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RESUMO

A protecdo dos ecossistemas da floresta amazonica permite a conservacdo da biodiversidade
tropical e a oportunidade de realizar o manejo sustentavel de produtos florestais nédo
madeireiros, principalmente em regides pobres, como uma alternativa de desenvolvimento
social e econdmico para populacOes locais e comunidades ribeirinhas. Nesta biodiversidade
amazonica, no campo das fibras vegetais tém-se uma planta que apresenta potencial para
producdo de fibras lignocelul6sicas, Ananas comosus var. erectifolius, conhecido popularmente
como curaua. Devido ao seu potencial produtivo com a fibra, € necessario procurar um maior
conhecimento de conservacdo e manejo desta espécie e, iniciar pesquisas que visem 0 seu
melhoramento genético. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo
de inducdo de ploidia em Ananas comosus var. erectifolius em amostras coletadas na Amazénia
Ocidental, visando o incremento da variabilidade genética a fins de melhoramento vegetal dessa
planta fibrosa. Para inducdo de ploidia de A. comosus var. erectifolius, foram adquiridos
rizomas. Estes foram coletados na area de producdo da fazenda experimental da UFAM. Os
rizomas foram imersos em solucdo de agua e hipoclorito de s6dio na proporcdo de 95:5. Apos
a limpeza dos rizomas, foi feito o procedimento de inducdo a ploidia. Os rizomas foram
submersos sob agitacdo em diferentes concentragdes de colchicina (0; 0,05; 0,10 e 0,20%) e
tempos de exposicao (2; 4 e 6 horas). Apés a exposicdo, os tratamentos foram imediatamente
plantados em 4 bandejas contendo substrato comercial. O experimento foi conduzido em
arranjo fatorial de 4 (doses de colchicina) x 3 (tempo de exposi¢do), em delineamento
experimental inteiramente casualizado. Cada tratamento foi composto por 15 rizomas. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo teste de Scott Knott a 5%
de probabilidade. A colchicina demonstrou ser téxica aos rizomas de curaud, ocasionando
reducdes significativas no namero médio de brotacdes e aumento na porcentagem de plantas
ndo emergidas, em comparagdo com o controle, em diversas concentragdes de colchicina e
tempos de cultivos testados.

Palavras-chave: Colchicina, Inducdo de poliploidia, Caracteres morfométricos, Planta
produtora de fibra.



ABSTRACT

The protection of the Amazon rainforest ecosystems allows the conservation of tropical
biodiversity and the opportunity to carry out the sustainable management of non-timber forest
products, mainly in poor regions, as an alternative for social and economic development for
local populations and riverside communities. In this Amazonian biodiversity, in the field of
vegetable fibers, there is a plant that presents potential for the production of lignocellulosic
fibers, Ananas comosus var. erectifolius, popularly known as curaua. Due to its productive
potential with fiber, it is necessary to seek greater knowledge of conservation and management
of this species and to initiate research aimed at its genetic improvement. In this sense, the
objective of this work was to establish a ploidy induction protocol in Ananas comosus var.
erectifolius in samples collected in the Western Amazon, aiming at increasing the genetic
variability for the purpose of plant improvement of this fibrous plant. For ploidy induction of
A. comosus var. erectifolius, rhizomes were acquired. These were collected in the production
area of the UFAM experimental farm. The rhizomes were immersed in a solution of water and
sodium hypochlorite in a 95:5 ratio. After cleaning the rhizomes, the ploidy induction procedure
was performed. The rhizomes were submerged under agitation in different colchicine
concentrations (0; 0.05; 0.10 and 0.20%) and exposure times (2; 4 and 6 hours). After exposure,
treatments were immediately planted in 4 trays containing commercial substrate. The
experiment was conducted in a factorial arrangement of 4 (colchicine doses) x 3 (exposure
time), in a completely randomized experimental design. Each treatment consisted of 15
rhizomes. Data were subjected to analysis of variance and means compared using the Scott
Knott test at 5% probability. Colchicine proved to be toxic to curaud rhizomes, causing
significant reductions in the average number of shoots and an increase in the percentage of non-
emerged plants, compared to the control, at different colchicine concentrations and times of
cultivations tested.

Keywords: Colchicine, Polyploidy induction, Morphometric characters, Fiber producing plant.
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INTRODUCAO

A Amazonia € importante por ser um dos centros mundiais de biodiversidade, e para a
agricultura mundial, pela domesticagédo de espécies como a mandioca, abacaxi, cacau, borracha
e pupunha (CLEMENT et al., 2012). Desta maneira, a protecdo dos ecossistemas da floresta
amazonica permite a conservagdo da biodiversidade tropical e a oportunidade de realizar o
manejo sustentavel de produtos florestais ndo madeireiros, principalmente em regides pobres,
como uma alternativa de desenvolvimento social e econdmico para populacdes locais e
comunidades ribeirinhas (RAMOS et al., 2018).

Nesta biodiversidade amazonica, o campo das fibras vegetais apresenta um grande
potencial de aplicacdo na industria automobilistica, construcdo civil e téxtil (MOTHE;
ARAUJO, 2004). Neste cenario, o curaua (Ananas erectifolius L. B. Smith) mostra-se como
sucedaneo para o aproveitamento de fibras lignocelul6sicas.

O curaua (Ananas comosus (L.) Merr. var. erectifolius L. B. Smith) Coppens & F. Leal.,
é uma planta fibrosa, monocotileddnea, herbéacea, perene, nativa da Amazonia, pertencente a familia
bromeliaceae, género Ananas e espécie Ananas comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L. B. Smith)
(COPPENS; LEAL, 2003). Apresenta rizomas, com sistema radicular fasciculado, superficial,
pouco exigente e tem boa adaptabilidade a diferentes tipos de solos e a mudanga climatica, tipica
das regides tropicais (OLIVEIRA et al., 2010). A folha em média apresenta 1,5 m de comprimento,
com peso médio de 83 gramas. A frutificacdo ocorre apds um ano de idade. O pedunculo do fruto
tem a forma de haste cilindrica, com média de 20 cm de altura. Rebentos séo observados ao redor
da base do fruto e em torno de sua coroa, assim como entre as bainhas das folhas ou diretamente
dos rizomas (LEDO, 1929).

No curaud, o fruto é comestivel, entretanto, ele se destaca pelas fibras lignocelulésicas
que sdo relativamente macias e com elevada resisténcia mecanica, que sao extraidas de suas
folhas (ERENO, 2004). Nas comunidades ribeirinhas e indigenas, sua importancia estava na
fabricacdo de redes de dormir, cordas e linhas de pesca. Atualmente, as fibras de curaud estdo
sendo misturadas com sobras de cobertores e tapetes descartadas pela industria téxtil para
reforgcar matriz de polipropileno em partes de compositos utilizados no teto e na parte interna
do compartimento de bagagem de automoveis como o Fox da Volkswagen do Brasil (ERENO,
2004).

E uma planta que esta sendo submetida a frequentes pesquisas no Brasil e no exterior
devido suas fibras, apresentando bons resultados que a credenciam por possuir a fibra mais

promissora entre as produzidas no Brasil (SILVA; TAMBOURGI, 2011). Quando o curaua é
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utilizado em associacdo com outras fibras naturais, como agai, coco, miriti entre outras, €
fabricado papel reciclavel (CUNHA, 1998).

Atualmente, o curaua é mais cultivado no Estado do Para, concentrando sua producao
na regido de Santarém, contribuindo para torna-la a maior produtora de fibra seca de curaua
(IBGE, 2020). As fibras vegetais ainda sdo pouco cultivadas racionalmente, pelo possivel
desconhecimento técnico agronémico sobre as espécies fibrosas, falta da otimizagdo nos
processos de beneficiamento das fibras, falta de incentivo a pesquisa e desenvolvimento de
tecnologias apropriadas as outras plantas fibrosas, além das ja existentes no mercado e a falta
de estimulo na producdo continua, causando a incapacidade de estabelecer uma tradi¢do no
mercado (SILVA, 2006).

Dessa forma, o curaua é uma planta que possui uso na obtencdo de uma fibra de alta
qualidade. Porém, é importante o investimento em pesquisas que envolvam estudos sobre manejo,
consorcios agroflorestais, aproveitamento dos subprodutos, beneficiamento, bem como estudos
referentes a qualidade das fibras. Assim, seu cultivo serd de fundamental importancia
socioecondmica para o Estado do Amazonas, por estar diretamente ligado ao interesse de
desenvolvimento sustentavel no meio rural para a agricultura familiar. Brindando politicas
publicas para o fortalecimento e sustentabilidade do sistema de producdo dessa planta fibrosa é
necessaria.

Também é importante e necessario iniciar pesquisas que visem estudos sobre métodos
de cultivo, consorcios agroflorestais, aproveitamento dos subprodutos, beneficiamento, bem
como estudos referentes a qualidade das fibras e seu melhoramento genético. Uma das técnicas
de melhoramento genético em espécies nativas é, 0 processo de poliploidizacdo. Na evolucao
das plantas, a poliploidizacdo € um dos processos mais importantes da natureza, criando
variabilidade genética e fenotipica. Assim, estas informacgdes de poliploides pode ser explorado
no melhoramento vegetal, permitindo principalmente obter plantas com caracteristicas mais
interessantes do ponto de vista comercial.

A poliploidia define-se como a existéncia de trés ou mais conjuntos completos de
cromossomos no mesmo nucleo. Pode estar presente em células de um tecido, em partes de um
organismo ou em organismos inteiros e representa uma carateristica importante na evolugédo de
muitos eucariotas (RAMSEY; SCHEMSHE, 1998; COMAI, 2005; OTTO, 2007; SONG et al.,
2012). Pode ocorrer na natureza em decorréncia de um erro meidtico, gerado a partir da ndo
reducdo do numero cromossémico e producdo de gametas com nimeros cromossdmicos de

células somaticas ou pela endomitose ocorrida em células precursoras da meiose
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(WITTMANN; DALL’AGNOL, 2003). Neste ultimo caso, células com genoma duplicado
entram na fase de mitose, que ocorre de forma incompleta, ndo havendo o rompimento da
carioteca, nem a divisdo celular, o que produzird células poliploides as quais, passardo ao
processo de meiose (LEE et al., 2008).

