratados (CHOOPENG; TE-CHATO; KHAWNIUM, 2019).

Tabela 3. Interacdes entre as concentracdes de colchicina (%) e os tempos de

exposicdo (h) de sementes da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.

Goldenzelle “LC”. A. Desenvolvimento em protocormos (%). B. Desenvolvimento

em plantulas (%).

A. Desenvolvimento CC (%)
em protocormos
(%) 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
TE (h) 6 60,7Ba 59,1 Aba 54,3Ba 49,1Ba 51,8 Aa
12 746 Aa 549Bbc 75,0 Aa 64,6 Bab 43,5Ac
18 52,9 Ba 56,8 Ba 68,2 Aa 57,6 Ba 55,8 Aa
24 63,3Bb 70,7 Aab 71,3 Aab 758 Aa 60,6 Ab
B. Desenvolvimento CC (%)
em plantulas (%)
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
TE (h) 6 39,3Aa 40,9 Aab 45,7 Aa 50,9 Aa 48,2 Aa
12 254Bc  452Aab 33,3 ABbc 35,4 ABbc 56,5 Aa
18 47,1 Aa 43,2ABa 31,8 Aba 42,5 Aa 44,2 Aa
24 36,7 Abab 29,3Bab 28,7 Bab 242Bb 39,4 Aa

CC: concentragOes de colchicina, TE: tempos de exposigao.
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b) Protocormos

Foi possivel obter regeneracao proveniente de protocormos tratados com
colchicina a partir de todos os tratamentos realizados com diferentes
concentracfes e tempos de exposicdo dos explantes, sendo que parte dos
protocormos tratados regeneraram plantulas diretamente e parte resultaram na
producdo de Protocorm-like Bodies ou PLBs (Figura 9A), estruturas similares a
protocormos, porém de origem somatica (CARDOSO; ZANELLO; CHEN, 2020)

nesse caso proveniente dos protocormos tratados.

Figura 9. Efeitos da colchicina sobre a sobrevivéncia de protocormos in
vitro da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A.
Protocormos cultivados em meio MS Orquidea por 120 dias apds o tratamento
com colchicina na concentragédo 0,08% e tempo de exposi¢ao 24 horas,
demonstrando os tecidos mortos (*), a regeneracao de PLBs (seta amarela) e
plantulas (seta vermelha). B. Protocormos do tratamento controle em

regeneracao.

As porcentagens de sobrevivéncia dos protocormos tratados com
colchicina foram influenciadas apenas pela concentracdo de colchicina,
observando-se uma diminuicdo da sobrevivéncia a medida que as

concentracdes do alcaloide aumentaram (Figura 11A).
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Resultados semelhantes foram observados em protocormos de diferentes
orquideas tratadas com colchicina (BUNNAG; HONGTHONGKHAM, 2012,
2015; RAHAYU et al.,, 2015; RUNGRUCHKANONT; APISITWANICH, 2014;
TUWO; INDRIANTO, 2016), no qual o aumento da concentragéo e do tempo de
exposi¢ao a colchicina, resultaram em aumento da morte dos tecidos vegetais e,
consequentemente, diminuicdo da porcentagem de sobrevivéncia dos tecidos
tratados. Como exemplo, em Cattleya tigrina, LONE et al. (2010) observaram
reducdo na taxa de sobrevivéncia dos explantes, somente na maior
concentracéo de colchicina (1%), sendo essas de 100%, 96%, 84 e 100% no

controle, e com 24, 48 e 72 horas de exposi¢cado dos explantes, respectivamente.

ATICHART e BUNNAG (2007) determinaram que as taxas de sobrevivéncia
dos protocormos de Dendrobium secundum dependiam das concentracdes e
dos tempos de exposicao a colchicina, sendo a maior concentracdo de colchicina
(0,2%) a de maior efeito fitotdxico para os explantes. Em D. draconis, BUNNAG
e HONGTHONGKHAM (2015) também observaram diminuicdo nas
porcentagens de sobrevivéncia dos protocormos na maior concentragdo de
colchicina (0,10%), sendo essas de 47%, 30%, 10% e 13% para 1, 2, 3 e 4 dias

de exposicéo, respectivamente.

Esses autores explicam que o efeito fitotdxico do antimitético em seu
experimento pode ser devido ao fato de terem usado colchicina junto com meio
de cultura MS sélido, onde o0s protocormos apds tempos de exposicao
prolongados perderam umidade e, portanto, absorveram maiores quantidades
do antimitético causando a diminuicdo na sobrevivéncia dos explantes tratados
de quase 90% (0,1% de colchicina por 3 dias) (BUNNAG; HONGTHONGKHAM,
2015).

Durante a indugédo artificial de protocormos da progénie de Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”, as diferentes concentragdes de colchicina foram
colocadas junto ao meio de cultura liquido MS para aumentar a superficie de
contato e manter a viabilidade dos protocormos, permitindo assim uma
diminuicdo na sobrevivéncia de quase 50% (0,08% de colchicina) (Figura 11A),
aumentando as possibilidades de obtencdo de plantas poliploides devido a

presenca de um maior numero de explantes vivos tratados.
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Também foram observadas diferencas estatisticas significativas entre as
interacOes dos fatores concentracdes de colchicina (%) x tempos de exposicao
(h) com a variavel porcentagem de sobrevivéncia dos protocormos (Tabela 4),
no qual o tratamento com colchicina 0,08% por 18 horas (38,3%) gerou uma
diminuicdo de 46,7% na sobrevivéncia do explante em relagdo ao tratamento
controle por 6 horas (85,0%) (Tabela 5).

Tabela 4. ANOVA e Teste de médias para os parametros avaliados nos

protocormos da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”

Genotipo: Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”

Plantulas
Variaveis
PS (%) PM  PMFPPLBs PMFRPI MTF
(%) (%) (%) (9)
Fatores R1l: Tempode 0,5ns 0,6ns 5,0** 5,3** 4,1*
exposicao
R2: 7,7%* 7,5%* 0,2 ns 0,2ns 2,3*%
Concentracbes
(%)
Interacdo R1 x 1,9* 19ns 0,7 ns 0,7ns 10ns
R2
Coeficiente de variacao 12,5 16,0 33,0 41,1 33,4
(%)

PS: porcentagem de sobrevivéncia; PM: porcentagem de morte; PMFPPr:
porcentagem de massa fresca de proliferacéo de PLBs; PMFRPI: porcentagem
de massa fresca de regeneracédo de plantulas; MFT: massa fresca total. As
médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 1% e 5% de probabilidade. **
significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01). * significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (p < 0,05). ns n&o significativo.



47

Tabela 5. Interacdes entre as concentracdes de colchicina (%) e os tempos
de exposicao (h) na porcentagem de sobrevivéncia de protocormos da progénie

de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Sobrevivéncia de CC (%)
protocormos (%)
0.02 0.04 0.06 0.08
TE 6 85,0Aa 70,0Aab 48,3Bb 55,0Aab 65,0 Aab
(h)
12 68,3Aa 750Aa 63,3ABa 47,5Aa 43,3Aa
18 73,3Aab 76,7Aa 850Aa 43,3Abc 38,3Ac
24 65,0Aa 63,3Aa 70,0ABa 58,3Aa 51,7Aa

CC: concentracdes de colchicina, TE: tempos de exposi¢cao

Nas espécies Cattleya luedemanniana e C. schilleriana, cdeterminou que as
maiores porcentagens de sobrevivéncia dos protocormos foram observadas no
menor tratamento (0,15 uM de orizalina por 3 dias), sendo essas de 67% e 69%
respectivamente. XIE et al. (2017) observaram que as maiores taxas de
sobrevivéncia em protocormos de Cymbidium hybridum foram para o tratamento
de 0,05% de colchicina por 5 dias e para o tratamento controle, sendo essas de

86,24% e 100% respectivamente.

Em Rhynchostylis gigantean var. rubrum, KERDSUWAN e TE-CHATO (2012)
observaram flutua¢gdes nas porcentagens de sobrevivéncia de PLBs ja que para
as concentracdes 0,05% e 0,1% de colchicina por 72 horas os valores foram
quase 50% e para o tratamento 0,15% de colchicina por 72 horas foi de 72,52%.
Esses autores explicam que a existéncia de flutuagbes nas taxas de
sobrevivéncia pode ser devido ao pequeno niumero de amostras no experimento,
bem como aos diferentes estados fisiologicos de desenvolvimento e vigor das
PLBs, o que poderia causar diferentes respostas na tolerancia ou sensibilidade
dos explantes ao antimitético nas mesmas concentracbes ou tempos de

exposicao.
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A colchicina também ocasionou efeitos fisiolégicos importantes nos
protocormos, resultando em morte de parte dos protocormos e tecidos expostos
a colchicina, portanto ndo sobrevivendo aos tratamentos (Figuras 9 e 12). Isso
foi observado pela diferenca de coloracao entre parte dos explantes tratados com
o alcaloide, que apresentaram coloracdo marrom, demonstrando a morte parcial
ou total dos tecidos tratados (Figura 9A), em relagcdo aos protocormos néo
tratados (Figura 9B).

Nesse caso, € valido salientar que em alguns casos, mesmo que 0S
protocormos apresentassem coloracdo marrom, apos um periodo de cultivo dos
mesmos no meio de cultura, ainda foi possivel observar o surgimento de novos
pontos de formacéo de PLBs nos tecidos, demonstrando que parte dos efeitos
fitotéxicos da colchicina afetaram grande parte, mas néo a totalidade do tecido,

permitindo, portanto, sua regeneracéao (Figura 12).

0,04% ~ 0,06% 0,08%

Figura 12. Efeitos de diferentes tempos de exposicéo e concentracdes de
colchicina na sobrevivéncia e morte de protocormos da progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A. 6 horas / 0,00 a 0,08%. B. 12 horas /

0,00 a 0,08%. C. 18 horas / 0,00 a 0,08%. D. 24 horas / 0,00 a 0,08%.



