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CULTIVO IN VITRO NA OBTENGAO DE PLANTAS DE CITROS
COM DIFERENTES NIVEIS DE PLOIDIA

Resumo:

A poliploidia artificial tem sido amplamente utilizada para melhorar o desempenho
de diversas culturas, especialmente em plantas economicamente importantes.
Nesta pesquisa, a produgdo de gendtipos superiores por meio do método de
inducédo de poliploidia de trés espécies citricas envolveu a cultura de tecidos de
miniestacas de 'Fremont' (Citrus clementina x tangerineira 'Ponkan' Citrus
reticulata Blanco), 'Dancy'(Citrus tangerina) e 'Clementina Honey' (Citrus
clementina). As varidveis analisadas incluiram diferentes concentragbes de
colchicina (0 mg/L-"; 500 mg/L-'; 1000 mg/L-*; 1500 mg/L-'; 2000 mg/L-'; 2500
mg/L-"), avaliadas de forma independente para cada nivel de tratamento e
concentragbes de orizalina (0 mg/L-", 5,1954 mg/L-', 10,3908 mg/L-', 15,5862
mg/L-*, 20,7816 mg/L-", 25,977mg/L-'), que foram adicionadas ao meio WPM, e
diferentes duragdes de exposicdo (24 e 48 horas). Para os tratamentos em
miniestacas de Clementina 'Honey' e 'Dancy', a melhor indugao de tetraploidia foi
com 500 mg/L de colchicina em 24 e 48 horas. Para 'Fremont’, a concentracao
mais eficaz foi 2500 mg/L em 24 horas. Com orizalina, as melhores
concentragdes foram 10,3908 mg/L para Clementina Honey, 25,977 mg/L para
'Dancy' e 20,7816 mg/L-' para 'Fremont', com 24 horas de exposigao. A citometria
de fluxo revelou quatro niveis de ploidia: diploide, mixoploide, tetraploide e
haploide nos tratamentos em sementes. 'Fremont' teve a maior taxa de
tetraploides (36%) com 1500 mg/L de colchicina apds 24 horas. 'Dancy' e
Clementina 'Honey'mostraram mais mixoploides (30,8% e 50%, respectivamente)
com 1000 a 1500 mg/L de colchicina por 24 horas. A presenga de haploides

sugere apomixia ou partenogénese.

Palavras-chave: Citrus; poliploidia artificial; citometria de fluxo.



IN VITRO CULTIVATION FOR OBTAINING CITRUS PLANTS WITH
DIFFERENT PLOIDY LEVELS

Abstract:

Artificial polyploidy has been widely employed to enhance the performance of
various crops, especially economically significant plants. In this study, the
production of superior genotypes through polyploidy induction was conducted in
three citrus species using tissue culture of mini cuttings from 'Fremont' (Citrus
clementina x 'Ponkan' tangerine Citrus reticulata Blanco), 'Dancy' (Citrus
tangerina), and 'Clementina Honey' (Citrus clementina). The variables analyzed
included different colchicine concentrations (0 mg/L-*; 500 mg/L-*; 1000 mg/L-";
1500 mg/L-'; 2000 mg/L-'; 2500 mg/L-'), evaluated independently at each
treatment level, and oryzalin concentrations (0 mg/L-', 5,1954 mg/L-', 10,3908
mg/L-', 15,6862 mg/L-', 20,7816 mg/L-', 25,977mg/L-"), added to the WPM
medium, with varying exposure durations (24 and 48 hours). For the mini cutting
treatments of Clementina 'Honey' and 'Dancy,' the optimal induction of tetraploidy
occurred at 500 mg/L-" of colchicine after 24 and 48 hours. For 'Fremont,' the most
effective concentration was 2500 mg/L-' after 24 hours. With oryzalin, the best
concentrations were 10.3908 mg/L-' for Clementina 'Honey," 25.977 mg/L-" for
'Dancy,' and 20.7816 mg/L-* for 'Fremont,' all with 24 hours of exposure. Flow
cytometry revealed four ploidy levels: diploid, mixoploid, tetraploid, and haploid in
the seed treatments. 'Fremont' achieved the highest tetraploid rate (36%) with
1500 mg/L-" of colchicine after 24 hours. 'Dancy' and Clementina 'Honey' exhibited
higher proportions of mixoploids (30.8% and 50%, respectively) at 1000-1500
mg/L-* of colchicine for 24 hours. The presence of haploids suggests occurrences

of apomixis or parthenogenesis.

Keywords: Citrus; artificial polyploidy; flow cytometry.
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1. INTRODUGAO

A producao de frutas citricas engloba paises com diferentes condicoes
geogréficas, sobressaindo-se China, Brasil, india, México e Espanha, que, juntos,
formam o ranking de maiores produtores citros. Entre essas frutas, a laranja lidera
a producado mundial, acompanhada da tangerina, limao e lima, respondendo a
76,4, 44,2 e 21,5 milhdes de toneladas, respectivamente (FAO, 2022).

Na safra 2021/22, de acordo com informacbdes publicadas pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2023), o Brasil liderou a
producdo mundial de laranja e de suco de laranja, sendo responsavel por 33,9%
da produgédo mundial da fruta e 67,8% do volume global de suco concentrado de
laranja.

A citricultura brasileira € altamente centralizada na produgédo de laranja,
sendo a producao de o total de 16.929.631 toneladas, em 568.132 hectares de
area colhida. Desse total, 13.025.994 toneladas foram colhidas apenas no estado
de S&o Paulo, que junto ao estado de Minas Gerais, formam o maior polo citricola
do Pais, somando 83% da producé&o nacional da fruta (IBGE, 2022).

Apesar da lideranga do Brasil na produgao global de citros e na exportagéao
de suco concentrado de laranja, sua participagdo no mercado mundial de frutas
frescas ainda € limitada. Isso se deve ao fato de que o mercado de frutas frescas
valoriza atributos visuais, como tamanho, cor, espessura da casca, menor
quantidade ou auséncia de sementes, além de uma proporcdo adequada entre
acucar e acidez total (CASTLE et al., 2010; CAPUTO et al., 2012). Essas
caracteristicas sao cruciais para atender as exigéncias do mercado consumidor
(CRUZ et al., 2023).

Diante disso, a utilizacdo de variedades citricas triploides pode aumentar
significativamente a participagdo do Brasil no mercado global de frutas frescas,
devido a sua auséncia de sementes (LOURKISTI et al., 2021), atendendo a alta
demanda dos consumidores por esse tipo de produto, com alto valor agregado
(DALEL et al., 2020).
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Ao criar estrategicamente hibridos triploides por meio de cruzamentos
controlados, o Brasil pode otimizar a qualidade dos frutos, aumentar a
competitividade do mercado e capitalizar as vantagens oferecidas por essas
variedades (SANTIAGO et al., 2019; MAHMOUDI et al., 2020).

Os hibridos triploides de citros, decorrentes de cruzamentos entre parentais
diploides e tetraploides, oferecem caracteristicas desejaveis, como a escassez ou
reduzido numero de sementes (geralmente abortivas). Porém, a obtencao desses
hibridos nao é uma tarefa simples, devido a baixa frequéncia natural de triploidia
(ESEN; SOOST, 1971; ESEN; SOOST, 1973; SANTIAGO, 2017).

Para superar essa adversidade, a indugdo da poliploidia via emprego de
antimitéticos € uma estratégia crucial em programas de melhoramento genético
de plantas, facilitando o rapido desenvolvimento de variedades triploides e
ampliando a base genética para o melhoramento. Essa abordagem ndo apenas
aprimora as caracteristicas desejaveis, como também acelera a criagdo de novas
linhagens (SHINDE et al., 2024).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi de estabelecer um
protocolo de duplicagado cromossdmica para diferentes gendtipos de citros, a partir

de diferentes explantes.

3 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Melhoramento genético de citros

O programa de melhoramento de citros teve inicio no estado da Florida em
1893, liderado por Swingle e Webber. Desde entdo, diversas iniciativas foram
desenvolvidas globalmente nessa area (DAVIES; ALBRIGO, 1994), abrangendo
duas categorias distintas: variedades copa e variedades porta-enxerto, cada uma
com objetivos especificos (OLIVEIRA et al., 2014), como o aprimoramento de
caracteristicas como vigor, qualidade dos frutos e adaptabilidade a varias
condigbes de solo e clima (GORA et al., 2021).

A citricultura no Brasil, enfrenta diversos desafios devido ao seu numero
limitado de variedades, tornando-a vulneravel a fatores fitossanitarios (ANDRADE;
ROCHA 2022), como Huanglongbing (HLB), Citrus tristeza virus (CTV), Cancro
Citrico e Clorose Variegada dos Citros (CVC), (LIMAYEM et al., 2024; SANTANA
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et al., 2024).).. Para resolver esta questdo, os programas de melhoramento
tém-se empenhado na diversificacdo de variedades de citros, tanto para a
industria como para o mercado de fruta fresca (KUPPER et al., 2022).

Nas ultimas décadas, os esforgcos do melhoramento genético em citros se
expandiram por meio da integracdo de ferramentas biotecnolégicas com métodos
classicos de melhoramento, levando a avangos significativos no desenvolvimento
de variedades citricas com maior tolerancia a estresses bioticos e abidticos,
melhor qualidade dos frutos e maior resisténcia a doencgas, cruciais para a
adaptacdo as mudangas ambientais e aos desafios crescentes no cultivo de citros
(CONTI et al., 2021; GAYLE et al., 2023).

As ferramentas de melhoramento genético de citros sao categorizadas em
meétodos tradicionais e nao tradicionais. As abordagens tradicionais incluem
introdugédo, selegdo e hibridizagdo, enquanto os métodos nado tradicionais
abrangem a duplicagdo do conjunto cromossémico, produgdo de haploides e
duplo-haploides (embriogénese somatica), variagdo somaclonal, mutacdo e
hibridizagdo somatica, transformagcao genética e edicdo de genes via CRISPR
(GERMANA et al., 2020; RAMASAMY et al., 2023).

Ao integrar abordagens tradicionais e modernas de melhoramento
genético, os melhoristas de citros podem enfrentar de forma mais eficaz as
complexidades inerentes a biologia da espécie, como a longa fase de
juvenilidade, alta heterozigosidade, incompatibilidade cruzada gametofitica,
esterilidade masculina, apomixia, auséncia de sementes e a necessidade de
estabilidade das caracteristicas sob diferentes condicbes ambientais.
(OLLITRAULT et al., 2012; XU et al., 2013).

Os programas que visam desenvolver variedades sem sementes
concentram-se principalmente em estratégias como induzir baixa viabilidade de
polen ou criar plantas triploides (GOTO et al., 2023; MONTALT et al., 2023).
Embora os avancgos biotecnoldgicos tenham facilitado a transformagao genética e
a hibridizagdo somatica no melhoramento de citros (CIMEN et al.,, 2022), os
meétodos tradicionais, como a hibridizacdo natural, continuam cruciais para a
recombinagcado genética e a introgressao em programas de melhoramento (LORA
et al., 2022).

Neste contexto, técnicas de cultura de tecidos oferecem solugdes

alternativas para desafios inerentes aos programas de melhoramento
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convencional (MUSTAFA et al., 2021), podendo ser utilizadas para multiplos
propdsitos, como organogénese, micropropagagdo e conservagao de
germoplasma e transformacao genética (CHAMANDOOSTI, 2017; 2020).

2.2 Cultivo in vitro

O cultivo de plantas in vitro envolve a manutencdo da esterilidade e a
regulacdo de fatores fisicos e quimicos para facilitar a regeneracao e a
multiplicagdo de plantas a partir de varias de suas partes, como brotos,
meristemas apicais, embrides, seccdes de caule, pontas de raizes, anteras e
protoplastos (MANMOHAN et al., 2022) em condicbes assépticas. Essas
condicbes sdo essenciais para evitar contaminagdo e garantir o crescimento
saudavel do material vegetal in vitro (SHINDE et al., 2020).

O meio de cultura utilizado para o cultivo in vitro fornece os nutrientes e
horménios necessarios para o desenvolvimento dos explantes. Além disso, o
ambiente controlado nas instalagbes de cultura de tecidos otimiza as condig¢des
de crescimento, permitindo o maximo desenvolvimento vegetal (HASNAIN et al.,
2022).

A técnica de cultura de tecidos vegetais tem sido fundamental no
desenvolvimento de novas variedades de copa e porta-enxertos em plantas de
citros, pois permite a producado de cdépias exatas de plantas com caracteristicas
desejaveis, auxiliando na criacdo de espécies economicamente importantes e
culturas com resisténcia a doencas, tolerdncia a estresses abibticos e melhor
adaptacao aos diferentes solos (SHINDE et al., 2020; SAMANTA; ROY, 2022).

Além disso, a cultura de tecidos vegetais desempenha um papel crucial na
engenharia genética de plantas, pois impede a regeneragdo completa das plantas
apos a manipulagédo ou edicao (JAISWAL et al., 2022). A obtencéo de individuos
poliploides também podem ser alcangados por meio da cultura de tecidos,
conforme exposto nos estudos desenvolvidos por Silva; Carvalho; Clarindo
(2019); Cimen (2020); Bhuvaneswar; Thirugnanasampandan; Gogulramnath,
(2020); Jokari; Shekafandeh; Jowkar (2022) e Narukulla et al. 2023, que
evidenciaram protocolos eficazes para a indugdo da duplicagdo do conjunto

cromossOmico de plantas lenhosas.
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O éxito na inducéo de poliploidia em ambiente in vitro esta intrinsecamente
ligado ao aprimoramento de procedimentos eficazes de cultivo de tecidos
vegetais. Frequentemente, os sistemas de cultivo de tecidos vegetais se mostram
desafiadores, especialmente para plantas lenhosas, € apenas um numero restrito
de espécies tem sido cultivado com éxito. O desenvolvimento de protocolos
muitas vezes demanda esforgcos especificos para cada espécie e, em muitos
casos, para cada clone, visando otimizar os métodos de regeneragao que possam
ser aplicados na indugdo de poliploidia em ambiente in vitro (TOUCHELL;
PALMER; RANNEY, 2020).

2.3 Poliploidia

A poliploidia, & caracterizada pela presengca de mais de dois conjuntos de
cromossomos no mesmo nucleo (VAN DE PEER; MIZRACHI; MARCHAL, 2017;
SIMONIN; RODDY 2018; LEEBENS-MACK et al., 2019).

Os poliploides sao identificados de acordo com a sua origem em
autopoliploidia ou alopoliploidia. A autopoliploidia & categorizada como a condi¢ao
na qual um organismo ou espécie contém multiplas copias do seu conjunto de
cromossomos, todas descendentes de uma unica espécie (LE COMBER et al.,
2010).

Em 2020, Doyle; Coate classificaram como uma macromutagao
epigenética, um evento com consequéncias fenotipicas. Esse processo pode
acontecer durante a meiose, onde se houver uma falha na segregacdo dos
cromossomos durante a meiose, gametas nado reduzidos (2x) podem ser
formados.

A falha na divisdo celular mitética pode resultar em células somaticas que
duplicam seu numero de copias do genoma sem que ocorra a segregacao dos
conjuntos cromossOmicos para os polos opostos da célula (ZHOU et al., 2022; YI
et al., 2023). Esse processo destaca como os erros na divisdo celular mitética
podem ter implicagbes significativas na estabilidade da ploidia e na geracéo de
organismos poliploides em espécies vegetais (KOZGUNOVA; NISHINA;
GOSHIMA, 2018).

A alopoliploidia é o resultado da unido de gametas nao reduzidos seguida

pela multiplicagdo do material genético em hibridos F1 ou pela fusdo entre
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espécies ou géneros distintos (PELE; ROUSSEAU-GUEUTIN; CHEVRE, 2018).
Portanto, os alopoliploides possuem dois ou mais conjuntos completos de
cromossomos, cada um proveniente de um genoma progenitor distinto, o que leva
a formacao de subgenomas homodlogos. Os mesmos sao identificados com base
em variacbes na estrutura cromossémica nas sequéncias de DNA e na
organizagao genética (PRIETO; NARANJO, 2020).

Naturalmente os organismos poliploides também podem surgir das
mutacdées em células somaticas, as quais referem-se a duplicacdo dos
cromossomos mediante endomitose ou endorreduplicagao, podendo ocorrer tanto
em tecidos meristematicos quanto em célula zigoto do organismo, sem a
ocorréncia do processo de citocinese durante a mitose (SATTLER; CARVALHO;
CLARINDO, 2016; PACEY; MAHERALI; HUSBAND, 2019).

No contexto do género Citrus e géneros relacionados, em sua maioria sao
diploides (KRUG, 1943), porém Longley (1925) identificou um tetraploide
selvagem kumquat de 'Hong Kong' (Fortunella hindsii Swing.). Outros exemplos
dos poucos poliploides naturais encontrados no germoplasma de Aurantioideae
s&o delinhagens tetraploides de Poncirus trifoliata (L.) Raf. (IWASAKI 1943), limas
triploides (JACKSON; SHERMAN, 1975) exemplo da limeira acida Tahiti [Citrus
latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka] (LUCHETTI et al., 2003), o alotetraploide Clausena
excavata Burm.f., o tetraploide Clausena harmandiana (Pierre) Guillaumin e o
hexaploide Glycosmis pentaphylla (Retz.) DC.

