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RESUMO

SOUZA, Claudinei Silva. M. Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso. Fevereiro
de 2022. Regeneracdo in vitro de poliploides e avaliacdo de sementes de plantas
triploides de Passiflora cincinnata Masters. Orientadora: Profé. Dr2 Maurecilne
Lemes da Silva Carvalho. Coorientadores: Profé. Dr2. Aryane Campos Reis e Prof. Dr.
Diego Ismael Rocha.

Passiflora cincinnata Masters (2n = 2x = 18) € uma espécie com potencial ornamental,
alimenticio e muito utilizada em programas de melhoramento genético do género. O
estabelecimento de sistemas de regeneracdo via organogénese de novo e embriogénese
somatica foram estabelecidos a partir do cultivo in vitro de endosperma de P.
cincinnata para producédo de plantas triploides (2n = 3x = 27). O objetivo do trabalho
foi realizar cruzamento entre plantas triploides de origem a partir do cultivo in vitro do
endosperma e avaliar o comportamento morfofisiolégico das sementes e plantulas
germinadas in vitro de P. cincinnata. O cruzamento foi realizado entre plantas
triploides de P. cincinnata, sendo polinizadas 50 flores por planta. A concentracdo de
acucares do néctar indica que os citétipos diploide e triploide apresentam valores
proximos com 220,3 uL e 219,6 pL, respectivamente. Os agucares do néctar foram de
40,9% em diploides e 41,73% em plantas triploides. As sementes produzidas
apresentaram peso, largura, comprimento e espessura, significativamente menores
quando comparadas aos diploides. O maior percentual de germinagéo in vitro ocorreu
nas sementes do material controle 2x com 80% de germinagdo, comprimento médio de
61,61 mm e com numero médio de folhas de 3,06 folhas. As plantulas produzidas do
cruzamento apresentaram percentual de 53,3% de germinagdo, com comprimento
médio de 61,61 mm e numero medio de folhas de 1,56 folhas. Nos estdmatos
diferencas significativas entre os gendtipos diploide, triploide e aneuploides foram
observados na densidade estomética, comprimento, largura e area. Para as células
ordinarias as diferencas significativas entre os citétipos foram na densidade, tamanho,
largura e area. O segundo capitulo objetivou em induzir a duplicacdo do genoma de
brotacdes adventicias e embrides somaticos regenerados a partir de endosperma P.
cincinnata Masters. Para a regeneragdo via organogénese de novo e embriogénese
somatica, os endospermas foram cultivados em meio contendo os sais basicos de MS
na presenca de 2,0 mg L de BA, sob fotoperiodo de 16 h e na auséncia de irradiancia
com 3,0 mg L12,4-D + 1,0 mg L de BA, respectivamente. Brotacdes adventicias e
embrides somaticos foram cultivadas em meio suplementado com concentracdes de
0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,5 % de colchicina em tempos de 72, 144 e 216 horas de
exposicdo. Apos os tempos de exposicdo, as plantulas poliploidizadas in vitro foram
cultivadas em casa de vegetacdo e o nivel de ploidia confirmado via citometria de
fluxo, citogenética e caracterizacdo estomatica. Plantas hexaploides apresentaram 2C =
9,00 pg de DNA nuclear e numero cromossémico 2n = 3x = 54. A maior frequéncia
da média de plantas hexaploides ocorreu na concentracdo de 0,01% de colchicina
correspondendo a 22,33% seguido de 0,5 com 17,77%. A maior frequéncia de plantas
triploides foi de 96,07% na concentracdo de 0,02% de colchicina. A caracterizacdo
estomatica dos poliploides evidenciou menor densidade estomatica, maiores valores
em largura, comprimento e area dos estdmatos em plantas hexaploides em comparacéo
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com as plantas diploides. As células ordinarias das plantas hexaploides apresentaram
na epiderme diferencas quanto a densidade e tamanho em relacdo as triploides e o
controle diploide.

Palavras chaves: Aneuploide, Colchicina, Embriogénese somatica, Endosperma,
Maracujazeiro, Organogénese de novo, Poliploidia.



ABSTRACT

SOUZA, Claudinei da Silva. M. Sc. State University of Mato Grosso. March of 2022.
In vitro regeneration of polyploids and evaluation of seeds from triploid plants of
Passiflora cincinnata Masters. Advisor: Profd. Dr2 Maurecilne Lemes da Silva
Carvalho, Co-advisors: Profé. Dr2. Aryane Campos Reis and Prof. Dr. Diego Ismael
Rocha.

Passiflora cincinnata Masters (2n = 2x = 18) is a species with ornamental and food
potential and is widely used in genetic improvement programs of the genus. The
establishment of regeneration systems via de novo organogenesis and somatic
embryogenesis were established from the in vitro cultivation of P. cincinnata
endosperm for the production of triploid plants (2n = 3x = 27). The objective of this
work was to cross between triploid plants of origin from the in vitro culture of the
endosperm and to evaluate the morphophysiological behavior of seeds and seedlings
germinated in vitro of P. cincinnata. The cross was carried out between triploid plants
of P. cincinnata, being pollinated 50 flowers per plant. The concentration of nectar
sugars indicates that the diploid and triploid cytotypes present similar values with
220.3 ulL and 219.6 pL, respectively. Nectar sugars were 40.9% in diploid and 41.73%
in triploid plants. The seeds produced had significantly lower weight, width, length,
and thickness when compared to diploid ones. The highest percentage of in vitro
germination occurred in the seeds of the control material 2x with 80% germination,
average length of 61.61 mm and average number of leaves of 3.06 leaves. The
seedlings produced from the crossing showed a percentage of 53.3% of germination,
with an average length of 61.61 mm and an average number of leaves of 1.56 leaves.
In the stomata, significant differences between diploid, triploid and aneuploid
genotypes were observed in stomatal density, length, width, and area. For ordinary
cells, the significant differences between the cytotypes were in density, size, width,
and area. The second chapter aimed to induce the genome duplication of adventitious
shoots and somatic embryos regenerated from P. cincinnata Masters endosperm. For
regeneration via de novo organogenesis and somatic embryogenesis, endosperms were
cultured in medium containing MS basic salts in the presence of 2.0 mg L of BA,
under a photoperiod of 16 h and in the absence of irradiance with 3.0 mg L 2,4-D +
1.0 mg L of BA, respectively. Adventitious shoots and somatic embryos were grown
in medium supplemented with concentrations of 0.01; 0.02; 0.05; 0.1; 0.2 and 0.5%
colchicine at 72, 144 and 216 hours of exposure. After the exposure times, the in vitro
polyploidized seedlings were grown in a greenhouse and the ploidy level confirmed
via flow cytometry, cytogenetics and stomatal characterization. Hexaploid plants
showed 2C = 9.00 pg of nuclear DNA and chromosome number 2n = 3x = 54. The
highest frequency of the mean of hexaploid plants occurred at the concentration of
0.01% colchicine, corresponding to 22.33% followed by 0.5 with 17.77%. The highest
frequency of triploid plants was 96.07% in the concentration of 0.02% colchicine. The
stomatal characterization of polyploids showed lower stomatal density, higher values
in stomatal width, length and area in hexaploid plants compared to diploid plants.
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Ordinary cells of hexaploid plants showed differences in the epidermis in terms of
density and size in relation to triploids and diploid control.

Keywords: Aneuploid, Colchicine, Somatic Embryogenesis, Endosperm, Passion
Fruit, De novo organogenesis, Polyploidy
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1. INTRODUCAO GERAL

Conhecido popularmente como maracuja do mato ou maracuja do Cerrado,
Passiflora cincinnata Masters € uma especie silvestre de maracujazeiro, de ocorréncia
nos estados da Bahia, Goias e Minas Gerais, Brasil (Oliveira Janior et al., 2010). A
espécie apresenta potencial comercial, a polpa do fruto é utilizada na fabricacdo
geleias, sorvete, sucos e doces, por conter alto teor de acido citrico (Siebra et al., 2014;
Fonseca et al., 2017; Aradjo et al., 2018), além de ser cultivada durante anos como
planta ornamental na Europa (Vanderplanck, 2000).

A parceria entre as instituicdes Embrapa Semiarido (Petrolina, PE) e Embrapa
Cerrados (Planaltina, DF), possibilitou o lancamento de uma nova cultivar de
Passiflora cincinnata Mast. cv. BRS Sertdo Forte, cultivar que apresenta alta
produtividade, tolerancia ao estresse hidrico e niveis superiores de tolerancia a
Fusarium sp. comparado a outros cultivares de maracujazeiro azedo (Fonseca et al.,
2017; Araujo et al., 2018). Em decorréncia dessas caracteristicas, P. cincinata tem sido
utilizada como porta enxerto para Passiflora edulis por apresentar resisténcia a
doencas e déficit hidrico (Viana et al., 2010; Alexandre et al., 2013; Preisigke et al.,
2017), favorecendo sua incorporacdo aos programas de melhoramento genético de
maracujazeiros.

Tendo em vista o potencial econémico de espécimes do género Passiflora,
estudos de inducéo de poliploidia vém sendo realizados com intuito de obter-se plantas
com maior vigor vegetativo e reprodutivo (Antoniazzi et al., 2018; Silva et al., 2020;
Mikosviki et al., 2020; Mikosviki et al., 2021).

Plantas poliploides tém caracteristicas fisiologicas e fenotipicas diferentes, em
relacdo aos respectivos organismos diploides (Wang et al., 2016). Essas variacoes
podem ser vantajosas 0 que agrega alto valor ornamental e econdémico, pois, em geral,
resulta em plantas cujas folhas sdo mais largas, flores e frutos maiores, presenca ou
auséncia de sementes, potencialidade do sabor, tolerancias a estresses ambientais,
pragas e patdgenos (Ranney, 2006; Banyai et al., 2009; Meletti et al., 2011; Serapiglia

et al.,, 2015; Manzoor et al. 2019). Além do aumento da diversificacdo de
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caracteristicas ornamentais (Kazi et al., 2015), apresentando maior vigor vegetativo
em relacdo aos respectivos diploides (Goralski et al., 2005; Wang et al. 2016).

Em 1991, Knight Jr. utilizou plantas hibridas do cruzamento entre P. edulis f.
flavicarpa Deg. com P. incarnata L. e induziu poliploides com solucgéo de colchicina,
obtendo alotetraploides. Outros trabalhos relatam a producdo de alotetrapldides pela
via hibridacdo somatica para espécies P. edulis f. flavicarpa Deg. + P. incarnata
(Otoni et al., 1995), P. edulis f. flavicarpa Deg. + P. amethystina Mikan, P. edulis f.
flavicarpa Deg. + P. alata L., P. edulis f. flavicarpa Deg. + P. cincinata L. e P. edulis
f. flavicarpa Deg. + P. giberti L. (Barbosa e Vieira, 1997; Vieira, 1997).

Um dos métodos utilizados para a obtencdo de poliploides no género
Passiflora foi descrito por Mohamed et al., (1996), que ao utilizarem o endosperma de
P. foetida como fonte de explante no cultivo in vitro em diferentes concentragdes de
BA (2.0, 5.0 e 10 uM), através da organogénese de novo resultou na obtencdo de
plantas triploides. O sistema de regeneracdo do tecido endospérmico também foi
relatada para as espécies P. edulis (2n = 3x = 27) (Antoniazzi et al., 2018), P.
cincinnata (2n = 3x = 27) (Silva et al., 2020) e P. foetida (2n = 3x = 30) (Mikovski et
al., 2021), produzindo plantas triploides.

Mediante aos avancgos no estabelecimento de protocolos para a regeneracgéo in
vitro de plantas triploides, o trabalho teve o intuito de realizar o cruzamento entre
plantas triploides e avaliar o comportamento morfofisiologico das sementes e plantulas
germinadas in vitro de P. cincinnata, além de avaliar o efeito da colchicina em
brotacdes adventicias e embrides somaticos regenerados a partir de endosperma P.

cincinnata Masters.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos biologicos da poliploidia

Os organismos poliploides sdo caracterizados pela existéncia de dois ou mais
genomas em um mesmo nucleo, sendo considerado o principal fator evolutivo em

plantas (Hovav et al. 2008; Wood et al. 2009; Hegarty et al., 2013; Storme e Mason,
14



2014; Wendel et al. 2016). A poliploidia é uma caracteristica comum durante o curso
evolutivo vegetal influenciando em caracteristicas morfolégicas e de adaptacdo
(Bharadwaj et al., 2015; Wendel et al., 2016; Catalano et al., 2021).

Existem varios fatores, que fornecem aos poliploides vantagens adaptativas e
evolutivas, pela alta frequéncia de diversificacdo e especiacdo, causada devido as
mudancas génicas ou isolamento reprodutivo, originando diferencas no numero
cromossdmico e dissimilaridades de genomas hibridos (Adams; Wendel, 2005;
Fawcett et al., 2009).

Os poliploides podem variar de acordo com sua origem, sendo classificados
como autopoliploide ou alopoliploide (Yang et al., 2011). Os autopoliploides
apresentam a origem pela duplicacdo espontdnea ou da unido de gametas ndo
reduzidos de parentais diploides, podendo ou ndo apresentar fertilidade. Os
alopoliploides sdo resultantes da reproducdo sexual com gametas ndo reduzidos de
espécies diferentes apds um evento de hibridacdo, sendo normalmente férteis (Stebbins
1971; Chen 2010; Haslop-Harrison; Schwarzacher, 2011, Sattler et al., 2016).

Organismos poliploides sdo classificados de acordo com a quantidade de
conjuntos cromossémicos presentes em seus ndcleos, em organismos diploides (2x),
triploides (3x), tetraploides (4x), pentaploides (5x) e hexaploides (6x), assim por
diante (Darlington 1973; Dhooghe et al. 2011). O aumento de ploidia nas plantas em
geral permite, em geral, o efeito “giga”, que se trata do incremento morfofisiologico
sobre 0s Orgdos vegetais, proporcionando folhas e flores maiores, coloracdo intensa,
hastes grossas, tolerancia aos estresses bidtico e abiotico, tornando-0s mais vigorosos
em relacdo a seus diploides, causado pelo aumento no nimero de cépias de genes
(Levin, 2002, Kermani et al. 2003; Shao et al., 2003; Otto; Whitton, 2007; Chen 2010;
Lin et al. 2010; Sattler et al., 2016).

Organismos poliploides apresentam redundancia génica, que a nivel molecular
interagem em amoldamentos extensivos e complexos denominados arranjos
gendmicos (Adams e Wendel, 2005). Essa extensa restruturagdo em todo conjunto
gendmico, favorece em novos padrdes de expressdo génica, silenciamento génico,
alteracbes cromossomicas, ativacdo de elementos de transposi¢cdo, mudangas das

formas alélicas e epigenéticas, alteracGes no padrdo de metilacdo, perdas de sequéncias
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de DNA, amplificacdo ou reducdo de sequéncias repetitivas (Schifino-Wittmann,
2004; Wendel, 2005; Hegarty; Hiscock, 2008; Tayalé; Parisod, 2013; Song e Chen,
2015; lannicelli et al., 2020).

Em alguns casos passam a produzir uma nova funcdo ou maior quantidade de
determinado produto génico (neofuncionalizacdo) ou sintetizar uma nova substancia
especifica (subfuncionalizacdo), devido a interacdo de genes duplicados (Mayo et al,
1970; Rieseberg 2001; Xu et al., 2014; Spoelhof et al., 2017; Li et al., 2019; Drapal et
al., 2020).