49

Resultados similares foram obtidos com o uso de colchicina in vitro na
inducdo de poliploidias em protocormos de Vanda. , sendo que a resposta a
colchicina dos tecidos resultou em maior acumulo de compostos fendlicos,
resultando em desenvolvimento limitado dos explantes tratados (TUWO;
INDRIANTO, 2016)

Outro grupo de variaveis analisada para os efeitos da colchicina foram as
porcentagens de massa fresca de PLBs, plantulas e massa total regeneradas
em diferentes tratamentos de concentracdes e tempos de exposi¢éo a colchicina
(Tabela 4).

A massa fresca total regenerada (PLBs + plantulas) foi influenciada pelos
fatores concentracdo e tempo de exposicdo a colchicina (Tabela 4). A maior
concentracao de colchicina (0,08%) causou uma diminuicédo de 4,09 g de massa
fresca em relacdo ao tratamento controle (Figura 11E). Maiores concentragdes
de colchicina provavelmente geram uma diminui¢cao nas taxas de divisdo mitotica
(HEO et al., 2016), causando irregularidades no desenvolvimento normal das
células vegetais, sendo esse um dos motivos da reducédo da massa fresca total

nos protocormos da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

GALDIANO (2013) utilizou outro agente antimitético alternativo a colchicina,
a orizalina, visando a obtencdo de plantas poliploides de duas espécies de
Cattleya (C. luedemanniana e C. schilleriana), e observaram que o aumento das
concentracdes de orizalina (60 e 90 uM por 6 dias) resultaram na diminui¢cao da

massa fresca de protocormos de C. luedemanniana.

Alguns herbicidas inibidores de mitose (orizalina, trifluran, entre outros)
usados em baixas concentracdes tém um efeito estimulante sobre o crescimento
das plantas (GANGA; CHEZHIYAN, 2002), mas concentracdes maiores desses
reagentes causam desequilibrios na regulacdo da divisdo celular, provocando
reducdo no desenvolvimento das plantas, como foi verificado na reducdo da
massa fresca de plantulas de C. luedemanniana expostas a orizalina
(GALDIANO, 2013).
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Para o fator tempo de exposi¢do, o tratamento com maior tempo de
exposicao a colchicina (24 horas) resultou no maior valor de massa fresca total
(12,3 g), observada pela presenca de maior regeneracdo de protocormos em
plantulas (Figura 10E). JA UNEMOTO et al. (2009) observaram que o tempo de
exposicdo a colchicina por 48 horas foi aquele que mostrou o maior valor de

massa fresca.

O efeito positivo da colchicina nos processos morfogénicos em plantas pode
ser devido a duplicacéo artificial do genoma da célula vegetal juntamente com a
influéncia de estimulos ambientais, causando um aumento no numero de células
devido a formacao de novas regides meristematicas (NURA et al., 2017; UNO;
STOREY; MOORE, 2001). Em Alocasia ‘Green Velvet’, observou-se que os
tratamentos com colchicina e orizalina causaram proliferacdo de brotacdes por
explante tratado, no qual esse efeito pode ser devido a interacdo dos

antimitoticos com as células meristematicas (THAO et al., 2003).

HLAING et al. (2020) observaram em Antirrhinum majus que altas
concentracdes e tempos de exposi¢cao a outro agente antimitético chamado AMP
geraram dois tipos de efeitos: a morte de plantulas e a proliferacao de brotacoes
adventicias, onde uma vez que o0s novos 6rgdos da planta fossem induzidos,
eles poderiam continuar seu crescimento sem os efeitos inibitérios do AMP

devido a transicéo de tecido jovem para tecido maduro.

Houve influéncia do tempo de exposi¢cao, mas ndo da concentracao, sobre o tipo
de desenvolvimento, pela formacdo de PLBs ou plantulas diretamente dos
protocormos, apés o tratamento a colchicina (Tabela 4). A avaliacdo dessas
variaveis foi obtida a partir da porcentagem da massa individual de formacao de
novos PLBs ou plantulas nos diferentes tratamentos.

De uma forma geral, a medida que o tempo de exposi¢cdo a colchicina
aumentou, isso resultou em diminuicdo na porcentagem de massa fresca de
formacéo de PLBs (Figura 10C) e, aumento da porcentagem de massa fresca de
protocormos que regeneraram diretamente em plantulas (Figura 10D),
observada pela presenca de mudltiplas brotacdes formadas a partir dos

protocormos tratados (Figura 13 e 14).
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Figura 13. Efeitos da colchicina sobre as porcentagens de massa fresca de
proliferacéo de PLBs e regeneracéo a plantulas de protocormos in vitro da
progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. Protocormos
cultivados em meio MS Orquidea por 180 dias apds o tratamento com
colchicina na concentracdo 0,08% e tempo de exposicéo 24 horas,
demonstrando os tecidos mortos (*), a regeneracao de PLBs (seta vermelha) e
plantulas (seta amarela).

0,02%  _0,04% 0,06% 0,08%
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Figura 14. Efeitos de diferentes tempos de exposi¢éo e concentracdes de
colchicina no desenvolvimento de protocormos in vitro da progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A. 6 horas / 0,00 a 0,08%. B. 12 horas /
0,00 a 0,08%. C. 18 horas / 0,00 a 0,08%. D. 24 horas / 0,00 a 0,08%.

Em Antirrhinum majus, altas concentracdes de colchicina e orizalina
estimularam a formacdo de brotos adventicios em epicotilos (HLAING et al.,
2021). Segundo HLAING et al. (2021), uma das hipbteses sobre os mecanismos
reguladores da inducéo de brotos adventicios de hipocatilos e epicatilos se deve
ao fator estresse produzido pelos efeitos negativos sobre as ultraestruturas
celulares e pela disjuncdo cromossémica anormal. POTTERS et al. (2007)
explicam que as respostas morfologicas induzidas pelo fator estresse podem
variar desde a estimulacdo da divisdo mitética até alteracdes e inibicbes da

diferenciacéo e alongamento celular.

Em alguns trabalhos sobre os efeitos da colchicina em protocormos,
observou-se que o antimitético exerceu um efeito estimulante sobre os
explantes, como no trabalho de LONE et al. (2010), onde observaram que o
tratamento com maior tempo de exposicéo (72 horas) a colchicina resultou em
aumento da regeneracdo de plantulas a partir dos protocormos de Cattleya
tigrina tratados com colchicina. Em Oncidium flexosum, UNEMOTO et al. (2009)
determinaram que o0s protocormos tratados com colchicina por 120 horas
apresentaram maior nimero de plantas regeneradas com intensa proliferacao

de brotac0es.
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O aumento das concentracdes e tempos de exposi¢cado ao alcaloide reduziu

significativamente a porcentagem de sobrevivéncia das plantulas in vitro (Tabela

6, Figura 15A e 16A). O efeito fitotoxico da colchicina nas plantas é devido a sua
atividade fitotoxica nas células vegetais (BLASCO; LUISA; NAVAL, 2015)
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Similar ao que ocorreu com 0 experimento com protocormos, as plantulas
expostas aos diferentes tratamentos com colchicina também apresentaram
alteracdo da cor de verde para marrom em comparacdo com as plantulas dos
tratamentos controle, demonstrando efeitos fitotoxicos da colchicina sobre os
tecidos, resultando em morte de parte das plantulas tratadas (Figura 17A). No
entanto, embora algumas plantulas tenham morrido em decorréncia do
tratamento com colchicina, uma parte das plantulas com esses sintomas se
regeneraram, resultando em formagédo de PLBs ou novas brotagdes (Figura
17A).

Figura 17. Efeitos da colchicina sobre a sobrevivéncia de plantulas in vitro
da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A. Plantulas
cultivadas em meio MS Orquidea por 120 dias apds o tratamento com
colchicina na concentragao 0,08% e tempo de exposicéo 24 horas,
demonstrando os tecidos mortos (seta vermelha), a regeneracéao de plantulas

(seta amarela); B. Plantulas do tratamento controle em regeneracao.

MOHAMMADI; KAVIANI e SEDAGHATHOOR (2021) também observaram
que o aumento da concentragéo de colchicina de 0,00% para 0,15% (por 72
horas) diminuiu a porcentagem de sobrevivéncia de 85% (controle) para 50% de
plantulas tratadas de Phal. amabilis. CHOOPENG; TE-CHATO e KHAWNIUM
(2019) observaram menor taxa de sobrevivéncia dos segmentos nodais no
hibrido Dendrobium santana x D. friedericksianum, tratados com diferentes
concentracdes de colchicina (0,01%; 0,05% e 0,1%) por 72 horas, sendo essas
de 13,33%; 6,67% e 16,67%, respectivamente.
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Apesar disso, alguns autores, ndo observaram reducéo da sobrevivéncia
de explantes em decorréncia do tratamento com colchicina, nas Cattleya trigina
e Dendrobium nobile,(MENEZES-SA et al. (2019) e VICHIATO et al. (2007),
demonstrando que os efeitos fitotoxicos da colchicina também podem estar
associados a sensibilidade dos gendtipos utilizados.

Isso também j& foi observado no género Cattleya. Em Cattleya intermedia
foram reportadas diferentes porcentagens de sobrevivéncia em dois clones
diferentes de Cattleya intermedia expostos aos mesmos tratamentos com

colchicina.

Também foi observado interacdo entre os fatores concentracdo de
colchicina (%) e tempo de exposicdo (h) para a variavel porcentagem de
plantulas mortas (Tabela 6). Foi observado que o tratamento com maior
concentracéo de colchicina e tempo de exposicéo (0,08% de colchicina por 24
horas) resultou na maior porcentagem de plantulas mortas (85%). Os
tratamentos controle por 6 e 12 horas ndo causaram danos as plantulas (Tabela
7).

Tabela 6. ANOVA e Teste de médias para os parametros avaliados nas plantulas

da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”

Genotipo: Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”

Plantulas
Variaveis
PS (%) PM PRPIPLBs PRPIPI MTF
(%) (%) (%) 9)
Fatores R1: Tempo de 86,0** 70,0** 36,1** 36,6** 27,4**
exposicéo
R2: 69,5** 83,9** 142, 7** 134,0**  40,5**
Concentracbes

(%)

Interacdo R1 x 1,5ns 2,0* 77,8** 73,0%* 4,2%*
R2

Coeficiente de variacao (%) 12,5 13,9 1,3 7,8 7,4




57

PS: porcentagem de sobrevivéncia; PM: porcentagem de morte; PRPIPLBSs:
porcentagem de regeneracao de plantulas em PLBs; PRPIPI: porcentagem de
regeneracao de plantula a plantulas; MFT: massa fresca total. As médias
seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de 1% e 5% de probabilidade. ** significativo ao
nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01). * significativo ao nivel de 5% de

probabilidade (p < 0,05). ns nao significativo.

