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RESUMO

MACHADO, Marcelo Dias. M. Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso. Marco de
2020. Regeneracao in vitro, caracteres morfoagronémicos e enzimaticos de plantas
triploides de Passiflora cincinnata Mast. Orientadora: Profé. Dr2. Maurecilne Lemes
da Silva Carvalho. Coorientadores: Prof°. Dr. llio Fealho de Carvalho e Prof. Dr. Diego
Ismael Rocha.

O objetivo geral do trabalho foi a producdo in vitro a partir da embriogénese somatica
com o uso do endosperma, caracterizacdo morfoagrondmica e a avaliagdo do
comportamento das plantas triploides na producdo de enzimas de resisténcia em
Passiflora cincinnata. Para a producdo de plantas triploides via embriogénese somatica
utilizou-se endosperma maduro da semente de P. cincinnata. A maior média de
producdo de embrides somaticos foi observada no tratamento suplementado com 18,1
uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA, com nimero médio de nove embrides por explante aos
30 dias de cultivo. Plantulas triploides regeneradas in vitro aos 45 dias foram cultivadas
em casa de vegetacdo e o nivel de ploidia confirmada com quantidade de DNA de 4,38
pg e numero cromossémico 3n= 3x= 27 e os diploides com (2n= 2x= 18). O
florescimento das plantas triploides ocorreu aos 210 de cultivo e apresentaram alta
variabilidade na expressdo fenotipica devido a variabilidade genética proporcionada
pelo aumento na ploidia. Plantas diploides e triploides apresentaram polimorfismo
(77%) nos descritores morfoagrondmicos. As plantas triploides exibiram folhas
heteromorfas, de tonalidades mais escura, predominantemente trilobadas com maior
tamanho e largura. As flores foram maiores, mais escuras e intensas, com predominéncia
de coloracdo roxa. A diversidade de flores encontradas nas plantas triploides, sete
variagoes, sugere que a adicdo de ploidia provocou alteragdes na expressao dos genes e
induziu a ocorréncia de coloragdes fenotipicamente variadas das flores, melhorando os
atributos ornamentais da espécie. O diametro interno e externo da cavidade da corona
aumentou significativamente nas plantas triploides. Dados da analise polinica indicam
que as espécies diploides e triploides apresentam alta taxa de viabilidade polinica, 98,21
e 97,82%, respectivamente. Foram observadas variacoes fisiologicas na producdo das
enzimas oxidativas (peroxidase e polifenoloxidase) e hidrolitica (B-1,3-glucanase) nas
plantas triploides de P. cincinnata. O aumento da ploidia afetou significativamente a

atividade das enzimas envolvidas na resisténcia de plantas. As rizobactérias promotoras
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de crescimento em plantas, A. brasilense e B. subtilis, foram eficazes na ativacao das
enzimas relacionadas aos mecanismos de resisténcia e defesa vegetal nas plantas
diploides e triploides. A. brasilense proporcionou os maiores valores na inducdo das
atividades das enzimas peroxidase e polifenoloxidade e B. subtilis induziu maior
atividade de B-1,3-glucanase. A capacidade de resposta aos mecanismos de defesa das
plantas triploides produzidas in vitro com o uso do endosperma de P. cincinnata e a
inducdo dos bioestimulantes na producdo de enzimas de resisténcia, abrem novas

abordagens no melhoramento genético para o género.

Palavras-chave: Triploide, tecido endospérmico, enzimas de resisténcia, Passiflora
cincinnata
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ABSTRACT

MACHADO, Marcelo Dias. M. Sc. State University of Mato Grosso. March of 2020.
In vitro regeneration, morpho-agronomic and enzymatic traits of Passiflora
cincinnata Mast triploid plants. Advisor: Maurecilne Lemes da Silva Carvalho, Co-
Advisor: Ilio Fealho de Carvalho, Co-Advisor and Diego Ismael Rocha.

The general objective of the work was the in vitro production from somatic
embryogenesis using the endosperm, morpho-agronomic characterization and
evaluation of the behavior of triploid plants in the production of resistance enzymes in
Passiflorar cincinnata. For the production of triploid plants via somatic embryogenesis,
mature endosperm from the seed of P. cincinnata is used. The highest average of
somatic embryo production was observed in the supplementation treatment with 18.1
uM of 2.4-D + 4.5 uM of BA, with an average number of nine embryos per explant at
30 days of culture. Seedlings regenerated in vitro for 45 days were grown at home and
a confirmed ploidy level with a DNA amount of 4.38 pg and chromosome number 3n =
3x = 27 and the respective diploids (2n = 2x = 18). The flowering of the triploid plants
occurred at 210 of cultivation and showed high variability in phenotypic expression due
to the genetic variability provided by the increase in ploidy. Diploid and triploid plants
described polymorphism (77%) in the morpho-agronomic descriptors. As the triploid
plants exhibit heteromorphic leaves, predominantly trilobed with larger size and darker
tonal width. The flowers were bigger, darker and more intense, with a predominance of
purple color. The diversity of flowers found in triple plants, seven changes, suggests that
the addition of ploidy causes changes in the expression of genes and causes the
occurrence of phenotypically variable colorings of flowers, improving the ornate
patterns of the species. The internal and external diameter of the crown cavity increased
in the triploid plants. Pollen analysis data show that diploid and triploid species have
high rates of pollen viability, 98.21 and 97.82%, respectively. Physiological changes in
the production of oxidative (peroxidase and polyphenol oxidase) and hydrolytic (B-1,3-
glucanase) enzymes were observed in the triploid plants of P. cincinnata. The increase
in ploidy affected the activity of enzymes used in plant resistance. As plant growth-
promoting rhizobacteria, A. brasilense and B. subtilis, were used in the activation of

enzymes related to the resistance and plant defense mechanisms in diploid and triploid
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plants. A. brasilense provided the highest values of activity induction of the enzymes
peroxidase and polyphenol oxity and B. subtilis induced greater activity of B-1,3-
glucanases in P. cincinnata. The ability to respond to the defense mechanisms of triploid
plants produced in vitro with the use of P. cincinnata endosperm and the induction of
biostimulants in the production of resistance enzymes, opens new approaches in the

genetic improvement for the genus.

Keywords: Triploid, endosperm tissue, resistance enzymes, Passiflora cincinnata
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1. INTRODUCAO GERAL

O maracuja € um fruto da familia das Passifloracea, organizada em 20 géneros,
onde o género Passiflora € o maior representante da familia, com cerca de 630 espécies
e 400 hibridos artificiais, das quais 150 a 200 espécies sdo nativas do Brasil. (Peixoto,
2005; Cervi, 2006; Amorim et al., 2013). Destas, aproximadamente 70 espécies
produzem frutos comestiveis (Faleiro et al., 2005), e diversas espécies silvestres tem
potencial ornamental (Silva et al., 2015; Faria et al.; 2018; Mikovski, 2019).

As espécies silvestres apresentam alta variabilidade genética e morfologica que
podem ser exploradas em programas de melhoramento genético (Viana et al., 2010). Se
destacam pelo potencial ornamental, com diversidade de flores e folhas. Apesar disso,
pouco se conhece deste potencial ornamental, podendo usa-las para fins econ6micos no
paisagismo de pequenas e grandes areas (Junqueira; Junqueira, 2006). Passiflora
cincinnata Mast. é uma planta silvestre que apresenta multiplas finalidades. Pode ser
explorada comercialmente no consumo de in natura e de suco, flores para ornamentacéo
e matéria-prima para industria farmacéutica (Bernacci et al., 2005), além de poder ser
usado como porta enxerto para espécies comerciais, por apresentar resisténcia a doenca
bacteriana Xanthomonas campestres f. sp. Passiflorae e a nematoide (Meloidogyne sp)
(Viana et al., 2010; Alexandre et al., 2013).

As espécies diploides (2n=12 ou 18) predomina no género, mas, pode-se
encontrar espécies tetraploides (2n=24), hexaploides (2n=36) e octopldides (2n=72)
(Melo; Guerra, 2003). Motivados pela superioridade agrondmica dos poliploides
naturais, diversos trabalhos tém sido realizados a fim de desenvolver meios para indugéo
artificial de poliploides. Umas das formas de obtencdo do triploide (3n) é pelo cultivo
do endosperma, que é um tecido triploide natural proveniente da fusdo de trés ndcleos
haploides (Sun et al., 2011). Mohamed et al. (1996) foram os precursores dentro do
género Passiflora, usando a espécie P. foetida. Estudos recentes com espécies de
Passiflora foram realizados por Antoniazzi et al. (2018), em P. edulis, e Faria et al.
(2018) em P. cristalina, onde demonstraram a capacidade do tecido do endosperma de

produzir plantas triploides.



A planta triploide apresenta desbalanceamento no nimero de cromossomos
durante a meiose, causando esterilidade das sementes e abortamento de frutos (Aleza et
al., 2010). Esta esterilidade é indesejavel quando as sementes sdo usadas
comercialmente. No entanto, a esterilidade de sementes aumenta a qualidade fisiologica
em varias frutas como a uva, mamdo, macd, melancia, banana e citros (Thomas;
Chaturvedi, 2008; Hoshiro et al., 2011; Whang et al., 2016). Os triploides apresentam
maior vigor que os diploides, com crescimento vegetativo acelerado, ganhos em
biomassa e maior resisténcia a doencas. (Thomas; Chaturvedi, 2008; Wang et al., 2016).
Apresentam folhas mais espessas e compridas, com coloracdo verde escura e maior
capacidade fotossintética. As flores sdo mais coloridas, com periodo de floracéo
prolongado e os frutos sdo maiores (Padoan et al., 2013; Mondal, 2014;).

Estes incrementos nos orgdos vegetativos e reprodutivos (efeito “gigas™) ocorre
porque h& economia de energia fotossintética ao ndo produzir sementes e frutos,
revertendo-a para o crescimento vegetativo, modificando as estruturas morfol6gicas da
nova planta (Hoshiro et al., 2011). Os descritores morfoagrondmicos tem papel
fundamental na caracterizagcdo e selecdo de plantas, contribuindo no processo de
diferenciacgdo fenotipica (Jesus et al., 2015), permitindo analisar a variabilidade genética
em caracteres fundamentais, colaborando para o desenvolvimento de novos materiais.

A adicdo extra de cromossomo altera a composi¢cdo quimica das plantas,
destacando as enzimas envolvidas na inducéo de resisténcia. Inclui-se neste grupo as
enzimas peroxidase, polifenoloxidase e B-glucanase, classificadas por Van Loon e Van
Strien (1999) como proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR). A peroxidase e
polifenoloxidase atuam na cicatrizacdo de ferimentos e defesa de patgenos e a -1,3
glucanase tem carater antifungico, atuando na deterioracdo da estrutura micelial dos
fungos, dificultando ou impedindo sua acdo patogénica (Higaki; Araujo, 2012; Bulegon
et al., 2016; Lastochkina et al., 2019).

