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RESUMO

O cultivo de physalis demonstra relevante importancia na classe dos pequenos frutos, devido
ao seu valor como vitaminas A e C, fosforo e ferro. Com o aumento da procura por esse fruto
com beneficios medicinais, € buscada a obtencdo de gendtipos com caracteristicas superiores,
como: aumento de tamanho de planta e consequentemente de frutos, maior produtividade,
resisténcia a doencas entre outros. Uma das formas de ampliar a variabilidade genética existente
é por meio da mutagénese (inducdo de poliploidia), para obter plantas com caracteristicas
fenotipicas desejaveis. A substancia mais utilizada como indutora de poliploidia é a colchicina,
um agente antimitdtico, que tem como acéo alterar o nivel de ploidia da planta. O objetivo do
presente estudo foi estabelecer uma metodologia para a inducdo de poliploidia em plantas
tetraploides (2n=4x=48), visando a duplica¢do cromossdmica, usando a colchicina, em Physalis
peruviana L. Foi utilizada uma populacdo de physalis, proveniente de estudos anteriores. O
delineamento experimental foi em esquema fatorial sendo 5 x 3 (doses x tempos) com 3
repetices. Os niveis dos fatores doses de colchicina foram 0, 0,01, 0,02, 0,04 e 0,08 g mL™,
aliado aos tempos de exposic¢éo de 0, 8 e 12 horas. Para a indugéo foram utilizadas sementes,
submetidas a uma solugdo de colchicina nos tempos pré estabelecidos. Foram avaliados:
tamanho de radicula, densidade, diametro equatorial (largura), diametro polar (comprimento)
de estdmatos e quantidade 2C de DNA nuclear, para verificar se houveram mudancas no nivel
de ploidia. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (p>0,05), com especificacdo do
erro experimental e de amostragem para avaliar a variacéo e a interacao dos niveis de tratamento
(dose*tempo). Foi realizado o estudo dos efeitos de forma aninhada, onde a analise se torna
mais informativa. Como o0s niveis sdo de origem quantitativa os dados foram submetidos ao
desdobramento, por meio dos contrastes ortogonais para avaliar o comportamento dos
tratamentos em relacdo ao desempenho das doses ao longo dos tempos de exposi¢do. Com a
inducdo foi possivel avaliar que as variaveis de comprimento de radicula e densidade, didametro
equatorial e diametro polar de estématos apresentaram um comportamento diferenciado. A
analise de citometria de fluxo realizada para quantidade 2C de DNA nuclear em physalis
apontou que ndo houve duplicacdo cromossdmica. Assim, acredita-se que o comportamento
diferenciado observado nos caracteres morfoldgicos seja decorrente de fatores ambientais, uma
vez que 0s mesmos apresentam grande plasticidade fenotipica. Recomenda-se realizar a
inducdo com doses com concentracdes mais elevadas e tempos de exposi¢cdo mais longos.

Palavras — chave: Citometria de fluxo, mutagénese, physalis.



ABSTRACT

The cultivation of physalis shows relevant importance in the small fruit class, due to its value
as vitamins A and C, phosphorus and iron. With the increased demand for this fruit with
medicinal benefits, it is sought to obtain genotypes with superior characteristics, such as:
increase in plant size and consequently in fruits, greater productivity, resistance to diseases,
among others. One of the ways to increase the existing genetic variability is through
mutagenesis (polyploidy induction), to obtain plants with desirable phenotypic characteristics.
The substance most used as a polyploidy inducer is colchicine, an antimitotic agent, whose
action is to change the ploidy level of the plant. The objective of the present study was to
establish a methodology for the induction of polyploidy in tetraploid plants (2n = 4x = 48),
aiming at chromosomal duplication, using colchicine, in Physalis peruviana L. A population of
physalis, from previous studies, was used. The experimental design was in a factorial scheme
with 5 x 3 (doses x times) with 3 repetitions. The levels of the dose factors of colchicine were
0, 0,01, 0,02, 0,04 and 0,08 g mL™, combined with the exposure times of 0, 8 and 12 hours. For
induction, seeds were used, submitted to a colchicine solution at pre-established times. Radicle
size, density, equatorial diameter (width), polar diameter (length) of stomata and 2C amount of
nuclear DNA were evaluated to check for changes in the ploidy level. The data were subjected
to analysis of variance (p> 0.05), with specification of the experimental and sampling error to
assess the variation and interaction of treatment levels (dose * time). The study of effects was
carried out in a nested way, where the analysis becomes more informative. As the levels are of
quantitative origin, the data were submitted to unfolding, using orthogonal contrasts to assess
the behavior of treatments in relation to the performance of doses over the exposure times. With
the induction it was possible to evaluate that the variables of radicle size and density, equatorial
diameter and polar diameter of stomata presented a different behavior. Flow cytometry analysis
performed for 2C amount of nuclear DNA in physalis showed that there was no chromosomal
duplication. Thus, it is believed that the different behavior observed in the morphological
characters is due to environmental factors, since they have great phenotypic plasticity. It is
recommended to perform induction at doses with higher concentrations and longer exposure
times.

Keywords: Flow cytometry, mutagenesis, physalis.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Importéncia econdmica de Physalis peruviana L.

A espécie Physalis peruviana L, figura atualmente como destaque na classe dos
pequenos frutos, em virtude de sua importancia econdmica. Existem mais de 100 espécies do
género Physalis (TREVISANI et al.; 2018). O nome physalis tem origem grega, onde o termo
inicial “Physa”, tem significado de bolha ou bexiga, que faz referéncia ao célice que envolve o
fruto (CHAVES, 2017). A physalis se evidencia pela sua importancia farmacéutica, sendo rico
em vitaminas, flavonoides, fisalinas e compostos bioativos benéficos a satde humana. Os frutos
sdo delicados muito utilizados em doces, sucos, e enfeites de confeitaria, as raizes e folhas séo
designadas na producdo de medicamentos (MUNIZ et al.; 2015).

A espécie se caracteriza pelo cultivo de baixo custo, facilidade de adaptacdo em
ambientes variados, sendo em grande parte cultivada por pequenos produtores (BUFFON et al.;
2020). Como principal produtor de physalis, a Colémbia se sobrep&e pela sua grande producéo,
sendo 50% do que ¢ produzido € exportado, onde a qualidade do fruto possui rigoroso padrédo
para ser revendido (RODRIGUES et al.; 2013). Segundo a Agronet 2017, em sua ultima
atualizacdo a Colémbia produz 18,889 toneladas de frutos, sendo estes in natura, desidratado e
para fins medicinais. O Brasil € dependente da importacdo dos frutos, onde sao revendidos por
precos elevados entre R$ 50,00 a 80,00 Kg, e no Estado de Santa Catarina a producédo é
considerada insignificante, em relacdo a demanda do mercado consumidor. Além da producéo
ndo apresentar normas de padronizacéo de qualidade de tamanho de fruto (TREVISANI et al.;
2018). Embora no pais a producdo de physalis ndo seja em larga escala, seu consumo é
considerado igualmente ou até elevado em comparacdo as demais classes dos pequenos frutos.
A physalis é reconhecida na regido Centro-Sul do Brasil, e vem sendo inserida aos poucos nas
demais regifes no pais (MUNIZ et al.; 2015).

A grande quantidade de propriedades medicinais benéficas, presentes no physalis ao
organismo humano e pela sua plasticidade na gastronomia, desperta o interesse da comunidade
cientifica. Como é um género relativamente com poucos estudos e apresenta vasta variacao
morfoldgica inter e intraespecifica, principalmente em tamanho de fruto, é buscado explorar e
estudar esse género (GODINA, 2012). Para a exploracdo, tem -se como objetivo melhorar a
producdo da cultura e tamanho de fruto, por meio do melhoramento genético de plantas, tanto

para a criacdo ou exploragdo da variabilidade genética (LUIS, 2016).
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1.1.2 Melhoramento genético da espécie

O estudo em Physalis peruviana L é considerado muito recente. No Brasil os trabalhos
iniciaram em 2006, na Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e na Universidade do Estado
de Santa Catarina, apresentando resultados benéficos na tecnologia de producdo, com isso,
muitas pesquisas ainda nao séo totalmente consolidadas por ser uma cultura relativamente nova
introduzida no pais (MUNIZ et al.; 2015). Desta forma, estudos voltados ao melhoramento
genético também sdo considerados muito recentes (TREVISANI et al.; 2018).