Tabela 7. Efeitos das interacdes entre as concentracdes de colchicina (%) e os
tempos de exposicao (h) na porcentagem de morte de plantulas da progénie de

Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Morte de CC (%)
plantulas (%)
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08

TE 6 00Bd 10,0Bcd 12,5Bc 62,5Aba 30,0BCb

(h)
12 0,0 Bd 5,0 Bb 7,5 Bb 250Ca 275Ca
18 25Bc 125Bbc 175Bb 450BCa 52,5Ba
24 175Ac 475Ab 525Aab 825Aa 85,0Aa

CC: concentragOes de colchicina, TE: tempos de exposi¢ao.

HUY et al. (2019) observaram uma redugéo na taxa de sobrevivéncia de
100% (controle) para 33,04% de brotos de Paphiopellidium vellosum, tratados
com 50 uM de colchicina por 9 dias. Em Phalaenopsis amabilis, ZAKER
TAVALLAIE e KOLAHI (2017) também observaram uma diminuicdo em torno de
50% na porcentagem de sobrevivéncia de gemas axilares em relacdo ao
tratamento controle (100%) para os tratamentos com 0,15% de colchicina por 24

e 48 horas.

A alta porcentagem de morte de plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” utilizado no atual experimento e também
observados em trabalhos anteriores com uso da colchicina também pode ser
devido a natureza do explante, uma vez que plantulas, brotos, gemas axilares

ou segmentos nodais séo tecidos que nao possuem uma cobertura protetora
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espessa, resultando em explantes com maior sensibilidade aos efeitos fitotoxicos
da colchicina (ENG; HO; LING, 2021).

E provavel que a liberagdo de compostos fendlicos das plantulas da progénie
de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” também esteja relacionada ao
aumento da porcentagem de morte de explantes durante a inducéo artificial com
colchicina. Compostos fendlicos séo liberados para o exterior da planta como
mecanismo de defesa contra condigcbes de estresse bidtico ou abibtico,
estimulando a produc¢édo de radicais oxidativos toxicos que inibem a regeneragao
do explante (WIBISONO et al., 2021).

Em sementes de Buddleja lindleyana, YAN et al. (2022) propuseram que a 0
efeito inibitério da colchicina sobre a taxa de sobrevivéncia ndo se deve apenas
a colchicina, mas também a presenca de outros compostos organicos liberados
pelo préprio explante, como flavonoides e terpenoides (ZHAN; CHEN; FAN,

2011) o que aumentaria o efeito toxico no sistema in vitro.

Além dos efeitos na sobrevivéncia das plantulas, o experimento avaliou
também como variaveis a massa fresca total e as porcentagens de regeneracao
de PLBs e plantulas obtidas dos explantes. Para a variavel massa fresca total
houve influéncia da concentracdo de colchicina, do tempo de exposicédo e das
interacOes entre esses dois fatores (Tabela 6). O controle, sem a aplicacdo da
colchicina, resultou no maior valor de massa fresca total (15,8g), enquanto o
tratamento com 0,06% de colchicina resultou na menor massa fresca total
regenerada (7,2) (Figura 15E), provavelmente consequéncia da alta mortalidade

dos explantes (53,8%) para essa concentracao de colchicina (Figura 15B).

A colchicina causa diminuicdo da viabilidade das células vegetais devido
a despolimerizacdo dos microtubulos, pois esses sao pecas importantes para a
formacdo e o correto funcionamento de diferentes ultraestruturas celulares
(NOGALES, 2000; WU et al., 2022) que participam de diferentes processos
bioldgicos. Os microtubulos séo ultraestruturas celulares que participam dos
processos biologicos de divisdo celular e morfogénese celular (HOTTA et al.,

2016), permitindo assim o crescimento e desenvolvimento normal das plantas.
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Em uma analise de ontologia génica (GO term) sobre as respostas das
plantas aos tratamentos com colchicina, observou-se que o antimitético
influenciou em genes relacionados ao fuso acromatico e diminuiu a regulacéo e
expressdo de genes relacionados as atividades biologicas dos microtubulos,
além de causar uma reducao na quantidade de tubulinas nas células (ZHOU et
al., 2017).

Os valores de massa fresca total das plantulas diminuiram com o aumento
do tempo de exposicao a colchicina (Figura 16E). O menor valor de massa fresca
total foi observado no tratamento por 24 horas (6,4 g), enquanto o tratamento
controle resultou na maior massa fresca total regenerada (12,3 g) (Figura 16E).
KHARDE et al. (2017) observaram que o tempo de exposicao de 5 horas gerou
0 maior valor de massa fresca (1,04 mg) de plantulas regeneradas de segmentos

foliares de Bacopa monnieri expostas a colchicina.

Também foram observadas diferencas estatisticas significativas entre as
interacOes dos fatores concentracdes de colchicina (%) x tempos de exposi¢cao
(h) com a variavel massa fresca total das plantulas (Tabela 6), onde o tratamento
controle com 18 horas de exposi¢do apresentou o maior valor com 18,5 g,
enquanto o tratamento com 0,06% de colchicina por 24 horas de exposicéo

resultou no menor valor com 3,3 g (Tabela 8).

Tabela 8. Interacdes entre as concentracdes de colchicina (%) e os tempos de
exposicao (h) na massa fresca total (g) de plantulas da progénie de Blc. Haw

Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Massa fresca CC (%)
total (%)
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08

TE 6 154Aa 11,2Aab 14,0Aab 10,3 Ab 9,9 ABb

(h)
12 144Aa 124Aab 9,6Bb 105Aab 10,0 Aab
18 18,5 Aa 4,9 Bb 7,7 BCb 4,5 Bb 5,7 BCb
24 145,0 Aa 5,1 Bb 4,4 Cb 3,3Bb 4,1c Cb

CC: concentracdes de colchicina, TE: tempos de exposi¢cao
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Em segmentos foliares de Bacopa monnieri KHARDE et al. (2017)
observaram que os tratamentos com 0,1% de colchicina por uma hora e 0,1% e
0,2% de colchicina por cinco horas geraram os maiores valores de massa fresca

total, sendo esses de 1,1 mg; 1,0 mg e 0,99 mg respectivamente.

Embora a colchicina seja toxica para as plantas, em alguns casos observou-
se que o efeito negativo sobre os explantes varia de acordo com os tratamentos,
pois altas concentracbes com tempos de exposicdo curtos reduzem a
fitotoxicidade do antimit6tico (SAJJAD et al., 2013). A partir disso, é provavel que
a diminuicdo da massa fresca total em plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” para ambos os fatores e suas interagdes se deva
a alta mortalidade das plantulas devido ao aumento das concentracdes e tempos
de exposicdo ao antimitdtico (Tabela 8). Da mesma forma, a diminuicdo da
massa fresca total foi observada nos protocormos da progénie de Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” devido ao efeito do aumento nas concentracfes

de colchicina (Figura 10E).

Para as porcentagens de regeneracdo de PLBs proveniente de plantulas e a
manutenc¢ao do crescimento de plantulas, foram observadas diferencas para os
fatores concentragcdo de colchicina, tempo de exposicao e a interacao entre os
fatores (Tabela 6).

O aumento da concentragcdo de colchicina nos tratamentos (Figuras 15C e
15D) provocou um aumento na porcentagem de formacéo de PLBs na base e
parte apical das plantulas (Figura 18A) e uma diminuicdo na porcentagem de

formacdo de novas brotacfes das plantulas (Figuras 18B).
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Figura 18. Efeitos da colchicina sobre a regeneracéo das plantulas in vitro da
progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A. Regeneracao de
PLBs na parte basal e apical (seta azul) B. Plantulas cultivados em meio MS
Orquidea por 120 dias ap0s o tratamento com colchicina na concentragédo
0,06% e tempo de exposicao 18 horas, demonstrando os tecidos mortos (*), a

regeneracao de PLBs (seta vermelha) e plantulas (seta amarela).

O aumento do tempo de exposicado das plantulas ao alcaloide resultou em
diminuicdo na porcentagem de regeneracgdo de plantulas em PLBs (Figura 16C)
e aumento na porcentagem de novas brotacdes (Figuras 16D e 19), o oposto do
gue foi observado para a concentracao da colchicina (Figuras 15C e 15D)

0,04% 0,06%

0,02% 0,08%

Figura 19. Efeitos de diferentes tempos de exposi¢cao e concentracdes de
colchicina no desenvolvimento de plantulas in vitro da progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A. 6 horas / 0,00 a 0,08%. B. 12 horas /
0,00 a 0,08%. C. 18 horas / 0,00 a 0,08%. D. 24 horas / 0,00 a 0,08%.
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Com relacdo as interagdo das concentragfes de colchicina (%) e tempos de

exposicao (h) com as porcentagens de regeneracdo de plantulas em PLBs e

regeneracao de plantulas em plantulas, foi observado que o tratamento com

0,06% de colchicina por 18 horas de exposi¢ao resultou na maior porcentagem

de regeneragdo de plantulas em PLBs (54,3%), enquanto os tratamentos

controle por 6 horas, 0,06% e 0,08% de colchicina por 24 horas ndo geraram

regeneracao de plantulas em PLBs (Tabela 9A).

Tabela 9. Interacbes entre as concentracdes de colchicina (%) e os tempos

de exposicdo (h) de plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.

Goldenzelle “LC”. A. Regeneracédo de plantulas em PLBs (%). B. Regeneracéo

de plantulas em plantulas (%).

