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APLICACAO DE COLCHICINA PARA INDUCAO DE POLIPLOIDIA
EACEROLEIRA: CARACTERIZACAO MORFOMETRICA DOS ESTOMATOS

RESUMO

A aceroleira (Malpighia emarginata Sesse & Moc. ex DC.) pertence a familia
Malpighiaceae que conta com cerca de 1.300 espécies e aproximadamente 75 géneros. E uma
espécie originaria da Ameérica Central, Noroeste da América do Sul e Antilhas.Diversas
ferramentas tém sido utilizadas por programas de melhoramento para a obtencéo de gend6tipos
superiores, e a poliploidia tem sido uma delas, fazendo uso de substancias antimitéticas para
promover a indu¢do da formacéo de poliploides. O presente trabalho teve como objetivo estudar
0 uso da colchicina em cultivares da colecdo do Banco Ativo de Germoplasma de aceroleira da
Embrapa Semiérido como indutor da poliploidizacdo. A aplicacdo da colchicina foi realizada
em diferentes concentracdes (0, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,3%) em quatro cultivares de aceroleira:
(Cabocla, Rubra, Flor Branca, e Costa Rica) durante 24h ou 48h. Inicialmente as plantas foram
podadas e, em seguida, foram aplicados os tratamentos utilizando-se algoddes umedecidos com
as diferentes concentracdes de colchicina nas gemas axilares. Apos aguardar os periodos de 24h
ou 48h, os algoddes foram removidos e as gemas lavadas com agua destilada. Em seguida, as
folhas dos ramos recém crescidos foram coletadas e levadas para laboratério para as analises
morfométricas. O experimento foi desenvolvido em esquema fatorial 4 (cultivares) x 5
(concentragbes de colchicina) x 2 (tempo de aplicacdo da colchicina) distribuidos em
delineamento em blocos ao acaso. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e
as médias foram agrupadas pelo método de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
As andlises foram realizadas utilizando-se o software Genes. Os resultados obtidos mostraram
que houve diferenca entre os cultivares em relacdo aos efeitos da colchicina sobre o nimero e
tamanho dos estbmatos nos cultivares Cabocla e Flor Branca, evidenciando uma possivel

inducdo de poliploidia.

Palavras-chave: Malpighia emerginata D.C; aplicagdo e concentracdo de colchicina;
duplicacdo do nimero de cromossomos.
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COLCHICINE APLICATION FOR POLYPLOIDY INDUCTION IN BARBADOS
CHERRY: MORPHOMETRIC CHARACTERIZATION OF STOMATA

ABSTRACT

Barbados cherry (Malpighia emarginata Sessé & Moc. ex DC.) belongs to the
Malpighiaceae family, which has about 75 genera and 1,300 species. It was originated in
Central America, Northwest South America and Antilles. Several tools have been used by
breeding programs to obtain superior genotypes, being polyploidy one of them, using
antimitotic substances to induce polyploid formation. The present work aimed at studying the
use of the antimitotic colchicine, applied topically in accessions of the collection of Barbados
cherry from the Active Germplasm Bank of Embrapa Semi-Arid as polyploidization inducer,
characterizing and evaluating the effect of colchicine applied in different concentrations (O;
0.05; 0.1; 0.2; 0.3) on number and size of stomata of four accessions. The study was carried out
at the Laboratory of Plant Biotechnology and at a greenhouse of Embrapa Semi-Arid. The
Barbados cherry accessions Cabocla, Rubra, Flor Branca and Costa Rica were used. Initially
the plants were pruned and the treatments using cotton soaked with the different concentrations
of colchicine were applied in the axillary buds. After 24 and 48 hours, the cottons were removed
and the buds were washed with distilled water. After the growth of branches with completely
expanded leaves, these were collected and taken to the laboratory for morphometric analysis.
The experiment was carried out in a randomized block design in a factorial scheme 4 (cultivars)
X 5 (colchicine concentrations) x 2 (colchicine application time). The obtained data were
subjected to analysis of variance, the means were grouped by the Scott-Knott grouping method
at 5% probability level and the Genes software was used for the analyses. The results showed
that there was difference among accessions regarding the effects of colchicine. It was found
that the use of colchicine promoted an increase in chromosome number in Cabocla and Flor

Branca accessions, showing a possible induction of polyploidy.

Keyword: Malpighia emerginata D.C; colchicine application and concentration: doubling the
number of chromosom
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1. INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia emaerginata D.C) pertence a familia Malpighiaceae que conta
com cerca de 1.300 espécies distribuidas em aproximadamente 75 géneros (SOUZA e
LORENZI, 2008). E tem a América Central, Noroeste da América do Sul e Antilhas como sua
origem (SHINOHARA et al., 2015). Foi introduzida no Brasil no ano de 1956 expandindo-se
rapidamente por todo territorio nacional (GONZAGA NETO et al., 1994). O Brasil apresenta
condicdes ideais para 0 seu cultivo, sendo um dos maiores produtores mundiais (PEREIRA et
al., 2013). Essa rapida expansdo despertou no meio cientifico grande interesse, o0 que fez com

que diversos programas de melhoramento para a cultura fossem desenvolvidos.

Esse interesse na aceroleira é devido principalmente por seu fruto apresentar um alto
teor de vitamina C, com relatos de variedades com teores entre 1.040 a 1.790mg/100g de polpa
do fruto, além de ser também fonte de pré-vitamina A, ferro e célcio (CARVALHO et al.,
2018). E também utilizada para a producéo de diversos produtos como sucos, geleias, sorvetes
dentre outros, evidenciando assim sua grande importancia econdmica (MANICA, 2003;
CAETANO et al., 2012), destacando-se o0 uso da vitamina C oriunda da aceroleira na industria
farmacéutica (LIMA et al., 2003). No ano de 2017 o Brasil colheu 66.966 toneladas de acerola
em 5.753 hectares, sendo a regido Nordeste e o Estado de Sdo Paulo os maiores produtores
(Figura 1). No estado de Pernambuco onde foram colhidos 1.465 hectares, 0 municipio de
Petrolina destacou-se com 855 hectares colhidos, sendo responsavel por 21.351 toneladas da
producéo nacional (Figura 2), (IBGE, 2017).
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(b)
1. Pernambuco 1, /.65
2. Cears I 813
3. Sergipe I 544
4. Paré ) 527
5. Paraiba ] 458
6. Sao Paulo ] 364
7. Bahia | 282
8. Piaui ) 276
9. Parana | 274
10. Espirito Santo 1 151

Figura 1 — (a) Mapa das areas colhidas de acerola em hectares no Brasil; (b) Ranking dos estados por
area colhida (Fonte: IBGE, 2017).

a¥
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(b)
1. Petrolina 1 55
2. Pombos ] 229
3. Santa Maria da Boa Vista ] 63
4. Vitoéria de Santo Antdo ] 58
5. Moreno | | 58
6. Oroco || 28
7. Bonito B 21
8. Mirandiba | 20
9. Belo Jardim B 18
10. S&o Lourenco da Mata [ | 17

Figura 2 — (a) Mapa das areas colhidas de acerola em hectares no estado de Pernambuco; (b) Ranking das
cidades do estado de Pernambuco por area colhida (Fonte: IBGE, 2017).
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Por outro lado, mesmo com uma extensa area plantada e com uma quantidade razoavel
de cultivares, a caréncia de materiais com melhores caracteristicas agrondémicas e atributos
sensoriais e nutracéuticos tem refletido numa baixa valorizacdo do fruto, principalmente para
sua comercializacdo in natura.