O uso de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP),
Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis, ttm desempenhado agédo sinalizadora de
defesa das plantas contra patdgenos por promover a resisténcia sistémica induzida (RSI)

ao induzir a ativacdo de proteinas relacionadas a patogénese, principalmente as



oxidativas (peroxidase e polifenoloxidase) e a hidrolitica (B-1,3 glucanase) (Safi et al.,
2016; Silva et al, 2018; Bulhoes et al., 2019).

O trabalho teve como objetivo a regeneragdo in vitro através do cultivo do
endosperma, avaliacdo dos caracteres morfoagrondmicos e a quantificacdo enzimatica
de peroxidase, polifenoloxidase, B-glucanase e proteina total induzidas pela aplicacéo
dos bioestimulantes A. brasilense e B. subtilis em plantas diploides e triploides de

Passiflora cincinnata Mast.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Passiflora: potencial ornamental

O género Passiflora possui distribuicdo pantropical e diversas espécies com
potencial alimenticio, ornamental e medicinal (Cervi, 2006; Souza; Lorenzi, 2012). O
valor ornamental esta relacionado com as variedades de flores e as formas diversificadas
das folhas. As flores do maracujazeiro séo exuberantes, com cores variadas e de perfume
marcante (Abreu et al., 2009).

Estima-se que o uso de passifloras como planta ornamental iniciou-se em 1625,
na Europa. Logo depois, em 1819, o inglés Thomas Milne obteve o primeiro hibrido
ornamental, cruzando as espécies P. caerulea e P. racemosa, denominado P. ‘violacea’
(Peixoto, 2005). No Brasil, os trabalhos com Passiflora com finalidade exclusivamente
ornamental comecaram com a Embrapa Cerrados, langando as primeiras cultivares
hibridas: BRS Estrela do Cerrado (P. coccinea x P. setacea), BRS Roseflora
(Retocruzamento BRS Estrela do Cerrado x P. setacea) e BRS Rubiflora
(retocruzamento entre BRS Estrela do Cerrado x P. coccinea) (Faleiro et al., 2009).

Em 2013, lancou a cultivar BRS Pérola do Cerrado (P. setacea). No ano de 2016
langaram novas cultivares hibridas sendo a BRS Céu do Cerrado (P. incarnata X P.
edulis) e BRS Rosea Purpura (P. incarnata X (P. quadrifaria X P. setacea)) (Fonseca
etal., 2017). Outros trabalhos com espécies nativas com potencial ornamental tem sido
relatado, como em P. mucronata (Meletti etal., 2011), P. morifolia, P. suberosa litoralis
e P. palmeri var. sublanceolata (Pires et al., 2012), P. suberosa (Marostega et al., 2015),

in vitro nas espécies P. cincinnata (Silva et al., 2009; 2015; Silva et al., 2011), P. miniata
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(Carvalho et al., 2017), P. cristalina (Faria et al., 2018) e na producao de hibridos, como
a P. ‘Alva’, P. ‘Aninha’ e P. ‘Priscila’ (Santos et al., 2012), BC1 hybrids (Melo et al.,
2016), HD26, HD27 (Souza, 2017), P. ‘Gabriela’ e P. ‘Bella’ (Belo et al., 2018) ¢ HD
25 (Souza, 2018), registradas na Sociedade Internacional de Passiflora.

Hibridos obtidos recentemente, como a P. ‘Jhovis’ € P. ‘Vivis’ (Souza, 2018) e
os hibridos triplos P. ‘leonel’s e P. ‘vittali’ (Sanchés, 2018), ainda ndo foram
registrados, mas mostram a tendéncia da expansdo de mercado para producdo de

Passiflora ornamental.

2.2 Espécie Passiflora cincinnata Mast

Chamado de maracuja-mochila ou maracuja-do-mato, Passiflora cincinnata
tém maior abundancia nos Estados da Bahia, Goias e Minas Gerais (Oliveira Janior et
al., 2010). Possui flores de coloracdo rosa palido a violeta azul e sépalas oblongo-
lanceoladas. Os filamentos da coroa sdo de coloracdo purpura, azul-palido e banda
média azul-rosado, na parte inferior. Folhas sdo simples, 3 a 5 tripartidas, palidas na fase
abaxial e verde-escuras na fase adaxial e peciolos com 2 a 3 glandulas sésseis. Frutos do
tipo baga, ovoides e oblongos. As sementes sdo ovais, faveoladas e negras (Nunes;
Queiroz, 2001; Araujo, 2007; Castro et al., 2014; Jesus et al., 2014; Nobrega et al., 2017,
Fonseca et al., 2017).

P. cincinnata foi cultivada durante anos como planta ornamental na Europa,
especialmente na Inglaterra (Vanderplanck, 2000). A espécie apresenta resisténcia ao
nematoide Meloidogyne sp., a bactéria Xanthomonas campestres f. sp. Passiflorae e
resisténcia moderada ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, sendo uma
espécie de interesse para programas de melhoramento genético com potencial de uso
como porta-enxerto na propagacdo do maracuja azedo (Oliveira; Ruggiero, 2005; Viana
et al., 2010; Alexandre et al., 2013; Preisigke et al., 2017).

Em 2016, a Embrapa Cerrados langou a cultivar BRS Sertdo Forte, resultante
de uma selec@o massal de uma populacéo de acessos silvestres da espécie P. cincinnata,
caracterizada por apresentar maior tolerancia ao estresse hidrico, maior tamanho de fruto

e longo ciclo produtivo (Rybka et al., 2016).



2.3 Cultura de tecidos no género Passiflora

E uma importante ferramenta que induz o crescimento de células, tecidos ou
6rgdos de plantas em meio artificial, sendo de grande potencialidade para utilizacdo no
melhoramento genético de plantas (Andrade, 2002), tornando-se um excelente meio
para multiplicacdo de genotipos superiores com resisténcia as doencas e de alto
desempenho (Dias et al., 2014). Isto ocorre devido a totipoténcia celular, que é a
capacidade de uma Unica célula de se regenerar, produzindo 6rgdos (organogénese) ou
embrides que formara um novo individuo (embriogénese somatica), idéntico a matriz
doadora (Xu; Huang et al., 2014).

O estabelecimento de plantas de maracuja in vitro ocorre através do cultivo de
segmentos de tecidos vegetais, que podem ser apice caulinar (Faria; Segura, 1997; Reis
et al., 2003; Isutsa, 2004), cotilédone e hipocotiledonares (Dornelas; Vieira, 1994;
Vieiraetal., 2014; Rochaetal., 2016; Faria et al., 2018), segmento nodal e foliar (Garcia
et al., 2011; Pacheco et al., 2012; Shekhawat et al., 2015), embrido zig6tico (Guzzo et
al., 2004; Silva et al., 2009; Rosa; Dornelas, 2012; Silva et al., 2015; Rocha et al., 2015;
Carvalho et al., 2017; Faria et al., 2018), endosperma (Mohamed et al., 1996; Guzzo et
al., 2004; Antoniazzi et al., 2018; Faria et al., 2018).

2.4 Descritores morfoagronémicos

Os descritores morfoagronémicos séo ferramentas fundamentais para estudar a
diversidade genética dentro das espécies, individualizando fenotipicamente cada planta
(Cruz; Carneiro, 2006). Araujo et al. (2008) e Machado et al. (2015), estudaram a
diversidade existente entre as espécies silvestres de Passiflora, com base em caracteres
quantitativos e qualitativos. Jesus et al. (2015), propuseram alguns ajustes aos
descritores minimos e elaboraram um manual, a fim de padronizar os descritores oficiais
para Passiflora spp., incluindo as ornamentais e silvestres. Em 2016 o MAPA (Brasil,
2016) publicou um formulério que estabelece diretrizes para as avaliacdes, afim de
uniformizar os descritores em cultivares de Passiflora ornamental, medicinal, frutifera
e hibrido interespecifico.

Recentemente, Fonseca et al. (2017) validaram descritores morfoagrondmicos

por meio de caracterizacdo de hibridos de maracuja ornamental. Outros autores
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estudaram a caracterizacdo da espécie P. cincinnata, utilizando de descritores

agrondmicos e morfoagronémicos (N6brega et al., 2017; Carmo et al., 2017)

2.5 Enzimas oxidativas e litica de resisténcia

A peroxidase (POD) sdo enzimas de resisténcia pertencente ao grupo das
oxidoredutases, responsaveis por participar em varios processos fisioldgicos das plantas,
como a cicatrizacdo de ferimentos, defesa contra patdgenos, reacdes de biossinteses da
parede celular, na sintese de lignina, auxinas, regulacdo da elongacdo de células
(Cavalcanti et al., 2005; Silva et al., 2016).

A polifenoloxidase (PPO) sdo enzimas capacitadas para oxidar compostos
fenolicos com auxilio de oxigénio molecular. A atividade da PPO se faz presente em
todos os estagios de desenvolvimento da planta, sendo encontrado nos cloroplastos e
sua concentracdo € variavel entre as espécies e cultivares e a localizacdo na célula
depende da espécie, maturidade e idade. Encontra-se em maior atividade quando a
planta sofre injuria mecanica ou ataque microbiano e nos frutos mais jovens (Fatibello
Filho; Vieira, 2002; Silva et al., 2016).

As enzimas [-glucanases presentes em plantas superiores, podem apresentar
carater antifungico deteriorando a estrutura micelial, dificultando ou impedindo sua
acdo patogénica, bem como estdo diretamente relacionadas a ativacdo das enzimas de

resisténcia (Hong; Meng, 2003).

2.6 Proteina total

A proteina é formada via processos de transcricdo e traducéo, onde se deriva de
um ou mais genes, e tem funcdo de diferenciacdo celular, controle do crescimento,
sustentacdo mecanica e catalise enzimatica. Dentre estas funcfes, pode-se destacar a de
mecanismo de defesa, onde € ativado proximo a area danificada, prevenindo o
espargimento do patégeno ou, intentando deter o avanco da predacdo por insetos
(Pascholati; Leite, 1995). Essas proteinas de defesa sdo codificadas por genes de plantas
que buscam combater o patdgeno. Elas sdo ativadas em resposta ao estimulo abidtico ou

por infeccdo por um patdgeno, agindo de forma direta, em contrapartida ao agente



agressor, ou de forma indireta, conservando a estrutura e as funcées celulares (Stintizi
et al., 1993; Ryan, 2000; Jones; Dangl, 2006)

2.7 Inducéo de resisténcia por bioestimulantes

A inducdo de resisténcia € um método ecologico e alternativo para controle de
doencas de plantas, que envolve a ativacdo dos mecanismos latentes de defesa das
plantas contra os patdégenos, em resposta ao tratamento com indutores de resisténcia
(Mattos Jr. et al., 2010; Lorenzetti et al., 2018), sem que haja alteragdo no genoma da
planta (Baysal et al., 2003). Dentre os potenciais agentes indutores, tém sido avaliadas
as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) (Silva et al., 2018).