O melhoramento genético de physalis vem aos poucos se destacando em varias areas,
sendo estas agricolas e farmacéuticas. Como citado anteriormente, o cultivo de physalis se
destaca pelas suas propriedades medicinais e frutos que séo utilizados para diversos fins. Sendo
assim, varios estudos voltados ao melhoramento genético vem sendo desenvolvidos, com o
intuito de criar e selecionar genotipos com caracteristicas superiores, tanto para industrias
farmacéuticas destinados para medicamentos e fins terapéuticos, quanto para 0 mercado
agricola, resultando em plantas que apresentem altas produtividades aliados com frutos de
qualidade (ARAUJO, 2012). Por ser uma cultura que apresenta grande variacdo entre oS
géneros em relacdo ao nivel de ploidia, tamanho de planta e fruto e coloracao das flores, muito
dessa diversidade € explorada para o aprimoramento dos programas de melhoramento genético
(SILVA et al.; 2017).

Em paises da América do Sul como Brasil, Chile, Equador, foram organizadas cole¢des
de gendtipos silvestres e selvagens de physalis, que apresentam alta variabilidade genética e
caracteristicas diferenciadas (FISCHER et al.; 2014). Nas colec¢des é permitido consolidar uma
base de dados, sdo estudados e pesquisados genétipos que apresentam uma maior variabilidade
genetica a ser explorada (LAGOS et al.; 2007). Dessa forma, busca-se 0 melhoramento dessa
frutifera, com a principal finalidade de desenvolver genétipos que apresentem caracteristicas
para selecdo, resultando em maior variabilidade genética, proporcionando plantas com
excelente producdo e frutos de qualidade (TREVISANI et al.; 2018). Na busca da criacdo ou
selecdo de variabilidade genética, o primeiro passo do melhorista, é identificar e selecionar
gendtipos que apresentem caracteristicas desejaveis entre os existentes na natureza. Como a
duplicacdo cromossémica natural é rara na natureza, sao utilizadas técnicas capazes de gerar a
variacao genética, principalmente para o carater de interesse (CONDORI et al.;2016).

As técnicas utilizadas na criacdo ou selecdo de variabilidade genética, como mutacao,
hibridacdo e inducdo de poliploidia sdo usadas, tanto para a duplicacdo cromossémica quanto

para a restauracdo da fertilidade (LAGOS et al.; 2007). No melhoramento genético de plantas,
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a pesquisa busca explorar a variabilidade genética, sendo esta existente ou gerada de forma
induzida. Com isso, 0 objetivo central no melhoramento é o aumento da expressao de genes em
caracteres quantitativos e qualitativos, voltados para tamanho de plantas e frutos, e teores de
compostos bidticos (ARAUJO, 2012).

Por meio de pesquisas e estudos, busca-se técnicas para melhorar caracteres de plantas
por meio de subsidios do melhoramento. Em physalis o carater de maior relevancia é a
qualidade de fruto, com isso, busca-se explorar e aumentar o seu tamanho (ARAUJO, 2012).
Sendo assim, uma das técnicas mais empregadas na criacdo de variabilidade para o carater
tamanho de fruto é a inducéo de poliploidia, que visa a duplicagcdo cromossdmica, fazendo com
que as plantas apresentem, raizes e caules espessos, estdmatos, folhas, flores e frutos maiores.
Também pode apresentar, ciclo mais longo, resisténcia a doencas e pragas e maior tolerancia a
estresse causados pelo ambiente (LUIS, 2016). Normalmente a poliploidia de forma induzida
também pode ser utilizada para restauragéo da fertilidade e pode causar esterilidade em hibridos
interespecificos (P10, 2008). Um dos efeitos fenotipicos mais vistos, quando realizada a
inducdo artificial, é a esterilidade (GROSSER et al.; 2014), que segundo Wittmann et al, (2013)
é devida a distribuicéo irregular do pareamento dos cromossomos durante a meiose. A acao da
colchicina em plantas com numeros basicos elevados, reflete diretamente nos processos
fisiolégicos das plantas, causando a esterilidade, que em muitos casos ndo é considerada
desfavoravel.

A maioria das espécies do género Physalis é diploide x=12. No entanto, a Physalis
peruviana e tetraploide 2n=4x=48, onde é buscada a duplicacdo cromossdémica, com intuito de
aumento de tamanho de fruto para um octaploide (TREVISANI et al.; 2018). A poliploidia é
utilizada como um método de criacdo ou ampliacdo da variabilidade genética e vem trazendo
grandes beneficios para o melhoramento genético (VEASEY et al.; 2011). Se demonstra como
uma técnica ampla para obtencdo de plantas com caracteristicas superiores. (SILVA, 2014).
Essa alteracdo cromossdmica ocorre por meio de mudancgas que podem ser esporadicamente
dentro da natureza ou por inducGes de mutacGes, com 0 uso de agentes antimitoticos como a
colchicina (VEASEY et al.; 2011). A utilizacdo de agentes mutagénicos é muito usada na
criacdo e no estudo de genes de alto interesse agrondmico (COIMBRA et al; 2005).

A utilizacdo da colchicina é capaz de produzir plantas com maior nivel de ploidia, por
meio da interrupcdo do ciclo mitético. A colchicina atua na despolimerizacdo dos microtubulos.
Dessa forma, os cromossomos ficam no nucleo de restituicdo, fazendo com que a célula
apresente o dobro do nimero de cromossomos. De uma forma geral, a formacao de poliploides

artificiais, é considerada benéfica para o processo evolutivo, sendo que a poliploidia produz um
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efeito de heterose nas plantas, fazendo com que ocorra maiores combinagdes génicas,
ampliando a variabilidade genética (SILVA, 2014).

Os poliploides podem ser divididos em: autopoliploides, onde o genoma basico esta
presente mais que duas vezes, ex: Physalis peruviana L e, em alopoliploides, onde o genoma
de duas ou mais espécies distintas € combinado e estdo presentes duas vezes. Os
autoalopoliploides que estdo presentes no genoma em quatro vezes e podem ser combinados
com genomas ndo homologos, mas de forma compativel (BATTISTIN et al.; 2013).

As plantas séo testadas e adequadas as técnicas de indugdo de poliploidia como a de
cultura de tecidos, onde sdo utilizados explantes e apices caulinares. Também é possivel utilizar
as sementes e plantulas de physalis imergidas diretamente na solugdo de colchicina. Desta
forma, podem ser testadas diferentes doses de colchicina aliado a tempos de exposi¢do para
estudar e avaliar quais apresentaram resposta de taxas de duplicacdo. Por ser um produto com
elevada toxicidade, algumas espécies podem apresentar anomalias, perdas de cromossomos e
infertilidade (LUIS, 2016).

Na identificacdo de duplicacdo cromossdmica, sdo observados varios caracteres
morfoldgicos e anatdmicos como: crescimento radicular, tamanho e quantidade de estématos,
tamanho de folha, quantidade de clorofila a e b e tamanho de fruto (LUIS, 2016). Outras
analises e estudos citogeneticos sdo empregados na verificacdo de alteracdo no nivel de ploidia
como: viabilidade polinica, se 0s mesmos se mantém férteis ou apresentam alguma anomalia.
Também busca-se caracterizar e contar o numero de cromossomos, fornecendo informagdes
uteis para os programas de melhoramento (ARAUJO et al.; 2015). Os caracteres morfologicos
servem como indicativos prévios para selecao de poliploides, a confirmacéo deve ser feita por
meio de citometria de fluxo (LOUREIRO, 2004). Assim, esta técnica pode ser considerada
como uma estratégia promissora para 0 aumento do tamanho dos frutos em physalis
(BETANCOURT, 2014). Além disso, a formacdo de plantas poliploides em espécies
alogamicas como Physalis peruviana L, faz com que ocorra uma maior recombinacao génica,
aumentando a probabilidade de se obter um genétipo duplicado e equilibrado (LUIS, 2016).

Como ressaltado em varios trabalhos, a taxa de duplicacdo nem sempre apresenta
grandes sucessos, por ser utilizado produtos com altas taxas de toxicidade, que causam
mortalidades em quase todo o experimento. Dessa forma, é necessario um equilibrio na
utilizacdo dessa técnica, dosando as doses de colchicina e os tempos de exposi¢cdo, sendo
utilizada inicialmente como uma ferramenta importante em programas de melhoramento
(WITTMANN et al,; 2013).
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No trabalho desenvolvido por Luis (2016), foi possivel observar uma taxa de 80% de
inducdo, com resultados responsivos, 0 que gerou aumento de produtividade de frutos por
planta, maior quantidade de metabdlitos secundarios como vitamina C e uma pequena alteracao
no sabor do fruto, sendo este mais adocicado. Vérios trabalhos tém demonstrado a eficiéncia da
técnica de duplicacdo, sendo esta, usada para estratégias em programas de melhoramento para
aumentar a variabilidade genética, com isso ampliar os estudos na comunidade cientifica, por
ser uma cultura tao recente no pais.