A. Regeneragéo CC (%)
em PLBs (%)
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
TE (h) 6 0,0 Cd 22,7Bc  26,0Bbc 32,3Bb 43,3 Aa
12 7,5 Abc 10,6 Cc 29,6 Bb 26,8Bb 415 Aa
18 2,5 BCd 37,2 Ab 24,3 Bc 54,3 Aa 31,7
Bbc
24 12,2 Ab 37,4Aa 425 Aa 0,0 Cc 0,0 Cc
B. Regeneracéo CC (%)
em plantulas
(%) 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
TE (h) 6 100,0Aa 77,6 Bb 74,0 Abc 67,1Bc 56,7 Cd
12 925BCa 895Aa 704ABb 732Bb 58,5Cc
18 97,5ABa 62,9 Cc 75,7 Ab 45,8 Cd 68,3
Bbc
24 87,9 Cb 62,6 Cc 62,5 Bc 100,0 Aa 100,0
Aa

CC: concentragOes de colchicina, TE: tempos de exposicao.
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Para a porcentagem de regeneracao de plantulas em plantulas, o tratamento
com 0,06% de colchicina por 18 horas de exposicdo causou 0 menor valor
(45,8%) enquanto os tratamentos controle por 6 horas, 0,06%, 0,08% de

colchicina por 24 horas apresentaram somente a formacao de novas brotagdes

(100,0%) (Tabela 9B), observando-se plantulas com multiplas brotac¢des (Figura
20).

Figura 20. Efeitos da colchicina sobre a regeneracédo das plantulas in vitro
da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A e B. Plantulas
cultivadas em meio MS Orquidea por 180 dias apds os tratamentos com
colchicina nas concentracdes 0,06% e 0,08% e tempo de exposi¢cdo 24 horas,
demonstrando regeneracao de plantulas. C. Plantulas do tratamento controle

em regeneracao.

6.2. Origem e ploidia das plantas regeneradas
6.2.1. Citometria de fluxo de plantas tratadas com colchicina

Foi possivel a obtencédo de picos definidos e de alta qualidade (baixo CV)
para a maior parte das plantas analisadas provenientes do cruzamento de Blc.
Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”, utilizados como fonte de explantes

para os tratamentos com colchicina, bem como dos progenitores.

Os histogramas da citometria de fluxo demonstraram a presenca células com
diferentes niveis de ploidia, com picos de comprimento significativo nos canais
2C, 4C, 8C e 16C, demonstrando que os tecidos analisados das progénies

(folhas) apresentaram alto nivel de endopoliploidia (Figuras 21 e 22).
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Dessa forma, a separagdo de plantas poliploidizadas daquelas né&o
poliploidizadas, foram baseadas nos seguintes parametros: plantas diploides
foram consideradas aquelas que mostraram apenas ceélulas nos canais 2C, 4C
e 8C enquanto as plantas poliploides apresentaram células apenas nos canais
4C, 8C e 16C (Figura 21 e 22).

A presenca de endopopliploidia em tecidos de Cattleya tigrina também foi
observada no trabalho de MENEZES-SA et al. (2019), sendo que as plantas
controle de C. tigrina apresentaram células com niveis de ploidia de 2C e 4C na
maioria de suas células, e as plantas autopoliploidizadas pelo uso de antimitético
resultaram em células com niveis de ploidia 4C e 8C. No nosso trabalho, as
plantas poliploidizadas demonstraram células com niveis de ploidia 4C, 8C e
16C, esse ultimo em frequéncia muito menor que os picos 4C e 8C (Figura 22B).

Também foi realizada a medicdo do conteido de DNA nuclear durante a
analise de citometria de fluxo dos progenitores e os resultados mostraram que a
cultivar Blc. Haw Yuan Beauty (progenitor feminino) possui maior contetudo de
DNA nuclear (2C= 7,79 pg) enquanto a cultivar Blc. Goldenzelle “LC” (progenitor
masculino) possui menor contetdo de DNA (2C= 5,79 pg). Para os hibridos sem
tratamento com colchicina (plantas controle) a citometria de fluxo mostrou-se que
possuiam um contetdo de DNA nuclear intermediario (2C= 6,86 pg) em relacdo
ambos parentais. Esse mesmo fendmeno onde a progénie possui um contetdo
de DNA intermediario também foi observado em alguns hibridos como em
Helianthus annus x H. petiolaris (BAACK; WHITNEY; RIESEBERG, 2005) e em
Paspalum dilatatum spp. flavecens x P. juergensii (VAIO et al., 2007).

Por outro lado, para a progénie tratada com colchicina (plantas poliploides)
mostrou ter maior conteido de DNA nuclear (2C=14,37 pg) em comparagdo com
0s parentais e duas vezes o conteudo de DNA nuclear em comparagcdo com a

progénie sem tratamento com colchicina (plantas controle).

Foi possivel também confirmar a origem hibrida das plantulas vindas de
sementes desses cruzamentos, visto que os histogramas de citometria de fluxo
comparando os parentais materno (com maior contedo de DNA) e paterno (com

menor conteudo de DNA) bem como das progénies ndao submetidas ao
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tratamento com colchicina, demonstraram picos de absorcdo com valores
intermediarios aos parentais, sem excecao (Figura 21).

O BLCGLH

. BLCGLH x BLCHYB

‘ BLCHYB

Figura 21. Comparacdes entre as analises de citometria de fluxo. a
cultivar Blc. Haw Yuan Beauty (circulo laranja). a cultivar Blc. Goldenzelle “LC”

(circulo verde). Individuo de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” sem
tratamento com colchicina (circulo preto).
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Figura 22. Analises de citometria de fluxo. A. Individuo de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” sem tratamento com colchicina. B.
Individuo de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” com tratamento

com colchicina.

Observou-se também que as plantas consideradas poliploides (Figura 23A)
apresentavam morfologia diferente em relacéo as plantas diploides (Figura 23B).
Entre essas diferencas estdo as mudangas na arquitetura das plantas e no
formato das folhas, visto que as plantas poliploidizadas com a colchicina
apresentavam folhas mais grossas e largas, com aumento na intensidade da

coloracéo verde.

Marcadores morfolégicos similares, como grossura, largura e intensidade da
coloracdo verde foram observados nas folhas das plantulas com duplicacdo
cromossOmica de C. tigrina (MENEZES-SA et al., 2019), Dendrobium formosum
(YENCHON; TE-CHATO, 2012), Cymbidum lowianum (XUEJIAO; ZHILIN; LIPIN,
2010), Phalaenopsis amabilis e Phal. amboinesis (RAHAYU et al., 2015b); no
qgual essa intensidade e acentuacdo da coloracao nas folhas € utilizada como
parametro indireto para a identificacdo de plantas poliploides (ENG; HO, 2019)
e acredita-se que sua origem possa estar relacionada a um dos efeitos da
duplicacdo cromossomica devido ao aumento de pigmentos e enzimas nas
células das plantulas poliploides (MENEZES-SA et al., 2019).
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Figura 23. Desenvolvimento e enraizamento in vitro das plantulas
regeneradas a partir de partir de explantes tratados e néo tratados com
colchicina. A. Individuos poliploide de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle
“LC”. B. Individuos de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” nao
tratadas com colchicina.

6.3. Obtencéo de plantas poliploides a partir dos diferentes tipos de
explantes da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle
“LC”

Os tipos de explantes, as concentracdes e o tempo de exposi¢cdo a colchicina
tiveram influéncia sobre as porcentagens de regeneracdo de plantas

poliploidizadas.

A colchicina tem sido um dos antimitéticos mais usados para induzir
poliploidias em diferentes géneros de orquideas de importancia comercial como
em Phalaenopsis (GRIESBACH, 1985), Dendrobium (YENCHON; TE-CHATO,
2012) e Cymbidium (SONG et al., 2018). Para o género Cattleya, existem trés
trabalhos relacionados & inducgéo artificial de poliploidias na literatura em
comparagio com outros géneros comerciais (GALDIANO, 2013; MENEZES-SA
et al., 2019; SILVA; CALLEGARI-JACQUES; BODANESE-ZANETTINI, 2000),
onde a maioria dessas pesquisas trabalharam apenas com espécies e ndo com

cultivares comerciais.

E importante salientar que com Cattleya predomina no mercado de flores as
plantas hibridas multigenéricas, provenientes de cruzamentos entre espécies e
hibridos dos géneros Cattleya, Laelia, Brassavola e Sophronitis, principalmente),
a exemplo de Laeliocattleya, Brassolaeliocattleya e Potinara. Desse modo, esse
grupo de hibridos podem ser caracterizados do ponto de vista comercial como
Grupo Hibrido de Catteyas (CARDOSO et al., 2016), tendo como principais
caracteristicas robustez e vigor vegetativo, maior tamanho e niumero de flores,
além de grande diversidade de cores com contribuicdes diversas dos géneros

usados nos cruzamentos.
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Dessa forma, a produgdo de poliploides em hibridos de Cattleya,
principalmente de cultivares de alta qualidade ornamental, é intrigante pelo fato
de néo haver registros ou informacdes sobre a aplicacao de colchicina ou mesmo

por outros métodos.

No presente estudo, observou-se que a eficiéncia e o sucesso da colchicina
na duplicagao artificial de cromossomos na progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x
Blc. Goldenzelle “LC” dependeram de fatores como tipo de explante, tempo de
exposicao e concentracdes (Tabela 10).

Tabela 10. Eficiéncias e frequéncias de poliploidias na progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC".

Explante Eficiénciade Tempo de Concentracdo Frequéncias
poliploidizagdo exposicdo de colchicina de
(%) (h) (%) poliploidias
(%)
Sementes 3,2 18 0,04 25,0
18 0,06 25,0
Protocormos 13,5 6 0,04 46,0
12 0,06 38,0
18 0,02 38,0
18 0,08 44,0
Plantulas 22,1 6 0,04 50,0
12 0,02 40,0
12 0,04 33,3
12 0,06 50,0
18 0,04 33,3
18 0,06 25,0
24 0,02 50,0

24 0,08 100,0
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a) Sementes

No caso do uso das sementes como explantes para o tratamento com a
colchicina, foram analisadas o total de 156 plantulas considerando plantulas
tratadas e do tratamento controle, das quais foram identificadas cinco plantas
poliploidizadas (3,2% de eficiéncia de poliploidizacdo) (Tabela 10), pela
colchicina de acordo com as analises por citometria de fluxo, sendo os
tratamentos com a concentragéo de 0,08% de colchicina por 6 horas e 0,04% -
0,06% de colchicina por 18 horas o0s uUnicos que geraram plantas poliploidizadas.
As frequéncias de poliploidias nas sementes foram de 13,0% (0,08% por 6 horas)
e 25,0% (0,04% e 0,06% por 18 horas) (Figura 24A).