As plantas poliploides, normalmente apresentam caracteristicas superiores as plantas
matrizes e desta forma geram grande interesse sobre o material produzido, podem ocupar
habitats pioneiros aos quais 0s progenitores dipldides ndo se mostram adaptados
(WITTMANN; DALL’AGNOL, 2003). Devido a baixa frequéncia da poliploidizagdo natural,
0 uso de técnicas de inducdo artificial tem crescido nos programas de melhoramento genético,
levando a um aprimoramento das técnicas (DHOOGHE et al., 2010). Um dos processos de
inducdo artificial de poliploidizacdo pode ser realizado visando uso de agentes quimicos
capazes de atuar em diferentes pontos do ciclo mitético.

Estes agentes quimicos agem sobre as plantas, induzindo a poliploidia via somatica ou
sexual. Dessa maneira, a poliploidia é induzida através de um agente inibidor do fuso
acromatico durante a divisdo celular, impedindo sua polimerizacdo ou promovendo a sua
fragmentacdo, e assim ndo permitem que ocorra a separa¢do dos cromossomos. Sendo assim,
células iniciam o ciclo celular seguinte com a mesma quantidade de DNA duplicado. Dentre
estes antimitoticos, o alcaldide colchicina é o mais conhecido e empregado. A aplicacdo pode
ser feita em plantulas ou partes vegetativas com tecidos meristematicos ativos. Dentre 0s
métodos sugeridos de aplicacdo da colchicina sempre existe a necessidade de ajustes e
padronizages (WITTMANN; DALL’AGNOL, 2003).

Em geral a colchicina, é responsavel por bloquear a diviséo celular na metéfase e induzir
a duplicacdo do numero de cromossomos, gerando uma divisdo celular incorreta que produz
células com diferentes niveis de ploidia. Estas células podem ter seu nimero cromossémico
multiplicado, produzindo individuos poliploides, que irdo possivelmente apresentar
caracteristicas diferentes do material doador (EIGSTI; DUSTIN, 1955; DHOOGHE et al.,
2010).

Plantas submetidas ao tratamento com colchicina, se bem sucedido, apresentam um
aumento no numero cromossdmico que, em geral, é refletido pela célula, através do aumento
de seu volume que, por conseguinte, pode ser observado também com o crescimento de alguns
Orgdos da planta como tamanho das células dos estbmatos, densidade de estdmatos por area e
didmetro dos graos de polen sdo muito utilizados para identificar poliploides (GRANER, 1942;
ARMSTRONG; ROBERTSON, 1960; SILVA et al., 2000; MORGAN et al., 2003), da mesma
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forma que o numero de plastidios nas celulas dos estdbmatos (BINGHAM, 1968;
BOAVENTURA et al., 1981).

Desta forma, a poliploidia induzida pode ser um eficiente instrumento para programas
de melhoramento genético e que pode ser empregada objetivando a poliploidia de A. comosus
var. erectifolius, como um modo de se tentar conseguir plantas com fibras melhores (DEWEY,
1980). Em particular a poliploidia, torna-se uma estratégia muito interessante, pelo aumento
das caracteristicas de interesse agrondémico, tais como valor nutricional, resisténcia a pragas e

doencas, tolerancia a estresses abioticos (PEREIRA, 2012).

2 REFERENCIAL TEORICO

Cada cadeia produtiva do agronegdcio tem suas peculiaridades e essas se expressam
guando sdo analisadas. Uma das cadeias produtivas de relevante caracteristica, entre outros
fatores, pelo seu uso intensivo de tecnologia e pela elevada capacidade de agregacgéo de valor
sdo as fibras naturais (ABRAPA, 2017). As fibras naturais, conhecidas também como fibras
lignocelulbsicas ou vegetais, morfologicamente sdo células esclerenquimatosas de forma
tipicamente prosenquimatosa, ou seja, 0 comprimento é particularmente igual a largura
(MEDINA, 1959).

Segundo Neto e Pardini (2006), as fibras vegetais possuem baixa massa especifica,
maciez e abrasividade reduzida, sdo reciclaveis, ndo tdxica e biodegradavel, sdo de baixo custo,
estimulam empregos na zona rural, sdo econémicas, ja que sua producdo requer baixo consumo
de energia e producao.

O cultivo de plantas fibrosas, assim como a utilizac&o de suas fibras, data de 6000 a.C.
Com o passar dos tempos, houve uma crescente substitui¢do por fibras sintéticas como acrilico,
nailon, poliéster e polipropileno e esse processo causou um impacto negativo na vida das
pessoas que dependem da producdo e processamento das fibras naturais. Todavia, varios
pesquisadores vém incentivando o cultivo de plantas fibrosas devido a sua multiplicidade de
aplicagéo, principalmente como matéria-prima artesanal e industrial, extragdo de farmacos e de
aditivos alimentares, floricultura de corte e paisagismo. Do ponto de vista tecnoldgico, o seu
emprego na producdo de compositos poliméricos contribui para evitar problemas de poluicéo
ambiental, uma vez que a mistura de fibras naturais com plasticos reciclados pos-consumo
representa uma alternativa menos agressiva ao meio ambiente, sendo aplicavel em diversos
setores industriais (CARASCHI; LEAO, 2000).
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No Brasil, especialmente, a producéo de fibras de coco, sisal e curaua séo feitas por
agricultores familiares de comunidades nos estados do Norte e Nordeste. Devido a ampla
disponibilidade dos recursos naturais no pais, grandes areas para plantio e variadas espécies de
plantas, o Brasil pode assumir a lideranca no desenvolvimento de fibras naturais. Existem
diversos projetos em andamento na regido amazonica que cultivam plantas fibrosas, levando
em consideracdo a sustentabilidade ambiental e econémica (BALZER et al.,, 2007,
MARINELLI et al., 2008; MATTOSO et al., 1999).

No Brasil e no exterior, a fibra de curaua é uma espécie promissora produzida na
Amazonia brasileira (CORDEIRO et al., 2016) e podendo contribuir com a necessidade de
diminuir os problemas ambientais, através do uso correto de materiais desenvolvidos de
maneira ecoldgica e da adequacdo dos processos produtivos.

A maior utilizacdo de fibras naturais deu-se principalmente, devido ao aumento da
preocupacdo mundial com a preservagdo do meio ambiente e sobretudo com o uso de matéria-
prima renovavel. As matérias-primas de origens renovaveis, reciclaveis e biodegradaveis séo
uma das alternativas para a producdo de manufaturados ecologicamente corretos, em
consequéncia do acimulo nos descartes de materiais ndo biodegradaveis, 0s quais tendem a
aumentar com o crescimento populacional nos centros urbanos. A substituicdo de materiais
derivados do petréleo, na producdo de compostos elastoméricos, por matéria-prima renovavel
vai ao encontro desses ideais. A fibra do curaua apresenta alta resisténcia, maciez e peso
reduzido. Verifica-se entdo, um grande interesse na busca por fibras naturais que possam
substituir adequadamente as fibras sintéticas como, por exemplo, a fibra de vidro (SILVA et
al., 2008).

Ha quem preveja a gradual substituicdo de aditivos sintéticos tradicionais,
particularmente fibras de vidro, por esses materiais, abrindo respeitaveis perspectivas de

mercado para paises de vocacdo agricola (NOTHENBERG, 1996).

2.1 Curaua

De origem Amazénica, o curaud (Ananas comosus (L.) Merr. var. erectifolius (L. B.
Smith) Coppens & F. Leal., pertence a familia Bromeliaceae, ¢ uma planta monocotiledonea,
cuja principal utilizacdo no agronegocio € a producao de fibras naturais que sdo empregadas
em diversos setores como automobilisticos, manufaturados (cordas, sacos e capacetes),

papelaria (papéis, agendas, blocos, luminarias, etc.), industria téxtil (sucedanea do linho),
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construcdo civil (caixas d"agua, tanques, telhas e divisorias), e demais usos agrocomerciais
(ARAUJO, 2003).

Apesar de ser uma espécie nativa e rustica, o curaua € ainda pouco conhecido e estudado.
O centro de origem desta espécie € a Amazonia oriental, sendo seu habitat natural caracterizado
por ser um solo arenoso e pouco fértil (RENDEIRO, 2007). Conforme ledo (1967) e Coppens;
Leal, (2003) hé& dois tipos distintos de curaua: roxo e branco. O curaua roxo distingue-se do
branco por apresentar coloracdo das folhas roxo-avermelhadas e por apresentar maior
desenvolvimento.

E uma planta terrestre herbacea, rizomatosa, de sistema radicular fasciculado,
superficial, pouco exigente e que se adapta a diferentes tipos de solo e a mudangas climaticas.
As folhas sdo coridceas, com comprimento médio de 1,5 m, largura de 5 cm e espessura de 5
mm, sdo 0s 6rgdos de interesse comercial (REIS et al., 2007; CORDEIRO, 2007).

O plantio de curaud é feito através de mudas. Apds um ano do plantio comeca a produzir
folhas maduras que sdo colhidas manualmente e processadas para producéo da fibra natural do
curaud. A folha é constituida de 6% de fibra e 94% de mucilagem que pode ser aproveitada
como racdo animal, adubo orgéanico ou elaboracdo de anestésico (RENDEIRO, 2007;
CORDEIRO, 2007).

A planta, quando adulta, pode atingir de 1,0 m a 1,5 m de altura, sendo que cada planta
é capaz de produzir de 12 a 15 folhas, onde sdo extraidos cerca de 2 quilos de fibra
(RAMALHO, 2005). O beneficiamento das fibras é feito pela mesma maquina que faz o
desfibramento do sisal.

As flores sdo hermafroditas, trimeras, actino ou zigomorfas, heteroclamideas, com
sépalas coridceas e pétalas vivamente coloridas. Ovario supero ou infero, trilocular e
multiovulado. Inflorescéncias com bracteas coloridas. A planta € mondica com flores
hermafroditas e a inflorescéncia é composta por varias flores individuais que nascem formando
inflorescéncia compacta em forma de espiga sobre um talo axial curto e robusto (CORDEIRO,
2007).

2.2 Propagacgéo

O curaud pode ser propagado tanto sexuadamente via semente quanto assexuadamente
através de brotacdes laterais. No processo de reproducdo assexuada, formam-se brotos a partir
da planta mae, que podem sair da base da planta por estolhos ou rizomas, ou do interior da
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propria roseta. No entanto, essas brotacdes surgem geralmente durante ou apos a floracéo, e ao
atingirem aproximadamente um terco do tamanho da planta mé&e, poderdo ser usadas como
mudas (PAULA; SILVA, 2001).