O objetivo do presente estudo foi estabelecer uma metodologia para indugdo de
poliploida, buscando um equilibrio entre as doses de colchicina aliado aos tempos de exposicao,

com intuito de promover a duplicacdo cromossémica em Physalis peruviana L.
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2 CAPITULO I: EFEITOS DA COLCHICINA NO TRATAMENTO DE SEMENTES DE
(Physalis peruviana L.), VISANDO A DUPLICACAO CROMOSSOMICA

2.1. RESUMO

A indugdo da poliploidia ou duplicagdo cromossémica, € uma tecnica amplamente utilizada no
melhoramento genético em varias culturas, seja para restauracdo da fertilidade ou para o
aumento de estruturas morfoldgicas da planta. O objetivo do presente estudo foi estabelecer
uma metodologia para a inducdo de poliploidia em plantas tetraploides 2n=4x=48, visando a
duplicacdo cromossomica, usando a colchicina em diferentes concentragcdes em sementes de
genotipos tetraploides de Physalis peruviana L. O experimento foi conduzido em delineamento
experimental de esquema fatorial, com 5 x 3 (doses de colchicina x tempos de exposi¢éo),
composto por 3 repeti¢des. Foram utilizados cinco sacos de tule contendo 300 sementes cada,
pré-embebidas em agua destilada por duas horas. Em seguida, foram imergidas na solugéo de
colchicina com as respectivas doses de 0, 0,01, 0,02, 0,04 e 0,08 g mL™, aliado a diferentes
tempos de exposicdo de 0, 8 e 12 horas. Os caracteres avaliados foram: tamanho de radicula
mm, densidade de estdmatos, diametro equatorial e polar de estdmatos e quantidade 2C de DNA
nuclear. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, para a compreensdo do
comportamento dos efeitos de dose aninhado dentro de tempo e tempo aninhado dentro de dose,
e interacdo dos niveis de dose*tempo. Na andlise, estudou-se a variacdo dos tratamentos,
utilizando a especificacdo do erro experimental e de amostragem. Para cada variavel, foram
ajustadas curvas de regressdo de acordo com cada grau dos polindmios. Na anélise dos efeitos
aninhados, observou-se que o tempo foi preponderante na maioria das variaveis, demostrando
que o mesmo deve ser equilibrado com as doses de colchicina, para que a duplicacédo
cromossdmica ocorra com sucesso. Nas outras analises, foi possivel observar que as variaveis:
tamanho de radicula, densidade, didmetro equatorial (largura) e didmetro polar (comprimento)
de estdbmatos, apresentaram um comportamento diferenciado. Esse comportamento encontrado
principalmente nas variaveis estomaticas, possivelmente é devido a varios fatores
correlacionados, como efeitos genéticos, fatores ambientais e plasticidade foliar, ndo sendo
dessa forma, provenientes de mudancas induzidas por meio da poliploidia. Essa resposta é
corroborada pela analise de citometria de fluxo, onde foi possivel observar que ndo houve

mudancas na quantidade 2C de DNA nuclear nas plantas de physalis provenientes da inducao.

Palavras-chave: Fatores aninhados, quantificagdo estomaética, nivel de ploidia.
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2.2 INTRODUCAO

O cultivo da espécie Physalis peruviana L. vem demonstrando importancia na classe
dos pequenos frutos, pelo seu alto valor nutricional e a presenca de fitoesterois, como as
fisalinas (CONDORI et al.; 2016). As fisalinas tem funcBes imunolégicas e podem ser
utilizadas em produtos farmacéuticos para fins medicinais, no tratamento de doencas
(OLIVEIRA, 2018). A producéo se destaca em paises Andinos, como Peru, Chile, Bolivia e
Coldmbia onde, esse ultimo com rendimento segundo a AGRONET, 2017, de 15,01 t.ha™,
sendo o principal produtor e exportador da physalis (FISCHER et al.; 2014).

Estudos sobre a physalis no Brasil, estdo aumentando gradativamente devido a demanda
pelo mercado consumidor do fruto in natura e demais formas processadas. Desta forma,
programas de melhoramento estdo buscando obter ganhos genéticos em caracteres
quantitativos, com destaque ao tamanho de fruto (CONDORI et al.; 2016). Diferentes
estratégias de melhoramento sdo utilizadas para alcancar tal objetivo, dentre as quais, se
destacam hibridacdo interespecifica e intraespecifica. Estas estratégias visam um incremento
de variabilidade genética, possibilitando a selecdo de gendtipos superiores (BOREM et al.;
2013). A inducdo a poliploidia é utilizada no melhoramento genético, ha mais de sete decadas,
com o objetivo de explorar e aumentar a variabilidade disponivel por meio da modificacdo do
grau de ploidia da planta (WITTMANN et al.; 2013).

A inducéo de poliploidia age especificamente na divisdo celular, causando modificacdes
no numero basico do genoma da espécie (VEASEY et al.; 2011), usada tanto para mudancas
morfoldgicas quanto para a restauracdo da fertilidade. Portanto, € uma alternativa utilizada em
programas de melhoramento, para obtencdo de plantas com um aumento dos cromossomos, 0
denominado efeito “giga” (VEASEY et al.; 2011). A indugao ¢ realizada pelo uso de agentes
quimicos, com acdo antimitotica, como por exemplo, o uso do 6xido nitroso, orizalina,
trifluralina e da colchicina, um alcaloide que é frequentemente empregado no uso da duplicacéo
cromossdmica (ALLARD, 1971). Estudos realizados em frutiferas como Citrus grandis L.
Osbeck, com a aplicacéo de colchicina em meio in vitro, apresentaram sucesso na duplicacdo
cromossdmica para formacdo de plantas tetraploides, e regeneracdo da fertilidade (GROSSER
et al.; 2014).

Com perspectivas na selecdo de gendtipos superiores, com base em caracteres de fruto,
estudos avaliam o potencial produtivo de populac@es introduzidas no Brasil de diferentes locais,
com a finalidade de selecionar populagdes com maior tamanho de fruto. Grande parte das

populagcdes de physalis cultivadas no Brasil séo tetraploides (2n=4x=48), e isso ocorre
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possivelmente em virtude da origem comum destas populagdes, vindas da importacédo de frutos
(TREVISANI et al.; 2016).

De acordo com Godina et al. (2013), existem gendtipos de physalis diploides, porém,
em virtude do menor valor econémico sdo pouco cultivados. Mantidos em bancos de
germoplasma na Colémbia, podendo ser utilizados em programas de melhoramento com outras
finalidades. Com isso, as populagdes usadas frequentemente em pesquisas sdo de origem
tetraploide, onde é empregada a utilizacdo da poliploidia como forma de obter plantas com
caracteristicas fenotipicas superiores (LUIS, 2016).

O objetivo do presente estudo foi estabelecer uma metodologia para inducdo de
poliploida, buscando um equilibrio entre as doses de colchicina aliado aos tempos de exposicao,
com intuito de promover a duplicacdo cromossémica em gendtipos tetraploides de Physalis

peruviana L.

2.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Analises Genéticas do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), em Lages,
e na Universidade Federal de Santa Catarina (USFC), em Curitibanos. A analise de citometria
de fluxo foi realizada no Laboratdrio de Genética da Universidade de Juiz de Fora (MG). O
experimento foi realizado em esquema fatorial, sendo 5 x 3 (doses de colchicina x tempos de
exposicdo) e 3 repeticdes, totalizando 45 observacdes para as variaveis: tamanho de radicula e
quantidade 2C de DNA nuclear. Para as variaveis densidade, diametro equatorial e didametro
polar de estbmatos, o experimento também foi realizado em esquema fatorial, 5 x 3 (doses de
colchicina x tempos de exposicdo) e 2 repeticOes, totalizando 30 observacdes.

Os gendtipos utilizados no presente estudo foram provenientes da populacdo de Lages,
proveniente de uma colecdo de gendtipos do Instituto de Melhoramento e Genética Molecular
da UDESC. A determinacdo do nimero de cromossomos desta populacéo cultivada no Brasil,
foi determinada anteriormente no estudo de TREVISANI et al, (2016), que revelou a
uniformidade quanto ao numero de cromossomos (2n= 4x= 48) e conteldo 2C de DNA médio
igual a 13,23pg, classificadas como tetraploides.