Para as sementes tratadas com colchicina, concentracfes acima de 0,04%
resultaram em plantas poliploidizacdo com frequéncias de 6,3% a 3,3%, néo
sendo possivel observar correlacdo diretamente proporcional entre 0 aumento
da concentragdo ou do tempo de exposi¢cdo a colchicina, com 0 aumento

gradativo do niumero ou frequéncia de poliploidizacao.
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Figura 24. Frequéncias de poliploidias nos explantes da progénie de de Blc.
Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”. A. Sementes. B. Protocormos. C.

Plantulas.

Resultados diferentes foram relatados por CHUNG et al. (2014) utilizando
sementes hibridas de orquidea Calanthe como explantes, no qual o0 aumento da
porcentagem de tetraploides ocorreu em funcao do tempo e da concentracdo de
colchicina, visto que a medida que aumentava o tempo de exposicdo (de 3a 7
dias) e a concentragdo de colchicina (0,05% a 0,1%) também aumentava a
frequéncia de tetraploides. As sementes hibridas de Calanthe tratadas com 0,1%
de colchicina por 3 e 7 dias produziram uma alta porcentagem de poliploides de
74% e 81%, respectivamente (CHUNG et al., 2014).

Além da maior concentracdo de colchicina utilizada nesse experimento
(0,1%), comparado ao realizado com 0s nossos resultados com a progénie de
Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”, também o tempo de exposi¢cao
das sementes a colchicina foi muito maior, de 3 a 7 dias. Dessa forma, é possivel
que para o0 uso de sementes de orquideas seja necessario o tratamento por
maior quantidade de tempo visando a obtencdo de maiores taxas de
poliploidizacéo.

Frequéncias similares de poliploidizacdo obtidas nesse experimento, com
sementes da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle 1L.C” (25,0%
de poliploides nos tratamentos 0,04% e 0.06% de colchicina por 18 horas)
(Figura 24A) foi observado nas sementes do gendtipo Rynchostylis gigantea
‘K3.0124W’, onde o tratamento com outro tipo de antimitético denominado
pronamida a 200 pM por 4 dias gerou 23% das plantas poliploides
(TANTASAWAT et al., 2012).

Em outro estudo com Cymbidium hybridium, PLBs foram expostos a
diferentes tempos e concentragdes de colchicina, onde o tratamento com 0,05%
de colchicina por 5 dias permitiu uma eficiéncia de poliploidia de 23,7% (WANG
et al., 2010). Da mesma forma, em PLBs de Dendrobium ‘Sonia’, observou-se
gue o tratamento com 0,015% de colchicina por 3 dias produziu 26,60% de
poliploides (ZAKIZADEH; KAVIANI; HASHEMABADI, 2020).
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b) Protocormos

De forma diferente das sementes que tiveram baixa taxa de obtencé&o de
plantas poliploidizadas, a utilizacdo de protocormos tratados com colchicina,
resultaram no total de 35 plantas poliploides do total de 213 enviadas para
analise (13,5% de eficiéncia de poliploidizacéo) (Tabela 10), no qual 75% dos
tratamentos com colchicina propostos geraram ao menos uma planta
poliploidizada (Figura 24B). As frequéncias de poliploidia nos protocormos
variaram de 8,0% (controle — 4gua por 6 horas) a 44,0-46,0% (0,08% por 18
horas e 0,04% por 6 horas) (Figura 24B).

Interessantemente, utilizando protocormos, também foram observadas
plantas poliploidizadas no controle, sem a adi¢do da colchicina (Figura 26A e
26C). Essas plantas naturalmente poliploidizadas somente foram observados
nos protocormos usados como explantes, mas nao nas sementes. Embora para
conclusBes mais robustas seja necessario maior nimero de plantas analisadas,
esses resultados demonstram que a endopoliploidia comumente observada em
protocormos de orquideas (CHEN; TANG, 2018; CHEN; TANG; KAO, 2010) é
capaz, naturalmente, de gerar PLBs poliploidizados sem a adi¢do de colchicina.
Isso possivelmente ocorreu no momento em que o0s protocormos foram isolados
e seccionados para inoculagdo dos PLBs individuais visando a instalacdo do

experimento.

Outra possivel origem das plantas poliploidizadas poderia ter origem no
cruzamento, do qual a formacédo das plantulas hibridas poderia naturalmente
gerar plantas poliploidizadas. No entanto, pelos resultados obtidos com
sementes, somente plantas ndo poliploidizadas foram identificadas, fortalecendo
a hipétese da endopoliploidia associada aos protocormos nao tratados e que

geraram poliploides.

Em relacéo a inducéo de poliploidias em protocormos tratados da progénie
de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”, foi observado que a formagéao
de poliploides ocorreu em funcéo de concentragcbes crescentes, mas ndo dos
tempos de exposicdo dos explantes ao agente antimitotico. Também foi
observada correlacéo entre os tempos de exposicéo, até o tempo de 18 horas
de exposicao com aumento da frequéncia de poliploides (Figura 24B). Porém, o
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maior o tempo de 24 horas, o niumero de poliploides observados foi menor em

relacdo aos demais tempos de inducéo (14,6% de poliploides) (Figura 24B).

Em PLBs tratados de Cymbidium hybridum, no qual o tratamento com 0,1%
de colchicina por 7 dias gerou o menor numero de poliploides (17,14%) em
comparacao aos demais tratamentos com menor tempo de exposicao (XIE et al.,
2017). Da mesma forma, uma diminui¢cdo de 7,6% na formacgéo de tetraploides
foi observada em sementes de Tetradenia riparia tratadas com 0,1% de
colchicina por 3 dias em comparagdo com sementes submersas por apenas uma
noite (overnight) (HANNWEG et al., 2016).

De acordo com SARATHUM et al. (2010) tanto a concentragdo quanto o
tempo ideal de exposi¢cao ao antimitotico dependem do método de inducgdo, visto
gue altas concentracdes devem ser usadas com tempos de exposicdo mais
curtos para que o explante entre em contato direto com a colchicina em solugéo
liquida enquanto que em baixas concentracdes os explantes devem ser expostos

por mais tempo no meio de cultura misturado com o alcaloide.

Em relacéo as frequéncias de poliploidias, observou-se que os tratamentos
com 0,04% de colchicina por 6 horas e 0,08% de colchicina por 18 horas foram
0S que apresentaram as maiores porcentagem de poliploides com 46,0% e
44,0% respectivamente, seguidos dos tratamentos com 0,06% de colchicina por
12 horas e 0,02% de colchicina por 18 horas com uma frequéncia de 38,0% para
ambos os tratamentos (Figura 24B).

Considerando as frequéncias de poliploidizacdo obtidas em nosso
experimento, esses resultados foram superiores ou similares aqueles obtidos
com outras espécies de orquideas. Em protocormos do hibrido Cymbidium
sinenthese 'Lv mosu' x C. hybridum 'Shijieheping’, o tratamento com 0,03% de
colchicina por 72 horas gerou o melhor resultado com 36% de poliploides (SONG
et al., 2018).

Em PLBs de Dendrobium chrysotoxum o tratamento com 0,04% de colchicina
por 24 horas produziu uma frequéncia de poliploides de 47% (ATICHART, 2013).
Da mesma forma, em protocormos de Phalaenopsis equestris, Phal. fasciata,
Phal. Betty Hausermann, o tratamento com 50 mg/L de colchicina por 10 dias
teve uma eficiéncia de poliploidia de 46% (GRIESBACH, 1981).
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No estudo também se observou duas situa¢des que ndo sdo comuns durante
a inducéo artificial de poliploidias que € a formacao de poliploides para o menor
tempo de exposicao (6 horas) e para o tratamento controle, com frequéncias de
poliploidia de 15,6%, para a concentracao de 0,06% de colchicina por 6 horas, e
de 11,5% sem a presenca do antimitotico (Figura 24B).

Em protocormos do hibrido Vanda limbiata Blume x Vanda tricolor Lindl. var.
suavis, foi observado que o tratamento com maior concentragéo de colchicina e
0 menor tempo de exposicao (0,5% de colchicina por 6 horas) foi eficaz para a
producao de tetraploides (TUWO; INDRIANTO, 2016).

A eficiéncia na obtencdo de poliploides obtida na grande maioria dos
tratamentos propostos pode ser devida a diversos fatores como o sistema de
inducdo e poliploidizacdo in vitro utilizado na pesquisa, visto que oferece

multiplas vantagens comparado aos sistemas in vivo e ex vitro (ENG; HO, 2019).

Além disso, o método de inducéo utilizado para a poliploidizacéo artificial dos
protocormos da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle 1.C”
misturou o citado por SARATHUM et al. (2010), onde os explantes foram
expostos diretamente em tempos de exposi¢do ndo tdo longos a solucao liquida
de colchicina juntamente com o meio de cultura liquido, aumentando seu contato
com o alcaloide, bem como mantendo sua viabilidade gracas aos nutrientes do

meio de cultura.

Sobre a ocorréncia de poliploidizacédo natural a partir de protocormos nao
tratados com a colchicina (11,5%) (Figura 24B), essa poderia ser explicada por
trés fatores principais: a poliploidizagéo ser resultado do cruzamento entre os
hibridos; a ocorréncia de endoreduplicacédo natural em células dos protocormos;
0 uso de meio liguido e a presenca de anaerobiose associado ao tempo de

tratamento dos protocormos.