Ja o processo sexual envolve a formacgdo de sementes, das quais podem ser obtidas
grandes quantidades de plantas, considerado de grande importdncia na conservacdo de
germoplasma de bromélias ameacadas de extincao, ja que assegura a variabilidade natural e a
diversidade genética dessas espécies. No entanto, essa forma de propagacao é demorada, pois,
a depender da espécie, a maturacao das sementes pode levar até um ano apés a polinizacao
(RAUH, 1979; RECH FILHO, 2004).

Esta propagacdo sexuada leva a grande desuniformidade no desenvolvimento das
plantas, tem dificultado o plantio comercial (PAULA, 2000). Plantas epifitas, como as da
familia Bromeliaceae, na propagacao sexuada, por apresentarem crescimento lento, exigem
para seu desenvolvimento substratos de baixa densidade, alta permeabilidade e aeragdo e que
promovam boa velocidade e uniformidade na germinacao, isso tudo aliado a temperatura e a
boas condic¢bes fisiologicas da semente (CAMPQOS, 1997).

Devido aos problemas encontrados com os métodos tradicionais, a propagacdo por
culturas de meristemas é a forma mais adotada na multiplicacdo de plantas em larga escala, para
fins comerciais atualmente. Neste tipo de multiplicacdo, também conhecida por
micropropagacao, clonagem ou cultura de tecidos, as novas plantas sdo obtidas a partir de um
grupo de células (meristema) (MERCIER; KERBAUY, 1995; TAMAKI et al., 2011).

A principal vantagem desse tipo de propagacédo é a obtencdo de mudas uniformes, com
alta qualidade, em grande quantidade, num tempo relativamente curto e total ou parcialmente
livre de doencas. Possibilitando a obtencéo de plantas em quantidade e qualidade, de maneira

a atender um mercado consumidor crescente e, cada vez mais exigente (PAULA, 2000).

2.3 Inducao e identificacdo de variabilidade genética em plantas

As variagOes dos genes entre individuos de uma populagdo referem-se a variabilidade
genética, e essa variabilidade determina o conjunto de caracteristicas morfoldgicas e
fisioldgicas, tornando os individuos capazes de se adaptarem as mudancas ambientais. Sua
origem deu-se através de mutacdes e recombinacBes génicas, sendo a matéria-prima sobre a
qual a selecdo natural atua e corresponde a qualquer alteracdo no material genético de um

organismo, uma vez que uma maior variabilidade acarretaria, numa maior capacidade de
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adaptacdo e de possiveis alteracdes morfoldgicas nos individuos em questdo (RAIZER, 2017).
Assim, as mutacfes agem junto ao nucleotideo dos genes provocando altera¢Ges herdaveis junto
aos mesmos, dando origem na maioria das vezes a um novo fendtipo (RAMALHO et al., 2012).

A ocorréncia das mutacdes em condi¢Oes naturais é de baixa frequéncia, mesmo que
esta ocorra de forma espontdnea e seja considerada o principal fator responsavel pela
modificacdo e evolucdo dos gendtipos. Diante disso, a inducdo de mutacdo torna-se uma
ferramenta importante para aumentar as chances de encontrar gendtipos com mutagdes de
interesse.

Para Allard (1971), a inducdo de mutacdes é a Unica forma dos melhoristas de plantas
ndo dependerem somente da natureza. A diversidade genética e o nivel de diferenciacdo
existente entre populacGes sdo essenciais para defini¢do dos estoques genéticos, apresentando-
se em associacdo com a capacidade natural das mesmas em responder a mudancas climaticas
associadas a estresses bidticos e abidticos (CRUZ, 2005).

Uma maneira de medir a variabilidade de uma populacdo em relacdo a um carater
qualquer é através da utilizacdo da variancia. Dessa forma, as diferencas genéticas sao
representadas pela variancia genética, e o efeito do ambiente mais a segregacao e recombinacéo
dos genes representam a variancia fenotipica (CARVALHO et al., 2001).

E necessario determinar o nivel de ploidia para que possa se ter a caracterizacio e
confirmacdo da variabilidade genética em individuos submetidos a algum processo de
duplicacdo cromossdmica, podendo ser utilizado métodos diretos, como a contagem do nimero
de cromossomos em células mitéticas e meidticas (GUERRA, 1989; VILLA, 1995).

Entretanto, essas analises sdo demoradas e seu procedimento é laborioso, exige muita
técnica e conhecimento, tornando-se praticamente inviavel quando se possui um grande nimero
de amostras a serem quantificadas (VILLA, 1995; MAGALLANES et al., 1996; SARI et al.,
1999). Desta forma, tém-se os métodos indiretos que podem ser utilizados para identificacdo
do nivel de ploidia, que possibilitam o estudo das alteracbes estruturais, como tamanho e
densidade dos estomatos foliares.

Outro método usado para a identificacdo do nivel de ploidia, é a caracterizagdo
citoanatdbmica e morfoldgica, ou seja, a avaliacdo de determinadas caracteristicas da planta,
como aspectos morfologicos, diametro do grao de polen, nimero de cloroplastos por par de
células-guardas, tamanho e densidade dos estdmatos foliares. A analise estomatica é a mais

citada na literatura dentro dos métodos indiretos, usado para inferir o nimero de ploidia em
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plantas submetidas a inducdo de poliploidia (VANDENHOUT et al., 1995; MAGALLANES et
al., 1996; SOUZA; QUEIROZ, 2004).

Em contrapartida, varios autores enfatizam que os métodos indiretos podem ser
influenciados pelo ambiente e a andlise individual de algumas varidveis poderd ocasionar a
classificacdo equivocada de determinados gendtipos quando se trata do nivel de ploidia sendo
necessario analises complementares (MAGALLANES et al., 1996; SARI et al., 1999; SOUZA;
QUEIROZ, 2004).

2.4 Poliploidia via processos indutores artificiais

Devido ao interesse em plantas com caracteristicas mais robustas, de grande importancia
evolutiva e potencial agronémico, as plantas poliploides, vem demostrando interesse em
pesquisas nos ultimos tempos, sendo frequentemente produzidas artificialmente (STEBBINS,
1971).

Os organismos poliploides ocorrem de forma natural resultante de um erro meiético,
gerado a partir da ndo reducdo do nimero cromossdmico e producdo de gametas com nimeros
cromossémicos de células sométicas ou pela endomitose ocorrida em células precursoras da
meiose que ocorrem de forma lenta e em menor frequéncia na natureza. Por outro lado, o
processo via indutores artificiais apresenta-se promissor visando acelerar o processo de
mutacdo dos organismos resultando no aumento da variabilidade genética e desenvolvendo o
melhoramento genético de espécies de interesse (LEE et al., 2008).

Por meio de indutores artificiais a poliploidia pode ser submetida em plantas por
métodos fisicos que envolvem tratamentos com choques de temperatura envolvendo frio e
calor, pelo tratamento biotecnolédgicos tem-se empregado os sistemas in vitro cultivando massas
celulares de calos pelo surgimento de células variantes (PHILLIPS et al., 1994; RANDOLPH,
1932), e em tratamentos quimicos tém sido utilizado a colchicina e os herbicidas orizalina e
trifluralina, como indutores quimicos que impedem a formacdo dos microtubulos durante a
divisdo celular (LEHRER et al., 2008; SILVA, 2016).

Os agentes quimicos utilizados para induzir poliploidia sdo denominados de
antimitoticos. Dentre estes antimitoticos, o alcaldide colchicina é o mais conhecido e
empregado. Esse é responsavel por estimular erros no ciclo mitético da célula, bloqueando a
divisdo celular que produz células com diferentes niveis de ploidia. Estas células podem

apresentar o seu numero de cromossomo multiplicado, que consequentemente produzira
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individuos poliploides, que possivelmente apresentardo caracteristicas distintas do material
doador (EIGSTI, 1938; DHOOGHE et al., 2011). A aplicacdo pode ser feita em pléntulas ou
partes vegetativas com tecidos meristematicos ativos, como afilhos e estolhos.

Dentre os métodos sugeridos de aplicagdo, sempre existe a necessidade de ajustes e
padronizacGes. Para que experimentos na inducdo a poliploidia tenham resultados satisfatorios,
existe a necessidade de testes para adequaces a espécie de interesse e condi¢cdes experimentais
disponiveis, onde os resultados podem variar em funcéo do antimitético usado, do tipo de tecido
vegetal. Sendo assim, entende-se que para a producdo artificial de poliploides ndo ha um
protocolo estabelecido, principalmente se tratando de espécies pela primeira vez, sendo

necessaria a realizacdo de testes até que se encontre um tratamento com bons resultados.

2.5 Poliploidia como ferramenta para o melhoramento genético

2.5.1 Parametros genéticos

A existéncia de variabilidade genética em uma populacdo é condicdo basica para o
sucesso em um programa de melhoramento (FERRAO et al., 2011). Estudos prévios a respeito
da diversidade genética e estimativas de parametros genéticos da populacdo em estudo, sao de
grande importancia pois, auxiliam nas tomadas de decisdes relacionadas a escolha do método
mais apropriado e permitem também determinar os caracteres que devem ser selecionados nas
etapas iniciais e avancadas em um programa de melhoramento e o peso que deve ser atribuido
a cada carater, separadamente ou em conjunto (ROSSMMAN, 2001).

Os parametros genéticos sdo estimados por meio dos dados de uma determinada
populacéo, sendo, portanto, caracterizada por esses parametros. Podem-se estimar as variancias
genéticas, ambientais e fenotipicas, correlacdo genética, ambiental e fenotipica, coeficiente de
variacdo genético e ambiental, bem como a razéo entre eles, herdabilidades, ganhos por selecéo,
entre outros parametros geneticos, que refletem a natureza do material genético e a agcdo do
ambiente, permitindo assim, a predicdo dos ganhos decorrentes da selecdo e a definicdo das
estratégias de melhoramento que devem ser adotadas (HEIKO, 2001; CRUZ, 2010).

2.5.2 Divergéncia genética em recursos vegetais

No melhoramento genético, o conhecimento da variabilidade genémica em vegetais e

como ela se apresenta, é de fundamental importancia pois contribui para o uso racional e
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sustentavel dos recursos genéticos nativos e/ou naturalizados (NASS, 2007). As estimativas de
divergéncia entre genotipos de plantas ou populagdes que sdo utilizadas para quantificar a
variabilidade em germoplasmas, além de fomentar o conhecimento das relacGes filogenéticas,
permitem identificar, caracterizar e avaliar o nivel de dissimilaridade entre diversos individuos
(RAIZER, 2017).