As sementes foram primeiramente pré embebidas em 200 mL de 4gua destilada por um
periodo de duas horas e posteriormente, embebidas em uma solucdo de colchicina com as
respectivas doses de colchicina: 0, 0,01, 0,02, 0,04 e 0,08 g mL™. Posteriormente, as mesmas

foram colocadas em placas de Petri.
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2.3.1 Inducéo de duplicagdo cromossémica em sementes

As sementes foram dispostas em cinco sacos de tule, cada um contendo
aproximadamente 300 sementes, posteriormente foram pré - embebidas em 200 mL de agua
destilada por um periodo de duas horas. Ap6s a embebicdo, cada saco de tule foi disposto em
cinco béqueres de 50 mL em uma solugdo aquosa, contendo suas respectivas concentracoes de
doses de colchicina 0, 0,01, 0,02, 0,04 e 0,08 g mL, aliado ao tempo de exposicio de 0 sendo
o controle, 8 e 12 horas.

Apos o periodo de exposicdo, as sementes foram lavadas durante uma hora em agua
corrente e uma hora em agua destilada para a retirada do excesso da solu¢do. Em seguida, 25
sementes foram dispostas em placas de Petri, contendo duas folhas de papel germitest pré-
umedecido com agua destilada (2,0mL) em cada placa. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial com a caracterizacdo dos efeitos principais
dose e tempo (5x3) seguido de trés repeticdes, totalizando 45 observagoes.

As sementes tratadas foram semeadas em bandejas no laboratorio do Imegem e mantidas
até atingirem 15 cm de altura, posteriormente foram aclimatadas em casa de vegetacdo em
vasos, em cima de bancadas. As plantas eram irrigadas diariamente no verdo, sendo realizado
mais que uma vez por dia, para a planta nao sofrer estresse, e no inverno a irrigacao era realizada
de forma intercalada nos dias da semana. A temperatura no verdo era em torno de 27° a 30°
dentro da casa de vegetacao, onde os exaustores ficavam ligados diariamente, para diminuir a

temperatura.

2.3.2 Caracteres avaliados

2.3.3 Quantificacdo estomatica

O material vegetal consistiu em folhas de plantulas oriundas da germinacao de sementes
pré-tratadas com as diferentes concentrac6es de colchicina em diferentes tempos de exposicao.
A avaliacdo foi realizada em plantulas, 65 dias ap6s a germinacdo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial de (5 doses x 3 tempos x 2
folhas/repeticéo) totalizando 30 folhas. As folhas foram coletadas ao final da tarde, lavadas e
em seguida acondicionadas em sacos herméticos, e levadas ao Laboratdrio de Biologia Celular

da UFSC em Curitibanos e foram preparadas duas laminas por folha.
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As laminas para a contagem e tamanho de estomatos foram realizadas por meio da
técnica de impressdo da epiderme, que consiste em colocar uma gota de adesivo instantaneo
universal (éster de cianoacrilato) na parte abaxial da folha na regido entre as nervuras e
pressionar a lamina por 10 segundos, tempo suficiente para que o adesivo se distribua sobre a
regido desejada e seque, permitindo com que ocorra a impressao da epiderme sobre a lamina
(SEGATTO et al.; 2004).

As imagens foliares foram captadas pelo microscopio de epiflurescéncia Olympus BX-
60, acoplado com a cdmera Olympus DP-70, para a contagem nimero de estbmatos cinco
campos foram fotografados de cada lamina, para contagem total de estbmatos por campo
(densidade estomatica). Da mesma forma para avaliacdo de largura e comprimento de
estdbmatos, sendo medido um estbmato por campo. As caracteristicas estomaticas de densidade,
didmetro equatorial (largura) e didmetro polar (comprimento) de estdmatos em um foram

quantificadas por meio do software Image J.

2.3.4 Comprimento de radicula

O material avaliado foi oriundo das sementes tratadas com as doses de colchicina 0,
0,01, 0,02, 0,04, e 0,08 g mL™, nos respectivos tempos de 0, 8 e 12 horas. As placas foram
armazenadas por 30 dias, em temperatura de 27°C, com fotoperiodo de 12 horas, até a
germinacdo e emissao da radicula. Apos foi realizado a medi¢do do comprimento de radicula

mm das sementes, utilizando-se um paquimetro.

2.3.5 Citometria de fluxo para a determinacdo da quantidade do contetdo 2C de DNA nuclear

Para a quantificacdo do contetido 2C de DNA nuclear, foi realizada a coleta das folhas
das plantas que foram aclimatas em casa de vegetacdo, oriundas das sementes tratadas com
colchicina em diferentes tempos de exposicdo, sendo que nem todos os tratamentos tiveram a
mesma quantidade de plantas. Quando a planta atingiu 20 cm de altura, foram coletadas e
selecionadas as folhas jovens. O experimento foi em esquema fatorial 5 doses x 3 tempos x 3
folhas/repeticdo, totalizando 45 folhas, coletadas em casa de vegetacdo. A analise de citometria
de fluxo foi realizada no Laboratorio de Genética da Universidade de Juiz de Fora (MG).

As folhas jovens de Physalis peruviana e de Pisum sativum (cultura de padréo interno),
colocadas em 1mL de meio de isolamento de tampdo Triton X-100 lise, responsavel pela

restricdo de acdo de compostos fendlicos, com o apoio de um bisturi foram seccionadas



22

“chopping” em 50 mg de physalis e Pisum Sativum (padréo) e realizado o isolamento dos
nucleos (LOUREIRO et al.; 2004). Posteriormente, eles foram filtrados por uma rede de nylon
de 50 um, com fung¢@o de restringir os residuos restantes.

Em seguida foi realizado a adi¢io de 50 ug mL™ de iodeto de propideo e de 50 ug mL-
! de RNase. O material celular é submetido a temperatura ambiente, durante 60 a 120 minutos
no escuro, antecedendo a citometria (TREVISANI, 2018). Para tanto, as amostras foram
analisadas no citdmetro de fluxo (FacsCalibur — Becton Dickinson). Os histogramas foram
obtidos e analisados pelo software CytExpert. Os valores do contetdo 2C de DNA séo
calculados de acordo com TREVISANI, (2018), pela seguinte formula: Amostra (2C) = (Valor
observado no canal do pico da espécie (physalis) valor observado no canal do pico padréo
(Pisum Sativum) x 9,09pg.

2.3.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados no software estatistico SAS University, por meio do
procedimento GLM. Foram testadas as pressuposi¢des de homogeneidade e normalidade pelos
testes de Shapiro wilk e Bartlett para as variaveis: tamanho de radicula mm, densidade, diametro
equatorial (largura) e diametro polar (comprimento) de estbmatos em um e conteudo 2C de
DNA em pg.

O modelo estatistico em um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial

usado na mensuracao do erro experimental e amostral foi:

yij = dosei + tempoj + dose * tempo (rep)ij + dose * tempo * rep (medida)

Onde, Y ¢é o valor observado para a variavel resposta obtido para o i-ésimo tratamento
em sua j-ésima repeticdo, onde dose *tempo (rep)ij caracteriza o erro experimental e
dose*tempo*rep (medida) caracteriza o erro de amostragem.

Para as variaveis: densidade, didmetro equatorial (largura) e diametro polar
(comprimento) de estdbmatos (um) e tamanho de radicula (mm), foi realizada analise de
variancia com especificacdo de erro entre (p<0,05) (erro experimental) e (erro de
amostragem).Com isso, € possivel entender a variacdo dos erros e possibilitar isolar as causas
de variacdo (ALMEIDA et al.; 2011).

Da mesma forma, estudou-se os efeitos simples por ambos os fatores serem relevantes,

justificando o estudo da varia¢do de cada um dos niveis atribuidos e aninhados um dentro do
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outro ((dose(tempo)) e ((tempo(dose)). Com isso, a anélise dos efeitos simples demonstra -se
mais informativa (SILVA, 2003).

Em funcéo da natureza quantitativa dos dados, foram obtidos os parametros de regressao
com a utilizacdo dos coeficientes estabelecidos para 1° e 2° grau dos polinémios ortogonais. E
em seguida, a estimacdo de verificacdo de equacédo de regresséo linear simples.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Densidade de estbmatos

Para as cinco variaveis avaliadas: densidade, didmetro equatorial e diametro polar de
estdmatos em um, tamanho de radicula mm e quantidade 2C de DNA nuclear, foram realizados
os testes de homogeneidade (Bartlett) e normalidade (Shapiro wilk), onde foi aceito a hipotese
de nulidade, sendo possivel afirmar que as variancias se comportam de maneira homogénea

(6°1= 6%

= 6%n), onde os dados seguem uma distribuicio normal. Dessa forma, as inferéncias
sobre as amostras podem ser realizadas de forma segura.