A presenca de multiplos genomas em autopoliploides proporciona a
heterozigosidade e um maior numero de genes e alelos disponiveis (Singh, 2017). O
grau da heterozigose pode ser um fator chave no crescimento e desenvolvimento,
aumentando os niveis de variacdo da expressdo génica resultando na capacidade de
adaptarem-se a ambientes mais extremos. Os alopoliploides apresentam maior grau de
heterozigose, no que contribui no vigor hibrido (Sanford 1983; Rieseberg 2001; Lin et
al. 2010). Estudos moleculares apontam que alopoliploides manifestam a
multiplicidade enzimatica, resultando na capacidade de produzir enzimas de cada
progenitor e novas enzimas hibridas, fornecendo uma maior flexibilidade bioquimica
(Roose e Gottlied, 1976; Soltis e Soltis 1993).

Plantas poliploides tendem a ocorrer a diploidizagdo com o tempo retornando
ao estado diploide, no entanto alteracBes morfoldgicas, fisiologicas e gendmicas sao
perdidas ou adquiridas com o processo (Soltis et al., 2010; Moghe e Shiu, 2014;
Ramirez-Parra, 2015).

2.2. Importancia da poliploidia no melhoramento genético de plantas

No melhoramento genético de plantas a inducdo de poliploidia possibilita
conseguir plantas maiores e melhores, restaurar a fertilidade ou transferir genes de
interesse entre niveis de ploidia diferentes, intra ou interespecificos (Schifino-
Wittmann, 2004; Ligin et al., 2019). Esse aumento do numero de cépias do genoma ou
na adicdo de diferentes genomas em espécies agricolas, florestais e ornamentais,

agrega alto valor econémico, em geral, plantas poliploides apresentam mudangas
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geneéticas e epigenéticas significativas o que leva ha possiveis alteracdes fenologicas,
fenotipicas e fisiologicas (Yang et al. 2011; Van de Peer et al., 2017; Ligin et al.,
2019).

Geralmente, a poliploidizacdo € induzida para contornar a esterilidade
cromossdmica dos hibridos interespecificos, mas também pode usada para induzir a
esterilidade e eliminar as sementes em frutas, como € 0 caso em uva, mamao, maca,
melancia, banana e citros (Wang et al., 2016).

Cerca de 100% das angiospermas (Soltis et al., 2009; Jiao et al., 2011; Del
pozo e Ramirez-Parra, 2015) e 40% das espécies cultivadas possuem genoma
poliploides (Aversano et al.,, 2012). Dentre as espécies cultivadas poliploides,
destacam-se Bixa orellana (Carvalho et al., 1995), Actinidia chinensis (Wu et al.,
2011), Trachyspermum ammi (Noori et al., 2017), Ophiopogon planiscapus (Gillooly
et al., 2015), Impatiens walleriana (Ghanbari et al., 2019), Raphanus sativus x
Brassica oleracea (Niimi et al., 2015), Cannabis sativa (Parsons et al., 2019), Cucumis
sativus (Ebrahimzadeh et al., 2018), Passiflora edulis (Régo et al., 2011), Panicum
virgatum (Yang et al., 2014), Populus hopeiensis (Wu et al., 2020), Populus tomentosa
(Xu et al., 2017), Petunia axillaris (Regalado et al., 2017), dentre outras (Schifino-
Wittmann e Agnol 2003). Considerando as espécies florestais, destacam-se Pinus
silvestres, Pinus contorta, Picea abis, Larix sibirica, Betula pendula, Eucalyptus
globulus, Eucalyptus grandis, Acacia mearnsii (Johnsson, 1975; Sérkilahti; Valanne,
1990; Blakesley et al. 2002; Ewald et al. 2009; Lin et al. 2010; Han et al. 2011).

Plantas poliploides, geralmente expressam caracteristicas morfofisioldgicas
aprimoradas, como aumento de atributos vegetativos e reprodutivos, maior
concentracdo do teor de metabdlitos primarios e secundarios, alteracdes na densidade e
no tamanho das estruturas estomaticas, tolerancia ou resisténcia a tensdes abioticas e
bioticas (Régo et al., 2011; Sattler et al., 2015; Liqgin et al., 2019; Ruiz et al., 2020).

Em Cattleya intermedia, Mello et al (2000) utilizaram mensuracfes da area
dos estdmatos e da densidade estomatica para a distingdo entre plantas diploides e
tetraploides, afirmando que plantas tetraploides apresentam menor densidade
estomatica com estdmatos maiores. Em poliploides obtidos do hibrido triploide de

Pennisetum purpureum e Pennisetum glaucum, houve a reducdo da frequéncia
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estomatica e aumento do comprimento dos estobmatos (Campos et al., 2009), 0 mesmo
comportamento morfolégico estomatico foi evidenciado em plantas poliploides de
amoreira por Ramesh et al (2011). Mikovski et al (2021), observaram diferencas
significativas nas dimensGes dos Orgdos vegetativos e reprodutivos de individuos
diploides e triploides de P. foetida. O comprimento médio das folhas de plantas
triploides foi significativamente maior que seu respectivo diploide, também observado
para as dimensoes das pecas florais. Alterages no tamanho e densidade dos estomatos
sdo comuns entre poliploides (Régo et al., 2011; Talebi et al., 2017; Parsons et al.,
2019).

Em poliploides de M. sinensis e M. x giganteus, variacGes fenotipicas no
didmetro do grdo de polen e comprimento das espiguetas foram observadas em relacéo
ao homodlogos diploides (Glowacka et al., 2010). Chae et al (2012), observaram
variacdes na altura da planta, numero de perfilhos e didametro do caule em poliploides
de M. x giganteus. Plantas tetraploides de Phalaenopsis amabilis sdo mais compactas e
exibem folhas arredondadas e grossas com coloragdo verde mais escura que as
diploides (Mohammadi et al., 2021).

2.2 Métodos de obtencéo artificial de poliploides

Entre os métodos de melhoramento utilizados para obtencdo de novos
genodtipos  poliploides, a hibridacdo interespecifica seguida por um evento
poliploidizacdo é um método utilizado para criar variabilidade ou transferir
caracteristicas de interesse econémico, normalmente apds o evento poliploidizacao é
restaurado a fertilidade nos hibridos, regularizando o pareamento meiotico (Schifino-
Wittmann, 2004). Da mesma forma, caracteristicas de espécie silvestre podem ser
transferidas para espécies cultivadas, conferindo resisténcia a determinados estresses
bioticos e abioticos (Gongalves et al., 2011).

Os poliploides ocasionalmente se estabelecem dentro das populagdes naturais
apo0s um processo mutagénico que produz alteracdes bruscas no genotipo, essas
alteracbes mutacbes numéricas (aneuploidia e euplodia), podem provocar

modificacBes nas proteinas produzindo efeitos fenotipicos relativamente leves,
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representando uma classe de mutacdo relativamente frequente em plantas (Predieri,
2001).

A poliploidia pode ser induzida de maneira artificial, por métodos
biotecnoldgicos, fisicos e quimicos. O método biotecnoldgico emprega os sistemas in
vitro de cultivo de massas celulares de calos de células variantes ou também por meio
da fuséo de protoplastos (Phillips et al., 1994; Slater et al., 2003). Os métodos fisicos
se baseia em processos de choques térmicos quentes e/ou frios e 0s de pressdo
(Randolph, 1932).

Entretanto, a utilizacdo de agentes quimicos antimitéticos na duplicacdo
cromossdmica vem sendo mais vantajosa, atualmente temos a colchicina, orizalina,
acido nitroso, APM (Amiprophos-methyl) e trifluralina como as principais substancias
para a inducdo de poliploides, capazes de atuar em diferentes pontos do ciclo mitético
alterando sua via padrdo. Estes agentes atuam sobre as fibras do fuso mitotico
impedindo sua polimerizacéo e suprimindo a separacdo dos cromossomos na anafase e
citocinese (Dolezel et al., 1994; Eeckhaut et al., 2002; Quesenberry et.al., 2010,
Esmaeili et al., 2020; Touchell et al., 2020).

Varios estudos relatam a utilizacdo de agentes antimitéticos na poliploidizacédo
com o intuito de contornar a esterilidade cromossémica de hibridos interespecificos,
ou as vezes utilizados para induzir a esterilidade, a fim de eliminar as sementes de
alguns frutos, como por exemplo, em melancia (Souza; Queirdz; Dias, 1999), uva
(Wakana et al., 2008) e banana (VVanduren et al., 1996).

Dentre os agentes antimitdticos artificiais, o alcaloide colchicina destaca-se
por apresentar maior facilidade e eficiéncia como indutor de poliploidia em tecidos
vegetais, por ser solivel em solucBes aquosas e estdvel ao calor, podendo ser
autoclavado e sendo um poderoso agente antimitético no melhoramento vegetal. A
colchicina (C22H2s06N) € um alcaloide extraido de sementes e bulbos Colchicum
autumnale L. (Liliaceae), sendo sua utilizacdo descrita por volta de 1550 a.C. para o
tratamento de reumatismo e da gota (Eigsti e Dustin, 1955). O primeiro relato de
inducéo de duplicacdo cromossdmica em plantas foi em 1937 por Blakeslee e Avery, o
que representou um avango no melhoramento vegetal (Blakeslee e Avery, 1937

Glowacka et al., 2009).
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A colchicina atua no final da profase mitética, suprimindo a formacéo das
fibras do fuso acromético ou levando a formacdo de um fuso abortivo pela
precipitacdo das proteinas constituintes das fibras, geralmente induzindo células com
diferentes variacbes cromossomicas (Dhooghe et al., 2010). Esse aumento do nimero
cromossoémico, geralmente, favorece o aumento de estruturas morfoldgicas e
reprodutivas, alterando a conformacdo da morfologia da planta (Wu et al., 2010).
Porém, a aplicacdo de colchicina pode apresentar baixa taxa na frequéncia de
poliploidia e alta frequéncia na formacdo de mixoploides, a utilizacdo de altas
concentracOes ou tratamento prolongado podem acarretar a morte vegetal, no entanto,
varia para o tipo de explante utilizado e a permeabilidade do tecido cultivado in vitro
(Allum et al., 2007).

Os mixoploides sdo caracterizados por apresentarem células com variagdes no
nimero cromossdémico, em um mesmo tecido ou entre dérgdos da planta formada
(Pereira et al., 2012), pois 0 agente antimicrotubulante age em células que estdo em
estado de divisdo celular e nem sempre sdo atingidas todas as células tratadas (Zhang
etal., 2010).

Em funcéo a colchicina ser uma substancia com alta toxicidade ao ser humano,
e apresentam fitotoxicidade in vitro e, quando utilizada em altas concentragbes pode
ocasionar problemas como esterilidade, crescimento anormal, mutac6es, perdas ou
rearranjos cromossdmicos (Yemets e Blume, 2008). Outros compostos herbicidas
pertencente a classe das dinitroanilinas como a orizalina, trifluralina e amiprofosmetil
(APM), vem sendo empregado como alternativa a colchicina para poliploidizacao para
inducdo de poliploides (Eeckhaut et al., 2004; khosravi et al., 2008). A orizalina
apresenta baixa citotoxicidade as plantas e induz o maior numero de plantas
poliploides, reduzindo a incidéncia de mixoploides (Morejohn et al., 1987; Tosca et
al., 1995; Vanduren et al., 1996). A eficiéncia do APM e trifluralina é variavel, mas a
maioria dos resultados tem sido promissores (Khosravi et al., 2008). Assim, a relacédo
da concentracdo e o tempo de exposi¢ao aos agentes mitoticos devem ser determinados
para cada espécie de planta e tipo de material a ser tratado (Eng e Ho 2019; Niazian e
Nalouse, 2020).
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Atualmente, a utilizacdo do endosperma (3n) como fonte de explante na
regeneracdo in vitro possibilitou a obtengdo de plantas triploides (Bajaj et al., 1980;
Goralski et al., 2005; Miyashita et al. 2009; Hoshino et al., 2011; Sun et al. 2011;
Wang et al., 2016; Antoniazzi et al., 2018; Silva et al., 2020; Machado 2020 (dados
ndo publicados); Mikovski et al., 2021). Devido a formacdo do endosperma, que
ocorre pela fusdo de um nucleo haploide espermatico com dois ndcleos polares
haploides, o cultivo in vitro deste tecido possibilita a formagdo direta de plantas
triploides (Hoshino et al., 2011, Wang et al., 2016).

A utilizacdo do endosperma como fonte de explante ja foi descrita em arroz
(Bajaj et al., 1980), Citrus sp. (Gmitter et al., 1990), Acacia nilotica (Garg et al.,
1996), Azadirachta indica (Chaturvedi et al. 2003), Actinidia deliciosa (Géralski et al.,
2005), Lonicera caerulea (Miyashita et al. 2009), Carica papaya (Sun et al. 2011),
Actinidia kolomikta (Asakura e Hoshino, 2017), Passiflora edulis (Antoniazzi et al.,
2018), Passiflora cincinnata (Silva et al., 2020) e Passiflora foetida (Mikovski et al.,
2021).

Outro método de obtencdo de plantas triploides € através da hibridacdo sexual
entre uma planta tetraploide e uma diploide, entretanto € um método convencional que

requer tempo, devido ao longo ciclo de vida das plantas (Hoshino et al., 2011).

2.4 Poliploidia em maracujazeiros e as perspectivas desses genotipos no

melhoramento

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae, é composto por 20
géneros com cerca de 530 espécies, sendo que aproximadamente 70 espécies
produzem frutos comestiveis (Cervi, 1997; Faleiro et al., 2005; Bernacci et al., 2008;
Bernacci et al., 2013). A familia Passifloraceae ocorre principalmente em regides
neotropicais, no Brasil ocorrem 139 espécies distribuidas em quatro subgéneros:
Astrophea Mast., Decaloba Rchb., Deidamioides Killip. e Passiflora L., no qual o
subgénero Passiflora o tAxon mais diversificado (UImer e MacDougal, 2004; Bernacci
et al., 2008; Bernacci et al., 2013).
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O uso comercial de espécimes do género Passiflora é de suma importancia, pois
possibilita a fabricagdo de bebidas, producdo de defensivo agricola, producdo de
remédios por conter compostos de passiflorina e alcaldides (Braga et al., 2006;
Oliveira, 2009). Espécimes como P. alata Curtis e P. foetida L., sdo utilizadas como
calmantes, antiespasmadicos, anti-helminticos e como regulador do ciclo menstrual
(Killip, 1938; Chitty, 2006), além de serem cultivadas para fins ornamentais (Bernacci;
Meletti; Soares-Scott, 2005). No Brasil 0 uso de espécies silvestres de maracujazeiros
com potencial ornamental e comercial vem sendo utilizados em cruzamentos
interespecificos para producédo de hibridos (Junqueira et al., 2008; Santos et al., 2012;
Amorim et al., 2013). Existem aproximadamente cerca de 400 hibridos artificiais ja
registrados (Peixoto 2005; Cervi 2006;), sendo que alguns desses foram criados para
fins ornamentais, como BRS Estrela do Cerrado, BRS Roseflora, BRS Rubiflora, BRS
Rosea Purpura (Faleiro et al., 2009; Fonseca et al., 2017), P. alva, P. priscilla, P.
aninha (Cerqueira-Silva et al., 2014), P. Byron Beauty, P. byte e P. clear (Fisher,
2004).