A aplicacdo exogena das rizobactérias Azospirillum brasilense e Bacillus
subtilis desempenham acdo sinalizadora de defesa das plantas contra patdgenos,
aumentando o nivel de resisténcia sistémica, influenciando na reducdo dos sintomas de
doencas em plantas e promovendo o acimulo de proteinas relacionadas a patogénese
(Prs) (Bulegon et al., 2016; Silva et al, 2018; Bulhoes et al., 2019). As cepas de Bacillus
subtilis possuem amplo espectro, promovendo efeito protetor a diversas espécies de
plantas contra pragas, estresse salino, doencas de ciclo produtivo e de pds-colheita
(Garcia-Gutiérrez et al., 2013; Adam et al., 2014; Kim et al., 2015 Chandrasekaran;
Chun, 2016; Kilani-Feki et al., 2016; Arroyave-Toroa et al., 2017; Lastochkina et al.,
2017; Prabhukarthikeyan et al., 2017) Também hé relatos de Azospirillum basilense
desencadeando resisténcia induzida, auxiliando no controle de doengas (Sankari et al.,

2011), estresse hidrico (Bulegon et al., 2016) e estresse salino (Fasciglione et al., 2015).
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CAPITULO 1

O endosperma na producio de plantas triploides ornamentais e frutiferas —
revisao geral

1. INTRODUCAO

Poliploides sdo organismos que, durante o curso evolutivo, sofreram duplicacdo
de genomas, apresentando mais de dois conjuntos cromossémicos no mesmo nucleo
(Madlung, 2013; Wendel et al., 2016). Embora a duplicacdo cromossdmica néo
introduza um novo material genético e produza apenas cépias adicionais de genes e
cromossomos existentes, muitas alteracbes gendmicas ocorrem apds a poliploidizacdo
(Barker et al., 2016; Van de Peer et al., 2017), viabilizando a formacédo de fenétipos
modificados ou aumentando as variagdes fenotipicas (Spoelhof et al., 2017).

Acredita-se que a poliploidizacao seja uma das principais forcas da evolucéo e
de aprimoramento das culturas de plantas agricolas (Van de Peer et al., 2017).
Alteracdes citogenéticas nos individuos triploides podem modificar a inter-relacéo entre
as plantas e 0 ambiente, tornando-as mais vantajosas que seus parentais diploides
(Madlung, 2013). Os triploides geralmente apresentam crescimento vegetativo
vigoroso, ganhos em biomassa e estatura, maior tolerancia a ataques de pragas e doencas
e a estresses causados por temperatura, déficit hidrico, salinidade, déficit nutricional e a
herbicida (Comai, 2005; Deng et al., 2012; Allario et al., 2013; Chao et al., 2013;
Elmaghrabi et al., 2013; del Pozo e Ramirez-Parra, 2014; Barker et al., 2016; Liao et al.,
2016; Wang et al., 2016; Nakel et al., 2017).

O cultivo in vitro de endosperma surge como uma estratégia promissora e direta
na producdo de plantas triploides. A regeneracdo de plantas triploides a partir do
endosperma foi reportada com sucesso para varias espécies de plantas, como por
exemplo nas frutiferas Passiflora edulis (Antoniazzi et al., 2018), Actinidia spp. (Kin et
al., 1990; Goéralski et al., 2005; Asakura; Hoshino, 2017), Citrus spp. (Gmitter et al.,
1990), Carica papaya (Sun et al., 2011), Gomortega keule (Mufioz-Concha, 2016) e nas
ornamentais Acacia nilotica (Garg et al., 1996), Passiflora foetida e Passiflora
cristalina (Mohamed et al., 1996; Faria et al., 2018), Azadirachta indica (Chaturvedi et
al., 2003), Anthurium andreanum (Winarto et al., 2018) e Melia azedazach (Thang et
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al., 2018), onde as plantas regeneradas mantiveram o mesmo nivel de ploidia do
endosperma, demonstrando que plantas triploides podem ser produzidas a partir de
plantas diploides.

Em plantas triploides ornamentais, busca-se a producdo de novas cultivares ou
variagoes de plantas com atributos florais melhorados, cores das flores variadas, maior
tempo de floracdo, fragrancia e vida Util na pés-colheita (Vichiato et al., 2014; Liao et
al., 2016; Basumatari; Das, 2017; Liqgin et al., 2019). Em frutiferas triploides, um dos
principais objetivos é a auséncia de sementes nos frutos, que além de ser apreciado por
consumidores e pelas industrias, melhoram a qualidade fisiol6gica das frutas,
aumentando o tempo de prateleira (Chen et al., 2014; Navarro et al., 2015; Sumarji;
Suparno et al., 2017).

O grau de triploidia é benéfico do ponto de vista comercial e agronémico, pois
as plantas triploides comumente mantém a produtividade mesmo em condi¢cbes
adversas, como em solos de baixa fertilidade, com déficit hidrico, temperaturas variadas
e sobre ataques de patogenos (Comai, 2005; Liao et al., 2016; Whang et al., 2016). A
cultura in vitro de tecidos endospérmicos, apesar de desafiadora, pode ser amplamente
utilizada para a producdo de plantas uniformes, isentas de patdgenos e de alta qualidade
em escala comercial, sendo um excelente mecanismo no suprimento da demanda por

plantas triploides.

2. Cultivo in vitro de endosperma em plantas ornamentais e frutiferas

De natureza triploide, o endosperma é um tecido Unico em origem,
desenvolvimento e nivel de ploidia e expressa a maior parte dos genes em uma
propor¢cdo materna-paterno 2:1 (Whang et al., 2016; Satyaki; Gehring, 2017). Logo, as
plantas originadas a partir do endosperma se tornam triploides e podem apresentar
fertilidade reduzida ou esterilidade completa (Thomas; Chaturvedi, 2008; Hoshiro et al.,
2011).

O uso do tecido endospérmico consiste em um sistema direto para reproducao
de plantas triploides (Thomas; Chaturvedi, 2008; Kosmiatin; Husni, 2018; Antoniazi et
al., 2018; Mikovski et al., 2019). O método convencional para producéo de triploides é

demorado e dispendioso devido o sistema reprodutivo Unico e longo ciclo de vida das
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plantas, que dificultam a obtencéo dos resultados esperados através da reproducédo por
cruzamentos sexuais (Hoshino et al., 2011). Em decorréncia disso, a cultura do
endosperma surge como método promissor para reduzir o tempo de producdo de plantas
triploides. Resultado expressivo foi relatado por Mufioz-Concha (2016), trabalhando
com a espécie arborea frutifera Gomortega keule. Naturalmente, a porcentagem de
germinacao das sementes de G. keule € inferior a 40% e o tempo de germinacédo excede
0s 12 meses. Através do cultivo in vitro do endosperma, foi possivel regenerar plantulas
triploides desta espécie em apenas 18 meses. Thang et al. (2018) obtiveram plantas
triploides de Melia azedazach em apenas 5 meses a partir da regeneracdo de endosperma
imaturo, enquanto que se leva em média 12 anos para geracao de triploides pelo método
tradicional.

O estabelecimento de protocolos responsivos para o desenvolvimento completo
de plantas triploides no cultivo in vitro de endosperma é dependente de varios fatores,
como o0 bhalango entre os reguladores de crescimento e a interagdo com a fonte de
explante, temperatura, luz, pH, nutrientes e estagio das sementes (Monteiro et al., 2000).

Segundo Thomas e Chaturvedi (2008), na cultura de endosperma deve-se levar
em consideracdo 0 estagio de desenvolvimento do tecido do endosperma, que
geralmente é calculado como Dias Apds a Polinizacdo (DAP) que varia de planta para
planta. Por conseguinte, o endosperma pode ser usado em estadio imaturo ou maduro,
sendo um fator determinante para a regeneracdo dos individuos. Em laranjas doces
(Citrus sinensis) e tangerina (Citrus reticulata), culturas de endosperma isoladas de
frutos com 12 semanas ap0s a antese induziram com sucesso a formacao de calos, mas
ndo houve regeneracdo de gemas (Usman et al., 2008).

Thammina et al. (2011), utilizaram endosperma maduro e imaturo de Euonymus
alatus e obtiveram 14% e 50% de formacéo de calos, respectivamente. As taxas de
regeneracdo de plantas triploides observadas foram de 0,42% nos explantes de
endosperma imaturo e 0,34% nos explantes de endosperma maduro. Recentemente, para
a espécie Passiflora edulis, foi observado um sistema eficiente de regeneragdo por
organogénese através do endosperma maduro, com maior nimero de brotacdes e
regeneragfes em meio MS suplementado com TDZ 9,0 uM, obtendo média de 59,2

brotos por explante e 4,2 plantas triploides regeneradas por explante. Faria e
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colaboradores (2018) também relataram alta capacidade de resposta do endosperma
maduro de Passiflora cristalina em meio suplementado com 8,87 uM BA. Segundo 0s
autores foi possivel obter numero médio de 193 brotos por explante.

As citocininas e auxinas sdo os reguladores de crescimento mais utilizados neste
sistema de cultivo, pois a interacdo entre esses horménios € responsavel pela diviséo,
diferenciacdo e crescimento das células vegetais (Garcia-Gonzales et al., 2010).
Explantes endospérmicos inoculados em meios de cultivos livres de hormdnios tendem
a ndo produzir calos e ficam senescentes sem nenhum sinal de crescimento (Sun et al.,
2011).

Dentre as auxinas, o acido 2,4-diclorofendxi-acético (2,4-D) é o mais
conhecido, e induz efetivamente a formagdo de calos no endosperma, devido aos
estimulos na divisdo celular dos tecidos vegetais (Osman et al., 2016). No grupo das
citocininas, a benziladenina (BA) é a de maior destaque. Essa citocinina caracteriza-se
pela capacidade de aumentar a divisao celular e de desempenhar relevante competéncia
na inducéo e no desenvolvimento de brotacGes, da parte aérea e de raizes (Moubayidin
etal., 2009; Wang et al., 2016).

Endospermas de diversas plantas apresentam extraordinaria plasticidade para
responder a estimulos externos. O carater do endosperma de expressar a
totipotencialidade é manifestado pela sua capacidade de regenerar plantas (Thomas;
Chaturvedi, 2008; Hoshino et al., 2011). A regeneracdo pode ser realizada através da
organogénese e embriogénese somatica. A organogénese conduz a diferenciacdo de
meristemas caulinares e/ou radiculares, formando brotacGes e raizes, e tem sido até
agoraa principal via de regeneracgdoaplicada no cultivo in vitro do endosperma (Hoshino
et al. 2011; Wang et al., 2016; Antoniazzi et al., 2018; Faria et al., 2018; Mikovski et
al., 2019).