A analise de todas as variaveis estomaticas foi realizada na superficie abaxial da folha,
onde os estdbmatos ficam distribuidos de forma desorganizada, sendo classificados como
hipoestomaticos anomociticos, conforme, (RODRIGUES; (2011).

Os dados foram submetidos a analise variancia com especificacao de erro experimental
e amostral, para as variaveis densidade, didmetros equatorial e polar de estbmatos e tamanho
de radicula. A analise de variancia faz inferéncia entre as fontes de varia¢do que séo controladas,
sobre as que ndo sdo controladas (MELO, 2018). Tendo em vista a possibilidade dessa variacao
dos tratamentos, € realizado o isolamento dos erros de amostragem e experimental, que
compdem o quadrado médio dos tratamentos, restando apenas os efeitos de tratamento
(ALMEIDA et al.; 2011).

Na analise de variancia (Tabela 1), foi possivel observar que o erro experimental, tempo
e a interacdo foram significativos para a varidvel densidade de estdmatos. A interacdo,
demonstra que, a combinacdo de tratamento A (dose), com o outro fator B (tempo), resulta de
forma multiplicativa na variavel (MELO et al.; 2020). Como o erro experimental é calculado
pelas diferencas das variacdes observadas nas repeticdes, os niveis de interacdo dose*tempo,
demonstraram um comportamento diferenciado. No entanto, esse comportamento diferenciado

para caracteres morfoldgicos, como os estdbmatos podem ser influenciados pelo ambiente,
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fazendo com que ocorra um equivoco na avaliacdo em relacdo a duplicagdo cromossdmica
(SOUZA et al.; 2004). E o resultado para o erro de amostragem demonstra que ndo houve
diferenca dentro dos tratamentos, sendo assim, homogéneos, fazendo com que seja de menor
importancia (Tabela 1). Conforme observado os resultados para a varidvel densidade de
estdmatos apresentou significancia para a interacdo, onde a mesma obteve a maior variagao da
soma de quadrados, demonstrando relevancia para o presente estudo. Desse modo, um fator
depende da presenca ou da auséncia do outro (PERECIN et al.; 2008). Com isso, justifica-se
fazer inferéncias simultaneamente sobre os dois fatores de forma aninhada ((Dose (Tempo)) e
((Tempo (Dose)).
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Tabela 1 — Anélise de variancia para o estudo do comportamento dos efeitos simples e da interacdo
dos tempos de exposicéo (0, 8 e 12 horas), dose de colchicina de (0 ; 0,01; 0,02; 0,04 € 0,08 g mL™?), e
contrastes ortogonais, para a variavel: Densidade de estdmatos, UDESC — IMEGEM, Lages SC, 2020.

Fonte de Variacéo GL SQ QM *Probabilidade
Dose (D) 4 145 36 0,8974
Tempo (T) 2 862 431 0,0786
Dose*Tempo (D*T) 6 3604 601 0,0127
Tempo GL SQ QM *Probabilidade
0 3 1158 386 0,0825
8 4 2254 564 0,0235
12 3 337 112 0,5099
Contrastes GL SQ QM *Probabilidade
Tempo O - Linear 1 24 24 0,6837
Tempo O - Quadratica 1 866 866 0,0266
Tempo 0 - Clbica 1 269 269 0,1870
Tempo 8 - Linear 1 655 655 0,0486
Tempo 8 - Quadratica 1 1211 1211 0,0111
Tempo 8 - Clbica 1 2,6 2,6 0,8937
Tempo 8 - Quarto grau 1 385 385 0,1191
Tempo 12 - Linear 1 268 268 0,1878
Tempo 12 - Quadréatica 1 0,11 0,11 0,9789
Tempo 12 - Cubica 1 69 69 0,4916
Dose GL SQ QM *Probabilidade
0gmL* 1 1081 1081 0,0152
0,01 gmL™* 2 661 330 0,1312
0,02 gmL™* 1 1155 1155 0,0127
0,04 gmL™* 2 1503 751 0,0193
0,08 gmL* 2 67 34 0,7880
Contrastes GL SQ QM *Probabilidade
Dose 0 - T8 vs. T12 1 1081 1081 0,0152
Dose 0,01 - Linear 1 26 26 0,6733
Dose 0,01 - Quadratica 1 634 634 0,0518
Dose 0,02-TOvs. T8 1 1155 1155 0,0127
Dose 0,04 - Linear 1 978 978 0,0197
Dose 0,04 - Quadratica 1 525 525 0,0735
Dose 0,08 - Linear 1 16,8 16,8 0,7331
Dose 0,08 - Quadratica 1 51 51 0,5566
Erro experimental 13 1800 138 0,0001
Erro amostragem 104 1305 13

Notas:* Estatistica F. GL = graus de liberdade, SQ = soma de quadrados e QM = quadrado médio. Quantidade de estdmatos: Média

geral (18,5 um), Coeficiente de variacao (19%) e Coeficiente de determinagdo — R2 (0,83).

Conforme a Tabela 1, para densidade de estdmatos foi possivel observar que nos tempos

de exposicdo de 0, 8 e 12 horas, foi significativo apenas para o tempo de 8 horas, onde a soma

de quadrados captou maior parte dessa variagdo, apresentando também um comportamento

diferenciado. A significancia encontrada nesse tempo de exposi¢do, possivelmente é uma
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variacdo derivada do ambiente ou de efeitos genéticos, e ndo um indicativo de duplicag&o.
Como sdo encontradas varia¢des na classificacdo dos estbmatos dentro das espécies de physalis,
a avaliacdo prévia somente dos estdmatos na verificacdo de duplicacdo cromossdémica, nao é
considerada totalmente segura (RODRIGUES, 2011). E nos tempos de 0 e 12 horas, ndo houve
diferengca nos tratamentos para esse cardter. Com isso, demonstrando que os tempos de
exposicdo ndo foram suficientes para corroborar na duplicacdo cromossémica. Um dos
indicativos prévios mais utilizados na técnica de indugdo de poliploidia para a mensuracdo
prévia de duplicacdo cromossdémica é reducdo da quantidade de estdmatos e aumento foliar
(SILVA, 2014).

Dessa forma, os tempos de exposi¢cdo de 0, 8 e 12 horas, aninhados ((dose(tempo)),
foram desdobrados pelo método dos contrastes ortogonais de primeiro, segundo, cubico e
quarto grau. Os dados referentes a todas as varidveis estomaticas sao desbalanceados, dessa
forma ndo possuem todos os valores para 0s contrastes, tanto para os tempos de exposicéo,
quanto para as doses de colchicina.

Os valores de parametros da equacdo de regressdo (Tabela 2), (a), (b) e (c), sdo
determinantes na avaliacdo para a verificacdo da variacdo causada pelas doses e tempos na

variavel densidade de estdbmatos.



Tabela 2- Funcgdes polinomiais ajustadas para as variaveis:, densidade de estdmatos,
didmetros equatorial e polar de estdmatos e tamanho de radicula, e os tempos de
exposicédo de cada tempo de exposicdo de (0, 8 e 12 horas), e cada dose de colchicina de

(0;0,01;0,02; 0,04 e 0,08 g mL™). UDESC — IMEGEM, Lages SC, 2020.