A hibridizacdo é considerada um dos fendmenos mais importantes para
originar espécies poliploides (SOLTIS; SOLTIS, 2009). Em orquideas, esse
fendbmeno com a poliploidia € usado em programas de melhoramento genético e
desenvolver hibridos (DE et al., 2014), sendo que os parentais desempenham

um papel importante nos programas de melhoramento genético em orquideas,
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sendo que depende deles a boa qualidade e quantidade das sementes, bem

como a transmissdo de suas caracteristicas a progénie (DE et al., 2014).

Em relacao as frequéncias de poliploidias nas progénies, acredita-se que 0s
progenitores utilizados para a hibridizagcdo tenham grande influéncia na
duplicacdo cromossdmica (ZENG et al., 2020). No presente estudo, ambos

progenitores utilizados sdo hibridos intergenéricos, uma vez que

Considerando isso, é provavel que devido aos altos niveis de hibridizactes
interespecificas e intergenéricas usadas para a formacao dos progenitores bem
como as progénies obtidas do cruzamento entre esses hibridos sejam

alopoliploides, os quais possuem diferentes nimeros e estrutura cromossémica.

O fendmeno natural de poliploidizacao, resultado da hibridacéo, foi reportado
em um hibrido interespecifico de Vaccinum, no qual observou-se a formacao de
poliploides espontaneos onde a maior frequéncia de duplicagdo cromossomica
foi produto da hibridizacédo interespecifica do que no material vegetal tratado com
colchicina (PERRY; LYRENE, 1984).

De acordo com CHUNG et al. (2014), a grande eficiéncia na formacdo de
poliploides a partir de sementes hibridas de Calanthe (C. discolor x C. sieboldii)
nao se deve apenas ao produto dos tratamentos com os antimitéticos utilizados,
mas também do genoma dos hibridos interespecificos que tendem a duplicar

mais facilmente seu niumero basico de cromossomos.

Apesar dessa hipétese ser real e poder ocorrer devido a hibridagéo
interespecifica e intergenérica, inclusive em orquideas, ela pode ser considerada
remota no caso observado em nosso experimento. ISso porque apesar de terem
sido reportadas poliploidizacdo natural quando foram usados protocormos
individuais como explantes, o mesmo padrao nao foi observado quando
sementes foram usadas como explantes, ndo sendo identificado nenhuma
plantula poliploide utilizando o controle (Figuras 24A), sendo que todas as
plantulas obtidas e provenientes de sementes, avaliadas por citometria de fluxo,
apresentaram exatamente a quantidade intermediaria dos genomas de seus

progenitores (Figura 21).
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Outra hipétese mais aceita seria o fato de que a geracao de poliploidizagédo
natural a partir de protocormos usados como explantes, poderia ser explicada
pela presenca de células naturalmente em endoreduplicacdo, o que gera a
replicagdo do DNA sem passar pelo processo normal de divisdo celular
(MASONBRINK et al., 2013) gerando diferentes niveis de ploidia nas células
vegetais, tecidos e 6rgaos, similar ao que foi observado nas folhas analisadas

por citometria de fluxo em nosso estudo (Figuras 21 e 22).

Os diferentes niveis de endoreduplicacdo em plantas dependem de fatores
bidticos e abidticos, sendo um mecanismo de adaptacdo natural para que o
organismo possa sobreviver as diferentes condicbes de estresse no novo
ambiente onde crescera e se desenvolvera (TEIXEIRA DA SILVA et al., 2014).
Cattleya é um dos géneros de orquideas que tem sido observado eventos de
endopoliploidia em tecidos de varias espécies como C. trigina (MENEZES-SA et
al., 2019), C. trianae, C. grandis, C. guttata, C. labiata, C. cernua, C. tenius, C.
elongata, C. crispata, C. rupestres, C. aclandiae, C. amethystoglossa, C. pfisterii,
C. rupestris, C. sincorana, C. loddigesii e C. granulosa (SOUZA et al., 2017).

Além disso, ainda considerando a hipétese da endoreduplicacao, isso pode
ser fortalecido pela forma como os protocormos foram individualizados para o
tratamento com a colchicina, uma vez que esses foram subdivididos para obter
um padrao de tamanhos durante os tratamentos. Esses cortes, expdem células
internas dos tecidos, parte delas endoreduplicadas, e que durante a regeneracao
dos protocormos e inducdo de PLBs, parte desses podem ter origem de células
endoreduplicadas, ja que a regeneracdo de PLBs tem origem unicelular (LEE;
HSU; YEUNG, 2013; CARDOSO et al. 2020).

A producdo de PLBs em orquideas tem sido amplamente utilizada para a
propagacdo clonal de genotipos superiores, como em Dendrobium
(PARTHIBHAN et al., 2018), Cymbidium (MOHANTY et al.,, 2012), Oncidium
(GOMES; FRANCESCHI; RIBAS, 2015) e Phalaenopsis (ZANELLO;
CARDOSO, 2019).

Em orquideas Phalaenopsis foi reportado uma alta frequéncia de células com
eventos de endopoliploidia em diferentes tecidos e orgaos (CHEN et al., 2011c),
bem como em protocormos e PLBs (CHEN; TANG, 2018; CHEN; TANG; KAO,
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2010). Utilizando esse principio, diferentes autores utilizaram esses tecidos com
altos niveis de endopoliploidia visando o desenvolvimento de uma nova técnica

usando a cultura in vitro para obter poliploides.

A técnica consiste em utilizar PLBs ou protocormos e realizar sucessivos
ciclos de seccionamento horizontal nos explantes, permitindo assim a exposicao
de células endopoliploides e a gera¢do de uma alta frequéncia de plantulas com
duplicac&o natural dos cromossomos na nova geracao de PLBs, e que apos a
regeneracao formariam plantas poliploides (CHEN; TANG, 2018; CHEN; TANG;
KAO, 2009).

Essa técnica mencionada acima poderia explicar também como o0s
protocormos do tratamento controle geraram plantas poliploides através de
seccionamento e posterior formacéo e regeneracdo dos PLBs da progénie de
Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” utilizado no atual experimento,
visto que altos niveis de endopoliploidia também sao identificados em tecidos de
Cattleyas hibridas, como demonstrado para a progénie de Blc. Haw Yuan Beauty
X Blc. Goldenzelle “LC”.

Como Uultimo item que poderia explicar a ocorréncia de plantulas
poliploidizadas naturalmente provenientes de protocormos, esta no fato de que
no atual experimento, os protocormos de todos os tratamentos, inclusive os do
tratamento controle, foram colocados em meio liquido durante o periodo de
tratamento e inducéo da poliploidizagéo in vitro (6-24 horas), procedimento que
poderia gerar diferentes niveis de estresses nos protocormos e como resultado
dessas mudancas de meio de cultura algumas de suas células poderiam passar
por um processo natural de poliploidizacdo como mecanismo de adaptacdo ao
novo ambiente e gerar as plantas poliploides (LEE et al., 2007; MALUSZYNSKA,;
KOLANO; SAS-NOWOSIELSKA, 2013).

Dessa forma, o meio liquido no qual foi utilizado para o tratamento dos
protocormos contendo a colchicina também poderia produzir niveis de estresse
em protocormos, resultando em maiores frequéncias de poliploidizagdo. ZHOU
et al. (2017) observaram por uma analise de transcriptoma em plantas de
Dactylis glomerata submersas as suas raizes em agua apresentaram um

estresse de tipo ndo hidrico, se nao pelo alagamento, ja que aqui a planta esta
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em condi¢des de baixo ou ausente nivel de oxigénio e ao crescer nesse tipo de
meio ambiente a energia celular vem do metabolismo anaerdbico das raizes
acumulando etanol como produto. Além disso, determinaram aumento nos niveis
de polipeptidios anaerdébios (APN), incluindo lactato desidrogenase e alcool
desidrogenase (ADH).

No entanto, essa hipdtese é colocada com menor impacto comparado a
hipotese de presenca de células endopoliploides, pois ndo foram observados
aumento da frequéncia de poliploides de acordo com o tempo de exposicao,

especialmente no tratamento controle (Figura 26C).
c) Plantulas

Em relacdo a inducdo de poliploidia em plantulas, resultaram em uma
eficiéncia de poliploidizacéo de 22,08% (17 plantas poliploides) (Tabela 10) das
77 amostras analisadas. As frequéncias de poliploidia em plantulas variam de
20% (0,04% por 24 horas e 0,08% por 12 e 18 horas) a 100% (0,08% por 24
horas) (Figura 24C).

Em plantulas de Phalaenopsis amabilis var. grandiflora, observou-se que
o tratamento in vitro com colchicina 0,15% por 72 horas gerou a maior inducdo
de tetraploides (MOHAMMADI; KAVIANI; SEDAGHATHOOR, 2021). Em
Dendrobium nobile, a solugdo de colchicina a 0,05% e 0,1% por 96 horas de
imersado in vivo causou as maiores porcentagens de plantas tetraploides de
16,67% e 29,17%, respectivamente (VICHIATO et al., 2007).

Neste experimento, os autores determinaram que o0 aumento das
concentracbes e tempos de exposicdo permitiu aumentar a producdo de
poliploides, diferentemente do nosso experimento onde foi observado que a
formacao de plantas poliploides ndo teve correlagcdo entre concentracbes e

tempos de exposicdo ao antimitotico.

Em relacéo as frequéncias de poliploidia, observou-se que 15% do total
de tratamentos no experimento geraram 20% (0,04% para 24 horas e 0,08%
para 12 e 18 horas) e 50% (0,04% para 6 horas, 0,06 % por 12 horas, 0,02% por
24 horas) de poliploides, enquanto apenas um tratamento (5% do total) gerou
plantas 100% poliploides (0,08% por 24 horas) (Figura 24C).
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Em brotos de Paphiopellidium villosum induzidos com 50 uM de colchicina
por 9 dias, produziu uma taxa de poliploides de 19,88% (HUY et al., 2019).
RAHAYU et al. (2015) observaram em plantulas de P. amabilis que o tratamento
in vivo com 5000 mg/L de colchicina foi o mais eficaz para a formacéo de

poliploides com eficiéncia de 50%.