A procura da sociedade por uma melhor qualidade de vida esté diretamente ligada a sua
alimentacdo, e isso tem gerado um aumento na demanda por alimentos que, além de cumprirem
suas funcdes nutricionais basicas, oferecem maiores beneficios a satde. Espécies vegetais tém
contribuido desde os primoérdios como fonte de substancias Uteis ao tratamento de doencas que
acometem o ser humano (BELWAL et al., 2018). Na literatura € relatado a aplicabilidade da
acerola, como agente antioxidante, além de metabolitos secundarios presentes em seu fruto, que
possuem grande potencial antimicrobiano (REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2017).

Em diversas areas, a versatilidade de uso de Malpighia emarginata colocam a acerola
em destaque como fonte de tecnologias ainda pouco conhecidas (NOGUEIRA et al., 2019).
Nesse contexto, a busca por inovacges tecnoldgicas que impulsionam o desenvolvimento tende
a auxiliar o aumento da produtividade e a geracdo de ganhos econdmicos (ACIOLI; ABUD;
JUNIOR, 2015).

A aceroleira é considerada uma das principais frutiferas cultivadas no Nordeste do
Brasil, sendo uma espécie que produz frutos com propriedades nutracéuticas importantes
(alimentos ou parte de alimentos que apresentam beneficios a satde, incluindo a prevencéo e/ou
tratamento a doencas). No entanto, a elevada acidez e baixos teores de agucares fazem com que
os frutos sejam pouco consumidos no mercado in natura. Na literatura ndo sdo encontrados
trabalhos de melhoramento genético com acerola, o que deixa mais evidente a importancia de

se buscar realizar trabalhos com esta cultura.

A inducdo de poliploidia tem demonstrado ser uma importante ferramenta utilizada por
programas de melhoramento, visando obter plantas com melhores qualidades, constituindo
assim, uma das alternativas para tentar suprir essa caréncia de materiais com caracteristicas
superiores. Muitas mudancas genémicas ocorrem ap0s 0 processo de poliploidizacdo, e na
maioria dos casos os individuos poliploides gerados apds estas mudangas sdo superiores em
muitos aspectos morfol6gicos, adaptabilidade genética e tolerancia a ambientes com maior grau
de estresse. Os individuos poliploides podem apresentar também algumas mudancas em sua
fisiologia, como maior resisténcia a doencas e alteracdes em suas caracteristicas de cultivo,

como o florescimento e a qualidade pds-colheita. Estas mudancas s&o bem apreciadas visto que
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podem contribuir para um maior sucesso comercial das culturas agricolas e horticolas (RIDDLE
et al., 2006; XIONG et al., 2006; DHOOGHE et al., 2011).

Para induzir a poliploidizacdo se faz necessario usar um agente que pode ser ele fisico
ou quimico, de modo a interferir na formagdo do fuso mitético (QUADER, 1998). Um dos
agentes quimicos mais utilizados na promoc¢édo da poliploidizacéo € a colchicina, que é um
alcaldide responsavel por bloquear a divisdo celular na metafase 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., 2011).

Um dos métodos utilizados para estimativa do nivel de ploidia é a analise morfométrica
dos estdbmatos. E uma metodologia simples e facil que pode identificar supostos poliploides
pela contagem e medi¢cdo comparativas dos estdmatos, visto que normalmente ha um aumento
do comprimento do estdmato como consequéncia do aumento do nimero de cromossomos
(VICHIATO et al., 2006).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar o uso da colchicina em cultivares
da colecdo do Banco Ativo de Germoplasma de aceroleira da Embrapa Semiarido como indutor
da poliploidizacdo, avaliando o efeito da aplicacdo em diferentes concentragcbes sobre o
tamanho dos estdmatos de quatro cultivares. Espera-se com esta pesquisa subsidiar o programa
de melhoramento genético pela obtencdo de novas progénies, utilizando a poliploidia como
uma valiosa ferramenta a ser mais explorada, com possibilidade de aumentar a variabilidade,

produtividade e qualidade da aceroleira.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Descrigéo botanica da Aceroleira

A aceroleira (Malpighia emarginata Sessé & Moc. ex DC.) da familia Malpighiaceae
tem registradas 1.300 espécies pertencentes a aproximadamente 75 géneros (SOUZA;
LORENZI, 2008). (ALVES; SEBASTIANI, 2015). Em sua maioria, as espéecies do género
Malpighia sdo diploides, ou seja, 2n = 2x = 20, havendo relatos de tetraploides com 2n = 4x =
40 (LOMBELLO; FORNI-MARTINES, 2003).

A aceroleira de uma forma geral é uma planta que possui um porte arbustivo, podendo
variar entre 2,5 m a 3 m de altura e apresentar copas tanto compactas como mais abertas
(RITZINGER; RITZINGER, 2011). Seu sistema radicular pode ser formado por uma raiz
pivotante ou por raizes axiais, e a maioria de suas raizes se localizam mais proximo da superficie
do solo (LOPES; PAIVA, 2002; MANICA et al., 2003). Sua folhagem € do tipo simples, inteira
e com distribuicdo pelos ramos de forma opostas, com coloracéo verde-escura e brilhante em
sua face adaxial e um tom mais desbotado na sua face abaxial. Seus peciolos podem ser tanto
ovalados ou elipticos. Quando novos os ramos e folhas apresentam pelos que quando em

contato com a pele podem ocasionar irritacao.

Suas flores estdo dispostas em cachos nas axilas das folhas de ramos mais novos ou
guando em caso de surtos vegetativos nos espordes laterais. Possui tanto cinco sépalas como
pétalas do tipo franjadas e que a depender do genétipo podem ter cores diferentes indo do
branco a alguns tons de rosa. Seus estames sdo em um total de dez, possui trés estiletes e trés
carpelos que unidos formam o ovario globular do tipo stpero, triloculado onde em cada l6culo
contém um évulo. Em seu célice para cada sépala ha duas grandes glandulas que ficam na parte
basal externa (JOLY, 1983). Seus graos de p6len possuem coloracdo amarela, pegajosidade, e
sua disseminacdo € unicamente realizada através de insetos polinizadores, tais como as abelhas
do género Centris spp, e dependendo do acesso a viabilidade polinica pode variar entre 10% e
90% (RITZINGER; RITZINGER, 2011). Lopes e Paiva (2002) através de um estudo buscaram
estimar a taxa de cruzamento da aceroleira, e com os dados obtidos perceberam que a espécie
expressa-se ser predominantemente do tipo alégama, isto devido a grande variabilidade
fenotipica observada nos pomares, o que indica que haja uma recombinacdo. Os autores
concluem, que em condicGes experimentais, a autofecundacgao dos botdes florais pode reduzir

a fixacéo dos frutos, quando comparado com cruzamento artificial e polinizagao natural.
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A aceroleira produz frutos do tipo drupas, tricarpelados e com o epicarpo fino. Sua polpa
(mesocarpo) é carnosa e suculenta podendo apresentar-se nas cores vermelha, amarela e laranja.
Possui trés carocos de geometria triangular e alongados e em cada um pode se ter uma semente
ou ndo. Suas sementes sdo pequenas, ndo albuminadas e de diferentes tamanhos, sendo
proporcionais ao tamanho do fruto; sua germinacdo € baixa e a depender da maturacao do fruto
pode demorar meses para germinarem, o que faz com que seja comum acontecer de se ter
sementes inviaveis para uma proxima germinacdo. Em geral a quantidade de carocos com
sementes varia de 20% a 5%; apenas um ou dois dos trés dvulos existentes se desenvolverem,
seja por ma formacéo do dévulo, falta de fertilizacdo, degeneracdo do saco embrionario, entre
outros (COSTA et al., 2003; RITZINGER; RITZINGER, 2011).