Variaveis Tempo Equacdo Ajustada
0 Y=10,21* + 856,6x™* — 9642,4x>*
8 Y=27,9* —767,5x* + 7751,8x?*
12 Y=15,6
Densidade Doses Equacdo Ajustada
de estbmatos 0,01 Y= 15,7*%+3,7x*- 0,3104x2*
0,04 Y= 25,2*-1,145x*
0,08 Y=17,7
Tempo Equacdo Ajustada
0 Y= 31,73 *-510,96 x* + 5260,5 x>
8 Y=21,76*+54,69 x*
Didmetro equatorial 12 Y= 24,~61*-.175,91 X*+ 2465,4 x>
(largura) Doses Equacdo Ajustada
estBmatos 0,01 Y=28,96* - 0,467 x*
0,04 Y=21,42
0,08 Y=2591
Tempo Equacdo Ajustada
0 Y=19,37* - 229,11x* + 2231,92 x**
8 Y= 14,60*+26,128x*
Diametro polar 12 Y=16,1
(Comprimento) de Doses Equacdo Ajustada
estdmatos 0,01 Y=17,1
0,04 Y=14,77*-0,6775x*+0,710x>*
0,08 Y= 15,19 *+ 0,7506 x* — 0,0591 x**
Doses Equacdo Ajustada
Comprimento de radicula 0,01 Y= 28,03* - 0,5981x
0,02 Y=22

Notas: * Estatistica F.
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Para densidade de estbmatos o comportamento foi quadratico para os tempos de

exposicao de 0, 8 horas (Figura 1), onde foi possivel observar que o coeficiente de regressao
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(c) é negativo e significativo no tempo de 0 horas, e positivo no de 8 horas, sendo também,
significativo (Tabela 2). Isso demonstra que as curvas apresentam comportamento decrescente,
mas ao longo das doses de colchicina no tempo de 8 horas apresentou um leve crescimento,
indicando uma possivel variacdo na quantidade de estdmatos. Da mesma forma, essa varia¢do
também pode ser considerada proveniente do ambiente, observando o fenétipo das plantas ndo
houve mudangas de tamanho foliar que indicassem alguma mudanga no grau de ploidia.
Conforme Vichiato (2006), a folha é um drgao vegetal que apresenta grande plasticidade, dessa
forma se modifica com facilidade ao meio e as altera¢cdes ambientais. E no tempo de 12 horas
ndo foi significativo para os polindmios, demonstrando que ndo houve varia¢do na inclinagéo
na reta da regresséo, ndo havendo alteracdo na densidade de estdmatos. A equacao se resume a
média 15,6 um. Em varias culturas onde a poliploidia é induzida ou de forma natural, é possivel
observar as alteracOes fisioldgicas e fenotipicas, tamanho de frutos, quantidade de clorofila
existente, folhas e grdos maiores e um vigor fisiologico expressivo em relacdo a plantas
diploides (2n) (GRIFFITHS et al.; 2000).

Figura 1 — Representacao grafica das equacgdes polinomiais de segundo grau, com coeficiente
de determinacédo r?, para a variavel densidade de estbmato um, em funcdo dos tempos de
exposicao de 0, 8 horas e doses de colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 € 0,08 g mL™).

Tempo de inducio 0 horas

= 1021 %+ E56,6x%-0864 2,457

=048 x=0.04 w=12

T T T T "
0 .00 0.0z 004 =] 0.0E o.1¢

Doses g mL™'
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Fonte: Préprio autor.

Da mesma forma, para o estudo do comportamento do efeito simples das doses de
colchicina dentro de cada tempo de exposicao, ((Tempo (Dose)), foi possivel mensurar quais
doses de colchicina demonstram maior variagdo para esse carater (Tabela 1). Na densidade de
estdbmatos, foi possivel observar que as doses 0, 0,02 e 0,04 g mL* foram significativas,
demonstrando que as mesmas, captaram mais a variacdo da soma de quadrados, apresentando
um comportamento diferenciado. E nas doses 0,01 e 0,08 g mL™ ndo houve indicativos de
variacdo. Com os resultados dos dados, demonstraram que a variacao da resposta do fator dose
depende do outro nivel de fator tempo, e assim inversamente (SILVA, 2003). Da mesma forma,
é apropriado seguir com a decomposicdo dos efeitos simples e interacdo, por meio dos
polindmios ortogonais, estabelecendo equacgdes polinomiais para os fatores aninhados de
((Tempo (Dose)).

Os dados foram submetidos a decomposicao por meio dos polindmios ortogonais, sendo
definido o grau e ajustadas as equacdes (Tabela 2). Para a variavel densidade de estdmatos
(Figura 2), o comportamento foi quadratico para a dose 0,01g mL™, com intercepto (a) e
coeficiente (b) significativos, indicando uma curva com comportamento decrescente na
densidade de estdbmatos. Na dose 0,04 g mL™* o comportamento foi linear decrescente,
indicando que as doses de colchicina aliada aos tempos de exposi¢do ndo foram suficientes para
gerar mudancas cromossOmicas. Para a dose de 0,08g mL™, que ndo apresentou significancia
para os polindmios, resultando na média de 17,7um (Figura 2). Conforme vérios estudos
realizados em analises de duplicacdo cromossdmica, em caracteres morfolégicos como 0s

estdbmatos, a duplicacdo estd inversamente ligada a densidade de estdmatos, mas ndo sendo
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totalmente confirmada, varios fatores ndo controlados podem influenciar diretamente nesse
carater (VICHIATO et al.; 2006).

Figura 2 — Representacdo grafica das equagdes polinomiais de primeiro e segundo grau e
coeficiente de determinacéo r?, para a variavel densidade de estbmatos, em funcdo das doses de
colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 g mL™) e tempos de exposi¢do de (0, 8 e 12 horas).
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Fonte: Proprio autor.
3.1.2 Diametro equatorial
Para a variavel de diametro equatorial de estbmatos, foi possivel observar na Tabela 3,

que o erro experimental nao foi significativo juntamente com o erro de amostragem, indicando

que os tratamentos ndo tiveram diferenca para este carater, sendo assim, homogéneos.
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Tabela 3 — Andlise de variancia para o estudo do comportamento dos efeitos simples e da interacao
dos tempos de exposicéo (0, 8 e 12 horas), dose de colchicina de (0 ; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 g mL™?), e
contrastes ortogonais, para a variavel: didmetro equatorial de estbmatos, UDESC — IMEGEM, Lages
SC, 2020.

Fontes de Variacao GL SQ QM *Probabilidade
Dose 4 563 140 0,0008

Tempo 2 0,66 0,33 0,9780
Dose*Tempo 6 332 55 0,0229

Tempo GL SQ QM *Probabilidade
0 3 535 178 0,0005

8 4 211 52 0,0369

12 3 149 49 0,0535
Contrastes GL SQ QM *Probabilidade
Tempo O - Linear 1 16 16 0,3163

Tempo O - Quadratica 1 268 268 0,0010

Tempo 0 - Clbica 1 250 250 0,0013

Tempo 8 - Linear 1 119 119 0,0143

Tempo 8 - Quadratica 1 26 26 0,2066

Tempo 8 - Clbica 1 61 61 0,0634

Tempo 8 - Quarto grau 1 3,68 3,68 0,6283

Tempo 12 - Linear 1 31 31 0,1703

Tempo 12 - Quadréatica 1 91 91 0,0283

Tempo 12 - Cubica 1 26 26 0,2052

Dose GL SQ QM *Probabilidade
0OgmL? 1 31 31 0,1735

0,01 gmL™* 2 192 96 0,0116

0,02 gmL 1 63 63 0,0602

0,04 gmL™? 2 2,77 1,38 0,9121

0,08 g mL? 2 43 21 0,2699
Contrastes GL SQ QM *Probabilidade
Dose 0 - T8vs. T12 1 31 31 0,1735

Dose 0,01 - Linear 1 162 162 0,0058

Dose 0,01 - Quadratica 1 29 29 0,1836

Dose 0,02-TOvs. T8 1 63 63 0,0602

Dose 0,04 - Linear 1 2,06 2,06 0,7168

Dose 0,04 - Quadratica 1 0,71 0,71 0,8303

Dose 0,08 - Linear 1 31 31 0,1690

Dose 0,08 - Quadratica 1 11 11 0,3929

Erro experimental 13 194 14,98 0,1449

Erro amostragem 104 1067 10,26

Notas:* Estatistica F. GL = graus de liberdade, SQ = soma de quadrados e QM = quadrado médio. Largura de estomatos: Média geral
(23,6 um) e Coeficiente de determinagdo — R2 (1,0).

Ja para o efeito de dose de colchicina e interacdo, foram significativos, demonstrando
um comportamento diferenciado, e da mesma forma desdobradas, primeiramente para os efeitos

aninhados de ((Dose (Tempo)). Na Tabela 3, para a variavel diametro equatorial de estdmatos,
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foi realizado a analise de variancia para os efeitos aninhados, onde observou-se que 0s tempos
de 0, 8 e 12 horas foram significativos, onde a soma de quadrados obteve maior parte dessa
variagéo no tempo 0, demonstrando um comportamento diferenciado, indicando que os efeitos
aninhados de ((Dose (Tempo)), foram benéficos para largura dos estdmatos. Falconer e Mackay
(1996), observaram que a variacdo genética existente e ambiental estdo diretamente
correlacionados, influenciando os caracteres por meio de mecanismos fisioldgicos.