A indugéo in vitro de endosperma de espécie ornamental foi primeiramente
obtida por Srivastava (1971), com cultivo do endosperma maduro de Jatropha
panduraefolia (Tabela 1). Em 1977, Bapat e Narayanaswany obtiveram com sucesso
brotos do endosperma madura da espécie frutifera Achras sapota através da

organogénese (Tabela 2).
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Tabelal. Cultivo in vitro de endosperma e vias de regeneracdo em plantas ornamentais

Espécie Eisdtggézr?sa Sistema de Regeneracédo Referéncia
Jatropha panduraefolia Maduro Organogénese Srivastava, 1971
Putranjiva roxburghii Maduro Organogénese Srivastava, 1973
Codiaeum variegatum Maduro Organogénese Chlkkannigl; 4e Gayatri,
Nigella damascena Maduro Organogénese Sethi e Rangaswany, 1977
Acacia nil6tica Imaturo Embriogénese Somatica Garg et al., 1996
Passiflora foetida Maduro Organogénese Mohamed et al., 1996
Azadirachta indica Imaturo Organogénese Chaturvedi et al., 2003
Passiflora spp. Maduro Organogénese Guzzo et al., 2004
Lonicera caerulea Imaturo Organogénese Miyashita et al., 2009
Santalum album L. Imaturo Embriogénese Somaética Sukamto, 2011
Euonymus alatus Imaturo/Maduro Organogénese Thamminaet al., 2011
Mallotus phillipienesis Imaturo Organogénese Sharma et al., 2012
Sapium sebiferum Maduro Organogénese Tian et al., 2012
Phlox drummondii Imaturo Organogénese Tiku et al., 2014
Gomortega keule Maduro Embriogénese Somatica Mund&z-Concha, 2016
Anthurium andreanum Maduro Organogénese Winarto et al., 2018
Melia azedazach Imaturo Organogénese Thang et al., 2018
Passiflora cristalina Maduro Organogénese Faria et al., 2018

Tabela 2. Cultivo in vitro de endosperma e vias de regeneracdo em plantas frutiferas

Estagio do

Sistema de

Especie Endosperma Regeneracdo Referéncia
Achras sapota Maduro Organogénese Bapat e Narayanaswany, 1977
Pyrus malus Imaturo Organogénese Shihkin e Shuchiung, 1977
Citrus grandis Imaturo Organogénese Wang e Chang, 1978
Malus pumila Imaturo Organogénese Mu e Liu, 1978
Prunus pérsica Imaturo Organogénese Liue Liu, 1980
Actinidia chinensis Maduro Organogénese Gui et al., 1982
Cocos nucifera Imaturo Organogénese Kumar et al., 1985
Emblica officinalis Maduro Organogénese Sehgal e Khurana, 1985
Annona squamosa Maduro Organogénese Nair et al., 1986
Juglans regia Imaturo Embriogénese somatica Tulecke et al, 1988
Pyrus communis Imaturo Organogénese Zhao, 1988
Actinidia spp. :\T;;ﬂ:g Organogénese Kin et al., 1990
Citrus spp. Maduro Organogénese Gmitter et al., 1990
Lycopersml\o/lr;”esculentum Maduro Organogénese Kagan-Zur et al., 1990
Cocos nicifera Imaturo Organogénese Cenizaet al., 1992
Diospyros kaki Imaturo Organogénese Tao et al., 1997
Morus alba Imaturo Organogénese Thomas et al., 2000
Actinidia deliciosa Maduro Organogénese Goralski et al., 2005
cv. Hayward
Citrus reticulata L. Imaturo
Citrus sinensis L. Embriogénese Somatica Usman et al., 2008
Maduro
Osbeck
Citrus spp. Maduro Organogénese Sunyoto et al., 2010
Carica papaya Imaturo Organogénese Sunetal., 2011
Citrus nsoitggzllj_our. v Maduro Embriogénese Somatica Kosmiatin et al., 2014
Mangifera indica L Maduro Embriogénese Somatica Hindaningrum et al., 2014
Persea americana Maduro Embriogénese Somatica Sukmara et al., 2014
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Actinidia deliciosa var. Popielarska-Konieczna e

deliciosa Maduro Organogenese Kleszcz, 2015
Actinidia kolomikta Imaturo Organogénese Asakura e Hoshino, 2017
Passiflora edulis Maduro Organogénese Antoniazzi et al., 2018
Citrus RGL Maduro Organogénese Sari et al., 2019

A via de regeneracdo pela embriogénese somatica conduzidos até 0 momento,
se concentram principalmente em espécies frutiferas arboreas de interesse comercial,
como o Citrus nobilis Lour. cv Simadu (Kosmiatin et al., 2014), Mangifera indica L
(Hindaningrum et al., 2014) e Persea americana (Sukmara et al., 2014) (Tabela 2). O
sistema de regeneracdo pela via embriogénica, apesar do seu estabelecimento escasso, é
vantajosa devido a reducdo de custos por unidade produzida e o tempo para a producao
de grande numero de plantas completas e com maior uniformidade (Kosmiatin; Husni,
2018). No caso das espécies frutiferas e ou ornamentais arbdreas, o gendtipo triploide
apresentando maior vigor fisiol6gico € interessante como uma nova variedade ou porta-
enxerto, tendo em vista a demorada taxa de crescimento em campo dessas espécies
(Muiioz-Concha, 2016).

Tulecke et al. (1988) iniciou a inducdo a embriogénese em espécie frutifera ao
analisar a capacidade embriogénica dos endospermas imaturos de Juglans regia
cultivados no escuro em meio sélido DKW, contendo 0,01 mgL™* de IBA, 2 mgL* de
Kin, 1 mgL* de Kin, 1 mgL* de BA e 250 mgL* de glutamina. As plantas regeneradas
por embriogénese somatica do tecido do endosperma permaneceram morfologicamente
uniformes e teve nimero cromossdmico triploide de 3n = 48.

Recentemente, nosso grupo de trabalho elaborou um sistema completo e
reproduzivel de regeneracdo pelas vias organogénica e de embriogénese somatica a
partir de endospermas maduros de P. cincinnata (Dados ndo publicados). Os
endospermas maduros isolados foram cultivados em meio MS (Murashige e Skoog,
1960) suplementado com o regulador BA na concentragdo de 8,87 uM para indugdo de
organogénese. Aos 15 dias de cultivo primordios de brotacdes ja estavam evidentes,
demonstrando alta responsividade, com plantas triploides completas obtidas aos 120
dias de cultivo. Para regeneracgéo pela via embriogénica, endospermas maduros foram
cultivados em meio MS suplementado com 18,1 uM 2,4-D e 4,5 uM BA (Silva et al.,

2009), cultivados na auséncia de irradidncia. Aos 15 dias de cultivo in vitro massa
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celular pro-embriogénica ja foram observadas nos explantes endospéermicos e aos 30-45
dias embrides somaticos foram formados e com 90 dias plantas completas foram obtidas
(Figura 1).

As respostas morfogenéticas obtidas no cultivo in vitro do endosperma de P.
cincinnata demonstra o potencial desse tecido em expressar a pluri e totipotencialidade
celular ao responder os sinais dos reguladores de crescimento. As plantas foram
caracterizadas por descritores morfoagronémicos e tiveram a triploidia confirmada

(3X=3N=18) por meio da citometria de fluxo.

Figura 1. Flores da espécie P cincinnata. (A) Flor diploide obtidas através da germinacao de
sementes. Bar. 13mm; (B) Flor triploide de planta regenerada in vitro a partir do tecido do
endospérmico pela via embriogénica. Bar. 13mm.

3. Plantas triploides

A triploidia é o termo que se refere a presenca de trés conjuntos de cromossomaos
em um organismo ou linhagem celular denominado 3x=3n. Os triploides podem ser
gerados ocasionalmente em populacBes naturais de plantas com floracdo atraves da
hibridacdo sexual entre plantas diploide (2n) e tetraploide (4n), da unido somatica e da
hibridacéo sexual entre gametas reduzidos e ndo reduzidos de progenitores diploides ou,
por meios sintéticos, através da hibridacdo artificial, fusdo de protoplasto e da
regeneracdo do endosperma (Wang et al., 2016; Nakel et al., 2017; Antoniazzi et al.,

2018; Faria et al., 2018).
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Plantas triploides sdo raramente encontradas na natureza devido a fertilidade
reduzida ou esterilidade completa, o que dificulta a reproducdo sexual dessas plantas
(Wang et al., 2016). Contudo, a esterilidade muitas vezes ndo se torna prejudicial por
completo e, algumas plantas triploides espontaneas podem reprimir essa barreira através
da propagacéo vegetativa (Whang et al., 2016; Rouiss et al., 2018).

As causas mais comuns para o surgimento espontaneo de triploides na natureza
é ocasionado por condi¢Ges ambientais desfavoraveis, como temperaturas baixas, forte
exposicado a radiacdo UV-B, a escassez de agua e a baixa nutricdo que levam a erros nas
divisdes meidticas e na producdo de gametas femininos sem reducdo do numero de
cromossomos (2n) (Mason et al., 2011; Sora et al., 2016; Novikova et al., 2018). Em
decorréncia dessas falhas, as variacfes no nivel de ploidia modifica diretamente a
quantidade de cromatina no ndcleo e o numero de cépias de cada gene (Simon-Porcar
etal., 2017). Assim, a triploidia causa consequéncias imediatas na expressdo génica, no
tamanho nuclear, celular e dos érgados (Serapigliaetal., 2015; Sattler et al., 2016; Simon-
Porcar et al., 2017; Ligin et al., 2019).

3. Alteracdes morfofisioldgicas em plantas triploides
3.1 Fertilidade reduzida

O mais importante efeito fenotipico da triploidia é sobre a fertilidade, em que
individuos de ploidia impar, em geral triploide e pentaploide, apresentam esterilidade
total ou parcial, devido ao desbalanceamento no nimero de cromossomos durante a
meiose, podendo causar reducao da fertilidade, esterilidade das sementes e abortamento
dos frutos (Aleza et al., 2010; Grosser et al., 2014; Wang et al., 2016).

A producdo de triploides tém grande importancia no desenvolvimento de
cultivares sem sementes que sdo desejaveis para 0 mercado de frutas (Xie et al., 2019).
As sementes em muitas frutas sdo indesejaveis por conta da dureza, e devido a producéo
de horménios que promovem a deterioracdo mais rapida das frutas (Chen et al., 2014;
Navarro et al., 2015; Sumarji; Suparno et al., 2017). As frutas sem sementes comumente
tém melhor qualidade e vida util mais longa (Pandolfini, 2009). Segundo Aleza et al.