O formato do fruto pode variar, as vezes arredondado, outras ovalado ou até mesmo
achatado. Sua superficie pode ser totalmente alisada, ou com a presenga de sulco rasos ou
profundos. Quando imaturo o fruto tem a coloracdo esverdeada, mas pode se encontrar alguns
frutos ainda com cores acinzentadas ou um tom mesclado entre as cores verde e roxo. Ja quando
maduros podem ser notados frutos com cores vermelho-amarelados, vermelho-alaranjados ou

um vermelho-purpura.

O fruto da aceroleira possui vitaminas A, B1, B2, C (até 100 vezes mais do que em
outras frutas citricas com laranja, liméo, etc.), proteinas, célcio, fésforo e ferro. O valor calérico
esta em torno de 6 kcal em 100 gramas de polpa (AZEVEDO, 2019).

2.2 Historico de introducdo, cultivo e importancia econémica

A introducdo da aceroleira no Brasil ocorreu especificamente no Estado de Pernambuco
no ano de 1956 pela professora da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Maria Celene
C. de Almeida, utilizando sementes obtidas em Porto Rico (COUCEIRO, 1985) e, com pouco
tempo depois, a acerola foi difundida por todo Nordeste e para outras regifes do pais.
Atualmente a aceroleira é cultivada em todo o territério nacional, com destaque para os estados
da Bahia, Ceard, Paraiba e Pernambuco (CODEVASF, 2019).

No ano de 2017 o Brasil colheu 66.966 toneladas de acerola em 5.753 hectares cujos
maiores produtores estdo localizados na regido Nordeste e no estado de S&o Paulo (IBGE,
2017).

O cultivo da aceroleira, especificamente no Submédio do Vale do Sao Francisco, deu-

se também em meados dos anos 1980, e teve seu auge entre 1988 e 1992 quando a demanda
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pela acerola foi alta, principalmente pelo mercado internacional, e uma das empresas que mais

impulsionou este processo foi a Nichirei Agricola do Brasil — Niagro (OLIVEIRA et al., 1998).

O cultivo de acerola vem se acentuando, o que tem despertado interesse entre 0s
produtores e consumidores brasileiros ou estrangeiros, seja in natura ou por subprodutos
industriais (FRANZAO; MELO, 2019). Poucos paises cultivam comercialmente a acerola e o
Brasil se sobressaem nesse contexto, sendo atualmente o maior produtor, exportador e
consumidor (SILVEIRA et al., 2020).

O fruto da aceroleira pode ser aproveitado de diversas formas, como: elaboragdo de
polpas, sucos, compotas, doces, geleias, licores e até refrigerantes (MANICA, 2003;
CAETANO et al., 2012), sendo que a polpa congelada, o suco engarrafado e o fruto in natura
sdo as formas mais comercializadas (YAMASHITA et al., 2003). Outro mercado em que a
vitamina C vem sendo amplamente utilizada é o farmacéutico, onde o acido ascorbico é extraido
servindo de matéria prima para confeccdo de diversos produtos (LIMA et al., 2003). A
utilizacdo da vitamina C é um dos grandes alvos da industria cosmética devido as suas
aplicacdes e resultados satisfatorios (VIDAL; FREITAS, 2015).

A acerola pode ser classificada como acida, semidoce e doce a depender do seu teor de
solidos solaveis e acidez titulavel para frutos maduros. Essas diferencas de classificacdo € que
determinam para que publico-alvo o fruto seréa destinado; os acidos sao mais bem aproveitados
pela industria de processamento, 0s doces para consumo in natura, e 0s semidoces abrangendo
ambos os mercados (RITZINGER; RITZINGER, 2009).

A forma de propagacédo pode definir a uniformidade do plantio na aceroleira (GOMES
et al., 2000). Entre os cultivares de aceroleiras existentes, a selecdo normalmente € obtida por
propagacao vegetativa de plantas visando fixar caracteristicas fenotipicas superiores. Por outro
lado, nos anos entre 1980 e 1990 houve um rapido aumento das areas cultivadas com acerola,
sendo elas predominantemente propagadas através de sementes, o que resultou em pomares
com grande variabilidade genética, por isso, no &mbito comercial, a propagacdo por sementes
ndo é tdo desejavel por proporcionar plantas desuniformes, o que pode refletir na sua qualidade
e produtividade (RITZINGER; RITZINGER, 2011).

Entretanto apesar de existir uma quantidade razoavel de cultivares de aceroleira, ainda
hd uma certa escassez de cultivares que possuam caracteristicas agronémicas e atributos
sensoriais e nutracéuticos em niveis adequados, como frutos sem sementes ou com sementes

menores, consequentemente um fruto com mais polpa, mais saborosos e menos pereciveis, alem
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da presenca de teores relevantes de carotenoides e antocianinas, caracteristicas estas desejaveis
especialmente para suprir o mercado de frutos in natura. Portanto, com caracteristicas como
essas, 0 consumo e a demanda pela acerola seriam maiores, 0 que aumentaria a producao dos
produtores (SOUZA et al., 2013). Muitos clones comerciais foram produzidos, mas grande

parte favorece ao processamento industrial e pouco ao consumo in natura.

2.3 Cultivares e melhoramento genético

Em um levantamento realizado no Submédio do Vale do S&o Francisco, foi constatado
que os cultivares de aceroleira mais cultivadas na regido sdo os clones Junko, BRS Sertaneja,
BRS Cabocla, Costa Rica, Flor Branca, Okinawa, Coopama N°1 e Nikki (SOUZA et al., 2013).