O estudo da diversidade genética disponibiliza informag@es fundamentais, em relacéo a
caracterizacdo, conservacao e utilizacdo dos recursos genéticos disponiveis. Outro aspecto é
que a avaliacdo vegetal também é uma etapa fundamental no processo de criacdo de novos
genotipos pelo melhoramento genético vegetal. Em que os descritores bem definidos, podem
garantir caracteristicas hereditarias proprias da nova variedade e podem fornecer os elementos
para manutencdo da pureza vegetal (SILVA, 2014; CAMPELO et al., 2021).

Quando se realiza trabalhos com plantas que apresentam potencial econémico como o
Ananas comosus var. erectifolius, a quantificacdo da similaridade genética torna-se um
importante parametro a ser utilizado para conservagédo e aprimoramento dessas plantas. Este
parametro pode ser embasado em uma série de particularidades, provenientes de dados
moleculares, morfoagrondmicos, biométricos e sobre o desempenho produtivo em uma
determinada regido. Esta abordagem de estudo que considera a combinacdo de varias
caracteristicas, tem-se mostrado mais eficiente na identificacdo e selecdo de materiais mais
promissores (CLEMENT, 2012; BLIND, 2016).

Estudos sobre diversidade genética tém sido utilizados em varias culturas de grande
importancia econémica, como guarand (NASCIMENTO FILHO et al., 2001), café (FONSECA
et al., 2006), feijdo (RODRIGUES et al., 2002), mandioca (VIEIRA et al., 2008), entre outras.

2.6 Analise Multivariada

A estatistica multivariada corresponde a um conjunto de métodos e técnicas estatisticas
que utilizam, simultaneamente, todas as informaces dos caracteres, na interpretacao teorica do
conjunto de dados obtidos, levando em consideracao as correlagOes existentes entre as mesmas
(CRUZ, 1990; HAIR et al., 2009). Os métodos de andlise de dados multivariados permitem um
estudo global dos caracteres avaliados, evidenciando as ligacdes, semelhancas ou diferencas
entre elas, com menor perda possivel de informacao (HAIR et al., 2009).

A escolha do método mais adaptado a determinada cultura depende, sobretudo, da
precisdo experimental desejada, como também da facilidade de analise e pela forma de obtengéo
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dos dados (BLIND, 2016). O conhecimento sobre o desempenho produtivo, como a analise de
variaveis quantitativas sob determinadas condi¢fes ambientais, constitui-se em fator importante
a considerar para a compreensdo varietal e como ela interage com o ambiente (QUEIROZ,
2011).

A técnica de anélise multivariada tem sido muito utilizada, pois proporciona maior
oportunidade de escolha de gendtipos potenciais e permite aferir existéncia de correlagéo
positiva ou negativa entre multiplas variaveis avaliadas. Dentre as mais empregadas citam-se
as técnicas de bioinformatica, analise por componentes principais, e pelos métodos de
agrupamento por algum método de otimizacdo e que dependem de medidas de dissimilaridade
(CRUZ, 1990).

A anélise multivariada pode ser dividida em dois grupos. O primeiro, consiste em
técnicas exploratdrias de sintetizacdo da estrutura de variabilidade dos dados. Por sua vez, o
segundo, consiste em técnicas de inferéncia estatistica. Destacam-se no primeiro grupo,
métodos como a anélise de componentes principais, analise fatorial, anélise de correlagdes
candnicas, analise de agrupamento, analise discriminante e analise de correspondéncia. No
segundo grupo, métodos de estimacdo de parametros, testes de hipoteses, analise de variancia,
covariancia e regressao multivariada (MINGOT], 2007).

A utilizacdo de técnicas multivariadas para estimar a divergéncia genética tem sido
empregada em Varios trabalhos e em diversas culturas, tais como: arroz (BENITEZ et al., 2011);
milho (COIMBRA et al., 2010); girassol (VOGT; BALBINOT JUNIOR; SOUZA, 2010);
eucalipto (CASTRO et al., 2013), soja (SANTOS et al., 2013), entre outras. Portanto, as
técnicas multivariadas podem ser de grande importancia no estudo da diversidade genética e na
selecdo de genoOtipos superiores nas geracOes segregantes por serem capazes de unir

informacdes de um conjunto de diversos caracteres de interesse.

2. 7 Caracterizacdo dos estdbmatos
2.7.1 A estrutura dos estdmatos

A troca gasosa entre a atmosfera e o interior da folha ocorre através de pequenas
aberturas da folha da superficie foliar, denominada de estdmatos. Os estdmatos séo pequenos
orificios localizados principalmente na superficie das folhas com relacdo direta com a entrada
de CO: e a perda de agua via transpiracdo, sendo o principal mecanismo regulador destes
processos (LAWSON et al., 2014; BUSSIS et al., 2006).
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A palavra estdmato tem origem do grego (stoma) e significa boca, 0 nome se da pelo
fato de que suas estruturas, vistas ao microscopio, assemelham-se a pequenas bocas. E
constituido pelo ostiolo, abertura responsavel pelas trocas gasosas, por um par de celulas
chamadas de células-guarda e um conjunto de células adjacentes as células-guarda, que se
diferem ou ndo das demais células da epiderme (METCALFE; CHALK, 1950; ESAU, 1960;
CARPENTER, 2005).

A abertura dos estdmatos é oriunda das mudancas na forma de um par de células, as
células-guarda (HUANG et al., 2018) que podem ser encontradas em folhas de todas as plantas
vasculares (TAIZ; ZAIGER, 2009). Quando ocorre uma mudancga na forma dessas células,
como consequéncia da absorcdo e perda de agua, leva a alteragdes no tamanho da abertura
estomatica. Quando estdo turgidas, os estbmatos encontram-se abertos, e, quando flacidas, os
estdmatos se encontram fechados (PIMENTA, 2008; MORI; MURATA, 2011).

As mesmas sdo circundadas por células diferenciadas das células da epiderme foliar, as
células subsidiérias, que auxiliam no controle da abertura estomatica (PIMENTA, 2008;
CUTTER, 2002). A abertura estomatica é formada entre duas células-guarda, que séo células
especializadas da epiderme. No que tange a forma, estas células podem ser de dois tipos:
reniforme (elipticas — comum na maioria das dicotiledéneas), e em forma de halter (mais
comum em monocotileddneas).

Como a poliploidia causa nas plantas uma série de consequéncias fenotipicas como o
aumento do numero cromossdémico, que normalmente repercute em aumento nas células,
tecidos e Orgdos vegetais e a andlise estoméatica € uma metodologia facil e simples, que
possibilita a identificacdo de supostos poliploides e testemunhas diploides de um ensaio, atraves
da contagem e medicdo comparativa de estdmatos (VICHIATTO et al., 2006) a caracterizacao
do material pode ser realizada por comparacdes entre 0s estbmatos dos poliploides com os de

plantas diploides (normais).

2.7.2 Densidade estomatica

O numero de estbmatos presentes em uma folha expressa em unidade a frequéncia ou
densidade estomatica. Podendo variar acentuadamente dentro de uma unica folha, entre plantas
e individuos de uma Unica espécie. A densidade estomatica também pode ser afetada por fatores
ambientais, como temperatura, CO, intensidade de luz, disponibilidade de agua, etc.
(KERBAUY, 2008; MCAINSH; TAYLOR, 2017).
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A densidade estomatica de uma epiderme com estdmatos pode variar muito dependendo
da espécie, podendo chegar a 2000 estdmatos.mm, porém, a maioria das plantas possui em
torno de 40 a 350 estdmatos.mm 2. Por meio da densidade estomatica podemos calcular também
o0 indice estomatico, com a quantificacdo dos estdbmatos e das células epiteliais. Quando as
células completam a sua diferenciagdo, o indice estomatico torna-se independente do tamanho
da folha, por esta razdo, as estimativas tanto de densidade estomética quanto do indice
estomatico, sdo realizadas com folhas maduras (completamente expandidas) (RAIZER, 2017).

Quando se determina a densidade e a média da area dos estdmatos, entdo a area total da
abertura estomética pode ser calculada como uma percentagem da area foliar. Este valor situa-
se geralmente entre 0s 0,3 a 2 % se o diametro médio da abertura estomatica for cerca de 6 mm
(WEYERS; MEIDNER, 1990). Poulos et al. (2007) sugerem que uma folha como muitos
estdmatos pequenos podem reduzir a condutancia e aumentar a eficiéncia no uso da agua.
Entretanto quando comparado com o comprimento do estdbmato a densidade estomética € um
tanto plastica (RICHARDSON et al. 2001) e potencialmente adaptativa as mudancas
ambientais (LAKE; WOODWARD, 2008).

2.8 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a analise das propriedades Oticas
(dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas (células, ndcleos, cromossomos, organelas) que
fluem em uma suspensdo liquida. Esse principio pode ser usado, por exemplo, para medir a
quantidade de DNA de uma célula ((DOLEZEL, 1997; DOLEZEL ; BARTOS, 2005).

Esta técnica é utilizada para contar, examinar e classificar particulas microscépicas
suspensas em meio liquido em fluxo. Permite a analise de varios
pardmetros simultaneamente através de um aparelho de detecgdo Optico-eletronico. S&o
possiveis analises de caracteristicas fisicas e quimicas de uma simples célula (RAIZER, 2017).
Desta maneira, podem ser realizadas andlises quantitativas de DNA e revelar a ploidia de
células em suspensdo. E uma poderosa ferramenta para o estudo de genomas vegetais e
apresenta diversas aplicagdes (SILVEIRA, 2020).

Segundo Loureiro e Santos (2005) é de esperar que o numero de aplicacdes préaticas
aumente e que a citometria de fluxo seja rotineiramente utilizada em estudos de melhoramento

vegetal e taxonomia. A analise por citometria de fluxo do conteddo em DNA nuclear em células
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em interfase é uma excelente alternativa aos métodos classicos de coloragdo e contagem de
cromossomos ao microscopio (LOUREIRO; SANTQOS, 2005).

Comparativamente, a citometria de fluxo apresenta as seguintes vantagens: € mais
conveniente (a preparacdo da amostra € facil), rapida (processamento de dezenas de amostras
num dnico dia), ndo necessita de células em divisdo, ¢ uma metodologia ndo destrutiva (uma
amostra pode ser preparada a partir de 50 mg de tecido foliar) e € capaz de detectar mixoploidias
(quimerismo). Por estas razdes, a citometria de fluxo € uma metodologia utilizada em diferentes
areas que vao desde a investigacdo basica até ao melhoramento de plantas e uso industrial
(DOLEZEL, 1997; LOUREIRO; SANTQOS, 2005).