(2010), a producéo de frutas citricas sem sementes & uma das caracteristicas mais

24



importantes a serem trabalhadas no melhoramento genético de citrus, pois consumidores
n&o aceitam a presenca de sementes nos frutos.

Diante disso, trabalhos promissores foram realizados por Navarro et al. (2015)
e Xie et al. (2019), que, atraves de hibridacGes sexuais, obtiveram hibridos triploides de
tangerinas com frutos sem sementes e de alta qualidade. Em melancia, Sumarji e
Suparno et al. (2017) obtiveram frutas sem sementes, com melhor qualidade do fruto e
menor quantidade de agua, produzidas através do cruzamento de plantas tetraploides
com plantas diploides.

Em espécies ornamentais, o desenvolvimento do fruto reduz o periodo de
floracdo e diminui o valor ornamental de muitas plantas (Vichiato et al., 2014; Wang et
al., 2016). O periodo de floracédo é considerado um fator determinante para o sucesso de
plantas comerciais (Jung; Muller, 2009). Recentemente, Li e Ruter (2017) obtiveram
avancos valiosos para o melhoramento de atributos florais na cultura do hibisco
(Hibiscus moscheutos) ao produzir plantas triploides estéreis que floresceram por mais
tempo que os seus respectivos diploides.

Uma planta é considerada estéril ou infértil se for capaz de produzir frutos
completamente desprovidos de sementes, que contenham um numero reduzido e/ou
frutos que apresentam sementes abortadas (Pondolfini, 2009). Muitas plantas tém a
semente como uma estrutura necessaria para a perpetuacao de suas espécies (Cardoso et
al., 2015). Nestes casos, quando as sementes sao usadas comercialmente, a esterilidade
é indesejavel, sendo possivel compensar a auséncia das sementes, em algumas situacdes,
com a reproducéo vegetativa (Thomas e Chaturvedi, 2008).

Por outro lado, a esterilidade torna-se desejavel para reduzir a propagacao nao
desejada de espécies ornamentais ndo nativas em areas naturais (Phillips et al., 2016).
No geral, as espécies de plantas ornamentais sdo populares devido a uma combinacéo
de caracteres atrativos, sendo amplamente produzidas e vendidas em diferentes paises
(Azadi et al., 2016). Mas, algumas delas, apresentam ampla adaptacédo e a propagacao
ocorre facilmente, tornando-se um sério problema ecolégico ao invadir novas areas
(Rounsaville at al. 2011; Czarnecki et al., 2014; Phillips et al., 2016).

O desenvolvimento de cultivares ornamentais através da producéo de plantas

triploides de baixo potencial reprodutivo, seria uma alternativa desejavel para a
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aplicacdo em paisagismo, frente as cultivares férteis atualmente disponiveis
(Rounsaville et al., 2011; Wang et al., 2016). Esta valiosa alternativa foi desenvolvida
com sucesso nas plantas de Lantana camara, que € uma espécie popular de paisagismo
e viveiro e a Pyrus calleryana, espécie de pera usada no paisagismo e ornamentacdo. O
estabelecimento de cultivares triploides possibilitou a producéo de plantas estéreis com
potencial reducdo da capacidade de polinizacdo, diminuindo a invasividade dessas

espécies ornamentais (Czarnecki et al., 2014; Phillips et al., 2016).

3.2 Alteracdes morfologicas

Os triploides sdo visivelmente diferentes ou, as vezes, superiores aos diploides
em termos de expressoes morfoldgicas. Este fenomeno é conhecido como efeito “gigas”,
que ocorre devido a adi¢do de cdpias genéticas extras (Alam et al., 2015; Sattler et al.,
2016; Simon-Porcar et al., 2017). Assim, plantas triploides podem apresentar maior
vigor, héabito mais curto, aumento da dureza do tronco, ganhos em biomassa, maior
crescimento e densidade radicular; alteragGes no formato e tamanho das flores, folhas
mais espessas e largas e frutos mais robustos (Thomas; Chaturvedi, 2008; Padoan et al.,
2013; Mondal, 2014; Serapiglia et al., 2015; Wang et al., 2016; Ligin et al., 2019).

As modificacdes fenotipicas e genéticas em plantas triploides podem ocorrer
devido a producéo de células sométicas maiores (Sattler et al., 2016; Manzoor et al.,
2019), que aumenta o contetdo nuclear e causa reducédo na divisao celular durante seu
crescimento e desenvolvimento (Simon-Porcar et al., 2017). Outro motivo é a economia
de energia fotossintética, pois a energia normalmente usada na formacdo e
desenvolvimento das sementes é revertida para o crescimento vegetativo (Miyashita et
al., 2009; Hoshino et al., 2011; Tiku et al., 2014).

Importantes efeitos morfoldgicos foram obtidos em espécies triploides do género
Populus, em estudos realizados por Liao et al. (2016) e Ligin et al. (2019). Foram
comparadas plantas diploides, triploides e tetraploides de Populus e observaram que 0s
triploides apresentaram as melhores alteragbes nas caracteristicas de interesses
agrondmicos, como maior crescimento vegetativo e vigor, altura média, area foliar,

ganho em biomassa e comprimento médio do peciolo.
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Além de melhorar as caracteristicas ornamentais, como flores e folhas, a
triploidia também pode aumentar o rendimento de plantas frutiferas de interesse
comercial. Rimberia et al. (2007) e seus colaboradores investigaram as caracteristicas
morfoldgicas e de frutificacdo de mamaéo triploide derivado da antera. Todos os frutos
obtidos das plantas triploides apresentaram alto rendimento, sendo relativamente mais
pesados que o maméo diploide comercial e seus frutos ndo apresentavam sementes. Nos
abacaxizeiros triploides espontancos ‘Gigante de Tarauacd’ ¢ o Ananas comosus var.
ananassoides, resultados demonstram que os frutos dos triploides sdo maiores que dos
seus respectivos genotipos diploides (Matos; Reinhardt, 2009; Coppens D’eekenbugge
etal., 2013). Por meio de hibridagdes sexuais, Navarro et al. (2015) e Najat et al. (2017),
desenvolveram novas cultivares triploides de tangerina sem sementes, com grande
potencial comercial. Os hibridos de tangerina apresentaram frutos de alta qualidade e
tamanho, facil de descascar, mais suculentos e doce, com maior peso medio e auséncia
de sementes, comparados ao controle diploide.

As alteragdes morfologicas em plantas triploides sdo abordagens que podem ser
utilizadas para confirmar o nivel de ploidia em plantas derivadas de tecidos
endospérmicos (Thomas; Chaturvedi, 2008). A determinacdo ou identificacdo do nivel
de ploidia é importante para demonstrar a eficiéncia do método de producdo (Zhang et
al., 2019). Diferentes caracteristicas morfologicas podem ser estudadas, como o
tamanho de caule, folhas, flores e polen (Padoan et al., 2013; Tiku et al., 2014;
Popielarska-Konieczna; Kleszcz, 2015).

As caracterizacdes morfologicas sdo métodos indiretos, praticos e faceis de se
mensurar. As determinacOes de ploidia que se baseiam na morfologia das plantas séo
realizadas por meio de descritores (Zhang et al., 2019). E considerado o método mais
simples de se identificar poliploides, mas nem sempre é possivel distinguir os diferentes
niveis de ploidia somente a partir da morfologia, principalmente em razéo da expresséo
de fatores ambientais no fenotipo, podendo alterar o crescimento das plantas em
condicdes adversas (Usman et al., 2008; Manzoor et al., 2019). Mesmo assim, a preciséo
desta determinacdo é bastante alta, podendo chegar a 80% (Ye et al., 2010) e possibilita
estudar a diversidade genética dentro das espécies, individualizando fenotipicamente

cada planta (Kosmiatin et al., 2016; Poerba et al., 2017).
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3.3 Desenvolvimento estomatico: fator responsavel pela maior resisténcia ao
estresse hidrico

As alteraces da fungdo estomatica em triploides é imprevisivel devido a
estrutura gendmica unica. A triploidia é importante nas plantas porque 0s genomas
extras podem levar a expressdo génica de caracteristicas funcionais, estruturais e
fenotipicas, que conduzem as interacfes planta-ambiente (Barker et al., 2016; Spoelhof
etal., 2017; Van de Peer et al., 2017).

Geralmente, as folhas de plantas triploides apresentam maior taxa fotossintética
por conta do aumento do nimero de cloroplastos (Padoan et al., 2013), maiores
concentracOes de clorofilas e carotenoides (Lu et al., 2015; Liao et al., 2016) e maior
extensdo dos estbmatos, comprimento, largura e diametro das células guardas e menor
densidade estomatica (Padoan et al., 2013; Greer et al., 2018; Ligin et al., 2019).

O tamanho e a densidade dos estdmatos tém influéncia direta nas taxas de trocas
gasosas das plantas, pois afetam a fotossintese, absorcdo de COa, regulacdo do uso da
agua e a producdo de biomassa (Tanaka et al., 2014). Em alamo tremedor (Populus
tremula), verificou-se que as plantas triploides cresceram mais rapidos que as diploides
devido aos maiores resultados nos rendimentos quanticos da fixacdo de COz e nas taxas
de fotossintese liquida (Parnik et al., 2014). Padoan et al. (2013) observaram que as
plantas triploides de Citrus clementina possuiam folhas menores e mais estreitas que as
diploides, contudo, apresentaram maior indice foliar. O indice foliar revela a
plasticidade em resposta as condi¢cbes ambientais ou fisioldgicas, como a variagdo
natural e adaptacdo ambiental (Tsukaya, 2002). Além disso, maximiza a eficiéncia do
uso da agua entre os ambientes, permitindo uma resposta rapida ao estresse hidrico,
causando menor percentual de perda de agua das folhas (Padoan et al., 2013).

Reguladores de crescimento de plantas, como as auxinas e o acido abscisico
(ABA) desempenham papeéis essenciais no padrdo estomatico especifico de plantas
triploides. Ligin et al. (2019) encontraram superexpressdo génica de auxinas e do ABA
em alamos triploides, em relacdo aos diploides e tetraploides. As variacOes das
expressdes genéticas ocasionados pela triploidia, resultou em aumento dos niveis

endogenos de auxina, que inibe o desenvolvimento dos estdmatos (Zhang et al. 2014) e
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do ABA, que esta envolvido na adaptacdo de plantas ao estresse hidrico, pois induz o
fechamento estomaético e limita o inicio do seu desenvolvimento (Tanaka et al. 2013).