Por outro lado, a primeira cultivar desenvolvida na regido como resultado de um projeto
de melhoramento foi a cultivar Sertaneja, lancada pela Embrapa Semiarido no ano de 1998, a
partir de um programa de melhoramento que visava selecionar plantas com genotipos superiores
para serem implantadas em areas irrigadas do Nordeste. Este programa de melhoramento foi
iniciado em 1992 com o objetivo principal de introduzir, caracterizar, selecionar e difundir
gendtipos que fossem superiores no Submédio do Vale do Sao Francisco. Para isso, foram
realizadas coletas nos estados da Bahia, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte, sendo a
maior parte dos cultivares obtidos via formagdo de mudas por estaquias ou enxertias. A partir
dessa iniciativa foi criado o Banco Ativo de Germoplasma de Aceroleira da Embrapa
Semiérido, estabelecido e implantado no Campo Experimental de Bebedouro, localizado nas
proximidades da cidade de Petrolina-PE. O primeiro clone selecionado pelo programa foi o
CPATSA 4.3, que apresentava uma alta produtividade, producgdo apds seis meses do plantio em
campo, e frutos com teores de vitamina C bem superiores a 1.500 mg/100 g de polpa. Este clone
foi lancado pela Embrapa no ano de 1998 com o nome de ‘Sertaneja BRS 152°. Ao final dos
anos 1990 ja existiam 44 instituicdes no Brasil realizando pesquisas com acerola (OLIVEIRA
et al., 1998). Porém, o mercado para a acerola comecou a se desvalorizar, 0 que acabou por
provocar na comunidade cientifica um desinteresse em continuar 0s estudos com a especie,
restando apenas alguns pequenos grupos isolados que ainda realizavam trabalhos com a planta,
como a Embrapa. No ano de 2002 a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical langou a cultivar
Cabocla e, no ano de 2004, a cultivar Rubra. Em 2003 as cultivares Apodi, Cereja, Roxinha e
Frutacor foram langadas pela Embrapa Agroindustria Tropical.
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Atualmente existem registradas no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), 14 cultivares de aceroleira. Porém este nimero se mostra maior na literatura, onde
encontramos registros que nos pomares brasileiros sdo cultivados em torno de 25 clones, e
dentre estes, oito sdo encontrados em cultivo na regido do Submédio do Vale do S&o Francisco,
sendo elas: ‘Junko’, ‘Flor Branca’, ‘BRS Sertaneja’, ‘Costa Rica’, ‘Okinawa’, ‘Nikki’,
‘Coopama N°1’ e ‘BRS Cabocla’. A exigéncia do mercado por cultivares com melhores
caracteristicas agrondmicas seja para as industrias de processamento ou para seu consumo in
natura, tem impulsionado diversos programas de melhoramento em varias instituicdes de
pesquisa. Com esta exigéncia por um alto padrdo de qualidade, os frutos cada vez mais precisam
apresentar as caracteristicas desejaveis, e para isso a selecdo das plantas € um ponto chave. As
plantas devem ter uma alta taxa de frutificacdo, frutos cada vez maiores e mais suculentos, com
teores de vitamina C acima de 1.000 mg de acido ascérbico/100 g de polpa, um teor de solidos
soltveis (°Brix) mais elevado e com estrutura firme a fim de se evitar danos ao serem

transportados.

A partir de 2012 foi iniciado o estabelecimento de uma nova cole¢do de cultivares de
aceroleira pela Embrapa Semiéarido, formada com amostras coletadas em diversas regies
produtoras de acerola, sendo esses enxertados e implantados no Campo Experimental de
Bebedouro, que inicialmente totalizavam 32 cultivares (SOUZA et al., 2012). Ja no ano de 2014
a Embrapa Semiarido passou a contar com cerca de 80 cultivares de aceroleira, sendo 32
oriundos de coletas realizadas nos estados de Pernambuco e Ceara (SOUZA et al., 2014). No
entanto, levando em consideracdo a busca pelo desenvolvimento de cultivares para consumo in
natura, a partir da selecdo de gendtipos superiores, a colecdo existente na Embrapa Semiéarido
ainda carece desse tipo de material (SOUZA et al., 2013).

2.4. Poliploidia
2.4.1 Conceito

A poliploidizacdo € tido como um dos processos evolutivos mais importantes na
especiacdo de plantas superiores (SOLTIS et al. 2014). E a partir desse processo que se da
origem a um individuo poliploide com nimero de cromossomos equivalente a um madltiplo
superior a dois genomas haploides. Muitas espécies encontradas na natureza séo poliploides, e
sua origem se deu por meio de gametas que ndo sofreram reducao ou duplicacéo espontanea do
zigoto na primeira diviséo celular, o que Ihes garantem uma maior adaptabilidade ao ambiente
(SCHIFINO-WITTMANN, 2004).
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2.4.2 Formas de ocorréncia

Na natureza a poliploidizacdo pode acontecer de forma sexual ou somética. A primeira
ocorre a partir da unido de gametas nédo reduzidos dando origem a um organismo que possuli
mais de dois conjuntos cromossémicos no mesmo ndcleo. Ja a somatica é resultado de uma
falha que ocorre na divisdo mitotica quando a célula duplica seu material genético, porém nédo
chega a completar a mitose, voltando a interfase com material genético duplicado (SOLTIS,
SOLTIS; TATE, 2003). E de se esperar que os individuos poliploides se mostrem superiores
aos diploides em muitas caracteristicas, isso devido as caracteristicas de adaptabilidade serem

controladas por muitos alelos distribuidos em varios cromossomos (SIMION, 2004).

2.4.3 Caracteristicas

Durante o processo evolutivo dos poliploides a poliploidia pode néo ter tanto impacto
em mutacOes individuais, mas, quando coletivamente, pode originar caracteristicas diferentes
submetidas ao controle de multiplos alelos. Uma das vantagens do aumento de poliploidia é o
fato de que efeitos de mutacdes deletérias possam ser mascarados por um efeito tamponante
comum nos individuos poliploides, cujo efeito silencia essas mutacdes devido ao seu numero

maior de copias génicas (SILVA Jr., 2008).

Apesar da duplicacdo cromossémica ndo introduzir um novo material genético e apenas
produzir copias adicionais de genes e cromossomos ja existentes, muitas mudancas gendmicas
ocorrem depois do processo de poliploidizacdo (RANNEY, 2006). Estes eventos de duplicacdo
podem causar mudangas fenotipicas, fisioldgicas, gendmicas e ecoldgicas nos polipldides
guando comparados com seus progenitores diploides (BALAO et al. 2016; HUSBAND et al.
2016; SOLTIS et al. 2014, 2016; VALLEJOMARIN et al. 2016). Normalmente em individuos
poliploides essas mudancgas os tornam superiores em aspectos morfoldgicos, adaptabilidade
genética e tolerdncia a ambientes com maior grau de estresse (XIONG et al., 2006). Os
poliploides também podem apresentar mudangas em sua fisiologia, como resisténcia a doencas
e em suas caracteristicas de cultivo, como florescimento e qualidade no po6s-colheita. Assim
essas mudancas sdo bem apreciadas visto que podem contribuir para um maior sucesso
comercial das culturas agricolas e horticolas (RIDDLE et al., 2006; XIONG et al., 2006;
DHOOGHE et al., 2011).

A poliploidia é uma ferramenta utilizada para melhorar plantas com a finalidade de
aperfeicoar suas qualidades, bem como também pode ser usada para o processo de transferéncia
génica entre diferentes niveis de ploidia (WITMANN e DALL; AGNOL, 2003). A duplicagéo

do genoma dentro de um unico organismo é uma fonte de inovagéo, tendo um grande potencial
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para gerar especiacdo através de barreiras reprodutivas com o genotipo progenitor (HEGARTY
et al., 2013). Logo as plantas poliploides tém despertado bastante interesse para os cientistas ao
longo dos anos, isso devido a sua grande importancia na historia evolutiva e ao seu potencial

agrondmico, sendo sua producéo artificial frequentemente realizada.