Beneficios evolutivos estdo diretamente associados a condi¢cao de ploidia,
como o aumento da heterose, redundancia genética, resisténcia a mutagdes e
delegdes, assim como uma maior plasticidade fenotipica (SATTLER; CARVALHO;
CLARINDO, 2016). Os poliploides exibem uma gama de caracteristicas
vantajosas, tais como folhas mais espessas e de cores mais intensas, flores
maiores e mais duraveis, maior vigor, melhor adaptacao a estresses ambientais,
resisténcia a pragas e doengas, aumento da produgdo de metabdlitos e a
capacidade de restaurar a fertilidade em hibridos estéreis (MASON; PIRES, 2015;
RAUF et al., 2021).

Estas caracteristicas tornam a poliploidia uma ferramenta valiosa nas
estratégias de melhoramento das culturas, levando a um melhor desempenho e
produtividade das plantas. Estudos tém demonstrado que a poliploidia induzida

pode resultar em melhorias significativas nas caracteristicas morfoldgicas,
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fisiolégicas e bioquimicas, contribuindo para o desenvolvimento de variedades
vegetais superiores com maior rendimento, frutos de melhor qualidade e melhor
resiliéncia a condi¢gbes adversas de crescimento (MIRI, 2020; TOSSI et al., 2022).
A aplicacdo da poliploidia em programas de melhoramento é promissora para
enfrentar os desafios da agricultura moderna e fomentar praticas sustentaveis de
producéao agricola (SABOONI; GHARAGHANI, 2022).

2.4 Inducao artificial de poliploidia

A poliploidizacdo € um método de melhoramento capaz de produzir
modificagcdes nas expressdes genotipicas e fenotipicas importantes. Para induzir
poliploidia, os alopoliploides podem ser induzidos artificialmente por meio da
hibridacdo somatica via fusdo de protoplastos (SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT,
2008), enquanto organismos autopoliploides podem ser desenvolvidos a partir de
tratamentos na cultura de tecidos utilizando agentes antimitéticos ou hibridizagao
somatica (ENG; HO, 2019; NIAZIAN; NALOUSI, 2020).

Uma estratégia para induzir a duplicagdo do conjunto cromossémico em
plantas ¢é interromper seu ciclo mitético, podendo ser realizado por varios
compostos quimicos que interferem entre o final da fase S e o inicio da citocinese
(DHOOGHE et al., 2011). Alguns dos agentes antimitéticos mais eficazes atuam
durante a metafase, como a colchicina, dinitroanilinas (orizalina, trifluralina,
dinitramina), acenafteno e vinblastina, inibindo a polimerizagdo dos microtubulos e
impedindo a migragdo dos cromossomos durante a anafase (PETERSEN;
HAGBERG; KRISTIANSEN, 2003; CAPERTA et al.,, 2006). Além disso, outros
compostos como lactacistina, MG132 e epoxomicina, que bloqueiam o complexo
promotor da anafase também podem ser utilizados, porém apresentam menor

eficacia e um custo mais elevado (DHOOGHE et al., 2011).

2.4.1 Colchicina

A colchicina, o agente antimitético mais comum, tem sido usada desde a
década de 30 (BLAKESLEE; AVERY, 1937), sendo amplamente empregada na
indugdo de poliploidia devido a sua alta eficacia e estabilidade apds

autoclavagem. Porém, sua toxicidade ser uma preocupagdo, podendo causar
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anormalidades no crescimento, muta¢gdes ou infertilidade (LUCKETT, 1989;
DHOOGHE et al., 2011). Este alcaloide afeta a estrutura das fibras do fuso
mitético, ligando-se a tubulina dos microtubulos (DEWITTE et al. 2003). Como
resultado, ocorre a desmontagem dos microtubulos nas células tratadas com
colchicina, alterando radicalmente a localizacdo do reticulo endoplasmatico e do
aparelho de Golgi. Portanto, ndo estando ligado a nenhum outro organelo, o
aparelho de Golgi fragmenta-se para formar pequenas vesiculas dispersas por
todo o citoplasma, enquanto o reticulo endoplasmatico, que esta conectado ao
envelope nuclear, colapsa em dire¢cdo ao centro da célula. Quando a colchicina é
parcialmente removida do meio por lavagem, a sintese de tubulina recomega
devido a diminuicdo de tubulina livre no meio, levando ao reaparecimento de
microtubulos nas células (OLMOS et al., 2010). Consequentemente, os organelos
recuperam suas posi¢cdes originais devido a agao de proteinas motoras ao longo
de microtubulos recém-formados (ALBERTS et al., 2006).

Podwyszynska et al. (2017) corroboraram a maior eficacia da indugao de
tetraploidia utilizando o alcaloide em Malus domestica (Suckow) Borkh. a partir de
explantes foliares ou de brotos em condi¢ées de cultura in vitro. Esse estudo
evidenciou a capacidade de alterar o nivel de ploidia em macgas, potencialmente
influenciando caracteristicas agronémicas importantes.

Além disso, Kundu et al. (2018) exploraram a tetraploidizacao in vitro como
uma estratégia para aumentar a produgdo de wedelolactona em Sphagneticola
calendulacea (L.) Pruski. Esse estudo enfatizou os efeitos da poliploidia na
composic¢ao fitoquimica da planta, destacando sua aplicacdo na producao de
compostos bioativos.

Outro exemplo notavel é o trabalho de Podwyszynska e Pluta (2019), que
obtiveram sucesso na inducao de tetraploidia em groselha-preta (Ribes nigrum L.)
por meio de culturas in vitro, observando alteragdes fenotipicas preliminares que
destacam o potencial dessa técnica para a criagao de variantes uteis.

Ren et al. (2021) investigaram a indugao de tetraploidia em alamo 84 K (
Populus alba x P. glandulosa ), observando variagdes significativas nos tragos
fenotipicos das plantas tetraploides resultantes. J& Abdolinejad et al. (2021),
demonstraram como a indugdo de tetraploidia em Ficus carica L. levou a
melhorias marcantes nas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e fitoquimicas

da planta.
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Em um estudo recente, Bora et al. (2022) investigaram a indugdo de
poliploidia em lima &cida Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle utilizando colchicina
em explantes de pontas de brotos derivados in vitro. Os resultados destacaram a
viabilidade dessa técnica para a modificagdo do nimero cromossémico em citros.

Shashi et al. (2023) demonstraram sucesso na indugéo de poliploidia em
porta-enxertos de citros por meio do tratamento in vitro de explantes derivados de
sementes com colchicina. Essa abordagem mostrou-se promissora para a criagao
de novas variedades de citros com propriedades desejaveis.

Esses exemplos ilustram como a inducéao artificial de poliploidia pode ser
uma ferramenta poderosa para o melhoramento genético e a criagdo de novas
variedades de plantas com caracteristicas aprimoradas, influenciando desde o

rendimento até a qualidade dos produtos vegetais.

2.4.2 Orizalina

A orizalina (N4-dipropylsulfanilamide) tem sido mencionada como uma
opgao substitutiva a colchicina, em experimentos de cultivo in vitro (Vainola, 2000;
Morgan et al., 2003). E uma substancia quimica da classe dos dinitroanilinos, que
se ligam a a-tubulina para formar um complexo tubulina-dinitroanilina, impedindo
assim a polimerizagcdo dos microtubulos (EECKHAUT et al., 2004; KHOSRAVI et
al., 2008; TOUCHELL; PALMER; RANNEY, 2020). E um reagente frequentemente
preferido a colchicina para uso na inducédo de poliploidia em plantas devido a sua
menor toxicidade, eficacia em concentragdes mais baixas e producao de plantas
sem tecido deformado ou crescimento anormal (VAN TUYL et al., 1992). Estudos
conduzidos por Vaindla (2000), Morgan et al. (2003), Allum et al. (2007), Khosravi
et al. (2008), Greplova et al. (2009), Zeng et al. (2019) e Toucheell et al. (2020)
destacam substancialmente a orizalina como uma alternativa a colchicina para
inducao de poliploidia em experimentos in vitro.

Além disso, Wulansari et al. (2017) exploraram a indugao de poliploidia em
taro (Colocasia esculenta L.) utilizando orizalina em condi¢cdes de cultura in vitro.
Este estudo demonstrou a utilidade da orizalina como agente indutor de poliploidia
em uma cultura alimentar significativa.

Outros estudos relevantes como o conduzido por Svécarova et al. (2019),

que realizou a indugao artificial de tetraploidia em lupulo (Humulus lupulus L.), o
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de Ridwan;Witjaksono (2020), que induziram autotetraploidia em plantas de
Moringa (Moringa oleifera Lam) e o de Bae et al. (2020), que promoveram a
tetraploidia em melancias mostram a importancia da orizalina para indugao de
diferentes niveis de ploidia nas culturas agronémicas de interesse alimenticio e
comercial.

A eficacia desses protocolos de duplicagdo cromossdémica in vitro depende
da capacidade dos agentes antimitéticos em interromper temporariamente a
divisdo celular, um processo critico para a duplicagdo cromossémica. Fatores
como a duragao da exposi¢ao, concentragdes dos agentes, tipo de tecido, método
de aplicacao, condigdes de cultivo e variagdes entre espécies também influenciam
a eficiéncia do processo (FOMICHEVA et al., 2024).

2.5 Plantas tetraploides de citros

Na literatura sobre citros, os tetraploides resultantes da duplicagao
cromossOmica, sendo elas: espontdneas no tecido nucelar ou induzida por
agentes antimitoticos, sdo geralmente chamados de autotetraploides. Em
contrapartida, os tetraploides hibridos somaticos obtidos por fusdo de protoplastos
séo considerados alotetraploides (OTTO; WHITTON, 2000).

A inducao da tetraploidizagdo em citros € frequentemente estudada. Doaa
et al. (2014) realizaram estudos bem-sucedidos na indugdo de poliploidia em
Citrus reticulata Blanco utilizando técnicas in vitro. Ja Ollitrault et al. (2019)
enfatizaram a importdncia da manipulagdo de ploidia na criacdo de novas
variedades de citros, explorando os beneficios dos poliploides para o
melhoramento genético.

Cimen (2020) revelou em seus resultados que plantas tetraploides estaveis
e nao quiméricas podem ser produzidas com sucesso por meio do uso de varias
doses de colchicina e tempo de exposicao em explantes derivados de sementes
de citrange ‘C35’.

Yasuda et al. (2022) também produziram plantas tetraploides de forma
eficaz em sementes de cinco gendtipos poliembriénicos em Citrus , Fortunella e
Poncirus com colchicina na inducgao tetraploide. Ja Jokari; Shekafandeh; Jowkar
(2022) induziram plantas tetraploides in vitro em limdo mexicano (Citrus

aurantifolia L.) e laranja azeda (Citrus aurantium L.), que foram induzidas
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utilizando segmentos nodais, por meio da adigdo de colchicina como produto
quimico antimitético.

Um estudo recente realizado por Shashi et al. (2023) demonstrou a eficacia
da inducédo de poliploidia em porta-enxertos de citros por meio de tratamento in
vitro com colchicina. Os pesquisadores utilizaram explantes derivados de
sementes e conseguiram induzir a formagédo de tetraploides em diferentes
espéecies de porta-enxertos. Esse método mostrou-se promissor para o
desenvolvimento de plantas mais resistentes e produtivas.

A tetraploidia € uma técnica frequentemente utilizada para manipular a
ploidia e € vista como uma ferramenta atrativa para melhoristas de plantas, pois
resulta na criacao de novas plantas que podem ser empregadas em programas
de melhoramento, contribuindo assim com o alcance de novos recursos genéticos
(UDALL; WENDEL, 2006; HUSSAIN et al., 2012; SATTLER et al., 2016).

Plantas tetraploides podem dar origem a fendtipos superiores, conhecidos
como efeito de “gigantismo”, com caules vigorosos, folhagem mais robusta e
aumento do tamanho de flores, frutos, maior tamanho dos 6rgaos e diferentes
caracteristicas anatémicas (DHOOGHE et al., 2011; PODWYSZYNSKA et al.,
2017; DOYLE; COATE, 2019; TAN et al., 2019).

Nao sendo regra, pois o trabalho de Allario et al. (2011), sugere que o
crescimento das plantas diploides (2x) foi mais vigoroso do que nas tetraploides
(4x), apesar das folhas, caules e raizes das plantas tetraploides apresentarem
maior espessura e células maiores. Essas diferencas anatdbmicas podem
influenciar significativamente o transporte de agua entre as células. Além disso, o
conteudo hidrico das folhas foi superior nas plantas tetraploides (4x) em
comparagao com as diploides (2x), sugerindo que a duplicagdo cromossdmica
pode afetar a capacidade de retencdo de agua nas plantas, o que pode ter
implicagbes na fisiologia da planta, incluindo a eficiéncia na regulagao da agua e
na adaptacao a estresses ambientais

Foi demonstrado que plantas tetraploides de citros promovem a adaptacao
a diferentes estresses abidticos (RUIZ et al., 2020; GORA et al., 2021). Elas foram
descritas como tendo melhor tolerancia ao frio, salinidade e seca do que suas
contrapartes diploides (ALLARIO et al., 2013 ; RUIZ et al., 2016; OUSTRIC et al.,
2017). Ruiz et al. (2016) e Oustric et al. (2019) indicaram que tetraploides de
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citros sdao menos afetados pelo estresse nutricional e menos sensiveis ao
excesso de boro do que os diploides correspondentes.

A importancia das plantas tetraploides esta principalmente relacionada ao
seu uso como progenitores em programas de melhoramento, visando a obtengao
de plantas triploides com frutos sem sementes e baixa viabilidade gamética
(BRUGNARA et al., 2008; SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT, 2008).

2.6 Plantas triploides de citros

A triploidia, € uma caracteristica relevante encontrada naturalmente em
citros. Triploides s&o individuos que possuem um numero triplo de conjuntos
cromossOmicos em suas células, resultando em uma condi¢gao genética unica que
influencia suas caracteristicas agrondémicas e fisiolégicas. A ocorréncia de
triploidia em citros pode ser espontanea, surgindo de forma natural durante o
desenvolvimento das plantas. Esses individuos triploides podem apresentar
caracteristicas distintas em relagcado aos diploides, como esterilidade, tamanho de
frutos e resisténcia a certas condicbes ambientais (DOAA et al.,, 2014,
MAHMOUDI et al., 2020).

Os triploides espontaneos podem ser originados pela fusdo de gametas
femininos nao reduzidos com gametas masculinos reduzidos. Assim, presume-se
que o progenitor feminino desempenha um papel central na taxa de formagéo de
triploides naturais. Acredita-se que 0 mecanismo subjacente a geragcdo de
megasporos nao reduzidos seja a falta de ocorréncia da segunda divisdo
meidtica, resultando na manutengcao do gendtipo original do gameta feminino
(HANDAUJI et al., 2008).

Um exemplo notavel de uma variedade triploide espontdanea com
significativo valor comercial é a limeira acida Tahiti, conhecida por sua alta
produtividade e pela produgcdo de frutos sem sementes. Na triploidia, os
cromossomos podem se organizar formando trivalentes, bivalentes e univalentes,
que resultardo em gametas desbalanceados (inférteis) (DEL BOSCO et al., 2007,
DUTT et al., 2010; Huw; Barry ,1994).

Lee (1988) delineou varias metodologias viaveis para a producao de
plantas citricas triploides (3x = 27). Essas incluem a geragao de hibridos sexuais

triploides por meio do cruzamento de cultivares diploides (2x) com tetraploides
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(4x) (ESEN; SOOST, 1972; ESEN et al., 1978) ou entre dois cultivares diploides
(2x) (ESEN; SOOST, 1971). Os hibridos triploides também podem ser obtidos por
meio da fusdo somatica entre protoplastos haploides e diploides (ALEZA et al.,
2009).

A frequéncia de obtencao de triploides entre as variedades de citros pode
variar de 50% a 100%, dependendo do gendtipo, tipo de semente, ambiente e
porcentagem de sementes germinadas (TIMBO, 2007). Além de compatibilidade
dos pais, viabilidade do pdlen e a frequéncia de gametas nao-reduzidos,
especialmente do progenitor feminino (WANG et al., 2016). O primeiro hibrido
triploide artificial em Citros foi desenvolvido por Swingle, ao polinizar a Fortunella
hindsii, um kumquat tetraploide nativo das montanhas do sudeste da China, com
um limequat diploide (Citrus aurantifolia (Christm.) Swing, x Fortunella margatrita
(Lour.) Swingle) (LONGLEY, 1925).

As tangerineiras triploides representam uma via promissora no
melhoramento de citros devido a sua auséncia de sementes (LOURKISTI et al.,
2021). As plantas ftriploides sao heterozigotas e frequentemente expressam
muitas caracteristicas desejaveis, com frutos de maior rendimento, mais
suculentos e doces (WANG et al., 2016; DALEL et al., 2020).