Mas atualmente, a producdo de plantas poliploides de Passiflora ¢ uma
estratégia relevante em programas de melhoramento genético para a selecdo e cultivo
de plantas ornamentais e comerciais (Mikovski et al., 2019). No género Passiflora, a
cultura do tecido endospérmico é importante método para producdo réapida e eficiente
de plantas poliploides com caracteristicas morfoagronémicas vantajosas (Mikovski et
al., 2019; Silva et al., 2020; Mikovski et al., 2021; Machado, 2020).

O primeiro relato do cultivo de endosperma para o género Passiflora foi
descrito por Mohamed et al., (1996), no qual utilizaram endosperma (3n) de sementes
maduras de P. foetida como fonte de explante no cultivo in vitro. Guzzo et al. (2004)
cultivando endospermas de P. apetala, P. cincinnata, P. glandulosa, P. incarnata, P.
mansii, P. nitida, P. sub-rotunda observaram a formacao de calos. A regeneracdo do
tecido endospérmico pela via organogénica também foi descrida para as espécies P.
edulis (Antoniazzi et al., 2018), P. cincinnata (Silva et al., 2020) e P. foetida
(Mikovski et al., 2021) no qual obtiveram plantas triploides. Mas recentemente,
Machado (2020) estabeleceram protocolo na producdo de plantas triploides de P.

cincinnata a partir da via de embriogénese somatica.
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A producdo de plantas triploides a partir do cultivo in vitro do endosperma do
Passiflora spp. consiste em uma abordagem moderna na agricultura e no
melhoramento genético do género Passiflora, levando em consideragéo a aquisicdo de
caracteristicas morfoagronémicas desejaveis (Hoshino et al., 2011; Wang et al., 2016;
Silva et al., 2020; Mikovski et al., 2021).

2.5 Aneuploidia

Em alguns casos de poliploidizacdo com agentes inibidores ou perturbadores
das fibras do fuso ocorre a formacdo de aneuploides, que sdo individuos que
apresentam contetdo de DNA alterado devido a falta ou excesso de cromossomaos, que
implica no ganho ou perda de informacdo genética (Sheltzer et al., 2012; Escudero et
al., 2014). Existem também outras condi¢bes que favorecem a incidéncia de
aneuploides, como mutacBes em genes responsaveis no controle do pareamento
meiotico e mitotica e segregacdo, deficiéncia na formacédo dos fios do fuso, presenca
de genes especificos e cruzamento entre espécies de diferentes niveis de ploidia
(Singh, 2017).

A aneuploidia é originada pela ndo segregacdo de um ou mais cromossomos
durante a meiose ou mitose. Na mitose a ndo segregacdo ocorre pelo ndo rompimento
do centrébmero no inicio da anafase ou perda de cromossomos por ndo se ligarem no
fuso mitdtico. No entanto, a ndo segregacdo na meiose € devido a falhas na disjuncao
dos cromossomos na meiose | ou cromatides na meiose Il para os polos opostos
(Ramalho et al., 2008).

Comumente os aneuploides podem ser classificados conforme a perda ou
ganho cromossémico em seu nucleo, individuos que apresentam falta de dois
cromossomos ndo homaélogos sdo chamados de nulissdmicos (2n — 1), onde ha falta de
somente um cromossomo sdo 0s monossémicos (2n — 1). Os individuos que
apresentam cromossomos em excesso sao chamados de polissdmicos, que se dividem
em trissdbmico (2n + 1) apresentando um cromossomo adicional, tetrassomico (2n + 2)
com ganho de dois cromossomos e duplotrissémicos (2n + 2 + 2) que apresentam dois

cromossomos diferentes em excesso (Ramalho et al., 2008; Singh, 2017).
23



A utilizacdo de aneuploides nos programas de melhoramento vegetal, permite
identificar genes e regifes cromossdmicas responsaveis por caracteristicas
agrondmicas de interesse econdmico, além de possibilitar 0 mapeamento genético e
dosagem de genes repetitivos no genoma (Wang et al., 2007; Birchler, 2013; Singh,
2017).

2.6 Passiflora cincinnata Masters

Passiflora cincinnata Masters conhecida popularmente como maracuja-
mochila, maracuja-do-mato e maracuja-mi, é uma espécie silvestre de maracujazeiro
diploide com 18 cromossomos (2n = 2x = 18). O epiteto especifico “cincinnata”
provém do Latim, que significa por natureza cabelo anelado ou encrespado, fazendo
referéncia a corona de filamentos, cujos filamentos se enrolam quando a flor esta
completamente em antese (Guerra, 1986; Cervi, 1997).

Esta espécie ocorre com ampla distribuicdo na América do Sul, em diferentes
fitofisionomias da caatinga e cerrado, apresentando registros em diferentes estados
brasileiros: Alagoas, Bahia, Brasilia, Ceara, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Para, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro,
Santa Catarina e Sdo Paulo (Killip, 1938; Lima; Cunha, 2004; Nunes; Queiroz, 2006;
Oliveira Janior et al., 2010).

Na Inglaterra P. cincinnata é cultivada como planta ornamental, pelo fato de
apresentar flores de coloracdo azul rosadas ou violeta, com corona de filamentos com
bandeamentos de coloracdo azul rosado escurecido, azul palido e azul, além de
agradavel fragrancia (Vanderplank, 2000). Possui filotaxia simples, com numero de
folhas de 3 a 5 tripartidas ou palmatipartidas, de coloracdo verde escura na face
abaxial e verde palida na face adaxial, de consisténcia coriacea, sepalas oblongo-
lanceoladas e peciolos com 2 a 3 glandulas sésseis. Os frutos sdo ovoides e oblongos,
do tipo baga com sementes ovais, faveoladas e negras. Apresentando floracdo e
frutificacdo, entre os meses de outubro a maio (Vanderplank, 2000; Nunes; Queiroz,
2001; Araujo, 2007; Jesus et al., 2014; Nobrega et al., 2017; Fonseca et al., 2017).
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A espécie P. cincinnata também apresenta valor agronémico, pela tolerancia a
seca, periodo de florescimento ampliado, longevidade e maior concentracdo de
componentes quimicos, contribuindo para os programas de melhoramento vegetal
(Meletti et al. 2005; Rybka et al., 2016). Além disso, apresenta resisténcia a patdgenos
especificos como ao nematoide Meloidogyne sp., a bactéria Xanthomonas campestris
f. sp. Passiflorae e ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Oliveira;
Ruggiero, 2005; Viana et al., 2010; Alexandre et al., 2013; Preisigke et al., 2017).

Embora utilizado nos programas de melhoramento, P. cincinnata tem
potencial econébmico no uso alimenticio, cosmético, medicinal e ornamental,
oferecendo a sociedade produtos diversificados derivado da espécie. De forma
peculiar, a industrializacdo em pequenas fabricas caseiras constitui em um produto
diferenciado, pela vantagem de ser um fruto isento de agrotdxicos e de sabor exético, o
produto manufaturado em forma de geleia é exportado para a Alemanha e Italia, sendo
consumido na merenda escolar das comunidades de Uaud, Curaca e Canudos na Bahia
(Aradjo et al. 2006; Delmondes et al., 2014; Aradjo et al., 2018; Siebra et al., 2018).

Além disto, essa espécie pode ser considerada um modelo para o género
Passiflora, no qual, apresenta excelentes respostas morfogenéticas in vitro,
demostrando grande responsividade organogénica e pela embriogénese somatica (Silva
et al., 2009, 2020, 2021; Dias et al., 2009; Silva et al., 2011; Rocha et al., 2012; Otoni
etal., 2013, Vieira et al., 2018; Silva et al., 2020; Mikovski et al., 2021).

2.7 Caracterizacao de plantas poliploides

A citometria de fluxo é uma técnica confiavel e rapida, que permite a anéalise
do contetido de DNA nuclear em particulas microscopicas suspensas em meio liquido
em fluxo (Leus et al. 2009). A analise por citometria permite a analise de muitos
individuos de modo rapido e préatico, fornecendo a estimativa do nivel de ploidia,
identificacdo de mixoploides, tamanho do genoma e quantidade de DNA, além da
estabilidade do genoma e estudos do ciclo celular (Galbraith et al., 1983; Dolezel,
Dolezelova; Novak, 1994; Loureiro et al., 2007).
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Esta técnica foi descrita por Galbraith et al. (1983), que consiste na analise de
particulas que fluem em uma suspensao liquida, no qual utiliza uma fonte de luz para
iluminar o nucleo corado e detectar a fluorescéncia emitida (Dhooghe et al. 2011;
Wear et al., 2016). A coloracdo da amostra é feita com corantes especificos para o
DNA (DAPI, iodeto de propideo, brometo de etideo), pela intensidade da fluorescéncia
é possivel avaliar e medir a quantidade de DNA nuclear presente (Dolezel e Bartos,
2005). A estimativa do conteddo de DNA da espécie de interesse é comparada com
uma espécie padrdo de referéncia, as mais utilizadas sdo a Pisum sativum, Solanum
lycopersicum, Raphanus sativus e Vicia faba (Dolezel, 1997).

O conteudo de DNA da espécie padrao de referéncia deve ser préximo ao
conteddo da espécie de interesse, para que ndo ocorra a sobreposicdo entre os picos 2C
e 4C. Em casos de poliploidizagdo in vitro, plantas diploides sdo utilizadas como
controle e comparadas com o pico G1 de plantas poliploides (Dolezel, 1997).

Estudos atuais tém demonstrado que a citometria € uma técnica confiavel para
determinar a estabilidade do nivel de ploidia dos regenerantes induzidos in vitro
(Regalado et al., 2017). Sua utilizacdo ja foi descrita em Pfaffia glomerata (Gomes et
al., 2014), Thymus persicus (Tavan et al., 2015), Lavandula multifida (Albano et al.,
2016), Kaempferia rotunda (Soonthornkalump et al., 2017), Impatiens walleriana
(Ghanbari et al., 2019), Populus hopeiensis (Wu et al., 2020), Passiflora cincinnata
(Silva et al., 2020), Passiflora foetida (Mikovski et al., 2021), dentre outras.

As modifica¢les estruturais e numéricas nos cromossomos séo evidenciadas
pela citogenética, uma ferramenta eficiente e confidvel que possibilita a compreenséo
da estrutura dos cromossomos, 0 analisar o tamanho relativo, o numero e formas dos
cromossomos, além dos padrdes de heterocromatina (Guerra e Souza, 2002; Viana e
Souza, 2012). Por isso, a sua utilizacdo na identificacdo de poliploides é relevante para
examinar a variacdo entre os individuos para selecdo de variedades melhoradas
(Guerra, 2004).

As analises citogenéticas utilizam cromossomos mitoticos metafasicos, para
isso sdo utilizados inibidores de tubulina que irdo despolimerizar o fuso mitético
bloqueando as celulas em metafase (Bickmore, 2001). Muitas vezes os padrdes

cromossdmicos revelados sdo insuficientes ndo apresentando-se intactos, bem
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espalhados, pequenos demais ou semelhantes, dificultando a analise detalhada do
cariotipo (Kirov et al., 2014).

As técnicas de coloracdo possibilitam uma melhor visualizacdo do perfil
cromossémico, dentre elas destaca-se o bandeamento C, impregnacdo de nitrato de
prata (AgNO3), bandeamento com os fluorocromos base-especificos CMA3/DAPI e
hibridizacéo in situ (FISH e GISH) (Bennett e Leitch, 1995; Brammer et al., 2015).

A caracterizacdo de regides heterocroméaticas com CMAs/DAPI possibilita a
identificacdo de regides ricas em DNA altamente repetitivo denominado de DNA
satélite, fornecendo uma caracterizacdo mais eficiente dos cariétipos (Guerra, 2000;
Dillon, 2004). Os fluorocromos apresentam afinidades com sequéncias bases no DNA,
0 DAPI e a quinacrina apresentam afinidade por regides ricas em adenina e timina,
enquanto o CMAs e a mitramicina (MM) apresentam afinidade por regides ricas em
guanina e citosina (Kim et al., 2002; Dillon, 2004). O iodeto de propideo (IP) e
brometo de etideo (BE) sdo recomendados para valor absoluto, uma vez que se
intercalam quantitativamente na cadeia dupla de DNA (Loureiro e Santos, 2004).

Diversas aplicacbes sdo descritas para a caracterizacdo citogenética de
espécies e variedades. As divergéncias nos padrdes de bandas com a utilizacdo de
fluorocromos foram observadas em Citrus sp (Guerra, 1993), Allium communtatum
(Besendorfer et al., 2002), Dioclea virgata (Souza; Benko-Iseppon, 2004), Crotalaria
juncea (Mondin et al., 2007), Emilia fosbergii (Moraes e Guerra, 2010) e Clivia
mirabilis (Murray et al., 2011).

Atualmente, estudos tém demonstrado que as alteracdes na expressdo génica
de organismos poliploides estdo ligadas a processos de metilacdo de DNA, que exerce
efeitos sobre a regulacdo de elementos transponiveis, ou seja, supressdo da expressao
génica (Fedoroff, 1996; Suzuki; Bird, 2008). Os processos de metilacdo do DNA
podem apresentar ligacdo com os processos de RNAi (RNA de interferéncia) e
modificacdo de histonas e proteinas remodeladoras da cromatina, no entanto, as
alteracbes na expressao génica associadas pelos efeitos e causas da relacdo entre a
metilacdo de DNA e modifica¢Ges de histonas e proteinas remodeladoras da cromatina
ndo sdo ainda conhecidas (Matzke; Mosher, 2014; Rose; Klose, 2014; Schubeler,

2015).
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Em plantas, a metilacdo do DNA ocorre pelo incremento de um grupo metil ao
carbono 5’ da citosina por uma ligacdo covalente, sendo catalisadas pela enzima DNA
metiltransferase 1 (Methyltransferase 1, MET1) em sitios simétricos formados por
CpG (citosina seguida de uma guanina), pela enzima Cromometilase 3
(Chromomethylase 3, CMT3) em sitios simétricos de CpNpG (N= A, Cou T) e a
Domains Rearranged Methylase (DRM) que catalisa a metilagdo “de novo” em sitios
assimétricos CpHpH (H=C, A ou T) (Feng et al., 2010; Sahu et al., 2013).

Em sitios simétricos de CpG e CpNpG a metilacdo pode ser mantida apos a
replicacdo do DNA por “imprinting” parental pelas enzimas MET1 e CMT3, enquanto
nos sitios assimétricos CoNpN a metilacdo necessita ser estabelecida “de novo” a cada
ciclo de replicacdo do DNA pela enzima DRM em vias dependentes de siRNA (Chan;
Henderson; Jacobsen, 2005; Karlsson; Weber; Fussenegger, 2011). A desmetilagdo do
DNA pode ocorrer por proteinas DNA glicosilases, pela deficiéncia enzimatica apés a
replicacio do DNA ou pela funcdo de prevencdo de genes de uma metilagdo
potencialmente deletéria (Penterman et al., 2007).