2.4.4 Indugéo e importancia

Para induzir a poliploidizacdo se faz necessario usar um agente que pode ser ele fisico
ou quimico, de modo a interferir na formacédo do fuso mitético. Uma das maneiras para se
produzir plantas com o dobro dos cromossomos é atraves de interferéncias no ciclo mitético. O
ciclo celular pode ser interrompido por uma grande variedade de compostos quimicos. Mas
somente aqueles que o interferem entre o fim da fase S e o inicio da citocinese permitem a
inducdo da duplicacdo cromossémica (DHOOGHE et al., 2011). O fuso é constituido por
microtibulos compostos basicamente por heterodimeros de a-tubulina e B-tubulina que

alinham-se formando uma estrutura cilindrica (QUADER, 1998).

Estes microtubulos desempenham fungées celulares que sdo importantes ao decorrer do
crescimento e do ciclo mitético, participando de inimeros processos que envolvem a migracao
dos cromossomos, estruturacdo celular, orientacdo e disposi¢cdo das microfibrilas de celulose,
formacédo da parede celular, movimento intracelular e diferenciacédo celular, logo séo essenciais
para o processo de divisdo e sobrevivéncia da célula (MOREJOHN; FOSKET 1991; JORDAN;
WILSON, 1999).

Os agentes quimicos utilizados para induzir a poliploidia sdo conhecidos como
substancias antimitdticas, que agem sobre as fibras do fuso acromatico quando esta ocorrendo
0 processo de divisdo celular evitando-se que ocorra sua polimerizagdo ou propiciando sua
fragmentacdo, ndo deixando assim que ocorra a separacao dos cromossomos na anafase. Desta
maneira, logo apés o DNA se replicar, a célula possuirad o dobro de material genético inicial,
porém essa ndo se divide por falta das fibras do fuso e volta assim a interfase com o dobro do

namero de cromossomos (PEREIRA et al., 2012).

O descobrimento dessas substancias antimitdticas se deu na década de 1930 do século
passado, quando foi descoberta a colchicina, dando inicio a experimentos para induzir
poliploidia (DHOOGHE et al., 2011). A colchicina é um alcaloide extraido de sementes e
bulbos da planta Colchicum autumnale L. que provoca falhas no ciclo mitotico da célula,
fazendo com que a divisdo celular ocorra de forma errada, produzindo células com diferentes
niveis de ploidia (EIGSTI; DUSTIN, 1955; DHOOGHE et al., 2011). Os primeiros resultados
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de duplicacdo cromossdmica decorrentes de poliploidiacdo induzida com colchicina foram
apresentados por Blakeslee e Avery em seu trabalho, Methods of inducing doubling of
chromosomes in plants: by treatment with colchicine, que para o melhoramento vegetal foi um
grande avango (SORIANO et al., 2007; GLOWACKA et al., 2009). Algumas outras substancias
antimitéticas como o APM (Amiprophos-methyl), orizalina e a atrifulina tem efeito similar a
da colchicina, podendo também ser utilizadas para induzir poliploidia (SALON; EARLE, 1998;
SCAGLIUSI et al., 2009; QUESENBERRY et al., 2010).

A poliploidizagdo tem sido uma importante estratégia utilizada por programas de
melhoramento devido a inimeras vantagens como a possibilidade de ampliacdo da base
genética, restaurar hibridos interespecificos inférteis, obter linhagens em um curto espaco de
tempo e a viabilizacdo de cruzamentos de genotipos com ploidias diferentes (BARBOSA et al.,
2007; CAMPOS et al., 2009; ISHIGAKI et al., 2009; SOUZA-KANESHIMA, 2010).

Por apresentarem grande importancia evolutiva e potencial agronémico, as plantas
polipléides sdo objeto de interesse cientifico ha muitos anos, sendo frequentemente produzidas
artificialmente. De acordo com Hegarty, et al. (2013), em sua revisdo sobre poliploides
artificiais, os primeiros poliploides induzidos artificialmente remontam as primeiras décadas do
século passado. Criados acidentalmente por Winkler em 1916, os primeiros poliploides
artificiais eram células provenientes de calos de Solanim. Mas foi na década de 1930 que foram
relatadas as primeiras aplicacdes da poliploidizicdo na agricultura, por Blakeslee e Avery
(1937).

2.4.5 Métodos de determinacdo do nivel de ploidia

Algumas metodologias podem ser utilizadas para a determinacédo direta ou indireta da
poliploidizacdo. Dentre elas temos a citogenética, citometria de fluxo e a anélise morfométrica
dos estbmatos. A realizacdo de analises citogenéticas é um processo demorado e um tanto
trabalhoso, exigindo de quem for fazé-lo muita experiéncia na area. A citometria de fluxo é um
processo rapido e relativamente facil, contudo exige equipamentos mais sofisticados, o que faz
com que seja dificil de se encontrar locais em que se possa realizar esta analise. Ja a
caracterizagdo morfométrica dos estdbmatos, que por meio da avaliagdo de algumas
caracteristicas da planta, como por exemplo, tamanho e a densidade dos estdmatos foliares, é
uma maneira indireta de identificar possiveis poliploides (VANDENHOUT et al., 1995;
MAGALLANES et al., 1996; SOUZA; QUEIROZ, 2004). E uma metodologia simples e facil

que pode identificar supostos poliploides pela contagem e medi¢cdo comparativas dos
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estdmatos, visto que normalmente ha um aumento do comprimento do estbmato quando o

ndmero de cromossomos aumenta.

2.5 Caracterizacdo morfométrica dos estdbmatos
Os estdmatos séo pequenos orificios localizados principalmente na superficie das folhas
e estdo relacionados diretamente com a entrada de CO- e a perda de gua via transpiracéo, sendo

o0 principal mecanismo regulador destes processos (MENDONCA, 2016).

A palavra estdbmato vem do grego (stoma) e significa boca. Dessa forma, 0 nome
atribuido se da pelo fato de que suas estruturas, vistas ao microscopio, assemelham-se a
pequenas bocas. O estbmato é constituido por duas células guardas e um orificio central
denominado e poro estomatico, ostiolo ou abertura estomatica e seu tamanho médio varia de 3
a 12um de largura por 7 a 40 um de comprimento e um conjunto de células adjacentes as células-
guarda, que se diferem ou ndo das demais células da epiderme (VIEIRA et al., 2010). Quando
as células na linha mais préxima das células-guarda (adjacentes) ndo se diferem das demais
células da epiderme, elas sdo chamadas de células vizinhas, mas quando estas células se
diferenciam em textura, tamanho ou até mesmo em forma, sdo denominadas subsidiarias. O
conjunto formado pelo estdmato, mais as células vizinhas ou subsidiarias, constitui o complexo
estomatico ou aparato estoméatico (METCALFE; CHALK, 1950; ESAU, 1960; PANT, 1965;
STACE, 1965; VAN COTTHEM, 1970; WILKINSON, 1979; CARPENTER, 2005). O
estdmato é fundamental para a sobrevivéncia das plantas terrestres, em termos evolutivos e essa
estrutura teve uma importante contribuicdo para que 0s vegetais ocupassem o ambiente terrestre
(JONES, 2013).