Além disso, Jones et al. (2007); Lourkisti et al. (2021) relataram que a
triploidia induz um aumento no tamanho das células somaticas e células guardas,
bem como no numero de cloroplastos, fortalecendo capacidade de recuperacao
apos estresse por déficit hidrico, melhor eficiéncia de carboxilagdo, ajuste
osmaotico e sistemas antioxidante, maior tolerancia as temperaturas naturais de
resfriamento, com propriedades fotossintéticas melhoradas.

Adicionalmente, a producao de hibridos triploides por meio de cruzamentos
controlados em condigdes ambientais especificas tem sido bem-sucedida,
destacando a importdncia dos fatores ambientais na formacio ftriploide
(MAHMOUDI et al., 2020). As tangerineiras triploides representam uma valiosa
estratégia de melhoramento genético para o desenvolvimento de novas

variedades citricas com caracteristicas desejaveis.

2.7 Plantas haploides e duplo-haploides de citros
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Plantas haploides s&o aquelas que possuem células com apenas um
conjunto basico de cromossomos (GERMANA, 2006). A obtencédo dessas plantas
€ geralmente pouco frequente na natureza, sendo possivel por meio de métodos
artificiais como o cultivo in vitro de anteras, cultura de micrésporos isolados,
partenogénese in situ, ou partenogénese in vitro (GERMANA, 2011; GERMANA et
al., 2013).

A capacidade de obter plantas haploides ou duplo-haploides é crucial para
o desenvolvimento de linhagens homozigadticas a partir de parentais heterozigotos
de forma rapida, em oposi¢cao aos métodos tradicionais de autofecundacédo que
demandam mais tempo (GERMANA, 2011). Essas técnicas sdo amplamente
utilizadas em programas de melhoramento de espécies agronomicamente
importantes como aspargo, berinjela, arroz, entre outras (MUROVEC; BOHANEC,
2012).

Além de seu valor no melhoramento de plantas, as plantas haploides e
duplo-haploides sdo essenciais para estudos genéticos, investigagao de heranga
de caracteres, indugao de alelos mutantes e genémica (ALEZA et al., 2009). Elas
também desempenham um papel fundamental na produgao de hibridos F1, onde
a heterose é restaurada (GERMANA, 2009).

Em espécies lenhosas como os citros, a obtencdo de plantas
homozigoticas € crucial devido ao longo periodo juvenil, alta heterozigosidade e
auto incompatibilidade dessas espécies (GERMANA, 2006; 2009).

Os haploides de citros s&o especialmente valiosos em estudos genéticos
devido a sua homozigosidade, facilitando a deteccdo de alelos recessivos e
mutacdes naturais (SZAREJKO; FORSTER, 2007). Essas linhagens tém sido
cruciais para projetos de sequenciamento de genoma completo (WGS — Whole
Genome Sequencing) de Citrus spp. e espécies relacionadas.

Um exemplo notavel é o estabelecimento de um genoma de referéncia de
alta qualidade para citros a partir de uma linha haploide derivada de génese in situ
de clementina ‘Nules’ (ALEZA et al., 2009; WU et al., 2014).

O sequenciamento de linhagens haploides e duplo-haploides tem fornecido
dados haplotipicos valiosos para estudos filogendmicos e gendmicos funcionais
em citros e espécies afins (XU et al., 2013; WANG et al., 2016), Além disso,
plantas homozigotas sao fundamentais como linhas parentais para a producéo de

hibridos F1, nos quais se observa a restauragdo da heterose, ou vigor hibrido



24

(GERMANA, 2009). No caso das plantas lenhosas, como os citros, o
desenvolvimento de plantas homozigotas é de grande importancia, visto que
essas espécies apresentam longo periodo juvenil, elevado nivel de
heterozigosidade e autoincompatibilidade (GERMANA, 2006, 2009). Essas
caracteristicas tornam as linhas homozigotas essenciais para o melhoramento

genético e o desenvolvimento de variedades hibridas mais estaveis e produtivas.
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CAPITULO 1

INDUGAO IN VITRO DE TETRAPLOIDIA NAS TANGERINEIRAS ‘FREMONT’
(Citrus clementina Hort. ex Tan. x Citrus reticulata Blanco), 'DANCY" (Citrus
tangerina Hort. ex Tan.) E 'CLEMENTINA HONEY" (Citrus clementina Hort. ex

Tan.)
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INDUGAO IN VITRO DE TETRAPLOIDIA NAS TANGERINEIRAS ‘FREMONT’
(Citrus clementina Hort. ex Tan. x Citrus reticulata Blanco), 'DANCY" (Citrus
tangerina Hort. ex Tan.) E 'CLEMENTINA HONEY" (Citrus clementina Hort. ex
Tan.)

RESUMO:

A poliploidia, caracterizada pela ocorréncia de individuos com multiplos
cromossOmicos do padrao da espécie, € um fenbmeno relevante na evolugao e
no melhoramento genético de plantas. Neste trabalho, foi investigada a indugao
de poliploides por agentes antimitéticos, utilizando miniestacas de tangerineiras
'Fremont' (Citrus clementina Hort. ex Tan. x C. reticulata Blanco), 'Dancy' (C.
tangerina) e 'Clementina Honey' (Citrus clementina Hort. ex Tan.). Foram testadas
diferentes concentragdes de colchicina (0 a 2500 mg/L-") e orizalina (0 a 25,977
mg/L-") adicionadas ao meio WPM liquido, com tempos de exposi¢ao de 24 e 48
horas. A analise por citometria de fluxo identificou plantas com diferentes niveis
de ploidia. Para 'Clementina Honey' e 'Dancy', a maior indugéo de tetraploides foi
obtida com 500 mg/L-' de colchicina, enquanto 'Fremont' apresentou melhores
resultados com 2500 mg/L-". Mixoploides foram mais frequentes em ‘Clementina
Honey’ com 40% (500 mg/L-", 24 h) e em ‘Dancy’ com 50% (2000 mg/L-", 24 h).
Em 'Fremont’, concentragées de 500 mg/L-' e 1500 mg/L-" induziram 60% e 50%
de mixoploides, respectivamente. Com orizalina, as concentragdes de 10,3908
mg/L-" (‘Clementina Honey"), 25,977 mg/L-' ('Dancy') e 20,7816 mg/L-" ('Fremont')
foram as mais eficientes para induzir tetraploidia. Mixoploides foram identificados
principalmente em ‘Clementina Honey’ (76,9%, 20,7816 mg/L-', 24 h), enquanto
'Dancy' e 'Fremont' apresentaram 25% e 66,7%, respectivamente, com doses
especificas. Os resultados demonstram que a eficiéncia da inducéo de poliploides
varia conforme o gendtipo, o antimitético, a concentracéo e o tempo de exposicao,
sendo possivel ajustar os protocolos para obter tetraploides com maior eficacia e
reduzir a ocorréncia de mixoploides.

Palavras-chave: Citros; Poliploidia; Agentes antimitéticos;
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IN VITRO TETRAPLOIDY INDUCTION IN 'FREMONT' TANGERINE (Citrus
clementina Hort. ex Tan. x Citrus reticulata Blanco), 'DANCY"' (Citrus
tangerina Hort. ex Tan.), AND 'CLEMENTINA HONEY" (Citrus clementina Hort.
ex Tan.)

ABSTRACT:

Polyploidy, characterized by the occurrence of individuals with chromosomal
numbers that are multiples of the species' standard, is a significant phenomenon in
plant evolution and genetic improvement. This study investigated the induction of
polyploids using antimitotic agents on microcuttings of tangerine trees 'Fremont'
(Citrus clementina Hort. ex Tan. x C. reticulata Blanco), '‘Dancy’ (C. tangerina), and
'Clementina Honey' (Citrus clementina Hort. ex Tan.). Different concentrations of
colchicine (0 to 2500 mg/L-") and oryzalin (0 to 25.977 mg/L-") were tested in liquid
WPM medium, with exposure durations of 24 and 48 hours. Flow cytometry
analysis identified plants with varying ploidy levels. For 'Clementina Honey' and
'Dancy,' the highest tetraploid induction was achieved with 500 mg/L-' of
colchicine, while 'Fremont' showed the best results with 2500 mg/L-". Mixoploids
were most frequent in ‘Clementina Honey’ at 40% (500 mg/L-', 24 h) and in
‘Dancy’ at 50% (2000 mg/L-", 24 h). In 'Fremont,' concentrations of 500 mg/L-' and
1500 mg/L-' induced 60% and 50% mixoploids, respectively. With oryzalin,
concentrations of 10.3908 mg/L-' ('Clementina Honey'), 25.977 mg/L-* ('Dancy'),
and 20.7816 mg/L-' ('Fremont') were most efficient for tetraploid induction.
Mixoploids were primarily identified in ‘Clementina Honey’ (76.9%, 20.7816 mg/L-",
24 h), while 'Dancy' and 'Fremont' showed 25% and 66.7%, respectively, with
specific doses. The results demonstrate that the efficiency of polyploid induction
varies depending on genotype, antimitotic agent, concentration, and exposure
time, allowing protocols to be optimized for higher tetraploid yields and reduced

mixoploid occurrence.

Keywords: Citrus; Polyploidy; Antimitotic agents;
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INTRODUGAO

O melhoramento genético de citros tem uma longa histéria de
desenvolvimento, sendo iniciado na Flérida em 1893 por Swingle e Webber,
conforme registrado por Davies; Albrigo (1994). Desde entdo, os esforgos de
melhoramento genético foram difundidos globalmente, com o intuito de melhorar
variedades copa e porta-enxertos, especialmente em relacdo a resisténcia a
doencgas, produtividade e qualidade dos frutos, como destacado por Oliveira et al.
(2014). O processo tradicional de obtencdo de novas variedades enfrenta
desafios significativos, incluindo fatores como caracteristicas biolégicas
reprodutivas, incluindo apomixia, esterilidade parcial masculina e feminina,
incompatibilidade cruzada e autopolinizagao, alto nivel de heterozigosidade, longo
periodo juvenil, entre outros (RAVEH et al., 2020).

Nesse contexto desafiador, as técnicas biotecnoldgicas tém desempenhado
um papel crucial no avango do melhoramento genético de citros. Segundo
Germana et al. (2020), a aplicagdo da biotecnologia tem contribuido
significativamente para melhorar a qualidade da fruta para o mercado fresco e de
processamento, além de resolver problemas relacionados a doencgas, tais como
X, Y e Z, que tem afetado a industria citricola nacional, causando prejuizo na
ordem de X ddlares.

Uma das técnicas biotecnologicas utilizadas é a indugdo in vitro de
tetraploidia em citros por meio de agentes antimitoticos, tais como colchicina e
orizalina. A tetraploidia, que implica na duplicagdo do numero do conjunto
cromossOmico nas células, oferece oportunidades significativas para melhorar
caracteristicas agronémicas e a adaptacdo das plantas ao estresse ambiental
(NARUKULLA et al., 2023; ZOU et al., 2024).

A colchicina, derivada do agafrdo-do-prado (Colchicum autumnale L.),
induz poliploidia ao se ligar a tubulina, bloqueando a separagéo dos cromossomos
na anafase. Isso resulta na duplicagao do material genético sem divisao celular. O
tratamento desorganiza os microtubulos e organelos, como o Golgi e o reticulo
endoplasmatico, que s&o reorganizados apdés a remogado da colchicina.
(NARUKULLA et al., 2023; SHARMA; SINGH, 2023).
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De forma similar, a orizalina, herbicida da classe dos dinitroanilinas,
promove a duplicagdo cromossdmica ao ligar-se a a-tubulina. Nesse caso, ocorre
a formacao de um complexo que impede a formagao do fuso mitético, estrutura
essencial para a correta migracdo dos cromossomos. Com o bloqueio dessa
funcdo, os cromossomos permanecem na célula, resultando na duplicagdo do
material genético sem a separacgao celular (TOUCHELL, PALMER; RANNEY,
2020). Esse mecanismo tem sido bem-sucedido na indugcédo de poliploidia em
varias culturas, incluindo citros (TAN et al., 2017).

Plantas citricas tetraploides apresentam maior tolerancia a seca por meio
da regulagdo sinérgica da fotossintese, fosforilagdo e mudangas hormonais
(JINGLONG et al., 2022). Estudos conduzidos por Gunasekaran et al. (2020)
demonstraram que a tetraploidia induz alteracbes na morfologia, citologia,
composicdo de Oleo essencial, expressao génica e atividade antioxidante. Os
tetraploides resultantes de pdlen nao reduzido em hibridagbes fornecem
informagdes sobre padrbes de heranga e aplicagbes potenciais de citros
tetraploides em programas de melhoramento (HOUSSEM et al., 2017). De acordo
com Dushimimana et al. (2023), uma das principais vantagens reprodutivas
associadas as plantas tetraploides € a capacidade de gerar descendentes
triploides, que tipicamente produzem frutos sem sementes, caracteristica
desejavel na produgao comercial de frutas.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo, foi de realizar a indugao in
vitro de tetraploidia em trés tangerineiras: 'Clementina Honey' (Citrus clementina
Hort. ex Tan.), 'Dancy' (C. tangerina Hort. ex Tan.) e 'Fremont' (C. clementina Hort.
ex Tan. x C. reticulata Blanco), visando utiliza-los como novos recursos nos

programas de melhoramento genético.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos,
localizado no Nucleo de Biologia Avangada da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
no municipio de Cruz das Almas, Bahia. Os frutos das seguintes tangerineiras

foram utilizados: 'Clementina Honey' (C. clementina Hort. ex Tan.), 'Dancy' (C.
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tangerina Hort. ex Tan.) e 'Fremont' (Citrus clementina Hort. ex Tan. x C. reticulata
Blanco), provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Citros (BAG Citros) da
referida instituicao.

Dezessete (17) explantes com 1,5 cm de comprimento, obtidos de
plantulas de sementes previamente cultivadas, com idade de aproximadamente
160 dias, foram inseridos em Erlenmeyer contendo meio de cultura WPM liquido,
composto por sais do meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), acrescido de
diferentes concentragdes de colchicina (0 mg/L™; 500 mg/L™; 1000 mg/L™"; 1500
mg/L™"; 2000 mg/L™"; 2500 mg/L™") e de orizalina (0 mg/L™", 5,1954 mg/L™, 10,3908
mg/L™, 15,5862 mg/L™", 20,7816 mg/L™", 25,977mg/L™).

Os Erlenmeyer foram mantidos em condigbes de escuro, sob agitagao
constante a 105 rpm, por periodos de 24 e 48 horas. Apds esse procedimento, os
explantes foram lavados trés vezes com agua de osmose reversa autoclavada, e
foi feito um corte transversal nas extremidades de cada miniestaca para remocao
de areas necrosadas. Em seguida, os explantes foram transferidos para meio de
cultura WPM, acrescido de sacarose a 30 g L e solidificado com 2,4 g L' de
Phytagel®, com pH ajustado para 5,8, sem a presenga dos agentes antimitéticos,
com o objetivo de induzir a regeneragao de plantas. Durante o desenvolvimento
vegetal, os segmentos foram mantidos em uma sala de crescimento com
temperatura de 27 + 1 °C, intensidade luminosa de 30 pmol m2 s™ e fotoperiodo

de 16 horas.

Avaliacao de sobrevivéncia, crescimento de miniestacas e detec¢cao do nivel

de ploidia

A porcentagem de sobrevivéncia e as variaveis de desenvolvimento altura
de parte aérea (APA, em cm), numero de folhas verdes (NFV), numero de folhas
senescentes (NFS), numero de miniestacas (NM) e o numero de raizes (NR)
foram avaliadas apds 120 dias. Além dessas variaveis também foi realizada a
analise de citometria de fluxo visando-se determinar a quantidade de DNA
nuclear (valor C) das amostras, seguindo a metodologia descrita por Dolezel et al.
(2007), a fim de obter o nivel de ploidia.

Para essa analise, foram coletadas uma folha de cada planta,

separadamente, em camara de fluxo laminar para manuteng¢do das condicdes



43

asseépticas. Em uma placa de Petri, cada amostra de folha foi triturada juntamente
com o padrao de referéncia de DNA para citros, Crotalaria breviflora DC. (COSTA
et al., 2019), contendo 1 mL de solugédo tampéao de isolamento de nucleos de lise
(LBO1), e misturado com uma pipeta, para promover a liberacdo dos nucleos.