As principais técnicas utilizadas para observacdo das alteragcdes dos padrées de
metilacdo sdo a cromatografia RP-HPLC (reversed-phase high performance liquid
chromatography) e TLC (thin-layer chromatography), que permite o propiciar as
propor¢des de citosina metiladas e ndo metiladas, mas ndo fornecendo o nivel de
metilacdo dos genes individuais (Harrison Parlemcdermott, 2011; Alonso et al., 2016).

Mas atualmente, sdo empregadas técnicas moleculares que possibilitam a
identificacdo no nivel de metilacdo de DNA a nivel gendmico ou a determinado locus
especificos. Como restruturacdo das citosinas ndo metiladas em uracilas, pela a¢do do
bissulfito de sodio, e as citosinas metiladas permanecem inalteradas no DNA e RNA,
em alguns casos a técnica estd associada a PCR e por enzimas de restricdo
(Plongthongkum et al. 2014; Schaefer 2015). As técnicas MBD-seq (Methyl binding
domain) e Methyl Cap-seq utilizam proteinas ligantes a methyl CpG e precipitam o0s
fragmentos que apresentam metilacdo nos sitios simétricos de CpG (Serre et al., 2009;
Brinkman et al., 2010), ja a MeDIP-seq (Methylated DNA immunoprecipitation
sequencing) utiliza anticorpos para a precipitacdo de fragmentos de DNA com

citosinas metiladas seguida por sequenciamento (Down et al., 2008).
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Os padrées de metilacdo influenciam durante o desenvolvimento das plantas,
expressando caracteres agrondmicos interessantes. Em Linum usitatissimum foi
observado redugdo no tempo de florescimento e altura da planta (Fieldes et al., 2005),
em Nicotiana tabacum verificaram eventos de recombinacdo combinado com o padréo
de metilagdo especifico, induzido pelo ataque de patdgeno, levando a uma resposta
adaptativa nas plantas (Boyko et al. 2007). Diversos estudos sobre polimorfismos nos
padrdoes de metilacdo tém sido relados, Allium cepa (Ruffini Castiglione; Giraldi;
Frediani, 1995), Triticosecale wittmack (Castilho et al., 1999), Oriza sativa (Ashikawa,
2001), Zea mays (Tani et al., 2005), Gossypium hirsutum L. (Keyte et al., 2006).
Arabidopsis thaliana (Fransz; Hoopen; Tessadori, 2006; Vaughn et al. 2007), Brassica
oleraceae (Salmon et al., 2008), Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Populus
trichocarpa (Feng et al., 2010).

A densidade estomatica e o tamanho dos estdmatos podem sofrer variacdes de
acordo com o nivel de poliploidizacdo, em geral organismos poliploides exibem uma
menor densidade estomatica, porém com estdbmatos maiores (Hodgson et al. 2010). Ja
foram observados nas espécies Zantedeschia elliottiana (Cohen e Yao 1996), Aegilops
neglecta (Aryavand et al., 2003), Zizyphus jujuba (Gu et al., 2005), Centella asiatica
(Kaensaksiri et al., 2011), Gerbera jamesonni (Gantait et al., 2011) e Lagerstroemia
indica (Wang et al., 2012).

A técnica de decalque foliar para analise de estdmatos é uma forma facil e
rapida de separacdo de supostos poliploides (Cohen e Yao 1996), mantendo a

integridade do molde na Idmina de vidro e podendo ser guardado por longo tempo.
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Capitulo |

Reproducéo e caracterizacdo de sementes e plantulas em plantas triploides de
Passiflora cincinnata Masters

1. INTRODUCAO

O uso de poliploides sintéticos na agricultura ainda é limitado (Herben; Suda;
Klimesova, 2017; Ruiz et al., 2020) e, fertilidade na reproducéo de plantas poliploides
pode ser muito Util para a fixacdo das caracteristicas especificas, como qualidade,
rendimento ou adaptacdo ambiental, sem os efeitos adversos de perder a funcdo da
atividade génica (Zhang et al. 2019; Ligin et al., 2019; Bomblies, 2020; Ruiz et al.,
2020; Rutland; Hall; McElroy, 2021).

A reproducdo em plantas poliploides depende de um homdlogo para o
pareamento adequado na meiose, caso isso ndo ocorra, 0 resultado é a formacdo de
cromossomos multivalentes em profase | com consequente formagcdo de gametas
aneuploides (Ramsey e Schemske, 2002). A perda ou ganho de cromossomos pode
afetar caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas, citologicas e fisioldgicas (Sheltzer e
Amon, 2011; Birchler, 2013; Singh, 2020). A aneuploidia é caracterizada pelo desvio
do numero normal de cromossomos, perda ou ganho, resultando no desequilibrio da
dosagem de genes, levando a alteracdes fenotipicos graves em plantas (Makarevitch e
Harris, 2009; Zeng et al., 2020).

Plantas aneuploides expressam alteracGes fenotipicas como o retardo do
desenvolvimento vegetativo, esterilidade parcial e morte antes da fase adulta
(Makarevitch e Harris, 2009; Kaya et al., 2020). O uso de aneuploides para estudos
geneticos no melhoramento vegetal desempenha um importante recurso no
mapeamento genético, dosagem de genes repetitivos, identificacdo de genes e regides
cromossémicas responsaveis a caracteres agrondmicos quantitativos (Wang et al.,
2007; Birchler, 2013; Singh, 2020).
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No género Passiflora observa-se numero cromossdmico basico de x = 6 e
ndmeros cromossdémicos secundarios de x = 9, x = 10 e x = 12 (Melo e Guerra, 2003).
No entanto, existem registros que no género Passiflora sp. ha ocorréncia natural de
poliploidia e aneuploidia apresentando diferentes nimeros cromossémicos sendo 2n =
14, 20, 22, 24, 36, 72 e 84). Na P. foetida Soares-Scott et al (2005) também descrevem
a ocorréncia de aneuploidia o que acarreta variagdes no niumero cromossémico de 2n =
18, 20, 22 e 28.

Atualmente a producdo de plantas triploides de P. edulis (2n = 3x = 27)
(Antoniazzi et al., 2018), P. cincinnata (2n = 3x = 27) (Silva et al., 2020; Machado et
al., 2020) e P. foetida (2n = 3x = 30) (Mikovski et al., 2021), utilizando o endosperma
como fonte de explante é considerado um método biotecnologico relativamente
simples e direto para a obtencgéo de plantas poliploides. Machado (2020) avaliando os
caracteres morfoagrondmicos em P. cincinnata e Mikovski et al (2021) em P. foetida,
relatam que plantas triploides expressam caracteristicas vegetativas e reprodutivas
superiores ao homologo diploide. Porém, informacGes dos frutos e sementes de
Passiflora sp. triploides ainda ndo foram estudadas.

Assim, para compreender como o0s mecanismos morfofisiologicos se
expressam no cruzamento entre plantas triploides, o objetivo do trabalho foi realizar
cruzamento entre plantas triploides e avaliar o comportamento das sementes e

plantulas das progénies obtidas de Passiflora cincinnata Masters.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material Vegetal

Plantas diploides de P. cincinnata foram anteriormente germinadas em sacos
plasticos pretos de polietileno de 28 x 14 cm, contendo substrato Plantmax® e
mantidas em casa de vegetacdo com irrigacao controlada.

As plantas triploides de P. cincinnata foram obtidas segundo o protocolo de
Machado (2020), regeneradas pela via embriogénica a partir do cultivo in vitro do

tecido endospérmico. Plantas triploides com aproximadamente 10 cm foram retiradas
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dos frascos de cultivo e lavadas em agua corrente, para a remoc¢do do excesso de meio
de cultura. Em seguida, foram acondicionadas em copos plasticos (15 cm x 9 cm)
contendo substrato Plantmax® umedecido com solugédo de MS e envolvidos por um
saco plastico transparente (10 cm x 20 cm). Os copos foram cobertos com sacos
plasticos transparentes, e mantidos sob fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de
26 + 2 °C por + 20 dias, e posteriormente mantidos em casa de vegetacao.

As plantas diploides e triploides de P. cincinnata com aproximadamente 25
cm de altura foram transferidas em vasos plasticos de 30 dm? preenchidos com uma
mistura de solo e substrato, na proporgdo 3:1, cultivados em casa de vegetacdo. Os
vasos foram espagados com 4 m entre as plantas, o sistema de condugéo instalado foi
em espaldadeira vertical com fio de arame liso a 1,8 m de altura, sem eliminagdo dos
brotos terminais e dos ramos laterais. A adubacéo foi realizada por aplicacao via foliar,
na formulacdo N (10) P (10) K (10) + M (niveis de garantia dos nutrientes (P/P%): N =
10%; P20 = 10%; K.0 = 10%,; Fe = 0,1%; Zn = 0,1%; Cu = 0,1%; S = 0,3%; Mn =
0,5%) uma vez ao més na fase vegetativa e de 15 em 15 dias na fase reprodutiva, na
dosagem de 3-9 litros/hectare.

Para o controle, foram utilizadas trés plantas diploides germinadas pela via
seminifera e trés plantas triploides regenerada pela via embriogénica a partir do cultivo
in vitro do tecido endospérmico de P. cincinnata, e posteriormente confirmadas
mediante a estimativa do conteddo de DNA nuclear através de analise em citometria
de fluxo (Dolezel e Bartos, 2005) e citogenética (Carvalho e Saraiva, 1993; 1997).

O cruzamento entre as plantas triploides de P. cincinnata foi realizado entre
trés plantas, constituindo o primeiro cruzamento em autopolinizacdo (P19 x P1J), o
segundo e terceiro polinizacdo cruzada (P13 x P29) (P13 x P3%), sendo o macho

doador de pélen planta 1 (P1) conforme esquema descrito na Fig. 1a.
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Figura 1. Esquema do cruzamento entre plantas triploides de P. cincinnata regeneradas in
vitro a partir do tecido endospérmico pela via embriogénica cultivadas em casa de vegetacdo.

(P12 x P13), (P13 x P22) (P13 x P3Q).

A transferéncia de polen para o estigma foi realizada com o auxilio de uma
pinca, esfregando-se cuidadosamente a antera sobre o estigma de cada flor e em
seguida as flores foram isoladas em sacos de tecido do tipo tule. Foram polinizadas 50
flores por planta, totalizando 150 flores. O mesmo processo de polinizacdo foi
realizado em plantas diploides. Apos 120 dias, os frutos produzidos das plantas foram
quantificados e as sementes foram extraidas manualmente e lavadas em agua corrente,
sendo friccionadas em peneira até a eliminacdo do arilo e da mucilagem. Em seguida

foram colocadas sobre papel, a sombra, em temperatura ambiente para secagem.

2.2.VVolume e concentracdo de agucares do néctar produzido por flores
triploides de P. cincinnata

Para a quantificacdo do volume e concentracdo de néctar produzido, foram
utilizadas 3 plantas para o citétipo diploide e triploide, sendo coletadas 10 flores por
planta 2x e 3x em antese no horério de 10:00 horas da manhd e com o auxilio de

seringa de insulina foi medido o volume total de néctar por flor. A concentracdo de
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acucares do néctar foi medida com o auxilio de um refratbmetro manual da
Instrutherm Mod. RT-280 (0 — 90%).

2.3. Avaliacdo morfométrica de sementes obtidas a partir do cruzamento entre
plantas triploides

A caracterizagdo morfométrica das sementes das plantas diploides como
controle e das sementes produzidas resultantes dos cruzamentos entre as plantas, foram
realizadas utilizando-se de 25 sementes por citotipo, totalizando 75 sementes,
selecionadas de forma aleatdria. Os parametros comprimento, largura e espessura das
sementes foram mensurados com paquimetro digital (Mtx®).

Para mensurar o peso foram utilizadas 100 sementes de cada citétipo,
totalizando 300 sementes avaliadas para citotipos diploides e triploides, sendo pesadas
em balanca de precisdo (Shimadzu®).

Foram utilizadas 300 sementes de cada citdtipo 2x e 3x para a avaliacdo da
estrutura interna. As sementes foram abertas com o auxilio de uma mini morsa e as
caracteristicas avaliadas foram o numero médio de sementes ocas com auséncia dos
endospermas e embrido zigético, numero médio de sementes completas com a
presenca dos endospermas e embrido zigético, nimero médio de malformacBes com as
caracteristicas de atrofiamento dos endospermas e do embrido zigotico, desidratacao

dos endospermas e embrido zigédtico e a auséncia dos endospermas e/ou embrido.

2.4. Germinagao in vitro

Para avaliar a germinacéo in vitro de sementes das plantas diploides utilizadas
como controle e das sementes triploides resultantes do cruzamento entre as trés plantas
triploides, foram utilizadas 60 sementes. Posteriormente, o tegumento das sementes
foram removidos com auxilio de mini morsa. Sob condi¢Ges assépticas em camara de
fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas e imersas em 70% (v v) alcool por 3

minutos, seguido pela imerséo em 2,5% (v v) de hipoclorito de sodio a durante 30
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minutos e com o acréscimo de 3 gotas de Tween-20° e, submetidas a quatro enxagues
consecutivos em agua destilada e autoclavada.

As sementes foram cultivadas em frascos de cultivo contendo 60 mL de meio,
composto por sais basicos de MS (Calsson Labs, Smithfield, UT, USA) (Murashige e
Skoog, 1962), 0,01% (p v) mio inositol, 3% (p v) sacarose e 0,8% de agar (p V)
(Acumedia®; Neogen, Lansing, MI, USA) como agente gelificante. As culturas foram
mantidas em sala de cultivo durante 30 dias na auséncia de irradiancia e 25 * 2 °C.
Apds 30 dias de cultivo in vitro, os materiais foram transferidos para sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas e 36 pmol ms* de irradiancia (Luz do Dia
Especial, 20 W, Osram, Barueri, Brasil), e 25 + 2 °C. Aos dez dias de incubagéo foram
avaliados a porcentagem de germinacéo e, aos 45 dias o0 comprimento de parte aérea e
namero de folhas. Foram consideradas germinadas as sementes que apresentaram

protrusdo da radicula.

2.5. Indice de velocidade de germinacéo (IVG)

A avaliacdo do indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi realizada apos o
sétimo dia da inoculagdo in vitro das sementes dos cit6tipos de P. cincinnata RAS
(Brasil, 2009 adaptado).

2.6. Aclimatizagédo das plantulas

Plantas completas com aproximadamente 10 cm de altura foram lavadas em
agua corrente para a remocdo do excesso de meio de cultura. Em seguida, foram
acondicionadas em copos plasticos (15 cm x 9 cm) contendo substrato Plantmax®
umedecido com solucédo de MS e envolvidos por um saco plastico transparente (10 cm
x 20 cm). Os copos foram cobertos com sacos plasticos transparentes, e mantidos sob
fotoperiodo de 16 horas de luz e 25 + 2 °C por = 20 dias. Apos 5 dias pequenos
orificios foram feitos no saco plastico e mantido em sala de cultivo por mais 5 dias e
em seguida cultivadas em casa de vegetacao.
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2.7. Determinacdo do contetdo de DNA

Para a estimativa de DNA nuclear das plantas germinadas in vitro resultantes
da germinacdo de sementes dos cruzamentos entre as plantas triploides e germinadas
pela via seminifera de P. cincinnata., sendo utilizada seis plantas resultantes do
cruzamento entre plantas triploides e seis plantas germinadas a pela via seminifera.