3 OBJETIVOS
Objetivo geral

Estabelecer um protocolo inicial de indugéo de ploidia em Ananas comosus var.

erectifolius em amostras coletadas na Amazonia Ocidental.

Objetivos especificos

Avaliar diferentes concentragdes de colchicina mais promissoras na indugédo de ploidia
em rizomas de curaud;

Avaliar diferentes tempos de imersado favoraveis para inducdo de ploidia em rizomas de
curaud;

Caracterizar alteracdes morfologicas em rizomas germinados e induzidos a mutacao de

curaud.

28



4 MATERIAIS E METODOS

Recepcéo e preparacdo do material

Para inducéo a ploidia de Ananas comosus var. erectifolius foram adquiridos rizomas da
fazenda experimental da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), localizada na Rodovia
BR-174, Km 38. A utilizacdo do material coletado esta dentro das normas do SisGen (Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado,
Decreto n° 8.772, de 11 de maio de 2016, que regulamenta a Lei n® 13.123, de 20 de maio de
2015).

O material coletado foi enviado ao Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas
pertencente a Embrapa Amazonia Ocidental, localizado no municipio de Manaus, Amazonas.
No laboratorio foi feita a limpeza manual dos rizomas de curaud, fazendo a retirada das folhas
e raizes (FIGURA 1a). Os rizomas foram imersos em solucdo de agua e hipoclorito de sodio
numa proporcao 95:5 por 20 minutos, logo ap6s foram lavados em agua corrente (FIGURA 1b).
Depois de lavados, cada rizoma foi cortado em quatro pedacos menores (FIGURA 1c).
Posteriormente, foram colocados para secar em temperatura ambiente, para entdo terem sido
utilizados na inducéo a ploidia.

Para inducéo a ploidia, as solu¢des foram distribuidas em quatro beckers de 2.000 mL
(FIGURA 1d), onde os rizomas foram submersos e ficaram sob agitacdo em mesa agitadora
orbital (Incubadora Shaker) a 250 rpm e temperatura ambiente, em diferentes concentracgdes de
colchicina e tempos de exposic¢do. Foram avaliadas quatro concentragc6es de colchicina (0; 0,05;

0,10; 0,20%) e trés tempos de exposicdo (2; 4 e 6 horas).
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Figura 1. Procedimento profilatico dos rizomas da planta de curaua. Limpeza do rizoma (A). Lavagem em agua
corrente para retirada de residuos (B). Corte do rizoma em quatro partes (C). Rizomas colocados em becker,
submersos na substancia colchicina para inducéo a ploidia (D). Fonte: Azevedo, 2021.

Apobs o tratamento com colchicina, os rizomas foram imediatamente plantados em
quatro bandejas contendo substrato comercial Slim Plus Vivattto, para o acompanhamento do
crescimento inicial das plantulas de A. comosus var. erectifolius (FIGURA 2).

As bandejas foram colocadas em viveiro com sombrite e com sistema de irrigagéo por
aspersao automatica, sistema ligado uma vez por dia no inicio da manhd. A plantas
permaneceram em processo de aclimatacdo em casa de vegetacdo por 160 dias, conforme
sugerido por Correia et al. (2011).

Caracterizacdo morfolégica

Foram estimadas as seguintes varidveis quantitativas: porcentagem de emergéncia,
porcentagem de sobrevivéncia, altura total, largura total e nimero de folhas, conforme Barros
et al. (2005). As avaliagdes das variaveis quantitativas foram realizadas mensalmente, tendo
inicio 40 dias ap6s a semeadura. A coleta dos dados foi realizada a cada 30 dias ap6s a primeira
avaliacdo, as medidas foram realizadas com auxilio de paquimetro digital e de régua.
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Foi feito o controle manual de pragas, doengas e de plantas infestantes que acometeram
as plantas. O controle manual foi realizado de acordo com as necessidades (EMBRAPA, 2014).
O experimento foi conduzido em arranjo fatorial de 4 (doses de colchicina) x 3 (tempo
de exposicdo), em delineamento experimental inteiramente casualizado. Cada tratamento foi

composto por 3 repeticdes, cada repeticdo continha 5 rizomas (unidades experimentais).

Figura 2. Distribuicdo em casa de vegetacdo dos tratamentos nas bandejas plasticas contendo substrato comercial.
Fonte: Azevedo, 2021.

Morfogénese e taxa de crescimento

Em casa de vegetacdo foram avaliadas as caracteristicas apresentadas na Tabela 01. Para
a avaliacdo da morfogénese e da taxa de crescimento foi utilizada a técnica dos “afilhos
marcados” (adaptado) conforme Carrere et al. (1997). As mensuragdes foram feitas em folhas
completamente expandidas a partir da sua ligula, como sugerido por Daves (1993). A altura da
planta foi medida a partir da altura do perfilho estendido. Foi observada também a mortalidade

de plantas ocorrido durante o tempo de aproximadamente 40 dias.

Tabela 01 - Caracteristicas avaliadas e calculadas a partir do plantio a 40 dias de acompanhamento dos diferentes
tratamentos de Ananas comosus var. erectifolius submetidos a exposicéo em solugdo de colchicina in vivo.

Caracteristica Definicdo
DPE Dias para Emergéncia ~ Tempo observado (em dias) para emergéncia por tratamento
TF1 Tempo para formacdo  Tempo para a formacéo da folha 1 (em dias) observadas por
da folha 1 em cada tratamento
segmento
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NF

PE

PMPRE

PLEM

CF1

LF1

TXC1

NUmero de folhas
totais (por rizoma)

Porcentagem de
emergéncia

Porcentagem de
mortalidade em pré-
emergéncia

Porcentagem de
plantulas emergentes e
mortas

Comprimento de folha
1

Largura da folha 1

Taxa de crescimento
da folha 1 (cm/dia)

Andlise anatdmica

Nuamero de folhas totais observadas por tratamento

[(ndm. o de plantulas emergidas totalizadas por
tratamento/(NUm. Total de rizomas plantados por tratamento
)]*100 *

[(nGm. o de plantas ndo emergidas totalizadas por
tratamento)/(NUm. Total de segmentos nodais plantados por
tratamento )]*100 !

[(nim. o de plantulas emergentes e mortas totalizadas por
tratamento no dia "n")/(NUm. Total de sementes plantados
por tratamento)]*100 !

Comprimento de folha 1 (em centimetros) observado por
tratamento

Largura da folha 1 (em centimetros) observado por
tratamento

(média do comprimento da folha 1 (em centimetros) no dia
observado - Comprimento da folha 1 da leitura
anterior)/média do intervalo de tempo (em dias) transcorrido
entre as observaces (por tratamento)

Para verificar a existéncia de diferencas nas estruturas do limbo foliar, foi selecionada

uma planta por tratamento, coletando uma folha completamente expandida (maior folha) e da

parte mediana de cada folha foi feito corte a mdo livre, retirando com auxilio de lamina de

barbear um fragmento de aproximadamente 2 cm de comprimento. Cada fragmento de folha foi

colocado em placa de Petri devidamente identificada por tratamento e foram imersos em

solucdo de hipoclorito comercial (20%) até a completa despigmentacdo (24-72h) (FIGURA 3).

Apdbs a completa despigmentacdo foi feita a montagem das laminas e os fragmentos das folhas

ficaram conservados em alcool 70%. As laminas semipermanentes foram montadas em

agua:glicerina (1:1).
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Figura 3. Procedimento de coleta de material vegetativo para analise dos caracteres estomaticos. A= Coleta de
material;, B= fragmento da parte mediana da planta; C= Fragmentos submersos em solucéo de hipoclorito a 20%.
Fonte: Azevedo, 2022.

Para cada lamina foram avaliados, aleatoriamente, 05 campos de visdo e 10 medidas de
estdmatos por planta, conforme sugerido por Speckmann et al. (1965). Foram realizadas
mensuracfes em pum (micrémetro) do tamanho dos estbmatos (comprimento e largura), e a
densidade estomética (DE = nimero de estdmatos por unidade de &rea) da face abaxial dos
genotipos, como descrito na Tabela 02. As mensuragdes dos pardmetros do tamanho dos
estdmatos foram visualizadas em microscopio OPTICAM Microscopy Technology, modelo
0400S, com camera de video OPTICAM HD 14.3MP, resolucdo 3072x2048.

Tabela 02 - Caracteristicas avaliadas e calculadas do limbo foliar (os 160 dias ap6s a germinagdo) dos supostos
poliploides de Ananas comosus var. erectifolius plantados em vasos em casa de vegetacao.

CARACTERISTICA DEFINICAO
CCE Comprimento das células dos O maior comprimento interno da célula do estdmato em
estdmatos pm
LCE Largura das células dos A maior largura interna da célula do estbmato em pum
estbmatos

O tamanho dos estdmatos e a densidade (DE — nimero de estdmatos por unidade de
area) da parte abaxial dos gendtipos, foram analisados em microscopio Otico e aferidos sob
objetiva de 20x, observando-se 10 campos de visdo por amostra. Baseando em escala
micrométrica para a ocular utilizada, a densidade estomatica foi determinada segundo a
equacao:

DE = NUmero de estbmatos / area
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Onde: DE = Densidade estomatica; Area = area do campo real visivel da objetiva de
20x (0,22 mm?).

O ndmero total de estbmatos de uma folha pode ser calculado a partir do produto da
densidade pela area foliar, embora a densidade ndo seja uniforme em toda a superficie da folha.

As laminas para a observacdo do didmetro polar dos estobmatos (DP) e diametro
equatorial dos estdbmatos (DQ), foram preparadas em agua:glicerina (1:1).

Anadlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade para avaliar a diferenca entre as médias dos
tratamentos.

Todas as analises estatisticas foram realizadas na plataforma R (R Core Team, 2022).

Citometria de fluxo

O preparo das amostras e as analises em citometria de fluxo foram realizadas no
Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade
de Lavras, MG.

De cada uma das amostras foi retirado aproximadamente 50 mg de tecido foliar de
curaud, estas foram fragmentadas com auxilio de bisturi em placa de Petri contendo 1 mL de
tampdo de extracdo de nucleos LBO1 gelado para obtencgdo de suspensédo nuclear (DOLEZEL,
1997).

O tecido triturado em suspensao nuclear foi aspirado com o auxilio de uma pipeta e
posteriormente filtrado em uma tela de nailon de 50 um de didmetro de poro em tubo. Em
seguida, a suspensdo foi corada com 25 pL de solucdo de iodeto de propidio (1 mg/mL) e
analisada em citdmetro de fluxo BD FACSCalibur 4 cores (Becton Dickinson). Em cada
amostra foram analisados ao menos 5 mil nucleos quanto a emissao de fluorescéncia.