A suspensao de nucleos foi aspirada com pipeta e filtrada em tela de nailon
50 ym, em microtubo com capacidade de 2 mL. Em seguida, as amostras foram
coradas com 0,20 pL de solugdo de iodeto de propidio. Posteriormente, as
amostras foram analisadas por meio do Acoustic Focusing Cytometer Attune®
(Life Technologies), obtendo-se o conteudo de DNA nuclear (2C) (pg) das
amostras, contabilizando no minimo 10.000 eventos. A folha de citros possui 2C =
0,70 pg de DNA, enquanto a Crotalaria breviflora possui 2C = 2,02 pg de DNA.
Assim, para determinar o teor de DNA em amostras de citros, o calculo foi

realizado utilizando a férmula abaixo, descrita por Dolezel et al. ( 2007):

Valor da amostra 2C (pg de DNA) =

posicdo média do pico da amostra x valor da referéncia 2C

referéncia 2C da posi¢ao média do pico

A eficiéncia de indugao de tetraploidia foi calculada usando o método de

Bouvier et al. (1994) como segue:

Eficiéncia de Inducao (EIT) = Sobrevivéncia da Planta (%) x Inducao de Tetraploide (%)

Delineamento experimental e analise estatistica

Para cada um dos experimentos foi escolhido apenas um tipo de agente
antimitético (colchicina ou orizalina) e um gendétipo (‘Clementina’, 'Dancy' ou
'Fremont'). Dessa forma, os experimentos foram dispostos em esquema fatorial
(2x6), sendo 2 intervalos de tempo (24 e 48 horas) e 6 doses, sendo de colchicina
(0 mg/L-"; 500 mg/L-*; 1000 mg/L-"; 1500 mg/L-*; 2000 mg/L-*; 2500 mg/L-') ou 6
doses de orizalina (0 mg/L-*, 5,1954 mg/L-', 10,3908 mg/L-', 15,5862 mg/L-,
20,7816 mg/L-' e 25,977mg/L-").
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Todos os dados foram submetidos a testes para verificagdo dos

pressupostos da analise de variancia. Quando necessario foram feitas

transformacgdes para \/m para atendimento dos pressupostos. Foi realizada
a analise de variancia a 5% de significancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey. As analises foram realizadas com o pacote ExpDes.pt no
programa R versao 4.3.2. (R CORE TEAM, 2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito da colchicina na sobrevivéncia e crescimento de miniestacas

A taxa de sobrevivéncia das plantas foi registrada apdés 120 dias da
transferéncia dos explantes para o meio de cultura. As maiores taxas de
sobrevivéncia ao agente colchicina foram observadas nos meios sem a adigéo do
reagente (controle), para todas as espécies, nos dois tempos de exposi¢cao
(Figura 1). De modo geral, a taxa de sobrevivéncia dos explantes diminuiu
significativamente em resposta a um aumento na concentragéo.

Para o tempo de exposi¢ao de 24 horas, para a tangerineiras ‘Clementina
Honey’' e 'Fremont, as menores taxas de sobrevivéncia (ambas de 5,6%) foram
observadas nas doses de 2500 mg/L" e 1500/mg L' de colchicina,
respectivamente (Figura 1). Ja para a tangerineira ‘Dancy’, nas doses de 1000
mg/L, 1500 mg/L™* e 2500 mg/L™", houve a morte de todas as plantas cultivadas.
Para o tempo de 48 horas, a menor taxa de sobrevivéncia (5,6%) ocorreu na dose
de 2000 mg/L" para Clementina ‘Honey’ e na dose de 1500 mg/L™" para
'Fremont'. Para a tangerineira ‘Dancy’, nas doses de 1000 mg/L, 2000 mg/L™" e

2500 mg/L™, ndo houve o desenvolvimento de plantas.
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Figura 1. Percentual de sobrevivéncia tangerineiras: 1) ‘Clementina Honey' (Citrus clementina Hort.
ex Tan.), Il) 'Dancy' (C. tangerina Hort. ex Tan.) e lll) 'Fremont' (C. clementina Hort. ex Tan. x C.
reticulata Blanco), apés tratamento com diferentes concentragdes de colchicina, nos dois tempos
de exposicado. As barras de cor azul escuro indicam o tempo de 24 horas enquanto as barra de
cor azul claro indicam o tempo de 48 horas. Letras diferentes em cima das barras indicam
diferengas significativas entre os tratamentos dentro dos experimentos. as letras minusculas

indicam o fator tempo e maiusculas indicam fator dose

Os resultados obtidos na tangerineira ‘Dancy’ indicam que o fator gendtipo
tem uma influéncia significativa na taxa de sobrevivéncia dos explantes, sendo
esse genodtipo particularmente sensivel as doses e tempos de exposicdo a
colchicina, em relagdo aos demais.

Outras espécies de plantas tiveram desempenho semelhante como
resultado de tais tratamentos. Exemplos incluem Spathoglottis eburnea Gagnep
(Orchidaceae) (PORNCHUTI et al., 2015), o citrange ‘C3%’, o lim&o mexicano e a
laranja azeda (CIMEN, 2020; JOKARI; SHEKAFANDEH; JOWKAR, 2022). A taxa
de mortalidade de explantes tratados com colchicina pode ser atribuida aos danos
causados pela penetracdo da colchicina nas camadas celulares do meristema
apical. A colchicina € um agente antimitético, o que significa que ha a interferéncia
na formacao de microtubulos, estruturas essenciais para a divisdo celular.
Quando os microtubulos sao afetados, o processo de divisdo celular é
interrompido, o que pode impedir o crescimento adequado e levar a morte celular.
Isso & especialmente critico nas células do meristema apical, que sao
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento da planta (ASCOUGH et al.,
2008; AHIRWAR; VERMA, 2015).

A altura das plantas (APA) variou significativamente em resposta ao
tratamento com colchicina (Tabela 1). A 'Clementina Honey' apresentou
sensibilidade, exibindo uma diminuicdo na altura, conforme o aumento das doses.
O mesmo ocorreu com a 'Dancy', que obteve médias bastante discrepantes nas
duas doses avaliadas. No comportamento de 'Fremont', embora tenha havido
uma reducdo na altura, houve uma constancia nos valores, sem grandes

variagdes com o aumento da dosagem.
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Tabela 1. Médias de altura da parte aérea (APA, em cm), nimero de folhas verdes (NFV), nimero de folhas senescentes (NFS), nimero de miniestacas (NM) e numero de
raizes (NR), nas tangerineiras 'Clementina Honey' (Citrus. clementina Hort. ex Tan.), 'Dancy' (C. tangerina Hort. ex Tan.) e 'Fremont' (C. clementina Hort. ex Tan. x C. reticulata
Blanco), tratados com diferentes concentrac¢des de colchicina, em dois tempos de exposigéo.

‘Clementina Honey' (Citrus clementina hort. ex Tanaka.)

APA NFV NFS NM NR
51;7531 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0  320:025a 332:0,18a 320:025a 33220,18a 320:025a 332+0,18a 320:t025a 332:0,18a 3,20%025a 3,32+0,18a
500 2,14+ 026b 2,03+ 020b 214+ 026b 203%020b 214+ 026a 203+020a 2,14+ 0,26b 2,03+ 020b 214+ 026b 203+ 0,20b
1000 1,57+ 0,45b 1,30+0,08b 1,57+ 0,15b 1,30+0,08b 1,57+ 0115a 1,30+0,08 a 1,57+ 0,15b 1,30+0,08 b 1,57+ 0,15b 1,30% 0,08 b
1,83 0,15
1500 1,83+ 0,15b 1,46+ 0,16 b ab 1,46+ 0,16ab 1,83% 0,15a 1,46+ 0,16a 1,83+ 0,15b 1,46+ 0,16b 1,83+ 0,15b 1,46+ 0,16b
2500 1,53+ 0,411b 1,30+ 0,07b 1,53+ 0,11ab 1,30+ 0,07ab 1,53+ 0,11a 1,30+ 0,07a 1,53+ 0,11b 1,30+ 0,07b 1,53+ 0,11b 1,30+ 0,07 b
Média 2,16+ 0,15 2,46+ 0,19 532+ 0,64 668+ 0,74 242+ 0,41a* 145+ 041b 532+ 0,14 668+ 0,19 532+ 0,14 0,87 £ 0,20
CV (%) 10,73 % 27,89 % 46,89 % 12,54 % 23,73 %
‘Dancy' (C. tangerina hort. ex Tanaka.)
Doses APA NFV NFS NM NR
mg/L-" 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 3,06+012aB 3,83+020aA 11,87+0,75a 1521+149a 244+073  164+049 289+024 364+0,16 325+046a 3,29+0,50a
500 1,45+0,19b 1,00+0,00b 3,00+1,05b 4,00+0,00b 0,67 +0,61 0,50+0,35 1,17+026b 050+0,35b 067+0,44b 0,50%0,35b
Média  2,63+0,19 348+029 946+1,05 138¢%1,60 1,95 £ 0,61 150044 241+026  32%0,30 25044 2,94 +0,50
CV (%) 9,18 % 18,53 % 52,36 % 14,24 % 32,91 %
‘Fremont’ (C. clementina hort. ex Tanaka x C. reticulata Blanco)
Doses APA NFV NFS NM NR
mg/L-" 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 240+0,12 287+030 781+079a 600+009a 225+042a 346+062a 156+0,12 200+0,00 150%0,18a 161+0,17a
500 1,50+0,0b 1,50+0,0b 2,60+1,00b 3,13+062b 080+0,18b 038%025b 1,00:0,00b 1,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+ 0,00b
1000 1,50+0,0b 150+0,0b 2,00+0,00b 1,60+035b 0,33£027b 000£000b 1,00%0,00b 1,00+0,00b 0,00£0,00b 0,00+0,00b
2000 1,50+0,0b 1,50+£0,0b 1,17+0,15b 2,00+043b 0,00+0,00b 0,13+0,12b 1,00£0,00b 1,00%0,00b 0,00+0,00b 0,00 +0,00 b
2500 1,64+0,13b 150+0,0b 271+056b 250+056b 0,29+026b 0,00£0,00b 1,14+0,13 1,00£0,00b 0,14+0,13b 0,00 +0,00 b
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Média 1,91 £ 0,09 1,97 £ 0,00 4,59 £ 0,60 3,61 +0,39 1,16 £ 0,25 1,29 £ 0,32 1.27 £ 0,07 1,34 £ 0,07 0,68 + 0,14 0,55+0,13

CV (%) 5,64 % 23,39 % 33,22 % 7,26 % 17,59 %

Médias seguidas pela mesma letra mindscula em cada coluna e maiuscula em cada linha nao diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelos testes de
Tukey, (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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O numero de folhas verdes (NFV) foi igualmente prejudicado por
concentracdes elevadas. Houve uma relacdo clara entre a dose aplicada e a
reducao do numero de folhas em todos os gendtipos. Em ‘Clementina Honey', os
resultados variaram entre 3,20 £0,25% a 1,53 + 0,11% em 24 horas resultado
semelhante em 48 horas. Na 'Dancy' houve variagao crescente a medida que
aumentava as doses de colchicina 11,87 + 0,75% a 3,00 £ 1,05% em 24 horas. Ja
para 'Fremont', os resultados foram semelhantes aos demais gendétipos, a medida
que aumentava as doses o numero de folhas verdes diminuia 7,81 £ 0,79% a 2,71
+ 0,56%, ndo houve diferenga estatistica.

A colchicina também provocou efeitos variaveis no numero de folhas
senescentes (NFS) entre os gendtipos. Para ‘Clementina Honey', o tratamento
nao resultou na diferenga estatistica entre as doses estudadas. No entanto, em
'Dancy' e 'Fremont' a medida que aumentava as concentragdes de colchicina
diminuia o numero de folhas senescentes. Em 'Fremont', a quantidade de folhas
senescentes chegou a zero 1000 mg/L™" e 2500 mg/L™" em 48 horas de exposigéo
e na dose 2000 mg/L"' para 24 horas de exposicdo ao antimitético. Essas
variagdes refletem a diversidade genética na resposta ao tratamento.

Na analise de variancia, o gendtipo ‘Clementina Honey’ apresentou maior
numero de miniestacas (NM) na dose controle. Para ‘Dancy’, houve interagao
significativa entre doses e tempo para o numero de miniestacas, com a dose de
500 mg/L inibindo o crescimento independentemente do tempo de exposi¢cao. No
controle, por ndo estar sendo influenciado por concentragbes de colchicina, a
planta desenvolveu, e influenciou no numero de miniestacas que aumentou com o
tempo devido ao desenvolvimento vegetativo. Na tangerineira 'Fremont', o
tratamento controle resultou no maior numero de miniestacas formadas,
destacando-se em relagcdo aos demais tratamentos avaliados, enquanto doses de
500 mg/L" a 2500 mg/L" tiveram efeito tdéxico, resultando em médias
semelhantes. O tempo de exposi¢ao nao afetou significativamente a formagao de
miniestacas, exceto na dose de 2500 mg/L™", onde houve uma leve variagao.

Na analise do numero de raizes (NR), ‘Clementina Honey' revelou um
comportamento dependente da dose, com estabilizacdo do efeito inibitdrio ja a
partir da dose de 500 mg/L’, independentemente do tempo de exposigdo a
colchicina. A tangerineira 'Dancy' apresentou uma queda na dose de 500 mg/L"

em comparacdo a dose controle Ja o hibrido 'Fremont' demonstra uma
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sensibilidade extrema, com supressdo completa do crescimento radicular a partir
da dose minima de 500 mg/L™".

O aumento da concentragao de colchicina revela um padrao consistente de
impacto negativo no crescimento das variedades analisadas, refletido em diversos
parametros. Os efeitos adversos das doses mais elevadas sdo atribuidos ao
estresse fisiologico e a toxicidade induzidos pela colchicina. Esses achados
corroboram com os estudos de Azevedo (2022), Mastuti, Munawarti e Afiyanti
(2022), Sajjad et al. (2012) e Majd et al. (2013), que também observaram um
retardo nos parametros de crescimento em Ananas, Physalis angulata L.,
caléndula e Narcissus tazetta L. apds o tratamento com colchicina. Pesquisas de
Al-Jubouri e Algaisi (2023), Allafe e Adam (2022) e Singh et al. (2020) com
petunias, sementes de trigo e mutantes de laranja doce, também mostraram que
concentracdes e tempos de exposi¢cao variaveis a colchicina podem inibir a altura
da planta, a formacéo e o crescimento de brotos, afetando o numero de folhas,

altura dos brotos e desenvolvimento radicular.

Citometria de fluxo e eficiéncia de indugao

Foram identificados trés niveis de ploidia por meio da analise de citometria
de fluxo: diploide, mixoploide e tetraploide (Fig. 3). Estudos anteriores em lima
mexicana, laranja azeda, buganvilias, bananeiras e Neolamarckia cadamba
também utilizaram essa técnica com sucesso (JAKARI et al., 2022; LI et al., 2024;
HERLINA et al., 2024; HO et al., 2024).
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Figura 3. Histogramas obtidos por analise de citometria de fluxo. A) Folhas de 'Clementina Honey'
com picos diploides (1) e controle (Crotalaria breviflora DC) (2). B) 'Clementina Honey' mostrando
picos diploides (1), tetraploides (2) e controle (3). C) Folhas de 'Clementina Honey' com picos
tetraploides (1) e controle (2). D) Folhas de 'Dancy' com picos diploides (1) e controle (2). E)
'Dancy' apresentando picos tetraploides (1) e controle (2). F) Folhas de 'Fremont' com picos
diploides (1), tetraploides (2) e controle (3) G) 'Fremont' mostrando picos tetraploides (1) e controle

(2). H) 'Fremont' com picos diploides (1) e controle (2).

As diferentes concentragbes de colchicina e tempos de exposi¢cao nos
gendtipos ‘Clementina Honey', 'Dancy’, e 'Fremont' demonstraram que a eficacia
da inducao de tetraploidia (EIT) varia significativamente conforme a dose aplicada
e a duracéao do tratamento.

Na Tabela 2, os resultados para explantes de ‘Clementina Honey' mostram
que, em 24 horas, a dose de 2000 mg/L™" foi a mais eficaz, com eficiéncia de
inducado de tetraploides (EIT) de 12,5%, sugerindo que essa concentragdo induz

tetraploidia de forma relativamente eficiente em um curto periodo. Ja em 48
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horas, a dose de 500 mg/L" apresentou a maior eficiéncia, atingindo EIT de
40,0%, indicando que o aumento do tempo de exposicao otimiza a indugao com
menores doses do agente antimitético. A dose de 2000 mg/L™", no tempo de 48
horas, no entanto, reduziu sua eficacia para 5,6%, mostrando que a exposi¢ao
prolongada interferiu negativamente na inducédo de tetraploides. Adicionalmente,
as taxas maximas de mixoploides foram de 40% e 12,5%, observadas com 500

mg/L™" e 2000 mg/L™" de colchicina em 24 horas, respectivamente.

Tabela 2. Ploidia e niveis de ploidia de explantes de citros e eficiéncia de indugéo de tetraploides
(EIT), em %, sob exposi¢ao a colchicina.

'Clementina Honey' (Citrus clementina hort. ex Tanaka.)