As suspensdes dos nucleos foram obtidas através de secgdes de folhas jovens
com o uso de uma lamina de aco descartdvel em tampdo de isolamento WPB (Loureiro
et al., 2007). A suspenséo foi aspirada por meio de duas camadas de gaze, com uma
pipeta de plastico e filtrada em membrana de Nylon com malha de 50 pm para a
remocdo de fragmentos de células e restos de tecidos, sendo em seguida adicionado 25
uL de iodeto de propidio 1 mg mL e 5 ulL de RNase 1 mg mL para corar o DNA.

Apds 30 minutos em ambiente protegido de luz as amostras foram analisadas
no citdmetro de fluxo. Foi realizada trés repeticdes e, pelo menos, 10.000 nucleos
foram analisados para a quantificagdo da emissdo da fluorescéncia com o uso do
citometro de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, EUA). Como padrédo interno,
foi utilizada a espécie Pisum sativum com contetdo de DNA 2C = 9.09 pg (Dolezel et
al., 1998). Os histogramas foram gerados e analisados pelo programa CytExpert 2.0.1

e o contetido de DNA (pg) calculado de acordo Dolezel e Bartos (2005):

Contetido 2C de DNA (em pg):

Média do pico G1 de Passiflora cincinnata x 9,09
Média do pico G1 de Pisum sativum

2.8. Analise cromossdmica

A analise cromossdmica foi realizada utilizando-se de trés plantulas
germinadas a partir de sementes e trés plantulas resultantes do cruzamento entre
plantas triploides germinadas de sementes do cultivo in vitro de P. cincinnata. Apices
radiculares de aproximadamente 1,5 cm foram coletadas e tratados com 0,003 M de 8

hidroxiquinolina (Sigma, EUA) por 8 horas a 4 °C, e posteriormente fixados em
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solucdo de Carnoy (3:1 etanol: &cido acético glacial) e armazenadas em refrigerador
por 24 horas. A remocdo da parede celular ocorreu a partir da solucdo enzimatica
Pectinase (Sigma) e Celulase (Serva-Onozuka R-10) a 20% e 2%, por cerca de 4 horas
a 37 °C. As laminas foram confeccionadas a partir da técnica de dissociacdo celular

com secagem ao ar (Carvalho e Saraiva, 1993; 1997).

2.9. Analise estomatica

As plantas analisadas foram as produzidas pela via seminifera (2x), triploides
oriundas de regeneracdo de endosperma (3x) e folhas das progénies das plantas
triploides. O decalque foliar foi realizado no terco médio na parte abaxial préximo a
nervura central da folha, para a retirada da epiderme utilizou-se de adesivo instantaneo
a base de etila (Three Bond Brasil Ind. Com. Ltda, Brasil) para fixacdo das impressoes
epidérmicas em lamina. As variaveis analisadas foram densidade estomatica (mm?),
area estomatica, comprimento e largura estomatica, densidade de células ordinarias,
area de ceélulas ordinérias, largura e comprimento das células ordinarias. Na avaliacéo
de densidade estomatica e células ordinarias foram utilizadas 3 folhas, efetuando-se
cinco observagbes por ploidia, um total de 15 observacbes, conduzidas em
microscépio de luz (Biobal) acoplado ao sistema de camera U-photo com ocular de
10x e um computador rodando o software TSView 73.1.7.

A medicdo do comprimento e largura dos estdmatos e células ordinérias foram
realizadas em um microscépio de luz (Biobal) acoplado ao sistema de cdmera U-photo
com uma ocular de 40x, sendo utilizadas 4 folhas e cinco medigOes realizadas num

total de 20 medicgbes por nivel de ploidia, usando o software TSView 73.1.7.

2.10. Delineamento experimental

Para a quantificacdo do volume e concentracdo de néctar, 30 flores por
citétipo de P. cincinnata foram avaliadas.
Para a morfometria das sementes foram utilizadas 75 sementes para cada

citétipo de P. cincinnata e 100 sementes por planta para a quantificacdo do peso (g). Ja
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para as caracteristicas morfoldgicas das sementes ocas, sementes com malformacdes e
sementes completas, foram utilizadas 300 sementes por citotipo diploide e triploide. A
germinacdo in vitro das sementes completas resultantes do cruzamento entre plantas
triploide e das plantas diploides, consistiu em 6 repeticdbes com 10 sementes por
frasco, para cada citotipo foram utilizadas 60 sementes, as variaveis foram dadas em
média da porcentagem de germinacdo, média do comprimento da parte aérea e nimero
médio de folhas.

O IVG foi calculado segundo a equacdo de Maguire (1962), em que: IVG =
G1/D1 + G2/D2 + ... Gn/Dn. Onde: IVG = indice de Velocidade de Germinagéo G1,
G2, ..., Gn= n° de radiculas emergidas, observadas no intervalo da 12, 22, ..., Gltima
contagem; D1, D2, ..., Dn = n° de dias de semeadura a 1%, 2, ..., ultima contagem.

Todos os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e diferencas
entre as medias comparados pelo teste de Tukey a 5% significancia de probabilidade,

utilizando o programa computacional ‘GENES’ (Cruz, 2006).

3. RESULTADOS

3.1. Quantificacdo e concentracdo de acUcares do néctar

A média da quantidade de néctar nas plantas diploides foram de 219,6 uL em
flores diploides e 220,3 uL em flores triploides (Fig. 2a). A concentracdo de agUcares
no néctar em plantas diploides foi de 40,9% em diploides e 41,73% em plantas

triploides (Fig. 2b), diferindo dos homdlogos diploides.
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Figura 2. Quantidade de néctar e concentracdo de acucares em plantas diploides e triploides

de P. cincinnata. a — Volume de néctar (ul). b — Concentracdo de agulcares no néctar. As
barras de erro indicam o erro padrdo. Os asteriscos referem-se a diferencas estatisticas entre
os citétipos dentro de cada parametro de acordo com o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.2. Avaliacdo e producéo de sementes em plantas triploides

Plantas diploides e triploides de P. cincinnata produziram botdes florais e
flores no periodo de setembro a outubro e a frutificacdo ocorreu més de dezembro. A
pré-antese das flores iniciou-se com o afastamento gradual das sépalas, pétalas e
fimbrias da corona e simultaneamente com a exposic¢do das estruturas florais. A antese
das flores iniciou-se no horario de 5:00 a 6:30 h, e o fechamento ocorreu préximo as
18:00 horas. Apb6s 7 dias da realizacdo da polinizacdo foi observado rapido

desenvolvimento do ovario. Em diploides uma frequéncia 63,33% dos botbes florais
abortaram e 88,66 % nas plantas triploides.
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Figura 3. Morfometria das sementes produzidas por plantas diploides e triploides de P.
cincinnata. a — Visdo frontal, lateral e do endosperma das sementes. Bar. 3,8 um. b — Peso
médio de 100 sementes. ¢ — Largura média das sementes. d — Comprimento médio. e —
Espessura média. As barras de erro indicam o erro padrdo. Os asteriscos referem-se a
diferencas estatisticas entre os citotipos dentro de cada parametro de acordo com o teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Nas plantas diploides e triploides o amadurecimento dos frutos ocorreu
aproximadamente em 120 dias. Plantas diploides produziram 55 frutos, sendo

distribuidos em P1 2x (16), P2 2x (21) e P3 2x (18), com a média de 187,52 sementes
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por fruto e as plantas 3x produziram um total 17 frutos, sendo distribuidos em P1 3x
(4), P2 3x (5) e P3 3x (8), com a média de 37,17 sementes por fruto.

Para variavel peso de 100 sementes, as plantas 2x produziram sementes com
média de 2,64 g e as plantas 3x com média de 1,67 g (Fig. 3b). Em relacéo a largura e
comprimento das sementes, as plantas 2x apresentaram médias de 3,7 mm e 5,68 mm,
respectivamente. Ja plantas triploides apresentaram sementes com comprimento médio
de 3,38 mm e média de largura de 5,39 mm (Fig. 3c-d). Para espessura média das
sementes, as plantas 2x apresentaram média de 2,2 mm e as plantas 3x, 2,02 mm (Fig.
3e).

3.3. Germinagao in vitro de sementes do cruzamento de plantas triploides

A avaliacdo das 300 sementes por citétipo foi encontrada a frequéncia média
de 1,33% de sementes ocas com auséncia dos endospermas e do embrido zigético para
citétipo 2x e 33,33% de frequéncia média para o citétipo 3x (Fig. 4a). Para o
parametro malformacédo, foram encontradas frequéncia de 0,33% para citotipo 2x e
frequéncia de 30% para citétipo 3x (Fig. 4b). A maior frequéncia média de sementes

completas foi de 98,33% para o citotipo 2x e 36,66% para o citétipo 3x (Fig. 4c).
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indicam o erro padrdo. Os asteriscos referem-se a diferencas estatisticas entre os cit6tipos
dentro de cada parametro de acordo com o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Sementes das plantas diploides cultivadas in vitro obteve um percentual de
germinacdo de 80%, e as sementes dos cruzamentos entre as plantas triploides foi de
53,3%, conforme observado na Fig. 5a. As plantulas diploides apresentaram
comprimento médio de 61,61 mm, ja as plantulas triploides o namero médio foi de
34,96 mm de comprimento (Fig. 5b). O maior nimero médio de folhas foi observado
em plantulas do citétipo diploides com 3,06 folhas, a progénie do citotipo dos
triploides apresentou média de 1,56 (Fig. 5¢).

Na avaliacdo do indice de velocidade de germinacéo, as sementes do citotipo
diploides apresentaram valor superior de 9,9 e a progénie das plantas triploides
apresentaram IVG de 6,72 (Fig. 5d). Ao final do vigésimo primeiro dia de avalia¢do
do IVG, foi observado baixa uniformidade na germinacédo das sementes do cruzamento

de plantas triploides, evidenciando diferenca significativa entre os citétipos (Fig. 5e-f).
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Figura 5. Germinagdo in vitro de sementes diploide e sementes oriundas entre o0s
cruzamentos entre plantas triploides de P. cincinnata. a — Percentual de germinagdo in vitro a
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Plantulas provenientes de sementes 2x de P. cincinnata. Bar. 130 mm. f — Plantulas
resultantes do cruzamento entre plantas triploides de P. cincinnata. Bar. 130 mm. As barras
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de erro indicam o erro padrdo. Os asteriscos referem-se a diferencas estatisticas entre 0s
citotipos dentro de cada parametro de acordo com o teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

3.4. Citometria de fluxo e citogenética

Plantas diploides de P. cincinnata apresentaram a estimativa de DNA nuclear
de 3,29 pg com coeficiente de variacdo de 4,56% e o DNA nuclear e das plantas
triploides foi de 4,95 pg e 3,55% coeficiente de variacdo (Fig. 6a). Plantulas obtidas do
cruzamento entre triploides apresentaram conteudo nuclear de 3,37 pg e coeficiente de
variacdo de 2,84% (Fig. 6b). A confirmacgdo do nimero cromossémico dos citotipos 2x
e 3x foi realizada por meio da contagem do nidmero cromossémico de 2n = 2x = 18 e
2n = 3x = 27, respectivamente (Fig. 6¢-d). A progénie do cruzamento envolvendo

plantas triploides, apresentou 2n = 19 cromossomos (2n + 1) (Fig. 6e-f).
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Figura 2. Estimativa do conteudo de DNA nuclear através das analises de citometria de fluxo
em cit6tipos diploide, triploide e aneuploide de P. cincinnata. a - Histograma que comparam o
DNA nuclear da plantula diploide (2x) e da planta regenerada do endosperma (3x). b -
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Histograma que comparam o DNA nuclear das plantas aneupldides e planta padrdo de P.
sativum. ¢ — NUmero cromossdmico de plantas diploide 2n = 18. Bar. 5 pm. d - Numero
cromossdmico de plantas triploides 3n = 27. Bar. 5 um. e — Ndmero cromossémico de plantas
aneuploides 2n = 19. Bar. 5 pm. f — Plantula aneuploide aclimatizada em casa de vegetagao.
Bar. 125 mm.

3.5. Caracterizacdo estomatica

Verificou-se diferencas entre os valores de densidade estomatica,
comprimento e area estomatica, entre os citétipos diploides, triploides e aneuploides
(Fig. 7a-b-c). A maior densidade estomatica foi observada para plantas diploides com
média de 42,9 estbmatos por mm?, seguida de plantas triploides com média de 29,6
estbmatos e aneuploides com 18,4 estobmatos (Fig. 7d). As plantas diploides e
triploides apresentaram média de 0,21 e 0,23 um para comprimento estomatico, e as
plantas aneuploides média de 0,29 um, diferindo estatisticamente das plantas diploides
e triploides (Fig. 7e). Para a largura estomatica ndo houve diferencas significativas
entre as amostras 3x com média de 0,17 um e aneuploides com 0,167 pum, as plantas
2Xx teve a menor média de 0,155 um (Fig. 7f). Os aneuploides apresentaram a maior
média de 0,03 um para area estomatica, diferindo do 2x e 3x que apresentaram média
de 0,02 um (Fig. 79).

Diferencas entre os valores de densidade de células ordinarias, largura e area
foram encontradas entre os citétipos analisados. Em relacdo a densidade de células
ordinérias presentes na epiderme, verificou-se que plantas triploides apresentaram a
menor densidade com 70,7 células por mm?, seqguido dos aneuploides com média de
81,1 células ordinarias e maior densidade foi de 114 células por mm? em plantas
diploides (Fig. 7h). A maior média para o comprimento de células ordinarias foi de
0,55 um em plantas aneuploides e a menor em plantas diploides com média de 0,48
um, plantas triploides teve média de 0,50 um (Fig. 7i).

Comparando a largura das células ordinarias, a menor média foi de 0,26 pum
para plantas diploides e aneuploides, sendo a maior média de 0,38 um em plantas

triploides (Fig. 7j). Em relacdo a area de células ordinarias verificou-se que a maior
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média foi 0,16 um amostrada em plantas aneuploides, seguido das plantas triploides
com &rea de 0,13 pum e diploides com area de 0,07 um (Fig. 7k).
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Figura 7. Caracterizagdo da epiderme das plantas diploides, triploides da via embriogénica e
aneuploides, cultivadas em casa de vegetacdo. a — Epiderme da folha diploide (2x), controle. b
— Epiderme da folha triploide (3x). ¢ — Epiderme da folha aneuploide. Bars. 100 pm. d —
Densidade estomética (mm?). e — Comprimento dos estomatos (um). f — Largura dos
estomatos (um). g — Area estomatica (um?). h — Densidade de células ordinarias (mm?). i —
Comprimento das células ordinarias (um) da epiderme. j — Largura das células ordinarias
(um). k — Area de células ordinarias (um) da epiderme. As barras de erro indicam o erro
padrdo. Médias seguidas por letras distintas dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.



4. DISCUSSAO

Em geral, as plantas triploides apresentam distdrbios meioticos,
comprometendo a viabilidade dos gametas, ocasionando a reducdo da fertilidade,
esterilidade completa ou parcial das sementes e abortamento dos frutos (Grosser et al.,
2014; Sattler et al., 2015; Wang et al., 2016), produzindo numero muito reduzido ou
auséncia de sementes (Aleza et al., 2010).