Quando nenhuma caracteristica morfoldgica é conhecida para distinguir os
diferentes citdtipos, o comprimento, frequéncia dos estdmatos e nimero de cloroplastos
surgem como indicadores de ploidia (Usman et al., 2008; Sun et al., 2011; Popielarska-
Konieczna; Kleszcz, 2015; Kosmiatin et al., 2016; Antoniazzi et al., 2018; Winarto et
al., 2018; Kosmiatin et al., 2019).

Em vérias espécies triploides, existe uma relacdo direta entre o nivel de ploidia
e suas caracteristicas fisioldgicas, apresentando geralmente maior comprimento e menor
frequéncia dos estbmatos em decorréncia do aumento de ploidia (Padoan et al., 2013;
Greer et al., 2018; Ligin et al., 2019).

3.4 Alteracgdes quimicas: aumento da toleréancia e resisténcia a fatores bioticos e
abidticos em plantas triploides

Eventos de alteracdes de niveis de ploidia tem sido recorrentemente associado
as alteracbes quimicas, o que amplia a tolerancia ambiental e fornece flexibilidade
ecoldgica e evolutiva a planta (Spoelhof et al., 2017; Van de Peer et al., 2017; Corneillie
et al., 2019). Tais modificacdes podem conferir ao triploide aumento da tolerancia ao
estresse salino, déficit hidrico, temperaturas, patégenos (Allario et al., 2013; Chao et al.,
2013; Elmaghrabi et al., 2013; del Pozo; Ramirez-Parra, 2014; Ligin et al., 2019), maior
resisténcia ao estresse hidrico, frio, deficit nutricional e a herbicida (Deng et al., 2012;
Liao et al., 2016; Nakel et al., 2017).

A maior capacidade fisiologica esta relacionada a producdo de compostos
metabdlitos e da regulacdo metabolica, de enzimas e aumento da atividade enzimatica,
das mudancas estruturais da parede celular e do contetdo fitoquimico, garantindo a
planta triploide melhor desempenho sob condi¢bes extremas de cultivo (Serapiglia et
al., 2015; Ligin et al., 2019).

Recentemente, Ligin et al. (2019) observaram maiores alteragdes no conteudo
e na expressdo dos compostos quimicos de lignina e peroxidase em plantas triploides de
Populus, em relacdo aos seus parentais diploides e tetraploides. A lignina é um polimero

natural, de natureza hidrofobica e fortalecedora, que permite que os vasos do xilema
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transportem agua e nutrientes para reforcar as paredes celulares da planta, permitindo
que as plantas cresgam e permanecam firmes e desenvolvam barreiras mecanicas contra
0s patdgenos (Guragain et al., 2015; Ligin et al., 2019).

As enzimas peroxidases estdo envolvidas nos processos fisioldgicos essenciais
das plantas (Pandey et al., 2017). Estas enzimas desempenham importante papel na
tolerancia a seca, ao estresse oxidativo e ambiental, cicatrizacao de feridas, defesa contra
patdgenos, lignificacdo, embriogénese somatica e metabolismo da auxina (Pandey et al.,
2017; Liu et al., 2019; Zhang et al., 2019).

4. Perspectivas no melhoramento genético de plantas triploides

A cultura do endosperma in vitro é uma técnica Unica e direta para produzir
plantas triploides a partir de plantas diploides. Ainda que haja variagdes de ploidia em
algumas plantas derivadas de endospermas, achados demonstraram que os endospermas
de muitas espécies tém habilidades de regeneracdo de plantas 100% triploides. A
crescente demanda de materiais vegetais para producdo de frutas, reflorestamento,
recuperacdo de areas degradadas, bioenergia, ornamentacdo e paisagismo coloca o
cultivo in vitro do endosperma como um importante método para producdo rapida e
eficaz para a producdo plantas poliploides com caracteristicas interessantes para 0
melhoramento genético. Plantas triploides comumente apresentam superioridade no
crescimento vegetativo, maior rendimento biolégico e maior resisténcia a estresses
abioticos e bidticos em comparagdo com os diploides.

Apesar dos trabalhos de inducdo in vitro do endosperma se concentrar na
organogénese, demonstramos que a embriogénese somatica através do cultivo in vitro
de endosperma é um sistema direto de regeneracdo de plantas. O estabelecimento da
embriogénese somatica da espécie P. cincinnata abrem novas perspectivas para a
producéo de plantas triploides estaveis por meio dessa via de regeneracao reproduzivel
com 0 uso 0 endosperma, tornando-se uma ferramenta eficiente para a propagacéo
vegetativa de plantas superiores.

Embora um protocolo de embriogénese somatica para a cultura de endosperma
tenha sido estabelecido com sucesso, muitas perguntas permanecem sem resposta.

Sugerimos novos estudos que se concentrem, principalmente, na compreensdo de quais
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mecanismos estdo envolvidos na formacdo das plantas triploides, os efeitos nos
processos metabdlicos, como 0s bioquimicos e enzimaticos e analises da expressao

génica relacionados as mudangas das caracteristicas morfoldgicas.
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CAPITULO 11
Regeneracao in vitro e caracterizacao morfoagronémica em plantas triploides de
Passiflora cincinnata Mast

1. INTRODUCAO

A producéo de plantas poliploides € uma estratégia importante em programas
de selecdo e melhoramento de plantas (Sumarji; Suparno, 2017; Winarto et al., 2018).
A inducdo da poliploidia aumenta significativamente a diversidade morfologica das
plantas. O tamanho aumentado de muitos poliploides em relagéo aos pais diploides tem
sido particularmente util na criacdo de plantas ornamentais com flores maiores e mais
vistosas. Dentre os poliploides, as plantas triploides geralmente apresentam crescimento
vegetativo vigoroso, folhas e flores maiores, maior tempo de floracdo, fragréncia e vida
util na pos colheita (Comei, 2005; Liao et al., 2016; Basumatari e Das, 2017), resisténcia
a ataque de pragas, doencas e ao estresse hidrico (Wang et al., 2016; Nakel et al., 2017;
Ligin et al., 2019).

Os poliploides podem ser gerados eventualmente em populagGes naturais de
plantas com flores ou por meios sintéticos, através da hibridacdo artificial, fusdo de
protoplasto e da regeneracdo do endosperma (Wang et al., 2016; Nakel et al., 2017;
Antoniazzi et al., 2018; Faria et al., 2018). Dentre os poliploides os triploides carregam
uma copia genética extra com trés conjuntos de cromossomos em um organismo ou
linhagem celular denominado 3x=3n (Alam et al., 2015; Sattler et al., 2016), que
modifica a expressdo génica das caracteristicas funcionais, estruturais e fenotipicas das
plantas (Van de Peer et al., 2017).

As alteracbes fenotipicas e genéticas em plantas triploides podem ocorrer
devido a producdo de células somaticas maiores (Sattler et al., 2016; Manzoor et al.,
2019), que aumenta o contetido nuclear e causa redugéo na divisdo celular durante seu
crescimento e desenvolvimento (Simon-Porcar et al., 2017) e a economia de energia
fotossintética, pois a energia normalmente usada na formacéo e desenvolvimento das
sementes € revertida para o crescimento vegetativo (Miyashita et al., 2009; Hoshino et
al., 2011; Tiku et al., 2014).
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O cultivo in vitro do tecido endospérmico consiste em um sistema direto para
producgéo de plantas triploides (Thomas; Chaturvedi, 2008; Kosmiatin; Husni, 2018;
Mikovski et al., 2019). A regeneragdo in vitro do endosperma se baseia principalmente
na via organogeénica e foi reportado com sucesso em plantas frutiferas e ornamentais,
como em Actinidia spp. (Kin et al., 1990; Goéralski et al., 2005; Asakura; Hoshino,
2017), Citrus spp. (Gmitter et al., 1990), Carica papaya (Sun et al., 2011), Gomortega
keule (Mufioz-Concha, 2016), Acacia nilotica (Garg et al., 1996), Azadirachta indica
(Chaturvedi et al., 2003), Anthurium andreanum (Winarto et al., 2018), Melia azedazach
(Thang et al., 2018) e Passiflora spp. (Mohamed et al., 1996; Antoniazzi et al., 2018;
Faria et al., 2018), demonstrando que plantas triploides podem ser produzidas a partir
de endospermas de plantas diploides. Entretanto, a obtencdo de plantas triploides pela
via embriogénica ainda é incipiente. A via de regeneracdo embriogénica se concentra
principalmente no cultivo in vitro de espécies frutiferas arboreas de interesse comercial,
como o Citrus nobilis Lour. cv Simadu (Kosmiatin et al., 2014), Mangifera indica L
(Hindaningrum et al., 2014) e Persea americana (Sukmara et al., 2014).

Passiflora cincinnata Masters é uma importante espécie silvestre de
maracujazeiro tolerante a seca (Rybka et al., 2016), que tem sido utilizada
frequentemente como porta enxerto para P. edulis por manifestar resisténcia ao
nematoide Meloidogyne sp., a bactéria Xanthomonas campestres f. sp. Passiflorae e
resisténcia moderada ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Oliveira;
Ruggiero, 2005; Viana et al., 2010; Alexandre et al., 2013; Preisigke et al., 2017). A
espécie apresenta potencial econdmico de uso alimenticio, cosmético, medicinal e
ornamental, mas a exploragdo econdmica ainda é restrita devido a inexisténcia de plantas
selecionadas para o cultivo em escala comercial (Delmondes et al., 2014; Aradjo et al.,
2018; Siebra et al., 2018).

Considerando a potencialidade do uso de P. cincinnata, o presente trabalho
objetivou a obtencdo de plantas triploides por meio da regeneracdo do endosperma a
partir da embriogénese somatica e a caracterizagdo morfoagronémica das plantas

regeneradas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e inducédo da embriogénese somatica

Sementes de P. cincinnata foram isoladas de frutos maduros e, apds a retirada
do arilo, foram secadas ao ar livre. Com auxilio de uma mini morsa, removeu-se 0
tegumento das sementes (Reis et al., 2007). Logo apos, sob condi¢gbes assépticas em
camara de fluxo laminar, foram desinfestadas, mediante a imersdo em alcool 70% (v/v)
por trés minutos, seguido em hipoclorito de sédio comercial a 2,5% (v/v) durante 25
minutos acrescido de 3 gotas do agente surfactante de Tween-20°em 100 mL de solucéo.
Apbs, as sementes foram enxaguadas por quatro vezes em agua destilada e autoclavada
e mantidas em overninght para facilitar o isolamento dos endospermas.