Posteriormente, os histogramas foram obtidos e analisados no software Cell Quest. A
leitura das amostras foi realizada em triplicata. O padréo de referéncia utilizado foi da espécie
Vicia faba cv. Inovec, a qual contém 26,90 pg. O conteddo de DNA nuclear (pg) foi estimado
por meio da equacéo: contetido de DNA (pg) = (posigéo do pico G1 da amostra/posic¢ao do pico
Gl de V. faba) x 26,90.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacdo morfologica

As plantas apresentaram variagdo nas variaveis avaliadas, como na variavel altura da
planta, fato que pode ter sido acarretado devido ao uso do agente antimitético colchicina.
Ocorreram interferéncias também nas variaveis emergéncia, ocasionando uma reducao

significativa no nimero de brotacGes adventicias em comparagdo com o controle.

Vakili (1967) utilizou a colchicina para induzir a poliploidia em plantas de bananeira e
observou que o agente antimitético aumentou a taxa de mortalidade e retardou o crescimento
das plantas, mas induziu a duplicacdo do nimero de cromossomos. Segundo o autor, as plantas
tetraploides eram mais altas e mais robustas do que as plantas diploides, mas cresciam mais

lentamente com folhas mais inclinadas e sistema radicular menos desenvolvido.

Os resultados das médias dos descritores morfoldgicos analisados sdo mostrados na
Tabela 03. A caracterizagdo por meio de descritores morfoldgicos é requisito importante para
analisar e quantificar a variabilidade genética da planta. Varios trabalhos ja foram e continuam
a serem estudados, com o objetivo de identificacdo de gendtipos superiores ou selecbes que
atendam aos interesses dos produtores (MARTINS et al., 2012; REGO et al., 2011; SILVA et
al., 2006; BLANK et al., 2004; MARTINELLO et a., 2002; DAROS et al., 2002; VEIGA et al.,
2001).

A média variavel da altura das plantas foi de 3,95 cm, variando de um minimo de 0,00
a um valor maximo de 18,90 cm. Para comprimento da folha a média foi de 3,36 cm, com valor
minimo de 0,00 a um valor maximo de 16,32 cm. As plantas apresentaram média de 0,40 cm
para a variavel largura da folha, com valor maximo de 1,28 cm. A média para a variavel nimero
de folhas foi de 4 folhas, com valor maximo de 16 folhas por planta. Ramalho (2005) em estudo
com a mesma espécie, obteve resultados de 12 a 15 folhas, das quais foram extraidos 2 quilos
de fibra.

Com relagéo a parte vegetativa da planta, o0 melhoramento tem interesse no numero de
folhas ativas, comprimento da folha mais larga e largura méaxima da folha mais larga. Segundo
Galvani et al. (2000) estas caracteristicas sdo importantes porque a producao tem relacdo direta
com o aproveitamento da energia solar que é transformada em energia quimica durante o

processo de fotossintese e as folhas sdo as principais responsaveis por essa conversao.
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Para a variavel emergéncia e sobrevivéncia apresentaram valores de média de 0,24 e
0,25% respectivamente, variando de um valor minimo de 0,00 a um valor maximo de 0,80%
para as duas variaveis. Os dados das varidveis emergéncia e sobrevivéncia das plantas
demonstraram que ocorreu perda do material devido ao uso da substancia colchicina. A
colchicina demonstrou ser toxica aos rizomas de curaud, ocasionando redugdes significativas
no nimero médio de brotacBes obtidas e aumento na porcentagem de plantas ndo emergidas,
em comparacdo com o controle, em diferentes concentracbes de colchicina e tempos de

cultivos.

Ap6s 160 dias de emergéncia das plantas de curaud, foi observada a sobrevivéncia. O
tratamento controle apresentou o melhor percentual de sobrevivéncia. O menos eficiente foi o
tratamento que continha a maior concentracao de colchicina. Os efeitos nocivos do tratamento
de células e tecidos vegetais com colchicina foram relatados por varios autores. Gmitter et al.
(1991), Gmitter e Ling (1991) e Wu e Mooney (2002) observaram redugdes na capacidade de
regeneracdo e até a mortalidade de calos e de 6vulos imaturos de varias espécies de citros em
meio de colchicina. Mesmo sem utilizar cultura de tecidos, Wakana et al. (2005) observaram
reducdes no desenvolvimento de ramos e na taxa de pegamento de enxertos de trés espécies de

Citrus, cujas estacas foram tratadas com solucéo contendo 0,8% de colchicina.

Tabela 03 - Médias, valores minimos, maximos, desvio padrdo e variancia dos seis caracteres morfoagronémicos
avaliados na planta de curaua (A. comosus var. erectifolius), Itacoatiara — AM.

Caracteres avaliados Média V. Minimo V. Méaximo DP Variancia
Altura da planta (cm) 3,95 0,00 18,90 4,45 19,76
Comprimento da folha (cm) 3,36 0,00 16,32 3,86 14,91
Largura da folha (cm) 0,40 0,00 1,28 0,41 0,17
Numero de folhas 4,00 0,00 16,00 3,86 14,88
Emergéncia (%) 0,24 0,00 0,80 0,24 0,06
Sobrevivéncia (%) 0,25 0,00 0,80 0,24 0,06

Os resultados relacionados ao comprimento da folha apresentaram interagdo entre a dose
e o tempo de imersdo estudados (Tabela 04). O fato de D:T ser significativo para 0 comprimento
da folha indica que ha diferencas significativas, ou seja, a quantidade de dose usada e o tempo

de imerséo afetam diretamente no comprimento da folha.

Os resultados das médias das variaveis altura da planta, comprimento da folha, largura

da folha, nimero de folhas, porcentagem de emergéncia e porcentagem de sobrevivéncia das
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plantas de curaua (Tabela 05), demonstram que os tratamentos que receberam doses de

colchicina ndo conseguiram ser superiores ao tratamento controle.

Observa-se nos resultados que a medida que aumenta a concentracdo de colchicina,
diminuiu a emissdo de brotos, indicando que houve uma inibicdo, e que em concentragdes

menores ocorreu maior emissao de brotos.

O crescimento e desenvolvimento das plantas variou de uma para outra em todos 0s
tratamentos, formando aglomerados de plantas, com tamanhos variados, nos quais a maioria
das plantas se encontrava com altura abaixo de 13,88 cm. Isso contribuiu para haver maior
amplitude entre os valores dos demais caracteres avaliados, justificando os altos coeficientes

de variacao.

Vichiato et al. (2006), obtiveram reducdo no comprimento, largura das folhas e na altura
e diametro do pseudobulbo em plantas tetrapldides de Dendrobium nobile, as quais
apresentaram também, crescimento lento e pouco vigoroso, e, apresentaram raizes reduzidas.
Takamura e Miyajima (1996) citam que essas caracteristicas sao, provavelmente, consequentes
da dosagem génica dobrada, exigindo maior gasto energético durante a divisdo celular,
causando retardamento no meio mitético, que se expressa em menor producdo de biomassa por

unidade de tempo.
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Tabela 04 - Anélises de variancia para as variadveis altura total da planta, comprimento da folha, largura da folha, nimero de folhas, porcentagem de emergéncia e porcentagem
de sobrevivéncia das plantas de curaua (A. comosus var. erectifolius) com quatro doses de colchicina e trés tempos de imersao. Itacoatiara, AM. 2022,

Quadrados Médios

Tratamentos GL

Altura total da planta  Comprimento da folha  Larguradafolha  Numero de folhas Emergéncia Sobrevivéncia
Tratamentos 11 47,26 *** 35,31 *** 0,40 *** 34,49 xx* 0,13 *** 0,14 ***
Dose 3 103,31 *** 77,18 *** 0,77 *** 74,28 *** 0,27 *** 0,25 ***
Tempo 2 53,51 ** 36,26 ** 0,63 *** 41,61 ** 0,22 *** 0,25 ***
D:T 6 17,16 ns 1406 * 0,14 ns 12,21 ns 0,03 ns 0,04 ns
Residuo 24 7,16 5,55 0,06 5,90 0,02 0,02

***Probabilidade de 0,1%; **Probabilidade de 1%; *Probabilidade de 5%
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Tabela 05 - Média das variaveis altura da planta, comprimento da folha, largura da folha, nimero de folhas, porcentagem de emergéncia e porcentagem de sobrevivéncia das
plantas de curaua (A. comosus var. erectifolius) com quatro doses de colchicina e trés tempos de imersao. Itacoatiara, AM. 2022.

Tratamentos Altura da planta Comprimento da folha Largura da folha Numero de folhas Emergéncia Sobrevivéncia
Tl 7,62b 6,14 b 0,77b 6,47b 0,47b 0,47b
T2 13,88 a 12,03 a 1,24 a 12,20 a 0,73 a 0,73a
T3 522c 4,67b 0,45c 4,47hb 0,27¢ 0,27 c
T4 6,50 b 5,78b 0,69b 527b 0,33¢c 0,40b
T5 2,74 ¢ 2,34c 0,31lc 3,27h 0,27c 0,27 c
T6 0,85¢ 0,72¢ 0,10c 1,20b 0,07d 0,07 c
T7 4,22 ¢ 3,33¢ 053¢ 3,87b 0,27¢ 0,33b
T8 1,45c 1,16 ¢ 0,11c 1,20 b 0,07d 0,07c
T9 0,00 ¢ 0,00c 0,00c 0,00b 0,00d 0,00 c
T10 2,79¢ 2,23 ¢ 0,29 c 2,13b 0,20c 0,20 c
T11 2,16 ¢ 1,86¢ 0,30 c 2,60 b 0,20 c 0,20 c
T12 0,00 c 0,00c 0,00c 2,60b 0,00 d 0,00 ¢
Média 3,95 3,36 0,40 3,77 0,24 0,25
CV (%) 67,67 70,20 63,99 68,32 62,41 58,12

!Médias seguidas de mesma letra em cada coluna, pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de agrupamento de Scott e Knott, a 5% de probabilidade; 2Coeficiente
de variacéo experimental.

39



Na tabela 06 ¢ possivel observar a influéncia das concentracdes de colchicina e o tempo
nos caracteres avaliados. Nota-se que as maiores concentragdes influenciaram diretamente nos
resultados obtidos, e o tempo foi um fator determinante, afetando principalmente na

sobrevivéncia das plantas.