Em plantas triploides de P. cincinnata a producdo de frutos e sementes ocorre
quando polinizadas, e o baixo indice de frutos e sementes produzidos pelas plantas
triploides quando comparados com cruzamentos diploides, pode ser devido a baixa
fertilidade dos acessos triploides, uma vez que a homologia das cromatides induz a
formacdo de trivalentes, bivalentes e univalentes durante a meiose (Svacina et al.,
2020). A formacdo de gametas ndo balanceados ja foram observadas em outros
poliploides (Jauhar, 1970; Mohr, 1986; Cheng et al., 2005), justificando assim o
declinio na fertilidade dos triploides (Otto; Whintoon, 2000). A disfuncdo da meiose
em plantas triploides acarreta a irregularidades durante a meiose como pontes,
cromossomos retardatarios e quebras cromossémicas, o que dificulta a reproducédo
sexual dessas plantas (Cuenca, 2010; Wang et al., 2016). Em melancia triploide,
irregularidades na meiose origina sementes invidveis resultando em melancia sem
semente verdadeira, apenas com a presenca de sementes vestigiais (Cheng et al., 2005;
Sumarji e Suparno et al., 2017).

Outro fator que limita a capacidade reprodutiva da espécie P. cincinnata é a
autoincompatibilidade que bloqueia bioguimicamente a formacao do tubo polinico de
graos de polen oriundos da mesma flor ou de flores do mesmo individuo (Aular et al.
2004). Assim, o sistema de autoincompatibilidade do maracujazeiro impede a
formacéo de frutos e sementes (Bruckner et al., 2005). A fertilizacdo vai depender da
presenca de diferentes gendtipos, entretanto, ha registro de formacdo de frutos em
testes de autopolinizacdo para P. cincinnata que obteve taxa de 7,6%, quando
comparado com 63,2% da polinizacao cruzada (Aular et al. 2004; Costa et al., 2008).

Em poliploides de espécies ornamentais a baixa fertilidade ndo implica em

desvantagem, pois o desenvolvimento do fruto reduz o periodo de floracdo o que
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diminui o valor ornamental (Schifino-Wittman e Dall’Agnol 2003; Manzzor et al.,
2019). No género Passiflora, a produgéo de plantas triploides para fins ornamentais
mostra-se viavel, pois possuem Orgaos vegetativos e reprodutivos com maiores
dimensBes como observado em P. cincinnata (Machado, 2020) e P. foetida (Mikovski
et al., 2021), aumentando significativamente a diversidade fenotipica dos
maracujazeiros, 0 que agrega maior interesse para o uso como planta ornamental.

As sementes produzidas pelas plantas triploides de P. cincinnata podem ser
diferenciadas das sementes diploides com base no comprimento, largura, espessura e
peso, pois sdo sementes menores, ocas € com malformagbes. Essas diferencas no
tamanho e peso das sementes triploides estdo relacionadas como um menor
desenvolvimento do endosperma ou devido a finalizacdo mais precoce do seu
desenvolvimento (Esen e Soost, 1975). Segundo Kaiser et al. (2016) a variagédo no
tamanho das sementes € uma caracteristica que apresenta plasticidade, devido as
variacBes ambientais no amadurecimento, fatores genéticos, taxa de polinizacdo,
disponibilidade de nutrientes, agua e luz.

O endosperma constitui um tecido de reserva, encontrado nas angiospermas
com a fungdo de suprir o embrido durante o desenvolvimento até que a plantula se
torne autotrdfica, o sucesso da germinacdo depende da formacdo e desenvolvimento
adequado do endosperma (An et al., 2020). No entanto, sementes triploides de P.
cincinnata apresentavam a degradacdo do endosperma e de embrides, tornando-se
completamente inviaveis, enquanto outras se desenvolvem de maneira relativamente
normal no inicio, mas depois exibem deterioracéo fisioldgica durante a germinacéo in
vitro.

A perda do vigor da semente implica na capacidade da semente em produzir
plantulas normais, essa perda no potencial fisiolégico da semente é acarretado pelas
alteracbes fisicas, fisiologicas e bioquimicas que ocorrem durante 0 seu
desenvolvimento (Krzyzanowski e Neto, 2001; Peske et al., 2003). O baixo vigor nas
sementes triploides de P. cincinnata infere no potencial fisiolégico, como na
velocidade de germinacdo, crescimento e desenvolvimento da pléntula. Por meio do
indice de velocidade de germinacéo (IVVG), verificou-se que o vigor das sementes foi

responsavel pela baixa porcentagem de germinacdo de 53,3% em sementes triploides,
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em comparacdo as sementes diploides com 80%. O baixo vigor da semente pode ser
responsavel pela baixa uniformidade na germinacdo in vitro, crescimento e
desenvolvimento das plantulas.

Em razdo a baixa fertilidade dos acessos triploides, as plantas triploides
tendem a produzir gametas aneuploides (Otto e Whintoon, 2000). Plantas aneuploides
foram obtidas do cruzamento entre triploides de P. cincinnata, com contetdo nuclear
de 3,37 pg e numero cromossémico de 2n + 1 = 19. O ganho e a perda de
cromossomos afetam caracteristicas morfofisiologicas (Sheltzer e Amon, 2011;
Birchler, 2013; Singh, 2020), esse desequilibrio na dosagem de genes expressam
alteracdes fenotipicas como o retardo do desenvolvimento vegetativo, baixo vigor e
uniformidade na germinacdo e morte na fase juvenil da planta, como observados na
progénie das plantas triploides de P. cincinnata. Hibridos do cruzamento de P.
sublanceolata (2n = 22) x P. foetida (2n = 22) exibiram aneuploidia (2n = 22 - 2)
provavelmente devido supressdo da fungdo do centrdmero e assincronia das fases do
ciclo celular (Santos et al., 2012).

A expressdo génica em plantas aneuploides é afetada pelo desequilibrio da
dosagem génica (Zhu et al., 2015; Zeng et al., 2020). As alteracBes nos padrdes de
expressdo génica em aneuploides estdo correlacionadas a pequenas alteracfes em
genes localizados em regiGes cromossomicas duplicadas, no qual apresentam aumento
de 1,5 vezes na da dosagem génica, levando a diferencas qualitativas e quantitativas
nos padrdes de expressdo génica (Makarevitch e Harris, 2009; Zhu et al., 2015). Essas
interacbes génicas complexas causam grandes alteracdes no funcionamento da rede
génica, implicando em mudancas quantitativas na expressdo de genes de caracteres
morfoldgicos, anatdmicas, citologicas e fisioldgicas (Birchler, 2013; Singh, 2017
Singh, 2020). A identificacdo de regiGes génicas a um cromossomo especifico
associados a caracteres morfoldgicos e quantitativos através de individuos
aneuploides, permitem a identificacdo de genes responsaveis por caracteristicas
agrondmicas importantes para o melhoramento genético de plantas (Birchler, 2013;
Singh, 2017; Singh, 2020).

As analises estomaticas de P. cincinnata revelaram que as plantas aneuploides

apresentaram menor frequéncia estomatica de 18,2 estbmatos, seguido de plantas 3x
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(29,6) e plantas 2x (42,9). Os estdmatos dessas plantas sdo aparentemente maiores em
relacdo as plantas 2x e 3x, no entanto, para as celulas ordinarias da epiderme, plantas
triploides apresentaram menor densidade de 70,7 células por mm?, seguido dos
aneuploides (81,1) e diploides (114). Essas variacGes na densidade estomatica em
poliploides de Passiflora também foram encontradas em P. edulis (Antoniazzi et al.,
2018), P. cincinnata (Silva et al., 2020) e P. foetida (Mikovski et al., 2021). Embora as
plantas triploides de P. cincinnata possuirem performance inferior as plantas diploides
na producdo de sementes e no desenvolvimento no cultivo in vitro das sementes, as
plantas 3x compensam no aumento de metabdlitos secundarios como observado no
volume e na concentracao de agUcares do néctar.

Plantas aneuploides serve como importante instrumento na identificacdo de
genes e regides cromossdmicas responsaveis a caracteres agronémicos de grande valor

a serem incorporados nos programas de melhoramento genético de P. cincinnata.
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Capitulo 11

Endoduplicacdo sintética de plantas triploides derivadas de endosperma como
meio de gerar hexaploide de Passiflora cincinnata Masters

1. INTRODUCAO

A poliploidia ¢ a existéncia de trés ou mais conjuntos cromossémicos no nucleo
celular, podendo ocorrer em células de um tecido especifico ou em organismo
(Schifino-Wittmann e Agnol 2001; Hegarty et al., 2013; Osborn, 2013; Storme e
Mason, 2014; Wendel et al. 2016; Rangan et al., 2020; lannicelli et al., 2020). Plantas
poliploides podem surgir eventualmente em populacdes naturais (Soltis e Burleigh,
2009; Van de Peer et al., 2021) por métodos assistidos através da hibridacdo sexual
seguido de duplicagcdo gendmica (Otto 2007; Aleza et al., 2009), fuséo de protoplasto
(Grosser e Gmitter, 2011) ou a partir da cultura in vitro de tecidos vegetais (Thomas e
Chaturvedi 2008; Wang et al., 2016, Antoniazzi et al., 2018; Silva et al., 2020;
Mikovski et al., 2021).

A poliploidizagdo natural pode ocorrer por meio da fusdo de gametas néo
reduzidos (2n) originados pelo processo meidtico anormal. Falhas durante o
pareamento e a segregacdo cromossdmica impedem a reducdo do ndmero
cromossémico, formando gametas com ndmero cromossémico somatico. A posterior
fusdo desses gametas originam os poliploides (Ramsey e Schemske, 1998; Schifino-
Wittmann e Agnol 2001; Acquaah, 2007).

Os efeitos da duplicacdo completa do genoma podem causar mudancas
geneticas e epigenéticas significativas o que leva ha possiveis alteragdes fenologicas,
fenotipicas e fisioldgicas dos genotipos poliploides, em relacdo aos seus respectivos
diploides e, em geral, aumentam a sua complexidade bioldgica (Yang et al. 2011; Van
de Peer et al., 2017). Os mecanismos que contribuem pelos quais a poliploidia
expressa novos caracteres nao sao bem compreendidos. No entanto, podem permitir
que os poliploides se adaptem a novos nichos ou aumentem suas chances de serem

selecionados para uso na agricultura (Wittmann e Agnol 2001; Osborn et al., 2003). A
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proeminéncia da poliploidia em plantas implica em algum significado adaptativo a
partir de mudancas nas caracteristicas do feno6tipo como reducdo do tamanho das
arvores, aumento da biomassa de érgdos vegetativos, maior concentracdo do teor de
metabdlitos primarios e secundarios, maior tolerancia ou resisténcia a tensdes abioticas
e bidticas (Ruiz et al., 2020), aumento da heterose, redundancia genética, apomixia,
robustez mutacional e plasticidade fenotipica (Comai, 2005; Sattler et al., 2015;
Touchel et al., 2020), producdo hormonal e melhor sistemas antioxidantes (Santa et al.,
2018). Aumento de atributos reprodutivos com flores maiores, intensidade na cor,
tempo de florescimento, fragrancia e periodo pds-colheita (Ligin et al., 2019; Vichiato
etal., 2019).

A manipulacdo do nivel de ploidia in vitro em plantas é comumente induzida
de forma mais rapida e confiavel com o uso de agentes antimitoticos como colchicina,
oryzalina, trifluralina, pronamida e amiprofosme (APM) (Germana, 2012; Esmaeili et
al., 2020; Touchell et al., 2020). Dos agentes antimitdticos, a colchicina se destaca
como o mais amplamente utilizado na duplicacdo do genoma em plantas (Blakeslee e
Avery, 1937; Dolezel et al., 1994; Glowacka et al., 2009).

A colchicina interfere nas func@es do citoesqueleto celular através da inibicéo
da polimerizacdo dos dimeros a e B-tubulina dos microttbulos, causando mudanca
conformacional na polimerizacdo do fuso mitotico e meiodtico (Quesenberry et.al.,
2010; Touchell et al., 2020), impedindo a segregacdo dos cromossomos e resultando
na duplicando do ndmero cromossémico (Ade e Rai, 2010; Manzzor et al., 2019). O
aumento do nimero de copias de genes causa o efeito “giga”, que acarreta alteraces,
bioquimicas, funcionais, estruturais e fenotipicas, correlacionadas pelo aumento de
contetdo de DNA e aumento da dosagem génica (Wu et al., 2010; Sattler et al., 2016;
Salma et al., 2017). A inducéo da duplicacdo do genoma requer um emparelhamento
sinérgico de penetracdo eficiente do agente antimitotico, sendo dependente do tempo
de exposicdo, concentracfes dos agentes, tipos de tecidos, interagdes com o meio de
cultura e reguladores de crescimento vegetal (Dolezel et al., 1994; Eeckhaut et al.,
2002; Eng e Ho 2019; Esmaeili et al., 2020; Touchell et al., 2020; Niazian e Nalouse,
2020).
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Em maracujazeiros, a obtencéo de plantas poliploides tem sido descrita a partir
do cultivo in vitro de endosperma, tecido naturalmente triploide, sendo obtido para as
espécies P. edulis (Antoniazzi et al., 2018), P. cincinnata (Silva et al., 2020) e em P.
foetida (Mohamed et al., 1996; Mikovski et al., 2021). Todos esses sistemas foram
obtidos a partir da inducdo de gemas adventicias. Atualmente um sistema de
regeneracdo, via embriogénese somatica, foi estabelecimento para a obtencdo de
plantas triploides de P. cincinnata (2n = 3x = 27) Machado (2020). Sistemas de
regeneracdo in vitro fornecem ferramentas para manipular a ploidia e facilitar a
expansdo da reproducdo afim de disponibilizar novas cultivares em plantas (Touchell
et al., 2020; Catalano et al., 2021; Zhang et al., 2020). Esses sistemas estabelecidos
para Passiflora cincinnata surgem como possibilidade de utilizacdo de triploides de
Passiflora cincinnata como fonte de explante para endoduplicacdo sintética do
genoma, a fim de plantas com niveis adicionais de ploidia.

Os efeitos morfofisiologicos causados pela poliploidia tornam os poliploides
mais vigorosos em relacdo aos diploides, devido ao maior vigor vegetativo e
reprodutivo, 0 que 0s tornam mais produtivos. O objetivo do trabalho foi induzir
hexaploides de brotacBes adventicias e embrides somaticos regenerados a partir do
tecido endospérmico de Passiflora cincinnata, visando uma possivel aplicacdo futura

em programas de melhoramento para a especie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Sementes de P. cincinnata obtidas por polinizacdo aberta foram coletadas e
extraidas manualmente e lavadas, sendo friccionadas em peneira até a eliminacdo do
arilo. Em seguida foram colocadas sobre papel, a sombra em temperatura ambiente por
um periodo de sete dias para secagem.

Posteriormente, o tegumento das sementes foram removidos com auxilio de
mini morsa. Sob condig¢Ges assépticas em camara de fluxo laminar, as sementes foram
desinfestadas e imersas em 70% (v/v) alcool por 3 minutos, seguido pela imersao em

2,5% (v/v) de hipoclorito de sédio a durante 30 minutos e com o acréscimo de 3 gotas
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de Tween-20° e, submetidas a quatro enxagues consecutivos em agua destilada e
autoclavada. As sementes foram mantidas em overninght em agua destilada e
autoclavada para facilitar a remogdo dos endospermas. Os embrifes zigoticos foram
retirados e os endospermas isolados.