E provavel que as diferencas entre as frequéncias de poliploidia obtidas
nas plantulas tratadas com colchicina em comparagdo com os trabalhos
anteriores se devam principalmente ao pequeno nimero de amostras analisadas
(77 amostras), ao efeito gendtipo, concentracdes e tempos de exposicdo ao
antimitético e ao método de poliploidizacdo. Segundo VICHIATO et al. (2007),
eles sugerem que o método de inducdo de poliploidia in vitro em orquideas é
altamente eficiente para duplicagdo cromossOmica em comparacdo com

tratamentos in vivo.

O experimento também permitiu determinar que as plantulas também
podem ser outra opcao 6tima para a producao de plantas poliploides da progénie
Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle "LC" devido as frequéncias de
poliploidia que apresentaram nos diversos tratamentos propostos no
experimento (Tabela 10).

Diferentemente dos protocormos, plantas poliploidizadas n&o foram
observadas no tratamento controle (Figuras 24C ) e isso pode ser devido ao fato
de as plantulas ja serem organismos completos com tecidos definidos, enquanto
os tecidos dos protocormos ainda estdo em processo de diferenciacdo celular,
além de a alta probabilidade de algumas células passarem pelo fenbmeno
natural da endopoliploidia como observado na citometria de fluxo (Figuras 21 e
22), gerando células poliploides que dariam origem a plantas poliploidizadas.

A presenca de mixoploides também foi observada no tratamento com

colchicina 0,04% por 6 horas com frequéncia de 25% (Figura 25).
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Figura 25. Frequéncias de mixoploidias nas plantulas da progénie de de Blc.
Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Em Phalaenopsis amabilis var. grandiflora observou-se que o0s
tratamentos com 0,05%, 0,1% e 0,15% de colchicina por 72 horas geraram
plantas mixoploides com frequéncia de 65% (MOHAMMADI; KAVIANI;
SEDAGHATHOOR, 2021). KAZEMI e KAVIANI (2020) também observaram em
Catasetum pileatum que o tratamento com 4 mg/L de colchicina por 72 horas

causou a producao de mixoploides.

A presenca de plantas mixoploides durante a inducdo artificial de
poliploidia em plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle
"LC" tratado com colchicina pode ser devido ao curto tempo de exposicao (6
horas) utilizado no tratamento, uma vez que a presenca de mixoploides nao foi

observada nos demais tempos de exposicao utilizados no experimento.

A otimizacao dos tempos de exposicao ao antimitético pode ser uma das
causas para a formacao de mixoploides, pois os curtos tempos utilizados durante
a inducao da poliploidia podem ser insuficientes para que o explante entre em
contato com o antimitotico, o que nao permite uma completa inibicdo da divisao
celular (DHOOGHE et al., 2011).
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Em alguns relatos de inducéo artificial de poliploidia, observou-se que nao
apenas tempos curtos de exposicdo ao agente antimitético geram plantas
mixoploides, mas também tempos muito longos, como em PLBs de dois clones
diferentes de Cattleya intermedia, onde o tratamento por 4 dias de exposi¢éo a
colchicina geraram 42% e 33% de mixoploides (SILVA; CALLEGARI-JACQUES;
BODANESE-ZANETTINI, 2000).

Da mesma forma, observou-se que sementes do hibrido C. discolor x C.
sieboldii tratadas com colchicina por 3 e 7 dias de exposi¢cdo provocaram a
formacdo de plantas mixoploides (CHUNG et al., 2014). A partir desses
resultados, o aparecimento de plantas mixoploides durante a duplicacéo artificial
de cromossomos em plantas depende n&o apenas do tempo de exposi¢cdo, mas
também da concentragdo do antimitético, tipo de explante e gendtipo.

O tempo de avaliacdo dos niveis de ploidia apdés o tratamento com
colchicina também pode ser outro fator na detec¢do de mixoploides, ja que em
nosso trabalho as plantulas induzidas foram analisadas ap6s 90-120 dias apos
sua regeneracdo. Em Cattleya intermedia, a presenca de mixoploides (9% e
13%) foi observada durante a avaliacdo dos niveis de ploidia aos 120 dias ap6s
a inducdo com colchicina (SILVA; CALLEGARI-JACQUES; BODANESE-
ZANETTINI, 2000).

Em plantas de Dendrobium nobile tratadas com colchicina e avaliadas
citogeneticamente aos 210 dias ap0s a exposicdo ao agente antimitético ndo
evidenciaram a presenca de mixoploides (VICHIATO et al., 2007). Esses autores
explicam que os explantes expostos a colchicina precisam de um tempo
necessario para que suas células se reorganizem e se multipliquem até formar
um organismo com nivel de ploidia estavel, no qual esse tempo depende do

desenvolvimento da planta.

Em orquideas, é provavel que devido ao seu lento desenvolvimento e
crescimento vegetal, necessitem de maiores intervalos de tempo para realizar a
analise dos niveis de ploidia (VICHIATO et al., 2007).
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6.3.1. Analises de contagem de cromossomos

As contagens de cromossomos em pontas de raizes confirmaram a
ocorréncia de poliploidizacao, especialmente provenientes dos tratamentos com
a colchicina. As analises de contagem de cromossomos de ambos progenitores,
onde o numero de cromossomos estimados seriam de aproximadamente 70
(Figura 26B).As analises de contagem de cromossomos mostraram que a
progénie, sem tratamento com colchicina, e originadas a partir da hibridacéo
entre a cultivar Blc. Haw Yuan Beauty e a cultivar Blc. Goldenzelle “LC” possuem
possivelmente um nimero de cromossomos aproximado também de 70 (Figura
26A).

Ja as plantulas consideradas poliploidizadas, confirmadas pelas analises de
citometria de fluxo e originadas a partir dos explantes tratados com a colchicina,
as analises de contagem de cromossomos mostraram que o humero provavel de

cromossomos seja 140 (Figura 26C e 26D).

Figura 26. Cromossomos prometafasicos. A. Individuo da progénie de Blc.
Haw Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” sem tratamento com colchicina. B. a
cultivar Blc. Haw Yuan Beauty. C e D. Individuo da progénie Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” tratados com colchicina.
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Foi realizada uma caracterizacao citogenética de dois hibridos de Cymbidium
(C. Showgirl “Silky” e C. Mystery Island “Silk Road”) utilizados para indugao
artificial de poliploidia, onde a analise mostrou que ambos os hibridos eram
triploides (3x) com 60 cromossomos e as plantas poliploides desses hibridos
geradas a partir de tratamentos com orizalina eram hexaploides (6x) com 120
cromossomos (HWANG; KIM; PARK, 2015). A inducéo artificial de poliploidia no
hibrido interespecifico de Vanda limbata Blume x V. tricolor Lindl. var. suavis
gerou duplicacdo cromossOmica de plantulas regeneradas a partir de
protocormos tratados com colchicina, onde a andlise citolégica mostrou que as
plantas de tratamento controle tinham 38 cromossomos e as plantas tetraploides
tinham 76 cromossomos (TUWO; INDRIANTO, 2016).

No presente trabalho foram utilizadas duas cultivares de
Brassolaeliocattleya no qual as caracteristicas ornamentais e agronémicas
dependiam de C. briegeri, C. intermedia, C. forbessi, C. loddigesii. C. dowiana,
C. trianae, C. tenebrosa e C. bicolor (IOF, 2022a; 2022b). Estudos citologicos
mostraram que a grande maioria das espécies de Cattleya citadas acima
possuem 40 cromossomos (QUERINO et al., 2020; SOUZA, 2011), mas também
houve algumas variacfes cromossdmicas intraespecificas como em C. trianae e
C. bicolor com 42 cromossomos (FELIX; GUERRA, 2010; SOUZA, 2011).

Brassavola e Laelia pertencem a subtribo Laeliinae, portanto possuem 40
cromossomos somaticos, além de apresentarem algumas variacfes
cromossOmicas de 42, 44 e 60 apenas para o0 género Laelia (FELIX; GUERRA,
2010). Normalmente € comum encontrar variacdes cromossdmicas entre as
espécies, razao pela qual as analises cromossémicas desempenham um papel
importante, pois fornecem informacdes que permitem entender a origem e a
evolucao das plantas (GUERRA, 2012).

A analise filogenética em orquideas permitiu organizar sua taxonomia
complexa para um grupo monofilético de plantas (GIVNISH et al., 2015). Na
subtribo Laeliinae, a analise filogenética das relagdes evolutivas entre os clados
mostrou que Cattleya e Brassavola pertenciam ao mesmo grupo enquanto Laelia
foi separada formando um anico grupo (VAN DEN BERG, 2009).
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Técnicas de citogenética molecular permitiram aumentar a quantidade de
informacdes sobre a evolucéo do cariétipo na subtribo Laelinae (MORAES et al.,
2013; QUERINO et al., 2020). Em um estudo sobre a diversidade evolutiva do
cariotipo na subtribo Laeliinae usando citogenética molecular juntamente com
andlise de bandas cromossdmicas, foi demonstrado que C. trianae apresentou
uma fusdo de um par de cromossomos como mecanismo de rearranjo, para
Laelia gouldiana foi demonstrado que tinha um cariétipo poliploide e para L.

marginata tinha um cromossomo supranumeérico (QUERINO et al., 2020).

A partir de todas essas informacdes, € provavel que essas diferencas
filogenéticas e variagcbes em nameros, tamanhos e rearranjos cromossémicos
durante os fendbmenos de hibridizacdo interespecifica (entre espécies de
Cattleyas) e intergenérica (entre Cattleya x Brassavola x Laelia) utilizados para
a formacdo de ambas as cultivares de Brassolaeliocattleya tenham gerado
mudancas nos cariétipos da progénie de Blc.Haw Yuan Beauty x Blc.
Goldenzelle “LC” com novos numeros cromossémicos, como foi observado na
caracterizacdo citogenética dos hibridos interespecificos de C. violacea x C.
nobilior, C. violacea tipo x C. granulosa e C. violaceae tipo x C. harrisonae, onde
0S numeros cromossdémicos foram 66, 86 e 32 respectivamente (DA SILVA et
al., 2017).