Os endospermas foram isolados assepticamente dos embrides zigdticos e
cultivados em placas de Petri de poliestireno 90 x 15 mm contendo 30 mL do meio de
inducdo composto por sais basicos de MS (Murashige e Skoog, 1962) (Acumedia®)
4,5% (p/v), mio-inositol 0,01% (p/v), sacarose 3% (p/v) e 8 gL de agar (p/v) como
agente gelificante, acrescido da auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e da
citocinina benziladenina (BA). As concentragdes dos reguladores de crescimento para a
inducdo da embriogénese foram com 4,5 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA, 9,0 uM de 2,4-
D+ 4,5 uM de BA, 13,6 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA, 18,1 uM de 2,4-D + 4,5 uM de
BA, 22,6 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA, 27,1 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA, 31,7 uM
de 2,4-D + 4,5 uM de BA, 36,2 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA, 40,7 uM de 2,4-D + 4,5
uM de BA, 45,2 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA e o controle na auséncia adi¢do do
regulador de crescimento. O pH foi ajustado em 5,7+ 0,1 e 0 meio de cultura foi
autoclavado durante 15 minutos a 121 °C a uma pressdo de 1,1 atm. Os endospermas
inoculados nas placas de Petri foram cultivados em sala de cultivo por 30 dias, na
auséncia de luz, a temperatura de 25 + 2 °C.

Massas pré-embriogénicas com 30 dias de cultivo in vitro foram transferidas
para histodiferenciacdo em placas contendo meio MS¥%2 na metade das concentragoes,
como descrito anteriormente, sem adicdo de reguladores. As culturas foram mantidas
sob luminosidade com fotoperiodo de 16 horas e 36 umol m2s de irradiancia providas

de lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil), na temperatura
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e condicOes de crescimento descritas anteriormente até a conversdo dos embrides

somaticos em plantas.

2.2 Conversdo das plantas e aclimatizacéo

Aos 45 dias de cultivo em vitro, embrides somaticos em estagio de
desenvolvimento cotiledonar foram isolados e cultivados em frascos de cultivo em meio
de MS%: na metade das concentracdes dos sais basicos de MS (Murashige e Skoog,
1962) (Acumedia®) (p/v), mio-inositol 0,01% (p/v), sacarose 3% (p/v) e 8 gL™* de &gar
(p/v) como agente gelificante, sem adicdo de reguladores de crescimento. Aos 90 dias
de cultivo plantulas completas com aproximadamente 10 cm de comprimento foram
obtidas. Apos foram transferidas para transferidas para copos plasticos contendo
substrato Plantmax®. Os copos foram cobertos com sacos plasticos transparentes,
permanecendo incubadas sob fotoperiodo de 16 h de luz, a temperatura de 26 + 2 °C por
aproximadamente 20 dias e, ap6s foram levadas para casa de vegetacdo e 0S sacos

plasticos removidos gradativamente durante 10 dias.

2.3 Determinacdo do conteddo de DNA

O contetido de DNA foi determinado com o uso de citometria de fluxo, com trés
amostras dos explantes endospérmicos, das plantas germinadas in vitro pela via
seminifera como controle, das plantas regeneradas pela via embriogénica a partir do
endosperma de P. cincinnata e como padrdo a espécie Pisum sativum.

As suspens@es de nucleos foram obtidas atraves de sec¢des de folhas jovens
com o uso de uma lamina de aco descartavel em tampao de isolamento WPB (Loureiro
et al., 2007). A suspenséo foi aspirada por meio de duas camadas de gaze, com uma
pipeta de pléstico e filtrada em membrana de Nylon com malha de 50 um para a remocao
de fragmentos de células e restos de tecidos, sendo em seguida adicionado 25 pL de
iodeto de propidio 1 mg mL e 5 uL. de RNase 1 mg mL para corar o DNA.

Apods 30 minutos em ambiente protegido de luz as amostras foram analisadas
no citdmetro de fluxo. Foram realizadas trés repeticOes e, pelo menos, 10.000 nucleos
foram analisados para a quantificacdo da emissdo da fluorescéncia com o uso do
citdbmetro de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, EUA). Como padrdo interno, foi
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utilizada a espécie Pisum sativum com contetdo de DNA 2C = 9.09 pg (Dolezel et al.,
1998). Os histogramas foram gerados e analisados pelo programa CytExpert 2.0.1 e 0
contetdo de DNA (pg) calculado de acordo Dolezel e Bartos (2005):

Sample (2C DNA)
G1 peak channel of sample x 9.09 (P. sativum DNA content)
G1 peak channel of P. sativum

2.4 Andlise cromossdmica

As analises cromossomicas foram realizadas utilizando-se de trés plantulas
germinadas a partir de sementes (controle) e trés plantulas regeneradas do cultivo in
vitro dos endospermas de P. cincinnata regeneradas pela via embriogénica.

Apices radiculares de aproximadamente 1,5 cm foram coletados e tratados com
0,003 M 8 hidroxiquinolina (Sigma, EUA) por 8 horas a 4 °C, e posteriormente fixados
em solucdo de Carnoy (3:1 etanol: &cido acético glacial) e armazenadas em um
refrigerador por 24 horas. Apos, o material foi lavado em agua destilada e digerido com
uma solucdo enzimatica de 4% de celulase Onozuka R10 (Yakult, Japdo) e 1% de
pectinase (Sigma, EUA) diluida em tampao citrato a 37 °C por 3 horas. As laminas
foram confeccionadas com a técnica de secagem ao ar livre (Carvalho e Saraiva, 1993)
e coradas com 40-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma, EUA). Os materiais foram

analisados em microscopio Olympus BX51.

2.5 Caracterizagdo morfoagronomica

Para a caracterizacdo morfoagronémica dez plantas triploides completas de P.
cincinnata com aproximadamente 25 cm foram transferidas para vasos plasticos de 30
dm? preenchidos com uma mistura de solo e substrato, na proporcéo 3:1, cultivados em
casa de vegetacdo. Para o controle, sementes de P. cincinnata foram germinadas em
sacos plasticos pretos de polietileno de 28 x 14 cm, contendo substrato Plantmax,
mantidas em casa de vegetacdo sendo irrigadas diariamente. Dez plantas com
aproximadamente 25 cm também foram cultivadas em vasos plasticos de 30 dm3, com

a mesma proporcéo de solo e substrato das plantas triploides.
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Os vasos foram espacados com 1,5 m entre linhas e 4 m entre plantas. O sistema
de conducéo foi em espaldadeira vertical com fio de arame liso a 1,8 m de altura, sem
eliminagéo dos brotos terminais e dos ramos laterais.

A caracterizacdo morfoagrondmica das plantas em estudo foram baseadas em
listas de descritores para a cultura do maracujazeiro de acordo com Jesus et al. (2015),
as instrucOes para ensaios de DHE (distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade),
as quais consta uma lista com 35 descritores morfoagrondémicos proposta pelo Servico
Nacional de Protecdo de cultivares (BRASIL, 2016) para espécies silvestres,
ornamentais e hibridos interespecificos do género Passiflora, e 0s propostos por Fonseca
et al. (2017) e Nobrega et al. (2017). Ao total, foram avaliados em cada planta 57
descritores, sendo 29 quantitativos e 28 qualitativos (Tabela 1 e 2). Os descritores foram
avaliados com base nas estruturas encontradas no terco médio de cada planta. Para
definicdo da classe fenotipica de cada descritor, foram analisadas 10 folhas e flores de
cada planta e 1 fruto por planta. A classe fenotipica foi obtida pela analise individual de
cada planta avaliada, sendo posteriormente transformado em porcentagem para
enquadramento nas categorias.

A mensuracdo das caracteristicas quantitativas foi realizada com auxilio de um
paquimetro digital e de um refratdmetro analdgico (Akrom) para quantificacdo do °brix
da cdmara nectarifera (cavidade interna da corona), conforme a necessidade de avaliacao
do descritor e em seguida, atribuidos codigos sequenciais numéricos de acordo com a
classe fenotipica dos descritores obtidos para cada planta.

Os descritores quantitativos também foram analisados separadamente. Para tais
analises quantitativas, foi utilizado a média das 10 repeti¢cGes de cada nivel de ploidia
(3n) e (2n), sendo que cada repeticdo € a média de 10 medidas de estruturas (folhas e
flores) de cada planta.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade (Bartlett)
e, se a distribuicdo for normal, utilizard o teste t de Student para verificar diferenca
significativa entre os resultados médios dos tratamentos. Se os dados nédo apresentarem
a distribuicdo normal, serdo transformados em escala logaritmica. Apos a transformacéo
logaritmica, em padrdo assimetrico serdo submetidos ao teste ndo paramétrico com

auxilio do Programa Genes (CRUZ, 2013).
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Tabela 1. Descritores da planta e folha e classes fenotipicas (categoria) avaliados para P.

cincinnata.

Descritores da planta e folhas

Caracteres

Categoria

CPR: Coloragdo predominante do ramo

FHE: Formato da haste

DIH: Diametro da haste

PAR: Presenca de antocianina nos ramos

CLF: Comprimento do limbo foliar

LLF: Largura do limbo foliar

PSL: Profundidade dos sinus do limbo foliar

FOF: Formato do limbo foliar

DLF: Divisao do limbo foliar

PHE: Presenca de heterofilia

COF: Coloracéo da folha

FBF: Forma da base foliar

Qualitativo

Qualitativo

Quantitativo

Qualitativo

Quantitativo

Quantitativo

Qualitativo

Qualitativo

Qualitativo

Qualitativo

Qualitativo

Qualitativo
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1- Verde-clara
2- Verde-escura
3- Verde-arroxeada
4- Roxa
1- Cilindrica
2- Angulada
3- Alada
Medida obtida em cada planta
1- Ausente
2- Pouca (mais verde que roxo)
3- Média (mais roxo que verde; verde-
arroxeada)

4- Alta (totalmente roxo-avermelhada)
1- Muito curto (<4cm)
2- Curto (4 a 8cm)

3- Médio (8 a 12cm)
4- Longo (12 a 16cm)
5- Muito longo (>16cm)
1- Muito curto (<4cm)
2- Curto (4 a 8cm)

3- Médio (8 a 12cm)
4- Longo (12 a 16¢cm)
5- Muito longo (>16cm)
1- Ausente
2- Rasa
3- Média
4- Profunda
1- Lanceolada
2- Ovada
3- Cordada
4- Oblonga
5- Eliptica
6- Fendida
7- Partida
8- Seccionada
1- Inteira
2- Bilobada
3- Trilobada
4- Pentalobada
5- Hexalobada
1- Ausente
2- Presente
1- Verde-clara
2- Verde
3- Verde-escura
4- Outra
1- Arredondada
2- Truncada
3- Atenuada
4- Subcordada
5- Cordada
6- Hastada
7- Digitiforme
8- Aguda



FAF: Forma do apice foliar

NNE: NUumero de nectarios no limbo foliar

PON: Posicéo dos nectarios

CPL: Comprimento do peciolo

NNP: NUmero de nectarios no peciolo

PNP: Posicéo dos nectarios no peciolo

Qualitativo

Quantitativo

Qualitativo

Quantitativo

Quantitativo

Qualitativo

1- Arredondado
2- Atenuado
3- Cuspidado
4- Acuminado
5- Agudo
1- Ausente (0)
2- Pouco (1-2)
3- Mediano (>2-4)
4- Elevado (>4)
1- Ausente
2- Basilaminar
3- Laminar
4- Marginal
5- Nerviaxilar
6- Apical
1- Muito curto (<2 cm)
2- Curto (2 a 3cm)
3- Médio (>3 a4cm)
4- Longo (>4cm)
1- Ausente (0)
2- Pouco (1-2)
3- Mediano (>2-4)
4- Elevado (>4)
1- Ausente
2- Adjacente ao limbo foliar
3- Proximo ao meio do peciolo
4- Adjacente & insercdo da folha no ramo
5- Distribuidos ao longo do peciolo

Tabela 2. Descritores da flor e classes fenotipicas (categoria) avaliados para P. cincinnata.