Para a producéo de brota¢des adventicias os endospermas foram cultivados em
placas de Petri de poliestireno 90 x 15 mm contendo 30 mL do meio, composto por
sais basicos de MS (Calsson Labs, Smithfield, UT, USA) (Murashige e Skoog, 1962),
0,01% (p v) mio inositol, 3% (p v) sacarose e 0,8% de agar (p v) (Acumedia®; Neogen,
Lansing, MI, USA) como agentes gelificantes e com a adigdo de 2,0 mg L BA,
conforme protocolo descrito por Silva et al. (2020), com fotoperiodo de 16 horas e 36
umol m2st de irradiancia (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Barueri, Brasil), 25 * 2
°C por 30 dias.

Para a obtencdo de embriGes somaticos os endospermas foram cultivados no
meio de MS, como anteriormente descrito na presenca de 3,0mg L*2,4-D+1,0mg L
! de BA (Machado, 2020). Os endospermas cultivados para inducdo da embriogénese
somatica foram mantidos na auséncia de irradidncia. O pH para o cultivo dos
endospermas foi ajustado em 5,7+ 0,1 e o meio de cultura autoclavado durante 15
minutos a 121 °C a uma pressdo de 1,1 atm. As culturas foram mantidas em sala de
cultivo durante 30 dias e 25 + 2 °C. Massas proembriogénicas com 30 dias de cultivo
in vitro foram transferidas para placas de Petri contendo meio basal de MS, como
descrito anteriormente, sem adi¢do de reguladores por 45 dias. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento, nas mesmas condi¢cbes ambientais descritas

anteriormente.

2.2. Inducéo de poliploides in vitro

Solucéo estoque de colchicina foi na concentracdo del0%, sendo preparada
dissolvendo 3 g da colchicina INLAB® em 30 mL de dgua destilada esterilizada em
condicdes assépticas, em seguida filtroesterilizada em unidade filtrante operada com

seringa de 0,45 pm da Millex™ e armazenada em geladeira.
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Na inducdo de hexaploides com o uso de brotacbes adventicias de
aproximadamente 5mm e com 45 dias de cultivo in vitro, e embriGes soméaticos em
estagio cotiledonar, foram isolados e inoculados em placa de Petri de 60 x 15 mm
contendo 30 mL do meio semi-solido basal de MS, nas concentragdes de 0,01%;
0,02%; 0,05%; 0,1%; 0,2% e 0,5 %, do agente indutor da duplicacdo do genoma nos
tempos 72, 144 e 216 horas de exposicao.

As placas foram vedadas com filme PVC e as culturas mantidas em sala de
cultivo. As culturas ap6s o tempo de exposi¢cdo a colchicina foram transferidas para
meio de MS na concentracdo total dos basicos, cultivados em frascos de cultura e

mantidas sob irradiancia por 60 dias.

2.3. Aclimatizacéo de plantas regeneradas

As brotacbes adventicias em todos os tratamentos na presenca das
concentragOes de colchinha senesceram, assim, plantas completas convertidas da via
embriogénica com cerca de 10 cm de altura foram retiradas dos frascos de cultivo e
lavadas em &gua corrente, para a remoc¢ado do excesso de meio de cultura. Em seguida,
as plantulas foram acondicionadas em copos plasticos (15 cm x 9 cm) contendo
substrato Plantmax® umedecido com solucdo de MS e envolvidos por um saco plastico
transparente (10 cm x 20 cm). Os copos foram cobertos com sacos plasticos
transparentes, e mantidos sob fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de 26 + 2 °C
por + 20 dias. Apds 5 dias pequenos orificios foram feitos no saco plastico e mantidos
em sala de cultivo por mais 5 dias, posteriormente foram levadas para casa de

vegetacao.

2.4. Estimativa do contetudo de DNA

Para a confirmacdo dos niveis de ploidia das plantas regeneradas, o conteudo
de DNA foi estimado. Como controle, foram usadas trés amostras de plantas triploides
germinadas in vitro pela via seminifera e 160 plantas de P. cincinnata expostas na

presenca das concentracdes de colchicina.
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As suspens@es de nucleos foram obtidas através de seccBes de folhas jovens
com o uso de uma lamina de aco descartdvel em tampao de isolamento WPB (Loureiro
et al., 2007). A suspenséo foi aspirada por meio de duas camadas de gaze, com uma
pipeta de plastico e filtrada em membrana de Nylon com malha de 50 pum para a
remocao de fragmentos de células e restos de tecidos, sendo em seguida adicionado 25
uL de iodeto de propidio 1 mg mL e 5 uL. de RNase 1 mg mL para corar o DNA.

Apds 30 minutos em ambiente protegido de luz, as amostras foram analisadas
no citbmetro de fluxo. Foi realizada trés repeticdes e, pelo menos, 10.000 nucleos
foram analisados para a quantificagdo da emissdo da fluorescéncia com o uso do
citometro de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, EUA). O padréo interno
utilizado para calcular o C-value das amostras foi Pisum sativum (2C = 9,09 pg).
Entretanto, individuos diploides de P. cincinnata com contetdo de DNA 2C = 2,29 pg
também foram utilizados como referéncia para as analises. Os histogramas foram
gerados e analisados pelo programa CytExpert 2.0.1 e o contetdo de DNA (pg)

calculado de acordo Dolezel e Bartos (2005):

Contetido 2C de DNA (em pg):

Média do pico G1 de P. cincinnata x 9,09

Média do pico G1 de P. sativum

2.5. Numero cromossdmico das plantas poliploides

Para a confiabilidade do sistema de poliploidizacdo das plantas obtidas,
analises cromossdmicas foram realizadas utilizando-se de trés plantulas germinadas a
partir de sementes (controle), trés plantulas triploides regeneradas do cultivo in vitro
dos endospermas de P. cincinnata pela via embriogénica e trés plantas hexaploides
confirmadas atraves das analises de citometria de fluxo.

Apices radiculares de aproximadamente 1,5 cm foram coletadas e tratados
com 0,003 M 8 hidroxiquinolina (Sigma, EUA) por 8 horas a 4 °C, e posteriormente

fixados em solucdo de Carnoy (3:1 etanol: acido acético glacial) e armazenadas em
83



refrigerador por 24 horas. A remocdo da parede celular ocorreu a partir da solugéo
enzimatica Pectinase (Sigma) e Celulase (Serva-Onozuka R-10) a 20% e 2%, por cerca
de 4 horas a 37 °C. As laminas foram confeccionadas a partir da técnica de dissociacao

celular com secagem ao ar (Carvalho e Saraiva, 1993; 1997).

2.6. Analises estomatica

As plantas analisadas foram as produzidas pela via seminifera (2x), triploides
oriundas de regeneracdo de endosperma (3x), folhas das plantas hexaploides (6x) e
plantas mixoploides. O decalque foliar foi realizado no terco médio na parte abaxial
proximo a nervura central da folha, para a retirada da epiderme utilizou-se de adesivo
instantaneo a base de etila (Three Bond Brasil Ind. Com. Ltda, Brasil) para fixacado das
impressGes epidérmicas em lamina. As varidveis analisadas foram densidade
estomatica (mmz2), area estomatica, comprimento e largura estomatica, densidade de
células ordinarias, area de células ordinéarias, largura e comprimento das células
ordinarias. Na avaliacdo de densidade estomatica e células ordinarias foram utilizadas
3 folhas, efetuando-se 5 observacGes por ploidia, um total de 15 observacgoes,
conduzidas em microscépio de luz (Biobal) acoplado ao sistema de cAmera U-photo
com ocular de 10x e um computador rodando o software TSView 73.1.7.

A medicdo do comprimento e largura dos estdmatos e células ordinarias foram
realizadas em um microscépio de luz (Biobal) acoplado ao sistema de camera U-photo
com uma ocular de 40x, 4 folhas foram utilizadas e 5 medicdes realizadas, num total

de 20 medicBes por nivel de ploidia, usando o software TSView 73.1.7.

2.7. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticOes, sendo que cada repeticdo foi composta por dez explantes endospérmicos.
Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (6 x 3) sendo o primeiro fator
seis concentragbes de colchicina (0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,1%, 0,2% e 0,5%) e o
segundo fator trés tempos de exposicdo ao agente antimitotico (72, 144 e 216 horas).
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Foram avaliadas o numero de plantas obtidas, nimero de plantas triploides néo
poliploidizadas, nimero de plantas hexaploides e nimero de plantas mixoploides.
Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F a 1 e 5%
significancia de probabilidade, utilizando o programa computacional ‘GENES’ (Cruz,
2006). Os resultados significativos foram submetidos ao teste de Tukey a 5%
significancia de probabilidade, utilizando o programa computacional ‘GENES’ (Cruz,
2006).

Os parametros estomaticos e de células ordinarias foram submetidos a analise
de variancia e diferencas entre as médias comparados pelo teste de Tukey a 5%
significancia de probabilidade, utilizando o programa computacional ‘GENES’ (Cruz,

2006).

3. RESULTADOS

3.1. Inducdo de poliploides em embrides somaticos de P. cincinnata

A inducdo de poliploidia foi obtida a partir de embrides somaéticos de P.
cincinnata. Endospermas de P. cincinnata cultivados em meio suplementado com o
2,0 mg L de BA (Fig. 1a), primeiramente estruturas nodulares aos 10 dias de cultivo
in vitro foram observadas e aos 15 dias primérdios de brotacbes adventicias
desenvolveram-se (Fig. 1b). Aos 30 dias de cultivo in vitro, multibrotacdes adventicias
foram observadas (Fig. 1c). As brotagdes isoladas (Fig. 1d) e cultivadas em meio de
inducdo da duplicacdo na presenca das concentracGes colchicina ap6s 15 dias de
cultivo in vitro em todos os tratamentos senesceram.

Aos 15 dias de cultivo in vitro dos endospermas de P. cincinnata cultivados na
presenca de 3,0 mg L 2,4-D + 1,0 mg L™ de BA ja se observou a producdo de massa
proembriogénica (Fig. 1e). Aos 30 dias de cultivo in vitro embriées somaticos foram
produzidos (Fig. 1f). Os embrides somaticos em estagio cotiledonar cultivados em
todos os tratamentos e tempo de exposi¢do a colchicina sobreviveram (Fig. 19).
Plantulas com 30 dias de cultivo in vitro de aproximadamente 10 cm foram

aclimatizadas em condicGes de casa de vegetacgdo (Fig. 1h-i-j).
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Embriogénese somatica

Figura 1. Sistema de inducdo de poliploides in vitro a partir de gemas adventicias e
embrides somaticos de P. cincinnata. a — Organogénese de novo. Bar. 20 um. b -
Formacdo de primoérdios das brotacdes adventicias aos 15 dias de cultivo in vitro. Bar.
20 um. ¢ - Multibrota¢6es adventicias com 30 dias de cultivo in vitro de endosperma.
Bar. 25 um. d — Gemas adventicias de P. cincinnata inoculados em meio MS +
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colchicina. Bar. 65 mm. e - Producdo de massas proembriogénica com 15 dias de
cultivo in vitro de endosperma. Bar. 20 um. f — Producdo de embriées somaticos com
30 dias de cultivo in vitro de endosperma. Bar. 25 um. g - Embrides somaticos de P.
cincinnata inoculados em meio MS + colchicina. Bar. 65 mm. h — Plantulas com 30
dias de cultivo in vitro em meio MS. Bar. 135 mm. i.j - Processo de aclimatizacdo das
plantulas apds tratamentos com colchicina. Bar. 100 mm e 120 mm.

A estimativa do conteudo de DNA nuclear confirmou os niveis de ploidia e a
efetividade da colchicina na duplicacdo de genoma em embriGes somaticos de P.
cincinnata. Plantas com nivel de ploidia 2x de origem seminifera apresentaram
contetdo de DNA nuclear 2C = 3,29 pg com coeficiente de variacdo (CV) de 4,56%,
enguanto as plantas convertidas via embriogénese somatica o0 DNA nuclear foi de 2C
= 4,95 pg e 3,55% o coeficiente de variacdo, conforme o histograma observado na Fig.
2a. Plantas hexaploides (6x) apresentaram o conteido 2C de DNA nuclear préximo a
9,00 pg com o coeficiente de variacdo de 3% (Fig. 2b). Algumas plantas apresentaram
duas ploidias no tecido foliar, mixoploides, com valores equivalentes a células
triploides e hexaploides, neste caso, o coeficiente de variacdo foi de aproximadamente
3,47% (Fig. 2c). Entretanto, as plantas mixoploides foram submetidas a uma nova
andlise do contetdo de DNA, a fim de se verificar a permanéncia da mixoploidia. Os
resultados revelaram que ap6s 30 dias da primeira analise os individuos reverteram ao
estagio inicial, apresentando apenas células triploides com contetdo 2C de DNA =
4,49 pg e coeficiente de variacao de 3,47%.

Plantas diploides apresentaram nimero cromossdémico de 2n = 2x = 18 (Fig.
2d) e plantas triploides regeneradas a partir do tecido endospérmico pela via
embriogénica apresentaram ndmero cromossémico de 2n = 3x = 27 (Fig. 2e). As
plantas hexaploides apresentaram 54 cromossomos (2n = 6x = 54), exatamente o dobro
do observado nas plantas triploides (Fig. 2f).

Ao final do experimento, obtivemos 30 plantas hexaploides que corresponde a
18,75%. Por outro lado, 73,75% das plantas tratadas ndo tiveram seu genoma
duplicado, permanecendo triploides. A frequéncia das plantulas que duplicaram

parcialmente o seu genoma, os mixoploides, foi de 7,5%.
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Figura 2. Estimativa do conteido de DNA nuclear através das analises de citometria de fluxo
e nimero cromossdémico das plantas diploide, triploide, hexaploide e (mixoploide) de P.
cincinnata. a-c — Histogramas comparando o conteddo de DNA nuclear dos citétipos
estudados. Note a tabela que acompanha os histogramas. d-f — NUmero de cromossomos
derivado de plantas obtidas pela via seminifera (2n = 2x = 18) (d) Plantas regeneradas in vitro
a partir do endosperma (2n = 3x = 27) (e) Plantas hexaploides obtidas apds exposicdo dos
embrides somaticos a colchicina em P. cincinnata (2n = 6x = 54) (f). Bars. 10 um. g -
Plantas diploide (2x), triploide (3x), mixoploide e hexaploide (6x) cultivadas em casa de
vegetacdo. Bar. 130 mm.

O teste F ndo detectou diferencas significativas para o fator tempo de

exposicao dos explantes a colchicina. No entanto, fator concentragc6es de colchicina foi

significativo para o nimero de plantas obtidas. O numero de plantas triploides

88



apresentou diferencas entre si, no entanto, quando se verifica para numero de plantas
hexaploides obtidas diferencas ndo foram detectadas.

Em relacdo ao ndimero de plantas obtidas, a maior frequéncia média foi de
12,66 plantas ocorrendo no tratamento 0,5% de colchicina, seguido dos tratamentos
nas concentragdes de 0,02% com 11,66 plantas e 0,05% com 9,33 plantas, conforme a
Tabela 1 (Fig. 3a). Plantas triploides foram obtidas em todos as concentracfes de
colchicina, sendo a maior frequéncia de 96,07% na concentracdo de 0,02%, e a menor
frequéncia média de 47,61 plantas triploides ndo duplicadas foi na concentracdo 0,1%
de colchicina (Fig. 3b).