Para a mensuracao de qual dos tempos apresentou maior variagdo, 0os mesmos foram
submetidos aos contrastes polinomiais, sendo estes quadratico para os tempos de O e 12 e linear
para 8 horas. Para densidade equatorial de estbmatos no tempo de 0 e 12 horas os interceptos
foram significativos com coeficientes lineares b negativos, (Figura 3), demonstrando um
decrescimento da curva, ndo havendo aumento de tamanho estomatico nesses tempos. No
tempo de 8 horas foi crescente apresentando um comportamento diferenciado (Tabela 2). Os
tempos de exposi¢do foram benéficos para a variavel diametro equatorial, apresentando
variagbes para esse cardter, mas como apresentam alta plasticidade, essa variagdo
possivelmente é devida ao ambiente. Conforme Vichiato (2006), o aumento do nivel de ploidia
da planta estd proporcionalmente relacionado ao tamanho de estbmatos, mas varios estudos
vém demonstrando que, como analise prévia de duplicacdo cromossémica, a quantificacdo
estomatica pode ndo ser segura, visto que a influéncia ambiental afeta de forma direta. Dessa
forma, fazendo com que a utilizacao desse carater como indicativo de duplicagdo cromossomica

prévia ndo seja recomendada.

Figura 3 — Representacao gréafica das equacdes polinomiais de segundo grau, com coeficiente
de determinacdo r?, para a variavel didmetro equatorial estbmatos, em funcdo dos tempos de
exposicio de 0, 8 e 12 horas e doses de colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 g mL™).
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Da mesma forma, os niveis aninhados de ((Tempo (Dose)), foram analisados. Para o
carater diametro equatorial de estdmatos, foi possivel observar que as doses 0, 0,02, 0,04 e 0,08
g mL néo foram significativas, demonstrando que ndo houve diferenca entre as mesmas, sendo
possivel afirmar que as essas doses de colchicina ndo foram suficientes para gerar alguma
alteracdo cromossémica. E a dose 0,01 g mL* apresentou um comportamento diferenciado.

Conforme a (Tabela 2), as doses de colchicina foram submetidas aos contrastes
ortogonais, onde foi identificado para dose de colchicina 0,01 g mL* comportamento linear
decrescente, e para as doses 0,04 e 0,08 g mL™, ndo foram significativas para os polindmios,
tendo médias de 21,42 e 25,91 pum. Indicando que as doses de colchicina juntamente com os

tempos de exposicdo ndo foram suficientes para causar alteracdes a nivel de ploidia (Figura 4).



34

Figura 4 — Representacdo grafica das equagdes polinomiais de primeiro e segundo grau e
coeficiente de determinacéo r?, para a variavel diametro equatorial de estdbmatos (largura), em
funcéo das doses de colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 g mL™) e tempos de exposi¢do de (0,
8 e 12 horas).

Dose de colchicinn 0,01 g mL ™)

Larzura de
Estommntos

Tempos de expodcio

Fonte: Proprio autor.

3.1.3 Diametro polar

Para o carater didmetro polar (Tabela 4), a analise seguiu da mesma forma, onde o erro
experimental, a interacdo e o efeito simples de dose de colchicina, foram significativos,
indicando variacdo e um comportamento diferenciado entre os tratamentos. Os efeitos
aninhados de ((Dose (Tempo)) foram testados, demonstrando que para os tempos de O e 8 horas
foram significativos, demonstrando que os tempos foram benéficos aliados as doses de
colchicina para o carater de comprimento de estdmatos. Mesmo ndo sendo possivel observar
nenhuma mudanca a nivel fenotipico. Os estdmatos de plantas dos tratamentos submetidos a 12

horas de exposi¢do ndo apresentaram variacoes.
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Tabela 4 — Andlise de variancia para o estudo do comportamento dos efeitos simples e da interacao
dos tempos de exposicéo (0, 8 e 12 horas), dose de colchicina de (0 ; 0,01; 0,02; 0,04 € 0,08 g mL™?), e
contrastes ortogonais de doses(tempo) e tempo (dose), para a varidvel: didmetro polar UDESC —
IMEGEM, Lages SC, 2020.

Fontes de Variacéo GL SQ QM *Probabilidade
Dose (D) 4 120 30 0,0071
Tempo (T) 2 8,44 4,22 0,4707
Dose*Tempo (D*T) 6 110 18,36 0,0283
Tempo GL SQ QM *Probabilidade
0 3 124 41 0,0030

8 4 74 18 0,0367

12 3 31 10 0,1705
Contrastes GL SQ QM Probabilidade
Tempo O - Linear 1 14 14 0,1221
Tempo O - Quadratica 1 48 48 0,0098
Tempo 0 - Cabica 1 62 62 0,0045
Linear 1 27 27 0,0406
Tempo 8 - Quadratica 1 18 18 0,0875
Tempo 8 - Clbica 1 27 27 0,0400
Tempo 8 - Quarto grau 1 1,87 1,87 0,5614
Tempo 12 - Linear 1 0,0022 0,0022 0,9839
Tempo 12 - Quadréatica 1 21 21 0,0654
Tempo 12 - Cubica 1 9,60 9,60 0,2005

Dose GL SQ QM Probabilidade
0OgmL? 1 1,08 1,08 0,6579

0,01 gmL* 2 31 15 0,0850

0,02 gmL* 1 12 12 0,1545

0,04 gmL™? 2 46 23 0,0345

0,08 g mL? 2 27 13 0,1145
Contrastes GL SQ QM Probabilidade
Dose 0- T8 vs. T12 1 1,08 1,08 0,6579

Dose 0,01 - Linear 1 15 15 0,1141

Dose 0,01 - Quadratica 1 16 16 0,1004

Dose 0,02-TOvs. T8 1 12 12 0,1545

Dose 0,04 - Linear 1 13 13 0,1353

Dose 0,04 - Quadratica 1 33 33 0,0263

Dose 0,08 - Linear 1 4,12 4,12 0,3930

Dose 0,08 - Quadratica 1 23 23 0,0570

Erro experimental 13 68 5,28 0,0283

Erro amostragem 104 309 2,97

Notas:* Estatistica F. GL = graus de liberdade, SQ = soma de quadrados e QM = quadrado médio. Comprimento de
estdmatos: Média geral (15 pm) e Coeficiente de determinagéo — R? (1,0).

Quando submetidos a regressdo, os tempos de exposicdo de 0 e 8 horas foram
significativos para os polindmios, apresentando um comportamento quadratico para O e linear
para 8 horas. Conforme a Tabela 2, com intercepto e coeficiente b linear e c significativo, com

curva decrescente para 0 horas. E no tempo de 8 horas o comportamento foi crescente,
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demonstrando um comportamento diferenciado. E para o tempo de exposicao de 12 horas ndo

foi significativo para os polindmios tendo media de 16,1 um (Figura 5).

Figura 5 — Representacdo grafica das equacdes polinomiais de segundo grau, com coeficiente
de determinacéo r, para a variavel diametro polar (comprimento) de estdbmato pm, em funcéo
dos tempos de exposicdo de 0, 8 e 12 horas e doses de colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 g
mL?).
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Fonte: Proprio autor.

Da mesma forma foram analisados os efeitos aninhados ((Tempo (Dose)), as doses 0,04
e 0,089 mL™, apresentaram um comportamento quadratico, e interceptos, coeficientes b e ¢
significativos com curvas decrescentes, demonstrando que as mesmas nao foram suficientes
para causar duplicacdo cromossémica. Indicando que ndo houve alteracdo no comprimento
estomatico, e para a dose 0,01 g mL™, no foi significativa para os polindmios, apresentando

média de 17,1 um (Figura 6).



37

Figura 6 — Representacdo grafica das equagdes polinomiais de primeiro e segundo grau e
coeficiente de determinacéo r2, para a variavel didmetro polar (comprimento) de estdmatos, em
funcéo das doses de colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 g mL™) e tempos de exposi¢do de (0,
8 e 12 horas).
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Fonte: Préprio autor.

A figura abaixo demonstra como foi realizada a quantificacdo estomatica por meio do
software Image J.
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Figura 7 — Diametro equatorial e didmetro polar de estbmatos, da face abaxial (aumento de
200x) da folha, apds a indugdo a duplicacdo em Physalis peruviana L. Area total de cada

imagem 0,093 um. Barra = 10 pm.

Fonte: Préprio autor.

3.1.4 Comprimento de Radicula

Para a variavel comprimento de radicula o erro experimental e dose foram significativos,
demonstrando que os efeitos estdo causando um comportamento diferenciado esse carater, o
erro experimental apresenta diferencas entre os tratamentos, mesmo ndo sendo possivel
observar qualquer alteracdo a nivel fenotipico (Tabela 5).