Doses Diploide (2x) Mixoploide Tetraploide (4x) (EIT) (%)
mg/L-" 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0
500 40,0 0,0 40,0 0,0 20,0 100 5,8 40,0
1000 14,0 33,3 0,0 0,0 86,0 66,7 0,0 11,1
1500 0,0 25,0 0,0 0,0 100 75,0 0,0 16,7
2000 100 0,0 12,5 0,0 87,5 100 12,5 5,6
2500 0,0 100 0,0 0,0 100 100 0,0 1,1

'Dancy’ (C. tangerina hort. ex Tanaka.)
Diploide (2x) Mixoploide Tetraploide (4x) (EIT) (%)
Doses
mg/L-* 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
500 0,0 0,0 0,0 0,0 100 100 40,0 11,1
1000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2000 50,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
'Fremont' (Citrus clementina hort. ex Tanaka x C. reticulata Blanco)
Diploide (2x) Mixoploide Tetraploide (4x) (EIT) (%)
Doses

mg/L-* 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
500 40,0 37,5 60,0 25,0 0,0 25,0 0,0 1,7
1000 66,7 100 33,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1500 0,0 0,0 0,0 50,0 100 50,0 5,6 2,8
2000 33,3 37,5 16,7 25,0 50,0 37,5 20,0 17,5

2500 28,6 66,7 0,0 33,3 71,4 0,0 28,6 0,0
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Para o gendtipo 'Dancy’, a dose de 500 mg/L™ de colchicina demonstrou
eficacia na indugéo de tetraploidia, apresentando uma dependéncia significativa
do tempo de exposicao. Apos 24 horas, a EIT alcangou 40,0%, indicando que
essa concentragao € particularmente eficaz em um curto periodo de tratamento.
Contudo, apos 48 horas, a EIT foi reduzida para 11,1%, sugerindo uma diminui¢cao
na eficacia com o prolongamento da exposi¢cdo. As demais concentragdes nao
exibiram eficacia na indugdo de tetraploides, mas promoveram a indugédo de
mixoploidia, especialmente com a dose de 2000 mg/L™" apdés 24 horas de
exposicao.

Os explantes de 'Fremont' tratados com diferentes concentracbes de
colchicina demonstraram que, ap6s 24 horas, as doses mais elevadas
apresentaram maior eficacia na inducao de tetraploidia. A dose de 2500 mg/L™
resultou na maior EIT, com 28,6%, seguida pela dose de 2000 mg/L™, que
alcangou uma EIT de 20,0%. A dose de 1500 mg/L™" exibiu a menor EIT, de 5,6%
Ao estender o tempo de exposicdo para 48 horas, a dose de 2000 mg/L™"
revelou-se a mais eficiente, atingindo uma EIT de 17,5%. Além disso, foram
obtidas taxas maximas de mixoploidia de 60,0% e 50,0% com as doses de 500
mg/L™ e 1500 mg/L™" de colchicina, respectivamente, apds exposi¢des de 24 e 48
horas.

A eficiéncia na indugcao de ploidia e tetraploidia em explantes citricos tem
sido amplamente investigada por meio de tratamentos com colchicina. Diversas
concentracbes e tempos de exposicdo foram testados para promover a
tetraploidia em espécies como limao aspero, limao cravo, Alemow e citrange
‘C35’, resultando em taxas de poliploidizacdo bem-sucedidas que variaram de
18,3% a mais de 50%. (GROSSER; KAINTH; DUTT, 2014; WULANDARI et al.,
2015; CIMEN, 2020; NARUKULLA et al.,2023).

Efeito da orizalina na sobrevivéncia e crescimento de miniestacas

A taxa de sobrevivéncia das plantas foi monitorada 120 dias apds a
transferéncia dos explantes para o meio WPM. Os dados obtidos, ilustrados nas
taxas de sobrevivéncia dos gendtipos (Figura 2), revelaram variagbes
significativas em relagdo as concentracbes de tratamento e aos tempos de

exposigao avaliados.
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Apbs 24 horas, constatou-se uma taxa de 100% no genotipo ‘Clementina
Honey' nas concentragdes de 20.7816 mg/L™* e 25.977 mg/L™", enquanto no
gendtipo 'Dancy’, a sobrevivéncia total foi observada nas doses de 5.1954 mg/L™,
10.3908 mg/L™" e 20.7816 mg/L™". Em 48 horas, o percentual total foi registrado em
Clementina 'Honey' nas concentragbes de 10.3908 mg/L™", 15.5862 mg/L™" e
25.977 mg/L-', além de 'Fremont' nas concentra¢gdes de 0 mg/L™ (controle) e
25.977 mg/L™.

As menores taxas em 24 horas foram identificadas em ‘Clementina Honey',
com 71,13% e 76,67% nas concentragdes de 0 mg/L™" (controle) e 10.3908 mg/L™,
respectivamente. Para 'Fremont', foi de 76,67% nas doses de 10.3908 mg/L™,
15.5862 mg/L™" e 20.7816 mg/L". Em 48 horas, as taxas mais baixas foram em
‘Clementina Honey' foram de 82,2% para as doses de 5.1954 mg/L™" e 20.7816
mg/L™", em 'Dancy' com 71,13% e 64,47% nas concentragdes de 10.3908 mg/L™" e
15.5862 mg/L™", enquanto em 'Fremont’, a taxa foi de 70% na dose de 5.1954
mg/L™". Esses resultados indicam que a sensibilidade a orizalina apresenta
variagbes significativas entre os gendtipos, dependendo tanto da concentragéo,

quanto do tempo de exposicao.

M 2an W ash M 24n W a8h

Sobrevivéncia (%)
2
Sobrevivencia (%)
Sobrevivencia (%)

0 5.1954 10.3908 155862 20.7816 25977
Doses (mg/l)

o 5.1954 10.3508 15.5862 20.7816 25977 o 51954 10.3908 15.5862 20.7816 25.977
Doses (mg/l) | Doses (mg/l) 1

Figura 2. Percentual de sobrevivéncia tangerineiras: 1) ‘Clementina Honey' (Citrus clementina Hort.
ex Tan.), Il) 'Dancy' (C. tangerina Hort. ex Tan.) e lll) 'Fremont' (C. clementina Hort. ex Tan. x C.
reticulata Blanco), apds tratamento com diferentes concentragdes de orizalina, nos dois tempos de
exposi¢cao. As barras de cor azul escuro indicam o tempo de 24 horas enquanto as barra de cor
azul claro indicam o tempo de 48 horas. Letras diferentes em cima das barras indicam diferencas
significativas entre os tratamentos dentro dos experimentos, as letras minusculas indicam o fator
tempo e maiusculas indicam fator dose, barras sem letras indica que ndo houve diferencas

significativas.
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Os resultados deste estudo contrastam com investigacdes realizadas em
outras espécies vegetais. Nos trabalhos com Lilium hybrida var. Polyanna,
mandioca, Populus alba L. x P. glandulosa P. Mill. x P. tomentosa Carr., Melissa
officinalis L. e Mentha spicata L., Chandanie et al. (2010), Carvalho et al. (2016),
Zeng et al. (2019) e Bharati et al. (2023) relataram que a taxa de sobrevivéncia
dos explantes tratados diminuiu exponencialmente com o aumento da
concentracdo e da duragdo da exposicdo a orizalina. Em contrapartida, nos
cultivares de berinjela Karnaz F1 e Faselis F1, os tratamentos com orizalina
apresentaram resultados variados em relacdo a sobrevivéncia dos explantes,
conforme observado por Kuhlalioglu (2017). Assim, € evidente que a toxicidade da
orizalina é influenciada pela espécie, pelo tempo de exposicdo e pela dose
aplicada.

As plantas demonstraram variacdo nas variaveis analisadas (Tabela 3),
incluindo a altura, possivelmente em decorréncia do uso do agente antimitotico
orizalina. No gendétipo ‘Clementina Honey’, a interacdo entre doses e tempos de
exposicao nao foi significativa (p > 0,05), indicando que os fatores nao
interagiram. Contudo, o tempo de tratamento apresentou efeitos significativos.

A anadlise do gendtipo 'Dancy' revelou que a dose exerce um impacto
significativo na APA, enquanto o tempo de exposi¢cao nao apresentou efeito direto.

Nos resultados para 'Fremont', indica-se que o tempo de exposi¢cao exerce
maior influéncia no numero de folhas verdes do que as doses aplicadas, sendo
que 48 horas proporcionaram os melhores resultados, com excecao da dose de
25.977 mg/L™.

Tabela 3. Caracterizagdo morfologica dos explantes tratados com concentrages de orizalina,
altura da parte aérea (APA) e numero de folhas verdes (NFV).

Clementina Honey' (Citrus clementina hort. ex Tanaka.)

APA
Doses
mg/L- 24h 48h
0 2,67+£0,20 a 253+0,11a
5,1954 2,77+0,18 a 259+0,15a
10,3908 2,58 £0,24 ab 2,49 +0,10 ab

15,5862 237+0,15ab 1,94+ 0,12 ab
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20,7816 2,88+0,16 a 2,64+0,15a
25,977 2,68+0,15ab 2,24 +0,14 ab
Média 2,66 £ 0,07 a*** 2.39+0,06 b
CV (%) 10,54 %

Dancy' (C. tangerina hort. ex Tanaka.)
APA
Doses
mg/L-' 24h 48h
0 2,68+0,09a 2,93+0,09a
5,1954 2,74 £0,19 aA 2,09+ 0,15bB

10,3908 1,90+0,21b 2,20+0,12 ab
15,5862 2,47 £ 0,16 ab 2,85+0,22 ab
20,7816 284+0,23a 2,52 + 0,20 ab
25,977 218+0,15ab 2,26+ 0,13 ab
Média 2,49 + 0,08 2,47 £ 0,07
CV (%) 11.51 %

Fremont’ (Citrus clementina hort. ex Tanaka C. reticulata Blanco)

NFV

Doses
mg/L-" 24h 48h

0 3,55+ 0,80 5,62 + 0,55
5,1954 3,08 +£0,53 3,33+0,44
10,3908 3,10+ 0,36 3,25+ 0,54
15,5862 3,20 £ 0,53 3,58 +0,47
20,7816 2,22 +0,34 3,83 +1,05
25,977 4,00 + 0,53 3,50+ 0,33
Média 3,23+0,23b 3,89+ 0,22 a**
CV (%) 23,02 %

Médias seguidas pela mesma letra minuscula em cada coluna e maiuscula em cada linha nao

diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey, (* p<0.05, **

p<0.01, *** p<0.001).

Os resultados das médias dos descritores morfolégicos, apresentados na

Tabela 4, ressaltam a relevancia desses parametros na avaliagao da variabilidade

genética em plantas, facilitando a identificagdo de gendtipos superiores para o

setor produtivo. Investigagdes recentes, como as realizadas com batata na
Coldmbia Danita (2024), trigo na india, Chauhan et al. (2023), Catharanthus
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roseus (L.) G.Don, Soares et al. (2024) e diversos genétipos em Jabalpur, india
Jawarkar et al. (2024), corroboram a importancia dessa abordagem.

Para a variavel numero de folhas verdes (NFV) em ‘Clementina Honey’,
observou-se que nas concentragdes de 20,7816 mg/L™ e 25,977 mg/L™" as médias
diferem significativamente entre os tempos, sendo mais altas no tempo de 48
horas, sugerindo que o efeito da dose, nesta variavel, para essa espécie, varia
conforme a duragdo, especialmente nos niveis mais elevados. Por sua vez, o
gendtipo 'Dancy' mostrou efeitos significativos tanto das doses quanto do tempo,
com a concentragao de 5,1954 mg/L™" apresentando a menor média para ambos

0s periodos.
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Tabela 4. Caracterizagdo morfologica dos explantes tratados com concentragbes de orizalina, altura da parte aérea (APA), nimero de folhas verdes
(NFV), numero de folhas senescentes (NFS), numero de miniestacas (NM), nimero de raiz (NR).

Clementina Honey' (Citrus clementina hort. ex Tanaka.)

NFV NFS NM NR
Doses
mg/L-" 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 9,58 +1,60 a 660+131a 1,75+0,68abB 3,80+0,60aA 2,83+0,26a 247+0,16a 1,50+0,30a 1,00+ 0,25 a
5,1954 9,47 +1,08 a 6,86 +1,02a 040+0,18bB 2,64+0,61aA 260+0,21a 257+0,19a 1,27+0,33a 1,21+0,31a
10,3908 6,69 +1,02a 729+082a 1,69+0,35abA 0,35+0,12bB 2,38+0,23a 235+0,17a 0,69+0,25a 1,05+0,26 a
15,5862 6,69+0,84 a 7,24 £0,74 a 069+0,28b 024+0,13b 250+0,20a 247+0,30a 0,75+0,19a 1,12+ 0,20 a
20,7816 7,35+0,82B 10,07+0,68 A 1,82+0,61abA 0,29+0,16bB 2,53+0,17 a 329+024a 165+0,28a 0,93+0,12a
25,977 5,81+0,52 B 888+1,11A 238+051aA 0,76+0,28bB 2,44+0,16a 3,18+0,27a 1,31+0,19a 1,06 £ 0,28 a
Média 7,52 +0,42 7,81+0,42 1,45+ 0,20 1,29 + 0,20 2,53 +0,08 2,71+0,10 1,20+ 0,1 1,07 £ 0,10
CV (%) 24.79 % 42,71 % 14,22 % 33,19 %
Dancy' (C. tangerina hort. ex Tanaka.)
NFV NFS NM NR
Doses
mg/L-" 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 8,94+080a 10,67+0,70a 1,00+£0,32b 0,53+0,34 288+0,20ab 2,73+0,11ab 1,06 + 0,24 1,07 £ 0,22 ab
5,1954 1,12+0,31cB 6,73+0,70bA 3,00+0,20aA 0,67+0,32B 3,00+£0,20aA 1,93+0,18bB 1,59+0,23A 0,47 +0,16 bB
10,3908 6,31+0,75ab 7,58+1,06ab 0,23+0,12bB 1,75+0,72A 2,08+0,32b 233+0,27ab 1,46+055B 2,67+0,69aA
15,5862 5,41+3,86bB 8,82+0,78abA 0,18+0,12b 0,82+0,38 253+0,29ab 3,00+£0,22a 1,41+ 0,33 218+0,31a
20,7816 7,38+0,98ab 7,69+0,67ab 0,13+0,08bB 0,88+0,177A 3,19%+0,28aA 2,50+0,25abB 1,69 +0,32 1,82+ 0,38 ab
25,977 6,88+0,79ab 7,57+060ab 0,88+0,32b 0,36 £ 0,19 200+0,15b 2,57+0,17 ab 1,25+ 0,34 2,00+0,46 a
Média 5,94 1+ 0,41 8,17 £ 0,34 0,94 +0,14 0,81+0,16 2,63 +£0,11 2,49 + 0,09 1,41+ 0,14 1,67 +0,18




58

CV (%) 23,01 % 38,22 % 14,97 % 36,82 %
Fremont’ (Citrus clementina hort. ex Tanaka. C. reticulata Blanco)
APA NFS NM NR
Doses
mg/L-" 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 335+ 1,11a 2,08+0,05a 218+056a 1,08+0,35a 1,00+0,00abB 1,77+0,12aA 091+0,24a 0,31+0,13 a
5,1954 1,46 £ 0,04 b 1,50 £ 0,00 b 1,33+0,57a 1,00+£0,38a 1,17x0,11aB 1,44+0,17abA 0,25+0,17b 0,11+0,10b
10,3908 1,50+ 0,00 b 1,50+ 0,00 b 1,00+0,32a 0,17+0,76a 1,00£0,00ab 1,00£0,00c 0,00+0,00b 0,00+0,00b
15,5862 1,50 £ 0,00 b 1,50 £ 0,00 b 1,30+040a 1,25%+056a 1,20+0,13a 1,08+0,08bc 0,00+£0,00b 0,08 +0,09b
20,7816 1,56 +0,05b 1,568+ 0,05b 0,67+0,22a 1,25+0,36a 1,00+0,00ab 1,00+0,00c 0,22+0,14ab 0,25+0,17 ab
25,977 1,54 £ 0,04 b 1,50 £ 0,00 b 092+0,23a 043+0,19a 0,83+£0,11b 1,00£0,00c 0,33+0,18ab 0,07 £ 0,07 ab
Média 1,83 £ 0,21 1,62 £ 0,03 1,25+0,18 0,85+ 0,15 1,03 £ 0,04 1,21+ 0,05 0,14 £ 0,08 0,14 £ 0,05
CV (%) 13,68 % 43,22 % 8,83 % 27,12 %

Médias seguidas pela mesma letra mintscula em cada coluna e maiuscula em cada linha ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelos testes de

Tukey, (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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No estudo sobre o numero de folhas senescentes (NFS), o gendtipo
‘Clementina Honey' apresentou uma forte correlagdo com a dose de orizalina e a
duracao da exposi¢ao. A aplicagao da dose de 5,1954 mg/L™" resultou na maxima
inducédo de senescéncia em 48 horas, com uma média de 2,64, evidenciando um
efeito significativo. Em contraste, concentragdes superiores, como 15,5862 mg/L™
e 20,7816 mg/L™", provocaram uma redugdo acentuada nas folhas senescentes,
apresentando meédias de 0,24 e 0,29 em 48 horas, respectivamente.

No gendtipo 'Dancy', a dose de 5,1954 mg/L™" induziu um aumento no NFS
em 24 horas, alcangando a média de 3,00, superando os valores do controle. Por
outro lado, a concentragdo de 20,7816 mg/L™" resultou na menor quantidade de
folhas senescentes em 24 horas, com uma média de 0,13, embora tenha
aumentado para 0,88 em 48 horas, indicando que a eficacia da orizalina varia
com o tempo de tratamento.