2.5.1 Densidade estomatica e a relacdo com a fisiologia das plantas.

Comumente, as caracteristicas analisadas acerca de respostas estruturais dos estbmatos
sdo densidade estomatica e indice estomatico (MARTINS, 2010). A densidade estomatica esta
relacionada com o tamanho, posicao e controle da abertura estomatica, uma maior densidade e
menor tamanho dos estdmatos aumenta a resisténcia estomatica e, consequentemente, limita o
excesso de perda de dgua por transpiracao, afetando a absorcéo do CO2 (SILVA, 2008). Dessa
forma, para Martins (2010), é esperado que as alteracbes na densidade estomatica sejam
acompanhadas de alteragbes em diferentes niveis e escalas anatdmicas e fisiologicas nas
plantas. Os estdbmatos fazem parte dos dois mais importantes processos que ocorrem em todas

as plantas terrestres: a fotossintese e a transpiragdo (PES; ARENHARDT, 2015).
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Como a poliploidia causa nas plantas uma série de consequéncias fenotipicas como o
aumento do numero cromossémico, que normalmente repercute em aumento nas células,
tecidos e Orgdos vegetais, a analise estomatica torna-se 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). Assim, a
caracterizacdo do material pode ser realizada por comparaces entre 0s estdmatos dos
poliploides com os de plantas diploides (normais). Portanto, a alteracdo no tamanho das células-
guarda de estdbmatos de folhas de plantas tratadas com colchicina pode ser utilizada como
caracteristica indicativa da existéncia de poliploidia. Diversos trabalhos de inducdo de
poliploidia em vegetais utilizaram essa caracteristica para selecionar supostos poliploides,
como em Manihot esculenta (GRANER, 1942), Cattleya intermedia (SILVA et al., 2000),
Heliconia bihai (CAVALCANTE-FILHO, 2011), Centella asiatica (KAENSAKSIRI et al.,
2011), Gerbera jamesonni (GANTAIT et al., 2011) e Lagerstroemia indica (WANG et al.,
2012), além de outros relatos (VANDENHOUT et al., 1995; MAGALHAES et al., 1996;
SOUZA; QUEIROZ, 2004). A presente pesquisa utilizou a analise morfométrica como

metodologia para indicar a eficacia do uso da colchicina como indutor de popliploidizacgéo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de conducéo e materiais do trabalho

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Semiarido,
sediada em Petrolina-PE, entre janeiro de 2019 a marco de 2020. Foram utilizados quatro
cultivares de aceroleira oriundos do Banco Ativo de Germoplasma de Aceroleira da Embrapa
Semiérido, sendo um individuo de Cabocla, quatro de Rubra, um de Flor Branca, e trés de Costa

Rica.

O experimento foi conduzido em vasos mantidos em casa de vegetacdo na Embrapa
Semiéarido. Antes de dar inicio ao experimento, as plantas de cada acesso cultivadas em vasos

foram podadas com o intuito de induzir a formacé&o de novas brotacgdes (Figura 3).
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Figura 3 — Plantas dos cultivares de aceroleira (Malpighia emarginata Sessé & Moc. ex DC.)
cultivadas em vasos e utilizadas para inducdo de poliploidia com o uso de colchicina. (a) Vasos
na casa de vegetacao com plantas ainda sem poda; (b) Planta podada e pronta para aplicacdo da

colchicina.

3.2 Inducéo de poliploidia

Logo apoés a realizacdo da poda das folhas e ramos, as gemas axilares restantes das
plantas foram envolvidas com algoddo umedecido em solugcdo aquosa de colchicina nas
concentrages de 0,05, 0,1, 0,2 e 0,3%, protegidas com papel aluminio e identificadas com fitas
coloridas. Os algodfes permaneceram na planta pelos periodos de 24h ou 48h; cada planta
recebeu os quatro tratamentos (concentracdes de colchicina) distribuidos pelos ramos. Né&o
houve aplicacdo de diferentes tratamentos no mesmo ramo, onde cada ramo recebeu apenas um
tratamento. Apos passado os periodos de 24h ou 48h, os algoddes foram removidos e as gemas
lavadas com agua destilada, visando a retirada do excesso de colchicina. Apo6s 15 dias da
aplicacéo foi realizada uma avaliagéo para verificar se houve ou ndo o crescimento de ramos e
folhas. Nos novos ramos desenvolvidos foram coletadas no minimo trés folhas e levadas para
laboratério para andlise. Na Figura 4 se ilustra os principais passos realizados durante a

aplicacdo dos tratamentos e coleta de folhas.
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Figura 4 — Visdo geral das plantas dos cultivares de aceroleira (Malpighia emarginata Sessé &
Moc. ex DC.) durante e ap0s a aplicacdo topica de colchicina em gemas foliares axilares. ()
Gemas tratadas com diferentes concentrac6es de colchicina e recobertas com papel aliminio;
(b) Lavagem das gemas com agua destilada ap6s os prazos de 24 ou 48 h para retirada do

excesso de colchicina; (c) Coleta das novas folhas ap6s 15 dias para analise em laboratdrio.

Para analise no laboratério, as folhas foram acondicionadas em recipiente com papel
umidecido com o intuito de minimizar a perda de 4gua. Com o auxilio de uma lupa e uma
lamina de bisturi foi feita a retirada de uma fina pelicula da face abaxial de cada folha, sendo
esta colocada em uma lamina de vidro de microscopia preparada com uma gota de agua
destilada. Ap6s esse procedimento foi adicionada a lamina uma gota de corante carmin acético
sobre o material vegetal e, por fim, coberto com uma laminula de 22 x 22 mm. Foram
preparadas uma lamina para cada folha coletada. As laminas prontas foram analisadas em um
microscopio optico com objetiva de aumento de 40x, sendo as imagens observadas capturadas

com o auxilio do software Dinocapture (Figura 5).
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Figura 5 — Etapas de conservacao (a), isolamento da pelicula dos tecidos da epiderme da face
abaxial de folhas (b), coloragdo com carmin acético (c) e captura de imagens dos estdmatos (d)
de folhas de aceroleira (Malpighia emarginata Sessé & Moc. ex DC.) submetidas ao tratamento

com colchicina.

3.3 Anélise morfométrica dos estdmatos

Com o auxilio do software Dinocapture foram fotografados 10 campos aleatérios da
pelicula retirada de cada folha, totalizando 30 campos para cada tratamento com colchicina e
tempo de exposicdo. Desses campos, foram selecionados 10, de maneira aleatoria para a
contagem do numero de estdmatos por area fotografada, bem como a medi¢do do comprimento
de 25 estdmatos selecionados aletoriamente (Figura 8, 9, 10, 11).
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Figura 9 — Lamina de fotos capturadas no software Dinocapture de todos os tratamentos do acesso Costa Rica.