Tabela 06 - Correlacdo dos fatores e média das variaveis altura da planta, comprimento da folha, largura da folha,
namero de folhas, porcentagem de emergéncia e porcentagem de sobrevivéncia das plantas de curaua (A. comosus
var. erectifolius) com quatro doses de colchicina e trés tempos de imersao. Itacoatiara — AM.

Alturada  Comprimentoda  Largura  Ndmero de

Fatores Emergéncia Sobrevivéncia

planta folha da folha folhas
Doses
(mi/l)
0,0 8,9la 7,62 a 0,82a 7,71a 0,49 a 0,49 a
0,05 3,36 b 2,95b 0,36 b 3,24b 0,22b 0,24 b
0,10 1,89b 1,49b 0,21b 1,69b 0,13b 0,13b
0,20 1,65b 1,36 b 0,19b 1,58 b 0,11b 0,13b
Tempo
(h)
2 5,28 a 437a 0,57 a 482a 0,32a 0,35a
4 5,06 a 434a 0,49 a 443 a 0,32a 0,32a
6 152b 1,35b 0,14 b 142b 0,08 b 0,08 b

Médias seguidas de mesma letra em cada coluna, pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de
agrupamento de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.

Embora a caracterizacdo morfoagrondmica seja vista como uma medida indireta da
variabilidade total dos caracteres, ndo € possivel estabelecer se ocorreu ploidia, sendo

necessario as analises dos caracteres estomaticos e da citometria de fluxo.

5. 2 Caracterizacao estomatica

E importante conhecer os valores dos pardmetros genéticos para 0s caracteres
estomaticos, 0s quais poderdo contribuir futuramente com programas de melhoramento
genético em curaua.

A planta de curaua apresenta folhas hipoestomaticas, dessa forma foi possivel observar
estdmatos apenas na parte abaxial das folhas completamente expandidas. Os estdmatos fecham-
se um pouco acima do nivel das células epidérmicas, caracteristica adquirida provavelmente,
ao ambiente de cultivo, com dgua em abundancia.

Os estdbmatos ficam dispostos na parte inferior das linhas de fibra (FIGURA 4). As
mensuracOes de comprimento e largura dos estdmatos ndo se mostraram significativas (Tabela
07). Porém, é possivel observar que alguns tratamentos apresentaram médias superiores ao

tratamento controle para os caracteres avaliados.
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Figura 4. Disposigdo dos estdmatos entre as linhas de fibras em A. comosus var. erectifolius. Fonte: Azevedo,
2022.

Tabela 07 - Quadrados médios referentes ao comprimento, largura e densidade estomatica dos estdmatos,
avaliados em 10 tratamentos de A. comosus var. erectifolius. Itacoatiara, AM. 2022.

Quadrados médios

Fonte de Variagdo GL Comprimento Largura Densidade
Tratamento 9 1,19™ 0,31™ 11,77
Residuo 12 0,99 0,49 27,57
cwvt 4,77% 2,97% 29,16%

" n&o significativo, p<0,05 pelo teste F. ‘Coeficiente de variagao.

A largura dos estbmatos é uma importante caracteristica adaptativa das plantas em
situacdo de estresses em relagdo aos estdbmatos, essa caracteristica interfere nas funcionalidades
dos mesmos. Segundo Khan et al. (2003), as altera¢cGes nas formas dos estdmatos afetam
diretamente sua funcionalidade, sendo que a forma mais eliptica é caracteristica de estdmatos
funcionais, enquanto que a forma mais esférica esta mais frequentemente, associada a estbmatos
com baixa funcionalidade e de igual maneira, ambas formas séo obtidas de acordo com a maior
ou menor largura respectivamente.

Yukawa et al. (1992) observaram em seus estudos as diferencas na largura de estbmatos
do género Dendrobium, e observaram variacoes entre diferentes individuos bem como entre os
individuos da mesma espécie. Para estes autores o diametro equatorial pode ser vantajoso como
marcador taxondmico de espécies. Yordanova et al. (2005) também observaram alteragdes na
largura dos estdmatos de cevada (Hordeum vulgare) em situacdo de alagamento, todavia,
Striker et al. (2005), ndo identificaram mudancas na quantidade e no tamanho de estdmatos em

legumes de regides alagadas E possivel destacar entdo, que ocorrem modificagdes estomaticas
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e que estas variam de espécie para especie conforme a alteragdo ambiental, e que estudar essas
alteracGes anatdbmicas dos estdbmatos pode contribuir tanto na caracterizacdo de diferentes
materiais cultivados quanto sua adaptabilidade em condic¢des adversas (RAIZER, 2017).

Os estbmatos da planta de curaua ndo apresentaram alteracGes significativas, porém, em
alguns tratamentos € possivel observar uma pequena diferenca na quantidade de estbmatos por
area (densidade), além do tamanho maior que os estdbmatos apresentados pelo tratamento
controle.

As maiores DE foram observadas nos tratamentos T7 e T9. O tratamento que apresentou
menor valor de DE foi o T4 e apresentou um menor valor também para o caractere largura de

estdbmato (22,92 um e 13,73 estdbmatos por milimetro quadrado) respectivamente (Tabela 08).

Tabela 08 - Médias estimadas do comprimento dos estdmatos, largura dos estdmatos e densidade estomatica (DE),
avaliadas em 10 tratamentos de A. comosus var. erectifolius na regido abaxial da folha. Itacoatiara, AM. 2022.

Regido da folha

Tratamentos Abaxial
Comprimento (um) Largura (um) DE
T1 21,09 A 23,66 A 19,47 A
T2 20,09 A 23,13 A 17,67 A
T3 20,26 A 23,92 A 16,60 A
T4 20,61 A 22,96 A 13,73 A
T5 21,36 A 23,82 A 17,30 A
T6 20,98 A 23,24 A 19,40 A
T7 21,49 A 23,87 A 20,10 A
T8 23,38 A 23,87 A 16,70 A
T9 20,63 A 23,83 A 21,00 A
T10 20,61 A 23,31 A 18,25 A

Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de
agrupamento de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.

Castro et al. (2009) relatam que uma maior quantidade de estdbmatos por unidade de area
foliar pode conferir a espécie em estudo, uma alta adaptabilidade a ambientes secos ou de pouca
disponibilidade de 4gua. Dessa forma, a maior DE pode permitir uma abertura estomatica maior
em um espaco de tempo menor, permitindo uma captagdo adequada de CO: e reduzindo o tempo
em que esses estdbmatos ficam abertos, diminuindo, entdo a transpiracdo, permitindo uma
melhor adaptacdo das plantas as condicdes de pouca disponibilidade de agua
(MIGLIORANZA; OLIVEIRA, 2013).

Vichiato et al. (2006) observaram que ndo houve diferenga significativa entre a
densidade estomatica de Dendrobium nobile diploides e tetraploides. Lea et al. (1977) também

observaram que o indice estomatico ndo variou em trés niveis de ploidia da forrageira Bromus
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inermis, concluindo que o tamanho da célula epidérmica era o principal fator determinante da
frequéncia estomatica.

Outro fator determinante para avalicdo dos caracteres estomaticos esté relacionado as
folhas, se esta foi analisada quando estava completamente expandida. Ticha (1982), observou
que, dentro de uma espécie, quando as células completam a sua diferenciacdo, a densidade
estomatica torna-se independente do tamanho da folha. Dessa forma, a selecdo de folhas
completamente expandidas para analise estomatica é importante porque a diferenciacdo dos
meristemoides precursores das células-guardas e das demais células epidérmicas prossegue até
que a folha alcance de 10 a 50% de seu tamanho final, quando a maior parte das células
epidérmicas ja completou sua atividade mitdtica (TICHA, 1982; YANG; SACK, 1995).

Apesar dos valores dos caracteres ndo apresentaram significancia, os tratamentos que
apresentaram menores DE podem ter uma adaptabilidade menor conforme as alteracdes
ambientais, afetando também a absor¢do de CO». A redugdo no tamanho dos estdmatos é um
evento reconhecidamente importante na regulacgdo das trocas gasosas, uma vez que folhas com
estdbmatos menores apresentam maior eficiéncia no uso da agua por apresentarem um menor
tamanho do ostiolo, condicionando assim uma menor perda de agua por transpiracdo
(BOEGER, WISNIEWSKI, 2003; NEJAD, VAN MEETEREN, 2005; PEARCE et., 2006).

Ainda assim, as alteracfes no comportamento estomatico, associados aos aspectos de
dimensdo e densidade, sdo caracteristicas muito variaveis em plantas em fungdo do ambiente
(MELO et al., 2004), da constituicdo genética da espécie (ALVES et al., 2001; CAMARGO,
MARENCO, 2011), e frequentemente em plantas submetidas a diferentes condicdes de
estresses (CASTRO et al., 2005).

Diversos autores citam que, 0 aumento no nivel de ploidia é diferente proporcional ao
tamanho dos estbmatos, mas, de acordo com Magallanes et al. (1996), Motonobu et al. (1997),
Kim e Kim (2003) e Souza e Queiroz (2004) a avaliacdo indireta do nivel de ploidia, como a
analise estomatica, pode ndo corresponder a essa hipotese, uma vez que os fatores ambientais
também estéo envolvidos.

Motonobu et al. (1997), observaram que o nimero de estdmatos em folhas de crisantemo
foi diretamente proporcional ao aumento dos cromossomos, mas o0 tamanho dos estbmatos ndo
variou entre as plantas de diferentes niveis de ploidia. Resultado semelhante ao evidenciado
neste estudo, onde ndo ocorreram diferencas significativas entre os caracteres estomaticos.

Kim e Kim (2003), utilizaram a colchicina para duplicacdo cromossémica in vitro em

Cymbidium sp. (Orchidaceae), chegaram as mesmas conclusfes que Motonobu et al. (1997),
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isto €, 0 nimero de estbmatos aumentou com 0s crescentes niveis de ploidia, porém ndo ocorreu

variagao no seu tamanho.

5.3 Citometria de fluxo

O conteudo de DNA de 8 tratamentos de A. comosus var. erectifolius esta representado
na Tabela 09. Os dados mostram que ndo houve diferengas significativas entre 0s genotipos

avaliados.

Tabela 09 - Conteldo de DNA estimado por citometria de fluxo em gendétipos de A. comosus var. erectifolius
induzidos a poliploidia utilizando o tratamento 1 — controle (T1), tratamento 2 — 0,05% de colchicina (T2),
tratamento 3 — 0,10% de colchicina (T3) e tratamento 4 — 0,20% de colchicina (T4), Itacoatiara, AM. 2022.