Para o gendtipo ‘Fremont’ apesar das variagbes numéricas observadas, os
resultados estatisticos indicam que tanto as doses de tratamento quanto o tempo
de exposicao (24h e 48h) nao causaram mudancgas significativas no numero de
folhas senescentes. Semelhante resultado a variavel numero de miniestacas em
Clementina Honey.

No gendtipo 'Dancy', a dose de 20,7816 mg/L™ demonstrou a maior média
para numero de miniestacas (NM) apds 24 horas de tratamento, alcangando 3,19
de média. Essa concentracdo apresentou desempenho superior em relagdo a
outras doses, sugerindo o ndo comprometimento da formacédo de miniestacas
nesse intervalo. Em contraste, a dose de 5,1954 mg/L™" em 48 horas resultou na
menor média, com 1,93, indicando uma resposta inferior em comparagao com
concentracdes mais elevadas e o controle. Para o gendtipo 'Fremont', a dose de
15,5862 mg/L™" resultou em um numero médio de miniestacas de 1,20 apds 24
horas, superando os resultados do controle. Entretanto, em 48 horas, nenhuma
das doses testadas apresentou desempenho superior ao controle.

Clementina Honey os resultados estatisticos indicam que tanto as doses de
tratamento quanto o tempo de exposigcdo (24h e 48h) ndo causaram mudangas
significativas no numero de raizes (NR). A anélise dos dados referente ao numero
de raizes no gendtipo 'Dancy' indicou variagdes significativas em fungcdo das
doses e dos tempos de exposigédo. A concentragao de 10,3908 mg/L™ resultou na

maior média de NR (2,67 cm), destacando-se como a menos inibitéria. Em
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contraste, a dose de 5,1954 mg/L™" apresentou a menor média (0,47). No gendtipo
'Fremont', observou-se que as doses de 10,3908 mg/L* e 15,5862 mg/L™
impactaram negativamente o desenvolvimento radicular em ambos os periodos
de exposicao.

A orizalina afeta o crescimento das plantas de maneira distinta, interferindo
na estrutura dos microtubulos, componentes essenciais do citoesqueleto que
participam de diversos processos vegetais. Estudos demonstram que a orizalina
inibe o crescimento radicular e a resposta gravitropismo em Arabidopsis ao
estimular a produgéo de etileno, alterar a organizagdo dos microtubulos e interferir
no crescimento da parede celular (GO; PARK; KIM, 2021).

Os resultados das médias das variaveis NM e NR em ‘Clementina Honey',
bem como o APA, NFV e NFS em 'Fremont', sugerem que os tratamentos com
orizalina n&do apresentaram efeitos significativos em relagdo as doses ou ao
tempo de exposicéao.

As plantas apresentaram variagbes nas respostas ao tratamento com
orizalina, evidenciando que o agente mutagénico impacta o crescimento e
desenvolvimento de diferentes genotipos de maneira distinta, sugerindo uma
sensibilidade variavel entre eles. Estudos com Jasminum sambac (L.) Aiton
(VISHNUPANDI et al., 2024) demonstraram que a orizalina provocou efeitos tanto
positivos quanto negativos em parametros como altura da planta, numero de
folnas e caracteristicas de floragcdo. Em Tectona grandis L.f., a aplicacdo de
orizalina induziu poliploidia, resultando em alteragdes no crescimento, morfologia
das folhas e teor de clorofila, além de aprimorar a capacidade de aclimatacéo das
plantulas (FAUZAN et al., 2024).

Citometria de fluxo e eficiéncia de indugao

Os resultados evidenciaram a presenga de trés niveis de ploidia (diploide,
mixoploide e tetraploide), conforme demonstrado pela citometria de fluxo (Figura
4). Essa diversidade reflete a complexidade dos processos celulares associados a
tetraploidizagcédo. Os distintos niveis de ploidia sugerem que a resposta celular a
orizalina € altamente variavel, dependendo da concentragdo aplicada e do tempo

de exposicao.
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Figura 4. Histogramas obtidos por analise de citometria de fluxo. A) 'Clementina Honey' com picos
diploides (1) e controle (diploide Crotalaria breviflora DC.), (2). B) 'Clementina Honey' com picos
diploides (1), tetraploides (2) e controle (3). C) 'Clementina Honey' com picos tetraploides (1) e
controle (2). D) 'Dancy' com picos diploide (1) e controle (2). E) 'Dancy’ com picos diploide (1),
tetraploide (2) e controle (3). F) 'Dancy' com picos tetraploide (1) e controle (2). G) 'Fremont' com
picos diploide (1) e controle (2). H) 'Fremont' com picos haploides (1), diploides (2) e controle (3).

I) 'Fremont' com picos tetraploides (1) e controle (2).

A analise da eficiéncia de inducdo de tetraploides (EIT) em explantes de
‘Clementina Honey’, 'Dancy' e 'Fremont', conforme apresentado na Tabela 5,
revela aspectos criticos sobre a interagao entre dose e tempo de exposi¢cao, com
implicagbes significativas para a otimizagdo da tetraploidizagdo em plantas
citricas.

Para o gendtipo ‘Clementina Honey’, os dados indicam que a concentragao

de 10,3908 mg/L™" de orizalina foi consistentemente eficaz, alcangando uma EIT
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de 25,6% tanto em 24 quanto em 48 horas. Essa estabilidade sugere que essa
concentracdo proporciona um equilibrio ideal entre eficacia e toxicidade. Em
contraste, doses mais elevadas (15,5862 mg/L™" e 20,7816 mg/L™) resultaram em
uma diminuicao significativa da EIT. A manutencédo da EIT em 48 horas com a
dose de 10,3908 mg/L" demonstra sua eficacia e viabilidade celular ao longo do
tempo. No entanto, em relacdo a inducido de mixoploides, a concentragao de
20,7816 mg/L™ revelou-se a mais eficaz, com uma taxa de 76,9%.

Nos explantes do gendtipo 'Dancy', durante o periodo de 24 horas, a
concentragdo mais elevada de orizalina (25,977 mg/L™") demonstrou maior eficacia
na indugao de tetraploides, com a dose de 25,977 mg/L™" alcangando uma EIT de
25,2%. Contudo, o tempo de exposi¢ao para 48 horas resultou em uma reducao
drastica na eficiéncia de todas as doses, exceto para 20,7816 mg/L™", que
manteve uma EIT de 6,3%. Isso indica que, para o gendtipo 'Dancy’, um tempo de
exposicao prolongado pode intensificar os efeitos toxicos da orizalina,
comprometendo a viabilidade celular e, consequentemente, a eficacia da
tetraploidizacao. A inducao de mixoploides foi mais significativa em 24 horas, com
concentragbes de 10,3908 mg/L" e 15,5862 mg/L™", apresentando uma taxa de
25,0%, mas nao houve aumento substancial com a exposigéo prolongada.

Os resultados obtidos com explantes do gendtipo 'Fremont' evidenciam
uma clara dependéncia do tempo de exposi¢ao a orizalina. A dose de 20,7816
mg/L™" demonstrou ser a mais eficaz em 24 horas, resultando em uma EIT de
21,9%. No entanto, ao aumentar o tempo de exposicdo para 48 horas,
observou-se uma reducao acentuada na eficacia das doses, com a maioria delas
nao induzindo tetraploides. A concentragcdo de 10,3908 mg/L™" foi a unica que
ainda apresentou alguma eficacia (EIT de 10,4%) apds 48 horas, sugerindo que,
para 'Fremont', a orizalina deve ser utilizada em periodos curtos, sendo as
exposi¢coes prolongadas potencialmente prejudiciais. Além disso, a concentragao
de 15,5862 mg/L"' destacou-se na indugcdo de mixoploides em 48 horas,

alcancando 66,7%.
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Tabela 5. Ploidia e niveis de ploidia de explantes de citros e eficiéncia de indugéo de tetraploides
(EIT), em %, sob exposigao a orizalina.

Clementina Honey' (Citrus clementina hort. ex Tanaka.)

Diploide (2x) (%) Mixoploide (%) Tetraploide (4x) (%) (EIT) (%)
Doses
mg/L-" 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h)
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5,1954 61,5 50,0 38,5 50 0,0 0,0 0,0 0,0
10,3908 41,7 64,7 25,0 11,8 33,3 23,5 25,6 25,6
15,5862 46,2 64,7 46,2 23,5 7,7 5,9 7,3 7,3
20,7816 15,4 85,7 76,9 0,0 7,7 14,3 7,7 6,3
25,977 50,0 82,4 50,0 17,6 0,0 0,0 0,0 0,0
Dancy'(C. tangerina hort. ex Tanaka.)
Diploide (2x) (%) Mixoploide (%) Tetraploide (4x) (%) (EIT) (%)
Doses
mg/L-" 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h)
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5,1954 78,6 83,3 21,4 16,7 0,0 0,0 0,0 0,0
10,3908 75,0, 88,9 25,0 11,1 0,0, 0,0 0,0 0,0
15,5862 50,0 88,9 25,0 11,1 25,,0 0,0 23,6 0,0
20,7816 75,0 73,3 8,3 20,0 16,7 6,7 16,7 6,3
25,977 60,0 84,6 13,3 15,4 26,7 0,0 25,2 0,0
Fremont' (Citrus clementina hort. ex Tanaka C. reticulata Blanco)
Diploide (2x) (%) Mixoploide (%) Tetraploide (4x) (%) (EIT) (%)
Doses
mg/L-" 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h) 24 (h) 48 (h)
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5,1954 50,0 66,7 50,0 33,3 0,0 0,0 0,0 0,0
10,3908 57,1 88,9 429 0,0 0,0 11,1 0,0 10,4
15,5862 70,0 33,3 10,0 66,7 20,0 0,0 15,3 0,0
20,7816 40,0 75,0 20,0 25,0 28,6 0,0 21,9 0,0
25,977 54,5 77,8 45,5 22,2 0,0 0,0 0,0 0,0
CONCLUSOES

Considerando-se o conjunto de gendtipos utilizados, tem-se:

A colchicina e a orizalina possibilitaram a indu¢cdo de tetraploides nas
tangerineiras estudadas.

A colchicina foi mais eficaz na indugao de tetraploide, porém seus efeitos
foram mais toxicos em relagdo a orizalina.

A tangerineira ‘Dancy’ foi mais sensivel aos efeitos toxicos da colchicina.
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Ha indicativos de que a tetraploidizacdo pode ser potencializada mediante

reducdes dos niveis de concentracido de colchicina e aumentos dos de orizalina.
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INDUGAO DE TETRAPLOIDIA ATRAVES DE TRATAMENTOS IN VITRO COM
COLCHICINA EM SEMENTES DE CITROS

RESUMO:

A poliploidia artificial tem sido amplamente utilizada para melhorar o desempenho
de diversas culturas, especialmente em plantas economicamente importantes. O
presente estudo teve como objetivo induzir tetraploidia em trés espécies de
tangerineiras (‘Fremont’, 'Dancy' e 'Clementina Honey') por meio de tratamentos in
vitro com diferentes concentragdes de colchicina. A analise de citometria de fluxo
revelou quatro niveis de ploidia: diploide, mixoploide, tetraploide e haploide. O
objetivo foi investigar a eficacia da indugao de tetraploides utilizando colchicina
em diferentes doses e tempos de exposicdo. A maior taxa de inducdo de
tetraploides foi observada em "Fremont", com 36% de sucesso em 1500 mg/L de
colchicina ap6s 24 horas de exposigao. As variedades 'Dancy'e 'Clementina
Honey' apresentaram uma maior ocorréncia de mixoploides, com taxas de 30,8%
e 50%, respectivamente, em tratamentos de 1000 a 1500 mg/L de colchicina por
24 horas. O estudo também identificou haploides espontaneos, possivelmente
relacionados a apomixia ou partenogénese. A eficacia da colchicina na indugéo
de tetraploidia é altamente dependente da variedade, da dose e do tempo de
exposigcao. O estudo destaca a importancia de protocolos otimizados para cada
espécie, visto que altas doses ou tempos prolongados podem reduzir a taxa de

sucesso e aumentar a ocorréncia de mixoploides.

PALAVRAS-CHAVE: Citrus; Poliploidia; Citometria de fluxo; Haploides
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INDUCTION OF TETRAPLOIDY THROUGH IN VITRO TREATMENTS WITH
COLCHICINE IN CITRUS SEEDS

ABSTRACT:

Artificial polyploidy has been widely used to improve the performance of several
crops, especially in economically important plants. The present study aimed to
induce tetraploidy in three mandarin species (‘Fremont’, 'Dancy' and 'Clementina
Honey') through in vitro treatments with different concentrations of colchicine. Flow
cytometry analysis revealed four ploidy levels: diploid, mixoploid, tetraploid and
haploid. The aim was to investigate the efficacy of tetraploid induction using
colchicine at different doses and exposure times. The highest tetraploid induction
rate was observed in 'Fremont’, with 36% success at 1500 mg/L of colchicine after
24 hours of exposure. The varieties 'Dancy' and 'Clementina Honey' showed a
higher occurrence of mixoploids, with rates of 30.8% and 50%, respectively, in
treatments of 1000 to 1500 mg/L of colchicine for 24 hours. The study also
identified spontaneous haploids, possibly related to apomixis or parthenogenesis.
The efficacy of colchicine in inducing tetraploidy is highly dependent on the variety,
dose and exposure time. The study highlights the importance of optimized
protocols for each species, since high doses or prolonged times can reduce the

success rate and increase the occurrence of mixoploids.

KEYWORDS: Citrus; Polyploidy; Flow cytometry; Haploids
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1. INTRODUCAO

Historicamente, a poliploidizagédo é reconhecida como um dos principais
mecanismos de diferenciagao ecoldgica e especiagao, ocorrendo ao menos uma
vez na evolugéo de todos os organismos conhecidos (Blanc e Wolfe, 2004; Chen
e Gao, 2007), a diploidia é a forma mais estavel geneticamente. Dessa forma, a
inducao dessa poliploidia, tem sido estudada e realizada artificialmente em muitas
culturas economicamente importantes nas ultimas décadas (DHOOGHE et al.,
2011), tendo em vista que facilita varias aplicagées, como a quebra de barreiras
sexuais (FOMICHEVA et al., 2024), restaura a fertilidade hibrida (GONZALO et
al., 2023) e aumenta as variag¢des fenotipicas (SHINDE et al., 2024), contribuindo,
dessa forma, para o entendimento dos processos evolutivos (SIVASANKAR,
2023).

A indugdo de poliploides in vitro com agentes antimitéticos como a
colchicina € complexa, sendo influenciada por diversos fatores como o produto
quimico, o explante e a duragao do tratamento (WU et al., 2023). Embora eficaz, a
técnica enfrenta baixas taxas de sucesso e altas ocorréncias de aneuploidia e
mixoploidia (MARANGELLI et al., 2022). Sendo essencial a citometria de fluxo
para confirmagao da duplicagdo cromossémica (ZOU et al., 2024).

A colchicina liga-se a tubulina, impedindo a sua polimerizagcdo em
microtubulos, o que € essencial para a segregacdo cromossémica adequada
durante a mitose (MAKINO et al., 2022). Esta inibigdo resulta na interrupg¢ao da
metafase, onde os cromossomos ndo conseguem migrar para os poélos, levando a
formacdo de células com complemento cromossdmico duplicado (KHAH et al.,
2022).

Plantas que foram mutadas pela colchicina s&o conhecidas como
colchi-mutantes (ARI et al., 2015). Uma ampla gama de concentragbes de
colchicina tem sido usada para a indugéo de poliploidia variando de 0,00001% a
1,5% para diferentes espécies (CASTRO; CASTRO; LOUREIRO, 2018). Apesar
desses avangos, os desafios permanecem, como altas taxas de mortalidade e a
necessidade de protocolos otimizados adaptados a espécies de plantas
especificas (NAWALKAR; VERMA, 2024; SHINDE et al., 2024).

Citrus sao geralmente diploides (2x=2x=18), mas também ocorrem
variedades triploides (2x=3x=27) e tetraploides (2x=4x=36) (GUERRA et al.,
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1997; GMITTER et al., 1990; SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT, 1996). O presente
trabalho teve como objetivo induzir a tetraploidia por meio de tratamentos in vitro
com colchicina em sementes de citros das tangerineiras 'Clementina Honey'
(Citrus clementina Hort. ex Tan.), 'Dancy' (C. tangerina Hort. ex Tan.) e 'Fremont'

(Citrus clementina Hort. ex Tan. x C. reticulata Blanco).

2. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos,
localizado no Nucleo de Biologia Avangada da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
em Cruz das Almas, Bahia. Foram utilizados explantes das variedades de
tangerineira:  'Clementina Honey' (C. clementina Hort. ex Tan.), 'Dancy' (C.
tangerina Hort. ex Tan.) e 'Fremont' (Citrus clementina Hort. ex Tan. x C. reticulata
Blanco), obtidos a partir do Banco Ativo de Germoplasma de Citros (BAG - Citros)

da referida unidade de pesquisa.