Hibridos interespecificos de Epidendrum fulgens (2n=24) e E.
puniceoluteum (2n=56) apresentaram nimeros cromossémicos com aneploidias
de 38 e 40 cromossomos (MORAES et al., 2013). Esses autores explicam que
essas variacbes de um par de cromossomos entre os hibridos interespecifico de
E. fulgens e E. puniceoluteum podem depender do parental E. puniceoluteum
(n=28), pois a analise GISH mostrou a presenca de todos 0s cromossomos de
E. fulgens (n=12) no genoma de todos os hibridos. A hibridizacao interespecifica
também é considerada um fendémeno evolutivo responsavel por permitir a

especiacao e adaptacao nas plantas (BARTON, 2001).

Cariotipicamente, Catleya apresenta cromossomos metacéntricos e sua
constituicdo cromossomica pode ser produto de eventos de poliploidia e
disploidia observados na subtribo Laeliinae (FELIX; GUERRA, 2010). A
poliploidia € um fenbmeno relevante porque permite a evolucao e especiacao em
organismos vegetais (SATTLER; CARVALHO; CLARINDO, 2016). Espécies
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tetraploides foram observadas em Cattleya como C. bicolor spp. minageraensis
(2n=80) (BLUMENSCHEIN, 1961) e C. walkeriana var. principes (2n=80) (FELIX;
GUERRA, 2010).

Os programas de melhoramento genético de orquideas utilizam a
poliploidia e a hibridizacdo como ferramentas para a formacdo de novas
cultivares (DE et al., 2014; LEE et al., 2020b). Os géneros Brassavola, Cattleya,
Laelia e Sophonithis possuem compatibilidade reprodutiva intergenérica
permitindo a formacdo de um grande numero de hibridos multigenéricos
(ADAMS; ANDERSON, 1958; DE et al., 2014).

O aumento da cor, tamanho, intensidade, durabilidade, arquitetura, época
de floracdo e numero de flores sdo parametros utilizados para selecionar os
melhores progenitores em programas de melhoramento de orquideas, sendo
essas caracteristicas comuns em plantas tetraploides (DE et al., 2014). Em
Phalaenopsis, a selecdo de espécies parentais tetraploides como P. amabilis e
P. afrodite (ROYAL HORTICULTURAL SOCIETY, 2018) foi crucial para o

desenvolvimento de cultivares brancas standart (LEE et al., 2020b).

A partir disso, também é provavel que pelo uso exclusivo de marcadores
morfolégicos, progenitores poliploides tenham sido selecionados durante a
formacdo dos primeiros hibridos de Cattleya, onde o0s cruzamentos
interespecificos e intergenéricos de esses poliploides com espécies diploides
poderiam ser responsaveis pelo nimero cromossémico na progénie de Blc. Haw

Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Em uma andlise da constituicdo cromossémica e conteudo nuclear de 60
cultivares de Phalaenopsis, observou-se que muitos dos hibridos eram
poliploides e alguns apresentavam hiper (2n=4x+1) e hipotetraploidia (2n= 4x-1)
(LEE et al.,, 2020b). Esses autores explicam que a possivel origem da
poliploidizacéo e variagdo cromossdmica em cultivares de Phalaenopsis se deve
ao uso de parentais poliploides formadores de gametas néao reduzidos durante

0s programas de melhoramento genético.

De fato, os resultados das analises de contagem de cromossomos
mostrados no trabalho sdo estimativos, devido aos grandes desafios que

apresentaram os materiais vegetais desenvolvidos no cultivo in vitro como os
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fatores associados ao citoplasma das células, desenvolvimento do meristema
radicular, indices mitéticos, velocidade do desenvolvimento vegetal, entre outros;
dificultando desde a obtencdo de uma correta amostra até limitacdes

encontradas na metodologia para a preparacao de laminas citoldgicas.

Células-tronco  especializadas chamadas células iniciais sao
responsaveis por dar origem aos principais tecidos radiculares: estela, tecido
fundamental, epiderme e coifa (PIERRE-JEROME; DRAPEK; BENFEY, 2018).
Os principais fitohormdnios responsaveis pelos processos de atividade
meristematica nas plantas sdo as auxinas e as citocinina (PIERRE-JEROME;
DRAPEK; BENFEY, 2018), que nas raizes produzem a regulacdo das células

iniciais e os primeiros sinais de diferenciacao celular (BLILOU et al., 2005).

Os reguladores de crescimento de plantas (PGRs) sdo um dos fatores
responsaveis pelo desenvolvimento das plantas durante o cultivo in vitro
(CARDOSO, 2019). As auxinas e citocininas sdo o grupo de reguladores
vegetais amplamente utilizados na cultura de tecidos vegetais, pois participam
dos processos de divisdo, crescimento, diferenciacdo celular, diminuicdo da
senescéncia foliar, entre outros (HELENICE, 2004; PERES; KERBAUY, 2004).

Durante a micropropagacao, as plantas liberam produtos de suas vias
metabdlicas. Dentre eles, tem sido relatada a presenca e acumulo de gas etileno
no sistema in vitro e na sala de crescimento, gerando efeitos fisiolégicos no
desenvolvimento normal das plantas (CARDOSO, 2019; YASMIN et al., 2014)
porque esse estd associado a processos de estrese (BLEECKER; KENDE,
2000). Em Arabidopsis thaliana, a inibicdo do crescimento radicular foi
observada como resultado da biossintese de etileno mediada por colchicina,
além de afetar a resposta do gravitropismo (KIM et al., 2018).

As auxinas também estdo relacionadas ao desenvolvimento radicular
(HELENICE, 2004) e diferentes respostas de gravitropismo e tigmotropismo nas
raizes, em que sua redistribuicdo é mediada por facilitadores do transporte de
auxina polar PIN (LEE et al., 2020a). Em sementes de linhaca germinadas, o
aumento na producdao de etileno causou diminui¢cao da sensibilidade e transporte

de auxina na raiz, afetando a resposta do gravitropismo (MA; REN, 2012).
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E provavel que um dos fatores responsaveis pelos problemas de
desenvolvimento radicular in vitro das plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan
Beauty x Blc. Goldenzelle “LC” seja o etileno, uma vez que esta envolvido em
produzir efeitos em diversos processos bioldégicos que ocorrem no interior das
células radiculares, como divisdo, crescimento e desenvolvimento celular,

resposta a estimulos fisicos e transporte de fitoreguladores.

DEL BIANCO E KEPINSKI (2021) explicam que um gravitropismo positivo
e uma resposta negativa de tigmotropismo sao provavelmente responsaveis pelo
movimento da raiz contra as barreiras fisicas. Em uma analise do transcriptoma
da resposta do crescimento radicular in vitro de A. thaliana contra barreiras
fisicas, foi determinado que esse processo era regulado por espécies reativas
de oxigénio (ROS), etileno e sinalizacdo de auxina, onde a resposta positiva do
crescimento radicular contra o impedimento fisico foi observada quando houve
inibicdo das respostas ao etileno (JACOBSEN et al., 2021).

Esses autores concluiram que o desenvolvimento radicular dependeu das
caracteristicas fisicas do substrato. A partir disso, € possivel que o sistema in
vitro (frasco + gelificante) também seja um dos fatores responséveis por
problemas no desenvolvimento radicular nas plantulas da progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Como observacéao, as plantas cultivadas em cultura in vitro e usadas para
fazer preparagbes citologicas no trabalho devem ser reavaliadas
citogeneticamente a partir de plantas aclimatizadas para andlise posterior, pois
as raizes fora do ambiente in vitro tendem a crescer e se desenvolver
normalmente sem o estresse do sistema de cultivo in vitro, aumentando as
possibilidades de obter uma amostra étima para coletar e utiliza-la para realizar

a analise da contagem de cromossomos.

MORAES (2014) também teve dificuldades semelhantes em realizar
analises citologicas em espécies brasileiras de Cattleya usando raizes ex vitro,
pois as observagBes microscopicas mostraram Cromossomos pequenos em
prometafase, metafases altamente condensadas e ndo espalhada e

irregularidades na condensacdo cromossomica impedindo a contagem de
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cromossomos e o cariétipo. Esse autor concluiu que o método de pré-tratamento

com 8-hidroquinolina néao foi eficiente na obtencédo de cromossomos claros.

Todas essas dificuldades anteriores foram observadas durante as
analises de cromossomos da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.
Goldenzelle “LC”, mas diferentemente do trabalho anterior, conseguimos obter
prometafases espalhadas (Figura 26) que nos permitiram estimar o numero
cromossOmico no material analisado, onde esse resultado pode ser devido ao
pré-tratamento com 8 - hidroquinolina + ciclohexamina e a digestdo enzimatica
com pectinase: celulase ao contrario do outro trabalho que somente utilizou 8 —

hidroquinolina.

Em analises citoldgicas de outros tipos de culturas como milho (MONDIN
et al., 2014), Passiflora (SILVIA et al., 2005) e Crotalaria, (MORALES; AGUIAR-
PERECIN; MONDIN, 2012) observou-se que o0 uso do pré-tratamento com 8-
hidroquinolina e ciclohexamina deu 6timos resultados para a observacdo de

cromossomos.

As dificuldades para a realizacdo de preparacdes citogenéticas de boa
qualidade na familia Orchidaceae se devem as caracteristicas cromossémicas
particulares em morfologia, tamanho e niamero de cromossomos (MONDIN;
NETO, 2006).
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7. CONCLUSOES

Foi possivel obter um protocolo de sucesso para a producao in vitro de
plantas poliploidizadas da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty x Blc.
Goldenzelle “LC” por meio do uso de colchicina.

Foi possivel determinar os diferentes efeitos das concentracdes e tempos
de exposicao a colchicina no crescimento e desenvolvimento in vitro de
sementes, protocormos e plantulas da progénie de Blc. Haw Yuan Beauty
X Blc. Goldenzelle “LC”.

Foi possivel determinar o efeito do tipo de tecido tratado: sementes e
protocormos na eficiéncia de poliploidizacdo da progénie de Blc. Haw
Yuan Beauty x Blc. Goldenzelle “LC”.

Foi possivel determinar o nivel de ploidia das plantas utilizadas como
progenitores, progénie ndo tratada com colchicina e progénie
poliploidizada por colchicina, por meio do uso das analises de citometria

de fluxo e contagem de cromossomo.
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