31

AV,

Figura 11 — Lamina de fotos capturadas no software Dinocapture de todos os tratamentos do acesso Rubra.
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3.4 Anélise estatistica

O experimento foi desenvolvido em esquema fatorial 4 (cultivares) x 5 concentracfes
de colchicina) x 2 (tempo de aplicacdo da colchicina) distribuidos em delineamento
experimental inteiramente casualizado. Entretanto, andlises individuais, por cultivares, foram
realizadas visando uma melhor visualizacdo dos resultados. Os dados obtidos foram submetido
a analise de variancia e as medias foram agrupadas pelo método de agrupamento de Scott-Knott
a 5% de probabilidade. As anélises foram realizadas utilizando-se o software Genes (CRUZ,
2013).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados da anélise de variancia encontram-se na Tabela 1. Houve significancia
estatistica para o efeito de tratamentos que envolve a interacdo concentracdo X tempo para

comprimento dos estdmatos (CE) na cultivar Cabocla.

Tabela 1 — Resumo da anélise de variancia para a varidvel comprimento de estbmatos em folhas
de gemas de cultivares de aceroleira (Malpighia emarginata Sesse & Moc. ex DC.) submetidos

a aplicacéo de diferentes concentracdes de colchicina durante 24h e 48h — Cultivar Cabocla.

Fonte de variagao G.L. F
Tratamento 9 1420,78*
Residuo 162 -

C.V. (%) 4,11

*= significativo a 1% pelo teste F.

O comportamento para Cabocla em relacdo ao comprimento médio dos estdmatos apos
a aplicacdo das diferentes concentracGes de colchicina por 24h e 48h, encontram-se na Tabela
2. Constata-se que houve diferenca entre as concentracfes e tempo de exposi¢do. Quase todos
0s tratamentos apresentaram médias de comprimento acima do valor médio do controle, com
excecdo do tratamento (T2C5), em que ndo houve brotacGes nas gemas que receberam este
tratamento. Estes resultados sinalizam uma possivel indu¢do da poliploidia, visto que o
aumento do tamanho dos estdmatos frequentemente estd correlacionado com o aumento do

namero cromossdmico, conforme relatado na literatura (VICHIATO et al., 2006).

Tabela 2 — Comparacdo dos comprimentos médios de estdmatos em folhas de aceroleira da
cultivar Cabocla submetida a aplicagéo de diferentes concentracGes de colchicina (0; 0,05; 0,1;
0,2 e 0,3%) durante 24h e 48h.

| Tratamento | Tamanho estdmatos (média) (um) | Desvio Padréo (um) | |
(T1C1Cul1) 25,40 3,0 d
(T1C2Cull) 29,50 2,0 a
(T1C3Cul1) 27,90 2,0 b
(T1C4Cul1) 27,80 1,0 b
(T1C5Cul1) 27,80 1,0 b
(T2C1Cul1) 25,40 3,0 d
(T2C2Cul1) 28,80 1,0 a
(T2C3Cul1) 27,70 1,0 b
(T2C4Cul1) 26,40 1,0 c
(T2C5cull) 0,00 0,0 e
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
agrupamento de Scott-KnT1- 24h; T2 - 48h; C1- 0% controle; C2 — 0,05%; C3 — 0,1%; C4 - 0,2%; C5 - 0,3%.

Em trabalho sobre inducdo de poliploidia em Heliconia bihai L. realizado por
Cavalcanti Filho (2011), foi relatado que os tratamentos com 0,05 e 0,1% de concentracédo de
colchicina apresentaram médias do comprimento dos estdmatos superiores ao controle, sendo
o tratamento 0,05% no periodo de aplicacdo de 48h o que apresentou maior valor médio. Esse
resultado é semelhante aos obtidos no nosso trabalho, diferindo apenas que a maior média do
tamanho dos estdmatos ja foi observada no tratamento com colchicina no periodo de 24h, assim
como também no tratamento durante 48h.

Os resultados da andlise de variancia para cultivar Flor Branca encontram-se na Tabela
3. Assim como para cultivar Cabocla, a Flor Branca apresentou significancia estatistica para o
efeito de tratamento.

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia para a variavel comprimento de estdmatos em folhas

de gemas de cultivares de aceroleira (Malpighia emarginata Sessé & Moc. ex DC.) submetidos
a aplicacéo de diferentes concentrac6es de colchicina durante 24h e 48h — Flor branca.

Fonte de variacao G.L. F
Tratamento 9 57,18*
Residuo 162 -

C.V. (%) 4,64

*= significativo a 1% pelo teste F.

A resposta da aceroleira cultivar Flor Branca em relagdo ao comprimento médio dos
estdmatos apOs a aplicacdo das diferentes concentracdes de colchicina por 24h e 48h,
encontram-se na Tabela 4. Constata-se que houve diferenca para o efeito dos tratamentos entre
as concentracdes e tempo de exposicdo. Todos os tratamentos apresentaram médias de

comprimento dos estdmatos acima do valor médio do controle.
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Tabela 4 — Comparacgdo dos comprimentos médios de estbmatos em folhas de aceroleira cultivar
Flor Branca submetida a aplicacéo de diferentes concentracdes de colchicina durante 24h e 48h.

| Tratamento | Tamanho estdmatos (média) (um) | Desvio Padrdo (um) | |
(T1Clcul2) 23,90 1,0 e
(T1C2cul2) 28,40 4,0 c
(T1C3cul2) 26,30 1,0 d
(T1C4cul2) 28,30 2,0 c
(T1C5cul2) 26,60 1,0 d
(T2C1cul2) 23,90 1,0 e
(T2C2cul2) 26,90 1,0 d
(T2C3cul2) 30,70 3,0 a
(T2C4cul2) 28,20 3,0 c
(T2C5cul2) 29,50 3,0 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott.
T1- 24h; T2 - 48h; C1- 0% controle; C2 — 0,05%; C3 — 0,1%; C4 - 0,2%; C5 - 0,3%.

Ha vérios relatos sobre a correlacdo da aplicacdo de colchicina e aumento do tamanho
dos estdbmatos. Em Citrullus lanatus, por exemplo, o uso de colchicina nas concentracdes de
0,1% e 0,2% por 48h, resultou em aumento do comprimento médio dos estbmatos, sendo o
tratamento 0,1% o que apresentou maior valor médio (HANDAYANI et al., 2018),
assemelhando-se ao obtido neste trabalho para a cultivar Flor Branca. O autor relatou ainda que
todos os tratamentos com colchicina apresentaram médias dos tamanhos dos estdmatos
superiores ao controle, resultado que também observamos tanto para cultivar Cabocla (com
excecdo ao tratamento 0,3% no periodo de 48h), como para a cultivar Flor Branca.

Outros relatos indicam que o uso de colchicina tem efeito significativo no aumento do
tamanho dos estdmatos foram realizados em Phalaenopsis amboinensis, Maranta arundinacea
L., Glycyrrhiza glabra var. glandulifera e Carthamus tinctorius L. (FITDIAN et al., 2006;
MOGHBEL et al., 2015).

De uma maneira geral, o tamanho dos estdmatos est4 correlacionado com o nivel de
ploidia dentro de um mesmo taxon, conforme descrito em varios estudos. Por exemplo, em
trabalho realizado em Bromis inermis. Tan e Dunn (1973) utilizaram a analise do comprimento
dos estbmatos para distinguir os niveis de ploidia da espécie. Przywara et al., (1988)
demonstraram que o comprimento estomatico em Kiwi aumentava significativamente conforme
o nivel de ploidia também aumentava. Em Coffea L. Mishra (1997) também constatou que em
todas as cultivares avaliadas o comprimento estomatico aumentou com o aumento do nivel de
ploidia.