Inducgao de poliploidia

As sementes das trés variedades (Figura 1A) foram extraidas de frutos
maduros (Figura 1A), lavadas (Figura 1B) e secas a temperatura ambiente (Figura
1C). Em seguida, o tegumento externo foi removido, e as sementes foram
desinfetadas em camara de fluxo laminar (Figura 1D), passando por imersédo em
etanol 70% por cinco minutos, em hipoclorito de sddio (1% de cloro ativo) com
uma gota de Tween® por 20 minutos, e seguida de trés lavagens com agua de
osmose reversa autoclavada. Dezessete explantes foram transferidos para
Erlenmeyers com meio liquido WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), contendo
diferentes concentragbes de colchicina (0 mg/L™; 500 mg/L™; 1000 mg/L™"; 1500
mg/L™"; 2000 mg/L™"; 2500 mg/L™"), que foram mantidos sob agitagao (105 rpm) por
24 horas e 48 horas, no escuro. Apds os dois tempos de exposigcao, os explantes
foram lavados trés vezes com agua de osmose reversa autoclavada e foram
transferidos para meio sélido WPM, sendo composto pelos mesmos sais do meio
liquido, acrescido de sacarose (30 g/L™") e solidificado com 2,4 g L™ de Phytagel®,

tendo o pH ajustado para 5,8, sem a presenca da colchicina, visando o



76

desenvolvimento vegetal, em sala de crescimento com temperatura de 27 + 1 °C,

luz de 30 umol m?2 s-' e fotoperiodo de 16 horas.

Figura 1. A) Frutos da variedade 'Dancy’, ‘Clementina Honey' e 'Fremont' cortados para retirada
das sementes ; B) sementes extraidas dos frutos para o processo de lavagem; C) sementes em
processo de secagem em temperatura ambiente; D) sementes em processo de desinfestagao, em

camara de fluxo laminar.

Avaliagao de sobrevivéncia e crescimento da planta

A porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada apos 120 dias, levando em
conta o desenvolvimento dos explantes. Foram analisadas as variaveis altura da
parte aérea (APA, em cm), numero de folhas verdes (NFV), numero de folhas

senescentes (NFS), numero de miniestacas (NM) e numero de raizes (NR).

Deteccao de poliploidia
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A analise de ploidia das dezessete plantulas provenientes das sementes
das trés classes de desenvolvimento foi realizada 120 dias apds a introdugéo in
vitro. A quantidade de DNA nuclear (valor C) das amostras foi determinada via
citometria de fluxo, conforme a metodologia de Dolezel et al. (2007).

A analise ocorreu em camara de fluxo laminar onde amostras de uma folha
foram coletadas individualmente de cada planta. Para as sementes
poliembridnicas, cada plantula foi identificada separadamente para coleta. As
folhas foram trituradas em placa de Petri, juntamente com o padrao de referéncia
de DNA para citros, Crotalaria breviflora DC. (Costa et al., 2019), em 1 mL de
solugéo tampao de lise (LBO1), utilizando pipeta para liberar os nucleos.

A suspensao de nucleos foi filtrada em tela de nailon para microtubos de 2
mL e corada com 0,20 uL de solugdo de iodeto de propidio. As amostras foram
entdo analisadas no Acoustic Focusing Cytometer Attune® (Life Technologies),
contabilizando-se no minimo 10.000 eventos. O conteudo de DNA nuclear (2C) foi
determinado, com folhas de citros contendo 2C = 0,70 pg de DNA e Crotalaria
breviflora contendo 2C = 2,02 pg de DNA. A quantificagcdo do DNA foi calculada
conforme a férmula de Dolezel et al. (2007).

Valor da amostra 2C (pg de DNA) =

posicdo média do pico da amostra x valor da referéncia 2C

referéncia 2C da posicao média do pico

A eficiéncia de indugdo de tetraploidia foi calculada usando o método de

Bouvier et al. (1994) como segue: eficiéncia de indugédo =

Eficiéncia de indugao (TIE) = Sobrevivéncia da Planta (%) x Indug¢éo de Tetraploide (%)

Desenho experimental e analise estatistica

Os dados referentes aos trés gendtipos (‘Clementina Honey’, 'Dancy' e
'Fremont') e as diferentes concentragbes de colchicina foram organizados em
experimentos independentes em esquema fatorial (2x6), sendo dois tempos de
exposicao (24 e 48 horas) e seis doses de colchicina (0 mg/L*, 500 mg/L™*, 1000
mg/L™*, 1500 mg/L!, 2000 mg/L* e 2500 mg/L™?).
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Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade de residuos e
variancias para verificar os pressupostos da analise de variancia. Apds essa

etapa, quando necessario, os dados foram transformados utilizando a féormula

\/m, para atendimento aos pressupostos da ANOVA. Em seguida, foi
realizada a analise de variancia ao nivel de 5% de significAncia, com as médias
comparadas pelo teste de Tukey. As analises foram conduzidas utilizando o
pacote ExpDes.pt no software R, versédo 4.3.2 (R CORE TEAM, 2023).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito da colchicina na sobrevivéncia e crescimento das plantas

A avaliagado dos percentuais de sobrevivéncia foi registrada apdés 120 dias
da transferéncia das sementes para meio WPM (Figura 2). As maiores taxas de
sobrevivéncia com as respectivas concentragdes de colchicina no tempo de 24
horas foram: ‘Clementina Honey' 24,6%/500 mg/L™", 'Dancy' 94,4%/1500 mg/L™" e
'Fremont' 100%/500 mg/L". Para o periodo de 48 horas: ‘Clementina Honey'
24,6%/500 mg/L™", 'Dancy' 84,9%/0 mg/L™" e 'Fremont' 100%/0 mg/L™".

As menores taxas de sobrevivéncia (0%, 50%, 75,4%) foram observadas
nas doses 2500 mg/L™, 500 mg/L™", 2000 mg/L™ de colchicina, com tempo de
exposicdo de 24 horas em ‘Clementina Honey’, ‘Dancy’ e 'Fremont'
respectivamente (Figura 2). Para exposicdo em 48 horas as menores taxas de
sobrevivéncia (4,8%, 0%, 84,9) ocorreram em 2500 mg/L™", 2000 mg/L™*, 500

mg/L™", para as mesmas variedades.
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Figura 2. Percentual de sobrevivéncia tangerineiras: A) ‘Clementina Honey' (Citrus clementina
Hort. ex Tan.), B) 'Dancy' (C. tangerina Hort. ex Tan.) e C) 'Fremont' (C. clementina Hort. ex Tan. x
C. reticulata Blanco), apos tratamento com diferentes concentragbes de colchicina, nos dois
tempos de exposi¢do. As barras de cor laranja escuro indicam o tempo de 24 horas enquanto as
barra de cor laranja claro indicam o tempo de 48 horas. Letras diferentes em cima das barras
indicam diferengas significativas entre os tratamentos dentro dos experimentos, as letras
minusculas indicam o fator tempo e maiusculas indicam fator dose, barras sem letras indica que
néo houve diferencas significativas.

Esses resultados corroboram parcialmente com estudos anteriores que
demonstram que tratamentos com colchicina podem reduzir significativamente as
taxas de sobrevivéncia de explantes derivados de sementes, de porta-enxertos
citricos em diferentes doses e tempos de exposi¢cdo. Quanto maior a
concentragdo de colchicina e maior o periodo de exposi¢gdo, menor a taxa de
sobrevivéncia (NARUKULLA et al., 2023). Estudos com Echinacea purpurea (L.)
Moench. conduzidos por Abdoli et al. (2013), Thymus persicus (Ronniger ex
Rech.f.) Jalas, por Tavan et al. (2015) e Citrus limon (L.) Osbeck por
Bhuvaneswari;  Thirugnanasampandan;  Gogulramnath ~ (2020), também
corroboram esses resultados.

Concentracdes mais baixas e duragdes mais curtas de exposicao a
colchicina tendem a ter maior sobrevivéncia (ASCOUGH et al., 2008). Porém, a
eficacia da duplicacdo cromossOmica deste agente antimitético in vitro depende
muito da concentracao aplicada, da duragcdo do tratamento, do tipo de explante e
da penetragdo do composto (ALLUM et al., 2007).

Mangena (2021), observou uma redugao quase total na germinagao de
sementes de soja com o aumento da concentragao de colchicina e da duracédo do
tratamento. Além disso, Cimen (2020) ao estudar o citrange ‘C35’ destacou que a
presencga de tegumento e a aplicagao de acido giberélico (GA;), podem influenciar
significativamente na germinagao, sugerindo que a complexidade das respostas a
germinagao em plantas é dependente de multiplas variaveis.

Os dados obtidos no presente estudo indicam que, embora a colchicina
possa ser utilizada para induzir variagbes morfolégicas desejaveis em plantas, a
sua aplicagdo deve ser cuidadosamente controlada para evitar efeitos adversos
significativos, como a completa inibicdo da germinacao e a alta mortalidade das

mudas. Tais efeitos foram observados por Essel et al. (2015) em feijdo-caupi,
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demonstrando que a toxicidade da colchicina é um fator critico que deve ser
considerado na aplicagdo deste composto em programas de melhoramento
genético. As variagdes nas respostas entre os gendtipos sugerem que a
tolerancia a colchicina pode estar associada a caracteristicas especificas de cada
variedade, ressaltando a importancia de estudos preliminares para determinar as
condigdes otimas de uso desse agente quimico.

O numero de miniestacas (MN) foi predominantemente influenciada pelo
tempo de exposicdo a colchicina em 48 horas de tratamento em ‘Clementina
Honey’ apresentou uma diferenca estatisticamente significativa ( p<0.01) (Tabela
1). Ao analisar a variavel numero de raizes (NR) em ‘Clementina Honey’,
observou-se que a formacgao de raizes foi significativamente maior apés 48 horas
de exposig¢ao a colchicina, indicando que nesse gendtipo a duragao do tratamento
foi mais importante do que a dose, uma diferenga estatisticamente significativa
(p<0.001). As concentragdées de 2000 mg/L-' e 2500 mg/L-* de colchicina n&o
foram avaliadas devido a falta de material vegetal. Para ‘Fremont’ o numero de
folhas senescentes (NFS) médio de 0.20, apresentou uma diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) em 24 horas, e n&o significativa para 48

horas.

Tabela 1. Caracterizagdo morfolégica dos explantes tratados com concentra¢cdes de colchicina,

numero de miniestacas (NM), nimero de raizes (NR) e nimero de folhas senescentes (NFS).

Clementina Honey' (Citrus clementina hort. ex Tanaka.)

NM NR
2‘;7531 24h 48h 24h 48h
0 167+027  2,00+000  1,00%000 2,00 0,00
500 1,00£0,00  160+032  1,00+000 1,40+ 0,31
100 1,00£0,00  150+035  1,00+£000  2.00%0,70
1500 1,00£000  150+035  1,00+000  1,500,35
Média 117+010b 164+016a™ 100£0,0b 1,64 +019a"*
CV (%) 11,42 % 12,65 %

Fremont’' (Citrus clementina hort. ex Tanaka. C. reticulata Blanco)

Doses
mg/L- 24h 48h
0 0,07 £ 0,05 0,18 £ 0,10
500 0,19+0,14 0,00 £ 0,00
1000 0,40+ 0,12 0,03+ 0,03
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1500 0,21+£0,13 0,00 + 0,00
2000 0,00 £0,00 0,06+ 0,04
2500 0,21+0,14 0,07 +0,08
Média 0,20 £0,05a* 0,07 +0,03b

CV (%) 28,94 %

Médias seguidas pela mesma letra miniscula em cada coluna e maiuscula em cada linha néo
diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey, (* p<0.05, **

p<0.01, *** p<0.001). médias sem nenhuma letra indica que ndo houve diferenca significativa

Na Tabela 2 estdo citados os dados das variaveis: APA, NFV, NFS, NM e
NR, nas diversas concentracbes e tempos de cultivo em meio contendo
colchicina, bem como os respectivos controles cultivados, sem a presenga do
agente antimitético.

Ao analisar a altura da parte aérea (APA) das variedades ‘Clementina
Honey’, 'Dancy' e 'Fremont', foram observadas respostas distintas a aplicacao de
colchicina. Na ‘Clementina Honey’, a auséncia de colchicina resultou em um
crescimento significativamente maior, com uma média de 3,10cm apds 24 horas,
enquanto a menor altura foi registrada com a dose de 1500 mg/L™" atingindo
1,25cm. Essa tendéncia persistiu para o tempo de 48 horas, sugerindo que essas
doses de colchicina tendem a inibir o crescimento da parte aérea.

A tangerineira 'Dancy' ndo apresentou variagbes na APA em resposta as
diferentes doses e tempos de exposi¢cao a colchicina. Em contraste, na variedade
'Fremont’, as doses de 2000 mg/L™" e 2500 mg/L™ resultaram em maiores alturas
da parte aérea, quando comparado ao demais tratamentos, incluindo o controle,
para os dois tempos de exposi¢cdo. Tan et al. (2015) relataram que a tetraploidia
induzida em Citrus junos cv. 'Xiangxiang Cheng' resultou em plantas de menor
altura em comparacgao as diploides. Similarmente, o estudo de Jokari et al. (2022)
também identificou uma reducdo na altura de plantas citricas decorrente da
duplicagado cromossomica.

O numero de folhas verdes revelou variagdes significativas entre os
gendtipos estudados. Para ‘Clementina Honey’, o numero de folhas verdes (NFV)
5,50 para a dose de 500 mg/L™ o qual apresentou uma diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05) em 24 horas, enquanto para o tempo de 48 horas, essa

variagdo nao foi estatisticamente significativa. Para o NFV, em 'Dancy'
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observou-se que doses mais altas de colchicina (1500 mg/L" e 2000 mg/L™)
resultaram em uma maior média apds 24 horas, em comparagao com doses mais
baixas (0 mg/L™ e 500 mg/L™"). Contudo, ap6s 48 horas, o NFV diminuiu com o
aumento das doses, sugerindo um possivel efeito toxico da colchicina, que
compromete o desenvolvimento das folhas. Tanto as doses de colchicina, quanto
o tempo de exposicdo ndo demonstraram efeitos sobre o NFV em 'Fremont'.
Resultados similares foram encontrados quando avaliada a variavel numero de
folhas senescentes (NFS) para ‘Clementina Honey’ e ‘Dancy’. Em Acha (Fonio)
Digitaria sp., o tratamento com colchicina em concentragdes mais altas (70,70% a
0,20 g/dL) aumentou a altura da planta e o numero de folhas em comparagéo com
os tratamentos controle (NYAM et al., 2024).
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Tabela 2. Caracterizagdo morfolégica dos explantes tratados com concentragdes de colchicina, altura da parte aérea (APA), nimero de folhas verdes (NFV), nimero

de folhas senescentes (NFS), numero de miniestacas (NM) e numero de raiz (NZ).

'‘Clementina Honey' (Citrus clementina hort. ex Takana.)