Tratamentos Tempo (horas) Dose cDNA (pg) Nivel de ploidia

Tl 2 0,00 0,81 Diploide
Tl 4 0,00 0,74 Diploide
Tl 6 0,00 0,66 Diploide
T2 2 0,05 0,80 Dipldide
T2 4 0,05 0,81 Diploide
T3 2 0,10 0,80 Diploide
T4 2 0,20 0,81 Diploide
T4 4 0,20 - -

Os resultados obtidos de conteddo de DNA mostram que ndo ocorreu ploidia em
nenhum dos tratamentos que foram induzidos. Porém, algumas plantas dipléides apresentam
conteudo de DNA indefinidos. Observa-se que teve um principio de inducdo nos tratamentos
que receberam maior concentracao de colchicina, contudo a inducéo a ploidia nao foi suficiente
para duplicar o contetdo de DNA.

A FIGURA 5 mostra um resumo dos histogramas obtidos da citometria de fluxo. O
conteudo de DNA foi comparado com o padréo de referéncia da espécie Vicia faba cv. Inovec,
a qual contém 26,90 pg. O pico G1 que esta sendo apresentado na figura, refere-se ao contetido
de DNA das plantas diploides de curaua. O contetdo de DNA de Vicia faba cv. Inovec esta
sendo representado no pico G2.

Observa-se que com 0 aumento das concentrag¢des de colchicina, as células de DNA néo
conseguiram duplicar seu conteido de DNA. Porém, na Figura 5 (D) é observado que o

tratamento com concentracdo de colchicina de 0,20% e tempo de 4 horas de exposi¢do, tém
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possiveis alteracdes no contedo de DNA, contudo ndo foi possivel estabelecer o valor em
picogramas do conteddo de DNA devido a perda da amostra. Diversos trabalhos com
gramineas, tais como, hibridos interespecificos entre o cruzamento de capim elefante e milheto
(BARBOSA, 2004), capim elefante (ABREU, 2002), mostraram resultados originados por
agentes antimitoticos objetivando a duplicacdo do material genémico com resultados altamente

variaveis tanto na duplicacéo, adicdo e eliminacdo total ou parcial do contetdo nuclear.

S : u — W W 2 W “[(B
" w! 3 1© 1! ( A) Progdiun lodide

= 1 & u FRPAIRon = S = - PRPAPOSY
" w! 0 10 16! C " w 0k 16 1! D
Propadium lodide Propadium lodide

Figura 5. Histogramas obtidos pela anélise de citometria de fluxo para determinacdo do contedo de DNA em
picogramas (pg). A: controle; B: 0,05% e tempo de 2 horas; C: 0,10% e tempo de 2 horas e D: 0,20% e tempo de
4 horas de exposicgdo. Itacoatiara, AM. 2022.

Os coeficientes de variacdo encontrados para os picos G1 variaram de 3,65 a 8,22%
(Tabela 10), caracterizando resultados adequados, uma vez que os tratamentos avaliados nao
apresentaram variacdo no contetdo de DNA celular e consequentemente ndo houve sucesso no
experimento de poliploidizagdo induzida. Galbraith et al. (2001) citam que, coeficientes de
variacdo de até 5% podem ser tomados como aceitaveis devido alto grau de resolucdo de
citometria de fluxo. Quanto menor o coeficiente de variagdo menor € a largura do pico e maior

é a precisdo dos experimentos.
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Tabela 10 - Coeficiente de Variagdo estimado por citometria de fluxo de rizomas induzidos a poliploidia de A.
comosus var. erectifolius. Itacoatiara, AM. 2022.

Tratamentos Tempo Doses (%0) CV (%) cDNA (pg)

TO 2 0,00 3,65 0,81
TO 4 0,00 8,22 0,74
TO 6 0,00 6,15 0,66
T1 2 0,05 5,06 0,80
T1 4 0,05 5,38 0,81
T2 2 0,10 5,06 0,80
T3 2 0,20 3,91 0,81
T3 4 0,20 ; )

Tratamentos com colchicina: T1 = controle, sem adi¢do de colchicina na solucéo de imersdo; T2 = 0,05%; T3 =
0,10% e T4 = 0,20%.

Raizer (2017) obteve coeficientes de variagdo entre 2,33 a 6,70% em seu experimento
com gendtipos a poliploidia de Heliconia chartacea var. Sex Pink. Dos 20 geno6tipos estudados
pelo autor, dois deles apresentaram resultados acima do que pode ser considerado como
adequado, mas estes dois pela analise sdo mixoploides, ou seja, ainda ndo possuem seu
conteudo de DNA completamente definido, podendo nas futuras geracGes tender a diploide ou
a tetraploide e essa variagdo pode ter causado o resultado mais elevado.

O agente antimitotico colchicina mostrou ser uma substancia toxica para os rizomas. As
concentragdes mais altas de colchicina a 0,20% produziram alteragfes nas plantas, tornando-as
inviaveis e diminuindo a eficiéncia de converter plantas diploides em polipléides. Observa-se
que os tratamentos que apresentaram maiores perdas de material, foram os tratamentos que
receberam maiores concentracfes de dose de colchicina (T2 e T3). Além da colchicina ter
retardado a emisséo dos brotos e o crescimento da planta. Borini et al. (2010) trabalhando com
espécies do género Cattleya (Orchidaceae), observaram que a colchicina em altas concentracGes
nos tratamentos, tornaram-se toxicas para os tecidos vegetais.

Em muitos trabalhos com a inducdo a ploidia por agente antimitotico, podem ser

verificados que a eliminacdo cromossémica é frequente, sendo esta eliminacdo parcial ou até

46



total (ADAMWSKI et al., 1998; GIACOMELLI, 2000; CARVALHO, 2000; PAGLIARINI,
2001).

Henny et al. (2009), trataram hibridos do género Dieffenbachia com diferentes
concentragdes de colchicina, determinaram que a sobrevivéncia das gemas tratadas decrescia a
medida que aumentava a concentracdo do agente antimitotico. Zhang et al. (2007) observaram
que durante o processo de inducdo de tetraploides em Phlox subulata L., a sobrevivéncia das
gemas tratadas com colchicina foram afetadas pela concentracdo e o tempo de tratamento, de
tal forma que com a maior concentracao e tempo de exposicao, a sobrevivéncia das gemas foi
menor.

Cavalcanti (2011) trabalhando com a inducdo de poliploidia em Heliconia bihai,
observou alteragdes na forma das folhas, intolerdncia dos explantes e o atraso do seu
crescimento quando foram usadas doses maiores a 0,1% de colchicina. Este autor indica que a
mortalidade e o desenvolvimento lento dos materiais vegetais submetidos a poliploidizacéo
estdo relacionados com a toxicidade da colchicina, que bloqueia a formacéo das fibras do fuso
acromaético, alterando o ciclo mitdtico e podendo interromper por completo, produzindo
perturbacdes fisioldgicas na célula, o que resulta em uma taxa reduzida de divisdo celular.

Sabe-se que a poliploidia se comporta como uma fonte de variabilidade genética, ao
alterar a estrutura genémica dos organismos de maneira direta, ou indiretamente, ao interagir
com outros fatores, fisioldgicos e ambientais (LEWIS, 1980; STEBBINS, 1985). A poliploidia
pode considerar-se em si mesma como um fator explicativo do polimorfismo morfolégico, ja
gue um dos seus efeitos é o notavel aumento do tamanho das células, que pode ver-se refletido
em um aumento de determinados 6rgdos da planta (GOULD, 1957; STEBBINS, 1971;
PEGTEL, 1999). Trocas no volume celular modificam a relagdo superficie-volume, o qual
altera a taxa de processos fisioldgicos e metabolicos que dependem de sistemas regulatorios
(ALCANTAR VAZQUEZ, 2014).

Paredes et al. (2018) em estudo com indugdo de poliploidia com colchicina em
vitroplantas de Aloe vera, obtiveram resultados semelhantes a este trabalho, onde todas as
células analisadas foram dipldides. Brandham e Johnson (1982) e Nejatzadeh-Barandozi e
Akbari (2013) indicaram que as plantas do género Aloe se caracterizam por possuir uma grande
estabilidade cromossdmica em condig@es in vivo e in vitro.

Os resultados deixam estabelecidos que é necessario aumentar a concentracdo de
colchicina com um menor tempo de exposi¢do dos rizomas de curaud ou que SA0 Necessarios
menores concentracfes e maior tempo de exposicdo dos rizomas submetidos a colchicina.

Segundo Pereira et al. (2012), independente de qual metodologia € empregada, o
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estabelecimento de protocolos eficientes € dependente de diversos fatores, como, substancia
antimitotica, tipo de explante, concentracdo dos antimitotico e tempo de exposicdo dos
explantes aos tratamentos e o gendtipo selecionado.

6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos do presente trabalho, foi possivel observar os efeitos que o
antimitético colchicina causa nas plantas que sdo expostas em diferentes concentracdes e
tempos de imerséo, afetando a taxa de sobrevivéncia das plantas, o desenvolvimento dos brotos
e 0 crescimento das plantas, causando retardo nos diferentes caracteres avaliados.

Em relacdo as plantas sobreviventes a inducdo a poliploidia, as porcentagens de
mortalidade em pré-emergéncia (plantas que ndo sobreviveram) foram muito afetadas pelas
concentracdes e tempo a que foram expostos o0s rizomas, em que na concentracdo 0,20% e no
tempo de 6 horas, foram de 100%. J& na sobrevivéncia das plantas, verificou-se maior
sobrevivéncia quando tratadas com colchicina, nas concentragfes a 0,05% e no tempo de 2
horas de exposicao.

Os efeitos esperados de inducdo a ploidia ndo foram obtidos nesse estudo. Varios
agravantes foram responsaveis pelos resultados obtidos, como efeitos ambientais externos, os
tempos e as doses de colchicina ndo terem sido suficientes para obter plantas polipléides,
consequentemente nao foi possivel estabelecer um protocolo definitivo de inducédo a ploidia
para o curaua.

Portanto, as concentracdes de colchicina aplicadas em Ananas comosus var. erectifolius
em diferentes tempos influiu diretamente nos resultados obtidos do contetdo de DNA atraves
de citometria de fluxo. Mas, este estudo torna-se importante, porque com os resultados obtidos
sera possivel estabelecer um novo protocolo adequando a metodologia usada neste estudo, para
posteriormente ser usado em programas de melhoramento genetico de espécies de plantas da

familia Bromeliaceae.
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