Alguns exemplos do uso de colchicina demonstram sua eficacia na indugdo de

poliploidia. Beck et al., (2003), por exemplo, conseguiram induzir com sucesso a tetraploidia
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em Acacia mearnsii a partir de sementes tratadas com colchicina. Nesse caso, 0 comprimento
estomatico foi um dos parametros utilizados para esta determinacdo, observando-se que todas
as mudas originadas das sementes tratadas apresentaram estdmatos com comprimentos maiores
do que os individuos diploides néo tratados. Ainda nesse trabalho, os resultados mostraram que
0 comprimento estomatico pode ser utilizado para distinguir diploides de tetraploides. Em
pesquisa realizada por Miao et al., (2016) com Dendranthema indicum var. aromacticum e por
Shala et al., (2018) com Catharanthus roseus foi observado que os estdmatos das plantas
diploides tiveram valores médios do comprimento dos estdmatos inferiores aos valores
observados para 0s estdbmatos de plantas tetraploides. Miao et al., (2016) ainda destacaram que
a concentracao de colchicina como a duragéo do tratamento foram fatores-chaves no processo.
Ja Shala et al., (2018) demonstraram que tetraploides de Catheranthus roseus podem ser
induzidos através do tratamento com colchicina em concentragdes de 0,05, 0,1 e 0,2%. Tais
resultados fortalecem a possibilidade de ter ocorrido indugéo de poliploidia em aceroleira para
as cultivares Cabocla e Flor branca.

Por outro lado, as cultivares Costa Rica e Rubra apresentaram um cenario totalmente
contrario ao que foi observado nas cultivares Cabocla e Flor Branca. De uma maneira geral,
ambas cultivares apresentaram os estdmatos das folhas de gemas que receberam tratamento
com colchicina com tamanho médio inferior ao controle, com excecdo do tratamento 0,05% no
tempo 48h na cultivar Rubra, que apresentou um sutil aumento em relacéo ao controle (Tabelas
6 e 8).

Os resultados da analise de variancia da Costa Rica e Rubra encontram-se na Tabela 5
e 7 respectivamente. Houve significancia estatistica para o efeito de tratamentos para
comprimento dos estdmatos (CE) na cultivar Costa Rica.
Tabela 5 — Resumo da analise de variancia para a variavel comprimento de estdmatos em folhas

de gemas de cultivares de aceroleira (Malpighia emarginata Sessé & Moc. ex DC.) submetidos
a aplicacéo de diferentes concentracfes de colchicina durante 24h e 48h — Cultivar Costa Rica

Fonte de variagdo G.L. F
Tratamento 9 7168,32*
Residuo 162 -

C.V. (%) 3,71

*= significativo a 1% pelo teste F.
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Tabela 6 — Comparacdo dos comprimentos médios de estdbmatos em folhas de aceroleira da
cutivar Costa rica submetida a aplicacdo de diferentes concentracdes de colchicina durante 24h
e 48h.

(T1CZLcul3) 30,70 1,0 a
(T1C2cul3) 18,00 1,0 c
(T1C3cul3) 17,50 1,0 d
(T1C4cul3) 18,10 1,0 c
(T1C5cul3) 19,60 1,0 b
(T2C1cul3) 30,70 1,0 a
(T2C2cul3) 8,30 1,0 i
(T2C3cul3) 0,00 0,0 g
(T2C4cul3) 8,70 0,4 e
(T2C5cul3) 0,00 0,0 g

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.
T1- 24h; T2 - 48h; C1- 0% controle; C2 — 0,05%; C3 — 0,1%; C4 - 0,2%; C5 - 0,3%.

Tabela 7 — Resumo da analise de variancia para a variavel comprimento de estdmatos em folhas
de gemas de cultivares de aceroleira (Malpighia emarginata Sessé & Moc. ex DC.) submetidos
a aplicacéo de diferentes concentracdes de colchicina durante 24h e 48h — Cultivar Rubra.

Fonte de variacao G.L. F
Tratamento 9 3187,34*
Residuo 162 -

C.V. (%) 1,94

*= significativo a 1% pelo teste F.

Tabela 8 — Comparagdo dos comprimentos médios de estdbmatos em folhas de aceroleira da
cultivar Rubra submetida a aplicacdo de diferentes concentragdes de colchicina durante 24h e
48h.

(T1Clculd) 33,40 2,0 b
(T1C2culd) 32,40 2,0 c
(T1C3culd) 32,00 1,0 d
(T1C4culd) 23,30 1,0 g
(T1C5cul4) 16,00 05 i
(T2C1culd) 33,40 2.0 b
(T2C2culd) 33,80 2,0 a
(T2C3culd) 24,60 1,0 e
(T2C4culd) 24,00 1,0 f
(T2C5culd) 17,80 1,0 h

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.

T1- 24h; T2 - 48h; C1- 0% controle; C2 — 0,05%; C3 — 0,1%; C4 - 0,2%; C5 - 0,3%.
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As cultivares Costa Rica e Rubra sofreram mais com a exposi¢cdo a colchicina,
possivelmente devido a uma maior susceptibilidade ao antimitotico. Nesse caso, observou-se
em ambas as cultivares que as médias foram decrescendo tanto com 0 aumento da concentragdo
como em relagdo ao tempo de exposicao.

Na cultivar Costa Rica verificou-se que a queda na média do comprimento dos
estdbmatos foi mais evidente no periodo de 48h de aplicacdo. Nos tratamentos 0,1% e 0 0,3%
por 48h as gemas ndo chegaram nem a brotar. Esse efeito pode ser relacionado ao fato da
colchicina possuir gradientes de toxicidade, conforme relatado por Beck et al., (2003) em
trabalho realizado com Acacia mearnsii, onde a mortalidade aumentou em todos os tratamentos
com colchicina com o0 aumento da sua concentracdo, assim como também pelo aumento do
tempo de exposicdo. Assim, percebe-se que a colchicina possui um grau de toxicidade
associado ao tipo de material bioldgico. Suas especificidades em relacdo a interacdo com a
colchicina, puderam ser vistas no presente trabalho em que dentro de uma mesma espécie,
cultivares diferentes demostraram respostas diferentes.

Finalmente, pode-se observar que a colchicina foi eficiente para promover o aumento
do tamanho dos estdbmatos via aplicacdo topica em gemas nodais nos cultivares Cabocla e Flor
Branca, indicando também uma possivel inducdo de poliploidia, conforme vérios relatos da

literatura.
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5. CONCLUSOES

Dentre as cultivares de aceroleira, a Flor Branca foi que melhor respondeu a aplicacéo
da Colchicina, seguida da Cabocla. Os acessos Costa Rica e Rubra apresentaram-se
estatisticamente inferiores, ou n&o significativos, quando comparados ao controle,
demonstrando que a metodologia aplicada para inducao de poliploidia nestas cultivares ndo foi

eficiente, considerando as concentracgdes e periodos aplicados.
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