Tabela 5 - Andlise de variancia para os efeitos simples de doses de colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08
g mL?) e tempos de exposicdo (0, 8 e 12 horas), para a variavel comprimento de radicula. UDESC —
IMEGEM, Lages SC, 2020.

Fonte de Variacédo GL SQ QM *Probabilidade
Dose (D) 4 28380 7095 0,0134

Tempo (T) 2 3501 1750 0,4057
Dose*Tempo (D*T) 8 19784 2473 0,2746

Dose GL SQ QM *Probabilidade
Cu: Linear 1 12324 12324 0,0158
C2:Quadratica 1 11974 11974 0,0172
Ca:Cubica 1 312 312 0,6865
C4:Quarto grau 1 3768 3768 0,6865

Erro experimental 30 56482 1882 0,0001

Erro amostragem 1080 546409 505

Notas:* Estatistica F. Tamanho de Radicula: Média geral (21,7 mm), Coeficiente de variacdo (1%). GL = graus de liberdade,
SQ = soma de quadrados e QM = quadrado médio. C = contraste.
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Para esse carater foram testados apenas os efeitos aninhados de ((Tempo (Dose)),
conforme a Tabela 5 apresentou, somente o nivel de dose foi significativo. Dessa forma, foram
testados os polinémios para o carater tamanho de radicula, indicando que para as doses 0,01 e

0,02 g mL"* foram significativas para linear e quadratica. (Figura 8).

Figura 8 — Representacdo grafica das equagdes polinomiais de primeiro e segundo grau e
coeficiente de determinacdo r?, para a variavel tamanho de radicula, em funcdo das doses de
colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 g mL™) e tempos de exposicdo de (0, 8 e 12 horas).

Dose de colchicina 0,01g mLt

30 q

28 -

x=5,5y=24
y=28*-0,59x
= 0,01

26 -

24 4

Tamanho de radicula

22 o

20

T T T T T T T 1
o 2 4 6 8 10 12 14

Tempos de exposicio

Fonte: préprio autor.

A dose 0,01 g mL* indicou comportamento decrescente com intercepto significativo,
indicando que a dose de colchicina ndo foi suficiente para gerar alteracdes significativas.
Normalmente plantas que foram duplicadas apresentam caracteristicas como crescimento lento,
raizes mais espessas e folhas maiores de acordo com a quantidade de estdmatos, em comparagéo
com plantas controle (P1O, 2008). Essas caracteristicas ndo foram observadas e quando
mensuradas também néo apresentaram indicativos de duplicagdo. Para a dose 0,02 g mL para
o0 polinémio ndo foi significativa com média de 22 mm (Figura 8). A combinacdo dos niveis de
fatores para tamanho de radicula, ndo resultou em alteracbes cromossémicas. O
desenvolvimento do tamanho radicular das plantas tratadas com as doses de colchicina em

relacdo ao controle, ndo apresentaram variacdes de tamanho radicular.
3.1.5 Quantidade 2C de DNA nuclear
Para a verificacdo se 0s niveis de tratamento resultaram em alguma duplicacdo

cromossdmica, foi empregado como analise final a citometria de fluxo, responsavel por

identificar o conteudo 2C de DNA, se houve alteracdo no nivel de ploidia (SILVA, 2014).
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A anélise de citometria de fluxo teve como finalidade, avaliar a quantidade do contetdo
2C de DNA nuclear dos tratamentos submetido a exposi¢do de colchicina (Tabela 6). Para a
inducdo foram utilizados individuos que ja eram tetraploides (2n = 4x = 48) de Trevisani (2018),
com contetdo 2C de DNA nuclear médio de 13,23 pg, com o objetivo de induzir alteracdes

cromossOmicas para gerar plantas com caracteristicas de fruto superiores para 0 melhoramento.

Tabela 6 - Conteudo de 2C de DNA nuclear em picogramas (pg) na populacdo de Lages,
considerando as médias das quatorze amostras de doses de colchicina (0; 0,01; 0,02; 0,04 e 0,08 ¢
mL™) aliados aos tempos de exposicdo (0, 8 e 12 horas) de cada planta. UDESC — IMEGEM,
Lages SC, 2020.

Populagéo Lages Quantidade 2C de DNA nuclear (picogramas)
Amostra 1 13,2880
Amostra 2 13,1858
Amostra 3 13,1286
Amostra 4 13,4253
Amostra 5 12,8371
Amostra 6 12,4749
Amostra 7 13,0135
Amostra 8 12,6983
Amostra 9 12,8937
Amostra 10 12,7780
Amostra 11 12,6138
Amostra 12 13,1613
Amostra 13 12,7689
Amostra 14 12,9705
Média geral 12,9455

Notas:* Estatistica F.

Na estimativa do contetdo 2C de DNA nuclear de physalis por meio de citometria de
fluxo, é realizado em comparacdo com o padrdo Pisum sativum que apresenta genoma nuclear
estavel, e com um valor médio de picogramas, que auxilia na verificacdo de alteracdo do nivel
de ploidia (JESUS et al.; 2016). Com a analise de citometria foi possivel observar que nao
houve alteracdo no nivel de ploidia, pois todos os gendtipos avaliados apresentaram contetdos

de DNA similares ao relatado para plantas tetraploides analisadas por Trevisani (2016). Na
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Tabela 6 observa-se que a média se manteve em 12,94 pg, ndo apresentando varia¢des entre 0s
tratamentos. Nao havendo, portanto, duplicagdo cromossomica.

Mesmo a analise de citometria ndo tendo revelado mudancas na quantidade de DNA,
as variaveis morfoldgicas avaliadas apresentaram um comportamento diferenciado. Tais
variacOes possivelmente sdo provenientes da interacdo entre fatores genéticos e ambientais, ja
que os caracteres morfoldgicos avaliados possuem alta plasticidade fenotipica, sendo muito
influenciados pelo ambiente. Variaces na densidade estomatica sdo respostas comumente
encontradas em plantas sujeitas a diferentes irradiancias, como sombreamento ou altos niveis
de radiacdo solar. Esses diferentes niveis de irradiancia podem causar alteragdes morfoldgicas
e fisioldgicas nas folhas, juntamente com as caracteristicas de plasticidade desse 6rgdo, podem
causar variacbes na biomassa, pigmentos fotossintetizantes e na densidade estomatica
(SOARES, 2012). A densidade de estdmatos das folhas é definida no decorrer do
desenvolvimento da planta, dessa forma é um caréater que apresenta alta plasticidade que varia
sob restrigdo hidrica severa ou moderada e diferentes irradiancias. Com disponibilidade ou falta
hidrica e de radiagdo pode causar um aumento no numero de estdbmatos, sendo considerado
como um mecanismo de adaptacdo dos mesmos. Com isso, 0s estdbmatos apresentam alta
plasticidade fenotipica, ndo podendo ser um parametro totalmente seguro de alteracéo do nivel
de ploidia (FASOLIN et al,; 2019). Dessa forma, os niveis de doses de colchicina e tempo de
exposicdo ndo foram suficientes para mudar o nivel de ploidia do gendtipo avaliado.
Recomenda-se para os futuros trabalhos de inducéo de poliploidizacdo, prolongar os tempos de
exposicdo para essas mesmas doses de colchicina, e avaliar o comportamento nas plantas.
Mantendo o cuidado com o nivel de toxicidade do produto para ndo ter grandes taxas de
mortalidade.

Com as inferéncias realizadas dos efeitos simples aninhados ((tempo(dose)), pode-se
observar que, 0s mesmos apresentaram diferencas e variagdes para os caracteres avaliados. Os
caracteres morfolégicos como as folhas, apresentam alta plasticidade, se modificam com
facilidade ao ambiente, fazendo com que o comportamento diferenciando encontrado seja
devido a esses fatores ndo controlados, como genéticos e ambientais. Dessa forma, os fatores
aninhados demonstraram que as doses de colchicina e os tempos de exposi¢do, nao foram
suficientes para causar a duplicacdo cromossdmica nas plantas de physalis. Nos trabalhos de
inducdo de poliploidia de physalis, observa-se que a taxa de duplicacdo € de 1,2%, indicando
gue S&o necessarios varios pré-testes, para avaliar qual das metodologias empregadas apresenta
maior sucesso (LUIS, 2016), buscando o equilibrio de concentracdo da colchicina e o tempo de

exXposicao.
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3.2 CONCLUSAO

O tratamento com doses de colchicina, aliado aos tempos de exposi¢do nos caracteres
avaliados ndo foram suficientes para causar alteracBes no nivel de ploidia no genétipo
tetraploide de Physalis peruviana L.
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