APA NFV NFS
E]‘;;_ef 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 3,10+ 0,50 a 3,50+0,00a 8,33 £ 1,91 11,50 £ 1,06 0,33+ 0,27 0,00 £ 0,00
500 1,98+£0,02ab 2,02+0,55ab 5,20 £ 1,31 8,00+1,74 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
100 2,00+x0,00ab 2,55+0,39 ab 4,00 £ 0,00 10,00 £ 2,12 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00
1500 1,25+0,18 b 1,7520,53 b 3,50 £ 1,47 7,00 £ 2,83 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Média 2,14 £ 0,22 2,34 £ 0,28 550+0,98a* 8,82+1,03a 0,08 + 0,08 0,00 £ 0,00
CV (%) 13,35 % 30,13 % 14,96 %
Dancy' (C. tangerina hort. ex Tanaka.)
APA NFV NM NR
r?;jff 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 3,29+ 0,30 2,52 +0,17 6,00 £ 0,51 ab 7,15 +0,71 0,11 +£0,11 0,04 £ 0,04 1,83+0,18 c 1,81 +£0,12 1,44+0,18b 1,42+0,21a
500 2,51+£0,24 2,91 +£0,29 5,07+0,56 b 7,11 £0,73 0,07 £ 0,06 0,00 £ 0,00 1,53+0,16 c 1,89 £ 0,19 1,81+£0,14b 1,78+0,14 a
1000 2,59 +0,17 2,563+0,13 6,31 +£0,59 ab 7,41 10,64 0,00 £ 0,00 0,07 £ 0,07 1,94 £ 0,21 bc 2,.04 £0,11 1,81+£0,22b 1,96+0,15a
1500 2,69+0,13 2,54 +0,13 782+045aA 6,00+£0,70B 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 255+0,16abA 167x0,11B 261+0,15aA 1,50+0,14 aB
2500 2,64 £0,17 2,42 £ 0,29 7,57 £0,79 ab 5,79 £ 0,67 0,19+£0,19 0,00 £ 0,00 2,76 £ 0,23 aA 1,86 £ 0,20 B 1,76 £0,13b 1,50+£0,17 a
Média 2,74 £ 0,08 2,55 10,08 6,82 £ 0,26 6,80 £ 0,33 0,07 £ 0,38 0,03 £ 0,02 2,22 £ 0,09 1,86 £ 0,06 1,90 £ 0,09 1,64 £ 0,09
CV (%) 13,88 % 21,05 % 19,75 % 15,01 % 17,16 %
Fremont’ (Citrus clementina hort. ex Tanaka C. reticulata Blanco)
APA NFV NM NR
Doses
mg/L-" 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
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0 3,06 +0,22 abA 2,42+ 0,14 cB 6,04 + 0,50 584+047 225+0,19abA 1,71+20,12bcB 2,04+0,16ab 2,04 £0,20 ab

500 250+x0,17b 2,70+0,21 bc 5,19+ 0,49 5,62 + 0,68 1,89+0,16 b 1,62+0,13¢c 2,06+0,15abA 1,33+0,14 bB
1000 286+0,13ab 3,09+0,14 ab 7,40 + 0,81 6,09 + 0,51 211+£0,20b 2,04+0,12abc 2.78+0,23aA 1,69+0,17 abB
1500 3,11+0,175a 3,02+ 0,16 abc 543+0,73 6,28 + 0.51 1,82+0,13b 2,22+0,14abc 1,75+0,22bB 2,4+0,18 aA
2000 3,36 +0,15a 342+0,13a 5,42 + 0,48 6,15 + 0,51 2,24+0,13 ab 239+0,10a 203+0,17ab 1,73+0,13 ab
2500 3,18+ 0,15a 3,564+0,15a 7,63 0,70 561+087 282+023aA 224+0,15abB 1,97%0,22b 2,09+0,26 a
Media 3,00 + 0,07 3,01 +0,07 6,31+ 0,30 5,94 + 0,23 220+0,9 2,07 £ 0,06 2,15+ 0,10 1,93 £ 0,08
CV (%) 13,34 % 26,16 % 17,07 % 20,87 %

Médias seguidas pela mesma letra minuscula em cada coluna e maiuscula em cada linha ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelos testes de
Tukey, (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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No caso da variedade 'Dancy’, as doses mais elevadas de colchicina (1500
mg/L™" e 2500 mg/L™") promoveram maiores médias de miniestacas (MN) apds 24
horas, sugerindo que essas doses nao inibem o crescimento durante esse
intervalo de tempo. Apds 48 horas de exposi¢ao, as variagdes entre as doses
foram atenuadas, resultando em médias estatisticamente semelhantes entre os
tratamentos, indicando um efeito de saturacdo ou estabilizacdo nas respostas
avaliadas. Esses valores s&do comparaveis aos resultados da administragao de
2500 mg/L™* de colchicina em 'Fremont' em periodo de 24 horas com maior média
(2,82) de miniestacas. No entanto, quando o tempo aumentou para 48 horas a
dose de 2000 mg/L™* mostrou-se eficiente (2,39) em ndo inibir a produgédo de
miniestacas. A interagao significativa entre a dose e o tempo de exposicao indica
gue a combinacgao ideal de concentragao de colchicina e duragao do tratamento é
essencial para maximizar a produgao de miniestacas.

Em 'Dancy', a dose de 1500 mg/L™ foi mais eficaz no periodo de 24 horas,
mas uma exposi¢cao prolongada (48 horas) reduziu o numero de raizes (NR).
Neste caso o tempo de exposicdo nao teve efeitos significativos para a maioria
das doses.

Em 'Fremont', a dose de colchicina também teve um efeito significativo para
o NR, com melhores resultados nas doses de 1000 mg/L™ em 24 horas, e 1500
mg/L™ em 48 horas. A interagao entre doses e tempo mostrou que o impacto do
tempo sobre o NR depende da dose aplicada, com respostas variaveis
dependendo da concentracdo de colchicina. O tempo de exposi¢cdo nao teve um

efeito consistente em todas as doses.

Citometria de fluxo e Indugao de poliploidia

Quatros niveis de ploidia foram observados, de acordo com a analise de
citometria de fluxo, sendo eles: haploide, diploide, tetraploide e mixoploide (Figura
3). Nesse contexto, o histograma de pico diploide foi observado em todas as
variedades estudadas, independentemente das concentragcbes e tempos
estabelecidos (Figura 1 B, 1E e 1I). O histograma de pico correspondente as
plantas tetraploides foi observado exclusivamente em 'Fremont' (Figura 3). Em
contrapartida, as plantas mixoploides foram encontradas para para todas as

variedades estudadas com variagao nas dosagens e tempo (Figura 3C, 3F e 3J).
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Figura 3. Histogramas obtidos por analise de citometri’a de fluxo. A) 'Clementina Honey' com picos
haploides (1) e controle diploide Crotalaria breviflora DC (2). B) 'Clementina Honey' com picos
diploides (1) e controle (2). C) 'Clementina Honey' com picos diploides (1), tetraploides (2) e
controle (3). D) 'Dancy' com picos haploides (1) e controle (2). E) 'Dancy' com picos diploides (1) e
controle (2). F) 'Dancy' com picos tetraploides (1) e controle (2). H) 'Fremont' com picos haploides
(1) e controle (2). I) 'Fremont' com picos diploides (1) e controle (2). J) 'Fremont' com picos
diploides (1), tetraploides (2) e controle (3). K) 'Fremont' com picos tetraploides (1) e controle (2).

A aplicacdo de colchicina resultou na indugao de tetraploides em diferentes
intensidades (Tabela 3). A taxa de indugéo de tetraploidia em ‘Fremont’ foi de 36,0

e 19,8% em resposta, respectivamente, a 1500 mg/L™" e 2000 mg/L™" de colchicina
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perante a exposicao de 24 horas. Quando os tempos de exposi¢cao foram
prolongados para 48 horas, nessa mesma variedade, a taxa de indugao
tetraploide diminuiu acentuadamente (2,7 e 5,0%, respectivamente) corroborando
com os relatos obtidos para Echinacae purpurae, Thymus persicus e Citrus limon
(L.) Osbeck (ABDOLI et al., 2013; TAVAN et al. 2015; BHUVANESWARI;
THIRUGNANASAMPANDAN; GOGULRAMNATH, 2020).

Além disso, taxas maximas de mixoploides de 50% e 30,8% foram obtidas
em ‘Clementina Honey' e 'Dancy', respectivamente, quando 1500 mg/L™* e 1000
mg/L" de colchicina foram administradas por 24 horas. Enquanto isso, em
'Fremont' a maior taxa de mixoploides 42,4% foi obtido em duracédo de 48 horas
na concentragao de 1500 mg/L™" de colchicina. Esses resultados s&o similares aos
encontrados em estudo com lima mexicana e laranja azeda, onde taxas maximas
de mixoploides de 32,56% e 28,79% foram obtidos quando 250 mg/L" de
colchicina, que foram mantidas sob administragcao por tempo de 144 horas como
relatado por Jakari et al. (2022).

Tabela 3. Ploidia e niveis de ploidia em plantulas provenientes de sementes de citros e eficiéncia
de inducgéo de tetraploides (EIT) em %, sob exposigéo a colchicina.

'Clementina Honey' (Citrus clementina hort. ex Tanaka.)

Doses Diploide (2x) Mixoploide Tetraploide (4x) (EIT) (%)
mg/L-" 24 48 24 48 24 48 24 48
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
500 80,0 100 20,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1000 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1500 50,0 100 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2000 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2500 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

'‘Dancy'(C. tangerina hort. ex Tanaka.)
Diploide (2x) Mixoploide Tetraploide (4x) (EIT) (%)
Doses

mg/L- 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
500 100 77,8 0,0 16,7 0,0 0,0 0,0 0,0
1000 69,2 82,6 30,8 17,4 0,0 0,0 0,0 0,0
1500 39,3 100 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2000 71,4 0,0 28,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2500 71,4 84,6 0,0 15,4 0,0 0,0 0,0 0,0

'Fremont' (Citrus clementina hort. ex Tanaka C. reticulata Blanco)

Diploide (2x) Mixoploide Tetraploide (4x) (EIT) (%)
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Doses
mg/L- 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
0 100 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
500 100 94,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1000 100 0,0 0,0 12,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1500 96,0 60,6 4,0 42,4 0,0 3,0 36,0 2,7
2000 0,0 63,2 0,0 26,3 0,0 5,6 19,8 5,0
2500 100 92,9 0,0 3,6 0,0 3,6 3,4 3,2

Esses achados indicam que a resposta a colchicina na inducdo de
mixoploides é altamente dependente tanto da variedade, quanto das condi¢cbes
especificas de dose e tempo de exposicdo, com cada gendtipo respondendo de
maneira Unica as variaveis testadas. A colchicina atua interrompendo a mitose,
tornando-a eficaz apenas nas células em divisdo, ndo atingindo todas as células
do material tratado, o sucesso da colchicina na indugdo de tetraploides varia
significativamente entre as espécies, sendo comum o aparecimento de
mixoploides (P10, 2008). Assim Koutolis et al. (2005) e Poutaraud; Girardin (2005)
relatam o efeito diferencial de agentes antimitéticos em diferentes tecidos quando

expostos a esses tratamentos.

Haploides

Neste estudo, foram identificadas plantas haploides conforme mostrado na
(Figura 3A, 3D e 3H), representando cada uma das variedades estudadas (Tabela
4), apesar das sementes do presente trabalho serem tratadas com diferentes
concentragdes do agente antimitdtico colchicina, visando a indug¢do da duplicagéo
cromossOmica.

Apesar das sementes do presente trabalho serem tratadas com diferentes
concentragbes do agente antimitotico colchicina em periodos diferentes. Este
resultados ndo esta relacionada a agao desse agente, que age ligando-se de
forma reversivel aos dimeros de tubulina a e 3, provocando uma mudanga em sua
estrutura que impede a polimerizacdo do fuso mitético, bloqueando a célula na
fase de metafase. Esse processo ocorre porque os sitios especificos de ligagédo
da colchicina nos dimeros a e B ndo estdo acessiveis quando a tubulina ja esta
polimerizada na forma de microtubulos. Dessa forma, a colchicina atua na

tubulina soluvel, impedindo sua polimerizagdo. Em relagdo aos microtubulos que
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ja estdao formados, a colchicina interrompe o crescimento dessas estruturas
durante a divisdo celular. Como resultado, a colchicina inibe a formacéo do fuso
mitético, o que impede a separagcdo dos cromossomos homodlogos. Quando a
célula completa a divisdo com a formagcdo da membrana nuclear, o nimero de
cromossomos € duplicado, originando uma célula com o dobro do numero
cromossémico (Salma et al ., 2017; Silva, 2014).

A eficiéncia de indugéo de poliploidia ndo esta somente atrelada ao agente
antimitético, mas também o tipo de explante, duragcdo da exposigao,
concentragbes de colchicina onde doses baixas ndo produzem com sucesso
plantas poliploides, enquanto doses excessivamente altas sdo letais (Dhooghe et
al., 2011). Além disso, o método de aplicagéo, condigdes de cultivo e variagdes
entre espécies também influenciam a eficiéncia desse processo (Fomicheva et al.,
2024). Para esse proposito, diferentes tipos de explantes foram utilizados,
semente, apice e no hipocdtilo invertido Noh et al. (2012) e Sheikh et al. (2013),
segmentos nodais (Shmeit et al. 2020), sementes (Carbajal et al. 2019), partes
foliares (Zhang et al. 2020) e meristemas apicais de brotos (Zhang e Gao 2020).

No que diz respeito a citros pesquisas historicas mostram diferentes
abordagens para a inducdo de poliploidia. Oiyama e Okudai (1986) relataram a
obtencdo de plantas poliploides de Citrus clementina, Citrus hassaku e Citrus
tamurana por meio da imersao de gemas axilares em uma solugao de colchicina a
0,1% por periodos de 2 a 6 horas. Aleza et al. (2009) obtiveram tetraploides de
tangerinas 'Clemenules' utilizando apices caulinares tratados com colchicina a
0,1%. Em estudos mais recentes, Jokari, Shekafandeh e Jowkar (2022) induziram
tetraploides em ndés de lim&o mexicano e laranja azeda, com colchicina a 250
mg/L, obtendo taxas de poliploidizagéo de 27,50% e 25,52% apds 72 e 96 horas
de exposicao, respectivamente.

Kainth e Grosser (2010) produziram tetraploides de pomelo (Citrus grandis)
usando colchicina a 0,1% por 12 e 24 horas. Wulandari et al. (2015) obtiveram até
66,6% de tetraploides em apices caulinares e 44,4% em sementes. Cimen (2020)
conseguiu 15% de tetraploides em sementes de citrange C35 com 0,1% de
colchicina por 48 horas. Bhuvaneswari et al. (2020) alcangaram até 64,4% de
tetraploides em sementes de Citrus limon apds 24 horas de tratamento. Narukulla
et al. (2023) e (2024) observaram que 0,1% de colchicina por 24 horas foi o0 mais

eficaz, com uma taxa de 15,22% em sementes de Nagpur mandarin.
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O sucesso da inducao de poliploidia em citros também esta fortemente
relacionado ao método de aplicagdo. Estudos como os de Kainth e Grosser
(2010), Wulandari et al. (2015), Cimen (2020), Bhuvaneswari,
Thirugnanasampandan e Gogulramnath (2020), e Narukulla et al. (2023; 2024)
utilizaram sementes germinadas com 12 a 14 dias de idade, até que o hipocotilo
emergisse dos cotilédones e alcangasse um tamanho de 5 a 8 mm. Neste estagio,
as sementes estdo no estado meristematico ativo e prontas para tratamento com
colchicina. Este periodo representa uma transi¢ao critica da quiescéncia para o
crescimento ativo, o que torna as sementes ideais para manipulagdo (Mahd et al.,
2018). Em contraste, ao método adotado neste experimento, que utilizou

sementes nao germinadas.

Tabela 4. Porcentagem de haploides esponténeos nas tangerineiras Clementina ‘Honey'
(Citrus clementina Hort. ex Tan.), 'Dancy' (C. tangerina Hort. ex Tan.) e 'Fremont' (C. clementina
Hort. ex Tan. x C. reticulata Blanco),

'Clementina Honey' (Citrus clementina Hort. ex Tan.)

Doses % hapIOide
mg/L-" 24 h 48 h
2500 100
'Dancy'(C. tangerina Hort. ex Tan.)

Doses % hap|0ide
mg/L-" 24 h 48 h
1500 29,0

2500 50,0

'Fremont' (Citrus clementina Hort. ex Tan. C. reticulata Blanco)

Doses % haploide
mg/L-" 24 48
2000 100

2500 100

A obtencao de haploides neste trabalho, provavelmente, ocorreu de forma
espontanea devido a dois mecanismos principais: apomixia e partenogénese. A
apomixia € um processo de reproducido assexuada no qual ocorre a formagao de
sementes sem fertilizagdo, permitindo que o embrido se desenvolva a partir de

células maternas, resultando em individuos geneticamente idénticos a planta
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mae. Ja a partenogénese envolve o desenvolvimento de um embrido a partir de
um ovulo nao fertilizado, levando a formagao de plantas haploides, uma vez que
nao ha contribuigdo genética masculina. Esses mecanismos podem ter sido
favorecidos em condi¢cdes controladas de laboratério, tendo em vista que o
ambiente é propicio e ajustado para estimular a regeneragédo de plantas a partir
de tecidos ou células isoladas. Outros trabalhos também obtiveram haploides
espontaneos in vitro de citros como o de Das et al. (2018) e o de Verde et al.
(2023).

Os haploides esponténeos ocorrem em baixa frequéncia, mas podem ser
induzidos por métodos como polinizagdo modificada in vivo (hibridizagdo ampla,
eliminagao de cromossomos, polinizagdo com polen irradiado) e cultura in vitro de
gametdfitos imaturos. A embriogénese gamética, uma das rotas de embriogénese
vegetal, envolve a transformagédo irreversivel dos gametdfitos masculinos
(micrésporos ou podlen imaturo) ou femininos (ginogénese) de uma via
gametofitica para esporofitica. Ao contrario da embriogénese somatica, que
preserva 0 gendtipo clonalmente, a embriogénese gamética gera plantas
haploides, exceto quando ocorre duplicagéo cromossémica (GERMANA, 2011).

Haploides s&o ferramentas valiosas em estudos genéticos, facilitando a
investigacao de alelos recessivos, mutagdes e sequenciamento genémico (ALEZA
et al., 2009). Em citros, por exemplo, sua homozigosidade permite a criagao de
genomas de referéncia, promovendo avangcos em projetos de sequenciamento
completo (WU et al., 2014). Dessa forma, o cultivo de haploides in vitro ndo sé
acelera o melhoramento de plantas, como também enriquece o campo da
genbmica e da filogenética, consolidando seu valor na pesquisa genética e no

desenvolvimento de novas variedades agricolas.

4. CONCLUSOES

Considerando-se o conjunto de gendtipos estudados e a utilizagdo de
sementes ndo pré-germinadas, tem-se:
A eficiéncia da colchicina na tetraploidizagédo foi superior em tangerineira

‘Fremont’.
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Possivelmente, a eficacia da colchicina na tetraploidizacdo pode ser
potencializada mediante sua aplicagdo em sementes pré-germinadas, devido a
facilitagcdo da penetragéo desse agente antimitético.

Além disso, plantas haploides expontaneas foram identificadas em todas as
variedades. Acredita-se que o0s haploides surgiram por apomixia ou
partenogénese, mecanismos que ocorrem espontaneamente em condigbes

controladas.
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