A maior frequéncia de plantas hexaploides foi no tratamento de 0,01% com
percentual de 17,90% em tempo de exposicdo de 144 horas, seguido dos tratamentos
nas concentrag6es de 0,1% com 16,66% e 0,5% com 13,33% em tempo de exposicdo
de 72 horas. A menor frequéncia de plantas hexaploides ocorreu no tratamento com
0,02% de colchicina com 1,96% (Fig. 3c). O tratamento com 0,02% de colchicina
apresentou a maior frequéncia de 18,80% de plantas mixoploides obtidas, seguido dos
tratamentos nas concentragfes 0,05% com 11,42% e 0,5% com 6,38%, sendo que na

concentragdo de 0,01% de colchicina houve auséncia de plantas mixoploides (Fig. 3d).
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Tabela 1. Percentual de plantas poliploides e avaliagdo dos niveis de ploidia, por citometria de fluxo em P. cincinnata.

« N° embrides Ne° plantas  N. médio de plantas % plantas poliploides
Concentragdo (%) Tempo (H) somaticos regeFrjleradas regeneraFc)Ias 3x 6x mixoploide
72 40 10 38,80% 4,48% 0%
0,01 144 40 7 7,66 12,93% 17,90% 0%
216 40 25,87% 0% 0%
72 40 26,20% 0% 0%
0,02 144 40 17 11,66 43,67% 1,96% 1,96%
216 40 9 26,20% 0% 0%
72 40 7 17,96% 0% 3,90%
0,05 144 40 6 9,33 14,37% 7,77% 0%
216 40 15 35,92% 7,77% 11,65%
72 40 14 28,60% 16,66% 2,38%
0,1 144 40 4 6 19,01% 0% 0%
216 40 0 0% 0% 0%
72 40 13 38% 12,82% 14,10%
0,2 144 40 3 6 11,19% 0% 4,70%
216 40 2 11,19% 0% 0%
72 40 15 24,40% 13,33% 0
0,5 144 40 8 12,66 18,95% 0% 3,19%
216 40 15 32,50% 4,44% 3,19%
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Figura 3. Frequéncias de plantas poliploides de P. cincinnata obtidas nas concentracdes de
0,01%, 0,02%, 0,05%, 0,1%, 0,2% e 0,5% de colchicina. a — NUmero médio de plantas
obtidas. b — Frequéncia de plantas triploides de P. cincinnata ndo poliploidizadas. ¢ —
Frequéncia de plantas hexaploides de P. cincinnata. d — Frequéncia de plantas mixoploides de
P. cincinnata. As barras de erro indicam o erro padrdo. Médias seguidas por letras distintas,
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade e a dispersdao em torno da média
é representada pelo desvio padréo.

3.2. Caracterizacao estomatica

VariagOes no nivel de ploidia alteraram o tamanho e a frequéncia de estdmatos
e das células ordinédrias em P. cincinnata (Fig. 4a-d). A maior densidade média
estomatica da epiderme foi observada em folhas de plantas 2x foi de 42,9 estbmatos
por mm?, seguida das plantas 3x com 29,6 e mixoploide com 23,7 estdmatos. A menor
densidade média estomatica foi observada em folhas de plantas 6x com 15 estdmatos
por mm? (Fig. 4e).

Em relacdo a largura e comprimento dos estdbmatos as plantas hexaploides
tiveram as maiores médias de 0,17 um e 0,29 um, diferindo significativamente,
enquanto as menores dimensdes foram observadas em plantas 2x (0,14 um - 0,20 pm),

3x (0,16 pum - 0,24 um) e mixoploide (0,15 um - 0,24 um) (Fig. 4f-g). A maior média
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para area estomatica foi observado em plantas 6x com 0,026 pm, diferindo

significativamente das plantas 2x, 3x e mixoploide. As plantas 2x, 3x e mixoploide

tiveram médias de 0,025 a 0,030 um, respectivamente (Fig. 4h).
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Figura 4. Caracterizacdo estomaticas das plantas controle, poliploidizadas e mixoploides. a —
Epiderme da folha diploide (2x), controle. b — Epiderme da folha triploide (3x). ¢ — Epiderme
da folha hexaploide do tratamento 0,1% por 72 horas (6x). D — Epiderme da folha
mixoploide do tratamento 0,2% por 72 horas. Pontos vermelhos representam estruturas
estomaticas e o contorno vermelho células ordinarias. Bars. 100 um. e — Densidade
estomatica (mm?) das plantas 2x, 3x, 6x e mixoploide. f — Comprimento dos estomatos (pm)
das plantas 2x, 3x, 6x e mixoploide. g — Largura dos estdmatos (um) das plantas 2x, 3x, 6X e
mixoploide. h — Area estomatica (mm?) das plantas 2x, 3x, 6x e mixoploide. i — Densidade de
células ordinarias (mm?) das plantas 2x, 3x, 6x e mixoploide. j — Comprimento das células
ordinarias (um) das plantas 2x, 3x, 6x e mixoploide. k — Largura das células ordinarias (pum)
das plantas 2x, 3x, 6x e mixoploide. | — Area de células ordinarias (um) das plantas 2x, 3X, 6x
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e mixoploide. As barras de erro indicam o erro padrdo. Médias seguidas por letras distintas
dentro de cada variavel, diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Para a densidade média de células ordinérias na epiderme, a maior frequéncia
foi observada em plantas 2x com 116,8 células ordinarias por mm?, seguindo das
plantas 3x com 71,9 e mixoploide com 48,7 células ordinarias. Os hexaploides
apresentam a menor frequéncia média de 28,8 células ordinarias por mm? (Fig. 4i).

Foi observado as maiores média em relacdo a largura e comprimento das
células ordinarias em plantas hexaploides, de 0,44 um a 1,08 pm, respectivamente,
diferindo significativamente apenas para o comprimento das células ordinarias,
seguido das plantas 2x (0,29 um - 0,45 pm), 3x (0,38 um - 0,58 um) e mixoploide
(0,42 um - 0,78 um) (Fig. 4j-k). A maior média para a area de células ordinarias foi de
0,37 um em plantas hexaploides, diferindo dos outros niveis de poliploidia, seguido de
0,23 um em plantas mixoploides, 0,15 um em plantas triploides e 0,08 um em plantas
diploides (Fig. 4l).

4. DISCUSSAO

Poliploides podem ocorrer naturalmente, mas também podem ser o resultado
de inducdo artificial, por meio do uso de agentes antimitéticos (Eng e Ho, 2019). A
poliploidizacdo artificial tem se tornado uma estratégia proeminente na producédo
agricola (Eng e Ho, 2019) e, confere a planta plasticidade genotipica aumentando o
nimero de copias do genoma ou na adicdo de diferentes genomas (Linquin et al.,
2019; Ruiz et al., 2020).

A colchicina é um agente mutagénico amplamente utilizado nos programas
voltados para o melhoramento de culturas agricolas, especies florestais e plantas
ornamentais como agente poliploidizante (Esmaeili et al., 2020; Touchell et al., 2020).
A utilizagdo de embrides somaticos 3x de P. cincinnata como fonte de explante na
duplicacdo cromossdmica revelou que a concentracdo baixa de 0,02% interferem na
duplicacdo do genoma. Entretanto, o0 aumento da dosagem para 0,5% da colchicina

também promove a duplicacdo no genoma triploide para hexaploide nos embrides
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somaticos cotiledonares de P. cincinnata. O protocolo de embriogénese somatica de P.
cincinnata foi estabelecido por Silva et al (2009) com o0 uso de embrides zigbticos
maduros, e posteriormente descrito com o uso de anteras (Silva et al., 2021). A
aquisicdo da competéncia embriogénica de P. cincinnata seguem os mesmos padroes
morfogenéticos obtidos por (Paim Pinto et al., 2011; Rocha et al., 2012; Otoni et al.,
2013; Rocha et al., 2020; Silva et al., 2020; Silva et al., 2021). A hexaploidia é pela
primeira vez relatado com o uso de tecido endospérmico na produgdo de embrides
somaticos triploides de P. cincinnata. A espécie é considerada modelo para o género
Passiflora por expressar alta responsividade morfogenética in vitro (Silva et al., 2009;
Rocha et al., 2020) e baixo grau de instabilidade cromossomica (Paim Pinto et al.,
2011).

A hexaploidia natural ocorre em Passiflora misera Kunth. (2n = 6x = 36)
Melo e Guerra (2003), essa varia¢do ocorreu devido a poliploidia e disploidia natural
no processo evolutivo da espécie. Os novos arranjos gendmicos causam extensa
restruturacdo, alterando padrbes de expressdao génica, alteracbes no padrdo de
metilacdo, perdas de sequéncias de DNA, amplificacdo ou reducdo de sequéncias
repetitivas, além da ativacdo de elementos de transposicdo (Hegarty; Hiscock, 2008;
Tayalé; Parisod, 2013; Song e Chen, 2015; lannicelli et al., 2020). Rearranjos de
genoma dos poliploides, variagbes fenotipicas, microestruturais e bioquimicas estdo
ligadas pelas novas interacGes regulatorias relacionadas ao nivel de expressdo do
transcriptoma em plantas (Hieu, 2019), acarretando mudancas nas fung¢6es dos genes e
alternancia da regulacdo génica (Vaughan; Balazs; Heslop-Harrison, 2007).

A determinacdo do contetdo de DNA e do nivel de ploidia de plantas
poliploides é essencial para validar a sistema de poliploidizacdo, pois essas plantas
geralmente exibem alteragcbes gendmicas que podem implicar na fisiologia,
desenvolvimento e adaptacdo das plantas (Touchell et al., 2020; Goluch et al., 2021).
A citometria de fluxo e contagem de cromossomos confirmaram que 18,75% das
plantas poliploidizadas de P. cincinnata eram hexaploides, com 54 cromossomos (2n =
6x = 54), em compara¢do com 27 cromossomos em triploides (2n = 3x = 27) e 18
cromossomos em diploides (2n = 2x = 18). A identificacdo de poliploides regenerados

a partir do cultivo in vitro do endosperma foi relatado por Antoniazzi et al. (2018)
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trabalhando com P. edulis principal espécie comercial, produzindo plantas triploides
com 2n = 3x = 27 cromossomos. Silva et al. (2020) identificaram que plantas
triploides de P. cincinnata regeneradas pela via organogénica sdo geneticamente
estaveis e apresentam 2n = 3x = 27 cromossomos. Machado et al. (2020), relatam que
plantas triploides de P. cincinnata regeneradas a partir da embriogénese somatica
apresentam estabilidade cariotipica com numero cromossémico de 2n = 3x = 27.
Mikovski et al., (2021) verificaram que plantas triploides de P. foetida regeneradas a
partir do tecido endospérmico apresentaram ndmero cromossomico 1,5 vezes maior
que o respectivo diploide com 2n = 3x = 30 cromossomos.

Em decorréncia a0 aumento do genoma, ocorre a variagdo de caracteres
celulares, anatdmicos, bioquimicos e morfoldgicos nas plantas poliploides. Essas
alteracBes ocorrem em resposta as mudancas no nivel de ploidia, variando entre
especies e entre as cultivares (Laere et al.,, 2011; Riddle et al., 2006). A anélise
estomatica possibilita a pré-selecdo de possiveis poliploides, reduzindo o nimero de
individuos a serem submetidos nas futuras analise de citogenética e citometria de fluxo
(Souza e Queirdz, 2004).

Em Arabidopsis thaliana com diferentes niveis de ploidia somética (2x, 4x, 6x
e 8x), Corneillie et al (2019) observaram que plantas poliploides desenvolveram mais
lentamente do que os diploides, e que as plantas tetraploides e hexaploides geraram
rosetas maiores devido ao florescimento tardio, e ao analisar a morfometria das folhas
verificou que as células do pavimento epidérmico tiveram aumento do tamanho celular
e reducdo do numero de células com relacdo ao aumento da ploidia.

Segundo Silva et al. (2020) ao analisar os estdbmatos de triploides de P.
cincinnata, observaram mudancas significativas na frequéncia estomatica de 43,6%,
resultado menor em relacdo ao diploide, no entanto, comparando o comprimento e
largura dos estbmatos as plantas triploides destacaram-se, em relacdo a diploides. Isso
foi evidenciado por Antoniazzi et al. (2018) onde observou menor frequéncia
estomatica em plantas triploides de P. edulis em comparacdo com as plantas diploides.
Mikovski et al. (2021), observaram aumento nas dimensfes dos 0rgaos vegetativos e

reprodutivos de triploides de P. foetida.
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Hexaploides de Crocus sativus L., aumento no tamanho estomatico e
densidade estomatica reduzida foram observados em relagdo ao seu respectivo diploide
(Kashtwarium et al., 2021). Em hexaploides de M. sinensis e M. x giganteus,
Glowacka et al (2010), relatam o aumento no comprimento e largura dos estdmatos,
didmetro do grdo de podlen e comprimento das espiguetas em relacdo aos diploides. A
correlacdo entre densidade estomatica reduzida e o tamanho estomatico maior sugere
que a duplicagdo dos cromossomos pode ndo apenas resultar em redundancia
cromossémica, mas também em alteracdes epigenéticas (Song e Chen, 2015; Marfl et
al., 2018; Hieu, 2019; Van de Peer et al., 2021).

As alteragdes na densidade e no tamanho das estruturas estomaticas em
plantas poliploides influenciam no desenvolvimento e produtividade, pois estdo
relacionadas ao processo de producdo de energia por meio da fotossintese e na taxa de
transpiracdo da agua (L.i et al., 1996; Brodribb; Sussmilch; McAdam, 2020).

A poliploidizacdo de embrides sométicos 3x de P. cincinnata como fonte de
explante na duplicacdo cromossémica, possibilitou o estabelecimento de um sistema
responsivo para a producdo de plantas hexaploides para a espécie, podendo ser
empregado em estudos futuros com a especie triploide de P. edulis. A producdo de
hexaploides a partir de plantas triploides de Passiflora ssp. € uma estratégia relevante
em programas de melhoramento genético de plantas para a selecdo de genotipos
superiores, possibilitando a obtencdo de cultivares de Passiflora spp. com

caracteristicas morfoagrondmicas melhoradas.
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6. CONCLUSAO GERAL

As plantas triploides de P. cincinnata sdo capazes de produzir frutos e
sementes, a progénie do cruzamento de plantas triploides foi evidenciada como
aneuploides (2n + 1 = 19) com conteudo nuclear de 3,37 pg, sendo um importante
recurso no mapeamento genético e na dosagem de genes responsaveis por
caracteristicas agrondmicas de interesse econdémico.

Na duplicagcdo cromossdémica os embrifes somaticos 3x de P. cincinnata
apresentaram maior resposta na producao de hexaploides em tratamentos 0,01%, 0,1%
e 0,5% de colchicina. As andlises de citometria de fluxo e citogenética, confirmaram a
producdo de plantas hexaploides geneticamente estaveis a partir da utilizacdo de
embriBes somaticos triploides de P. cincinnata, apresentando conteldo de DNA
nuclear de 9,19 pg e nimero cromossémico de 2n = 6x = 54 cromossomos. As plantas
hexaploides nas analises estomaticas demostraram os melhores resultados em todas as
varidveis analisadas, o que favorece o seu interesse nos programas de melhoramento

da espécie P. cincinnata.
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