Descritores da flor

Caracteres

Categoria

DAH: Didmetro do hipanto

HAF: Horério e tempo de abertura das flores

COB: Comprimento da bractea

LAB: Largura da bractea

NUB: NUmero de bracteas

NNB: NUumero de nectarios na bractea

COS: Comprimento da sépala

LAS: Largura da sépala

NUS: NUmero de sépalas

Quantitativo

Quantitativo

Quantitativo

Quantitativo

Qualitativo

Quantitativo

Quantitativo

Quantitativo

Qualitativo
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Média de 10 flores por planta
Pré antese até fechamento total de 4 flores
por planta
1- Curto (<2 cm)
2- Médio (2a 4 cm)
3- Longo (>4 cm)
1- Curto (<2 cm)
2- Médio (2a 4 cm)
3- Longo (>4 cm)
1- Dois
2- Trés
3- Quatro
1- Ausente (0)

2- Pouco (1)

3- Mediano (2-4)
4- Elevado (>4)
1- Curto (<3cm)
2- Médio (3-6cm)
3- Longo (>6cm)
1- Estreita (<1 cm)
2- Média (1 a2 cm)
3- Larga (> 2 cm)
1- Trés
2- Quatro
3- Cinco



NNS: Nimero de nectarios na sépala

CMA: Comprimento do androginéforo

DEA: Diametro da extremidade da corona

BFC: Bandeamento nos filamentos mais longos
da corona

NAC: Numero de anéis coloridos nos
filamentos da corona

CAC: Coloragéo predominante dos filamentos
da corona

CFC: Comprimento dos anéis do filamento da
corona

DEC: Diametro externo da cavidade da corona
DIC: Diametro interno da cavidade da corona
COP: Comprimento da pétala

LAA: Largura da pétala

NUP: Ndmero de pétalas

CFE: Coloracdo dos filamentos erectos da
corona

FLC: Filamento mais longo da corona

PPA: Periodo predominante da antese

CPP: Coloragéo predominante no perianto

Quantitativo

Quantitativo

Quantitativo

Quialitativo

Quantitativo

Qualitativo

Quantitativo

Quantitativo
Quantitativo

Quantitativo

Quantitativo

Qualitativo

Qualitativo

Qualitativo

Quantitativo

Quialitativo
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1- Ausente (0)
2- Pouco (1)
3- Mediano (2-4)
4- Elevado (>4)

1- Muito curto (<0,5cm)
2- Curto (0,5-1cm)
3- Médio (>1-2cm)
4- Longo (>2-3cm)

5- Muito longo (>3cm)

1- Muito pequeno (<3 cm)
2- Pequeno (3-6.cm)
3- Médio (>6 -9 cm)

4- Grande (>9 — 12 cm)

5- Muito grande (>12 cm)

1- Ausente
2- Presente
1- Ausente
2-Um
3- Mais de um
1- Branca
2- Rosa
3- Roxa
4- Verde
5- Amarela
6- Vermelha
1- Ausente (Unica cor)
2- Estreita (<1cm)
3- Média (1-1,5cm)

4- Larga (>1,5cm)
Média de dez flores por planta
Média de dez flores por planta

1- Curto (<2 cm)

2- Médio (2-4 cm)

3- Longo (>4 cm)

1- Estreita (<0,5cm)
2- Média (0,5-1cm)
3- Larga (>1cm)

1- Trés
2- Quatro
3- Cinco
1- Ausente
2- Branca
3- Branca + rosa
4- Branca + roxa
5- Roxa
1- Lisos
2- Ondulados
1- Matutino
2- Vespertino
3- Noturno
1- Branca
2- Rosada
3- Vermelha
4- Vermelha-arroxeada
5- Roxa
6- Azul-arroxeada
7- Azul
8- Outro



CMP: Comprimento do pedudnculo

COA: Comprimento da antera

LAA: Largura da antera

NAN: NUmero de anteras

PAA: Presenca de antocianina no dorso da
antera

COV: Comprimento do ovario

DIO: Diametro do ovario

PAF: Presenca de antocianina no filete

PAE: Presenca de antocianina no estilete

PAA: Presenca de antocianina no androginéforo

NUE: NUmero de estigma

CFI: Comprimento do filete
CES: Comprimento do estilete
CBB: Concentracéo de brix bot&o floral

Quantitativo

Quantitativo

Quantitativo

Qualitativo

Qualitativo

Quantitativo

Quantitativo

Qualitativo

Qualitativo

Qualitativo

Qualitativo

Quantitativo
Quantitativo
Quantitativo

1- Curto (<2cm)
2- Médio (2-4cm)
3- Longo (>4cm)
1- Curto (<0,5cm)
2- Médio (0,5-1cm)
3- Longo (>1cm)
1- Estreita (<1,5mm)
2- Média (1,5mm-3,0mm)
3- Larga (>3,0mm)
1- Trés
2- Quatro
3- Cinco
4- Seis
1- Ausente
2- Poucos pontos
3- Muitos pontos
4- Outros
1- Curto <4mm)
2- Médio (4-8mm)
3- Longo (>8mm)
1- Estreita <1,5mm)
2- Média (1,5-3mm)
3- Larga (>3mm)
1- Ausente
2- Poucos pontos
3- Muitos pontos
1- Ausente
2- Poucos pontos
3- Muitos pontos
1- Ausente
2- Poucos pontos
3- Muitos pontos
1- Dois
2- Trés
3- Quatro
Média de 10 flores por planta
Média de 10 flores por planta

Média de 10 flores por planta

2.6 Analise da viabilidade polinica

A viabilidade do polen foi realizada em botdes florais de P. cincinnata diploides
e triploides, de acordo com Heslop-Harrison e Heslop-Harrison (1970) com pequenas
modificacdes. As anteras maduras e frescas foram excisadas e coradas com diacetato de
fluoresceina dissolvido em acetona (2 mg mL) combinado com 10% de sacarose durante
30 minutos. O polen fluorescente foi considerado viavel e os ndo fluorescentes como
inviaveis. Aproximadamente 1.060 gréos de pélen foram analisados, quantificados em
trés ldaminas, em pelo menos 20 campos aleatdrios com auxilio de um microscopio BX
51 (Olympus) com filtro apropriado no aumento de 20x. As imagens foram digitalizadas

usando o software CellSens (Olympus).
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3. RESULTADOS

3.1 Regeneracdo in vitro do tecido endospérmico e confirmacdo da triploidia

Endospermas de P. cincinnata utilizados como explante (Figura 1A),
apresentaram respostas morfogenéticas quando cultivados em meio MS suplementado
com 2,4-D + BA. Inicialmente, os endospermas que adquiriram competéncia
embriogénica, apresentaram intumescimento e sucessivas divisdes que levaram a sua
expansdo. Massas pro-embriogénicas de coloracdo amarelada foram observadas
principalmente nos tratamentos com 18,1 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA, na auséncia de
irradiancia. Aos 15 dias de cultivo in vitro ja se p6de observar a diferenciagédo celular
do embrido somatico (Figura 1B).

As culturas embriogénicas aos 30 dias de cultivo foram transferidas para meio
de maturacdo na auséncia de reguladores de crescimento, sob irradiancia e j& se observa
formacéo de embrides somaticos de forma indireta em estagio cotiledonar e, aos 45 dias
hé proliferacdo e o desenvolvimento de embriBes secundarios ocorrendo a diferenciacdo
de embrides somaticos no estagio cotiledonar (Figura 1C-D). Aos 90 dias plantulas
completas foram obtidas e, com 210 dias, plantas de origem a partir do tecido

endospérmico cultivadas em casa de vegetacao floresceram (Figura 1E-F).

— ’
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Figura 1. Sistema de regeneracéo in vitro a partir de tecido endospérmico maduro isolado como
fonte de explante para obtencéo de plantas triploides em P. cincinnata através da embriogénese
somatica. (A) Explante endospérmico utilizado para a regeneracdo in vitro de P. cincinnata
Bar. 20 um; (B) Indugdo de embrido somatico no estagio cordiforme a partir de endosperma
aos 15 dias de cultivo de MS suplementado com 18,1 uM 2,4-D e 4,5 uM BA. Bar. 40 um,; (C-
D) Maturacdo dos embribes somaticos no estagio cotiledonar apos 30 e 45 dias,
respectivamente, em meio MS % sob irradiancia. Bar. 80 um e 90 um; (E) Plantula triploide
regenerada a partir do endosperma aos 90 dias de cultivo. Bar. 5mm; (F) Planta triploide de P.
cincinnata em plena floracéo apo6s 210 dias de cultivo em casa de vegetacdo. Bar. 200mm.
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O maior potencial de inducdo da embriogénese somatica a partir do tecido
endospérmico ocorreu na combinag¢ado das concentragdes de 18,1 uM de 2,4-D + 4,5 uM
de BA, com numero médio de 9 (nove) embriBes por endosperma, apresentando
resultados significativamente superior ao tratamento com de 13,6 uM de 2,4-D ¢ 4,5 uM
BA, que produziu nimero médio de 2 (dois) embrides por endosperma. O tratamento
controle MS com auséncia dos reguladores de crescimento ndo proporcionou a formacao

de respostas embriogénicas.
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Figura 2. Nimero médio de embriGes somaticos por endosperma com 45 dias e de plantas
regeneradas por endosperma de P. cincinnata aos 90 dias de cultivo in vitro.

Apds o isolamento dos embrides e o cultivo em meio de MS na auséncia de
reguladores de crescimento, foi possivel a regeneracéo de plantas nos dois tratamentos
com reguladores de crescimento (Figura 2). Plantas completas de aproximadamente
10 cm foram consideradas regeneradas. O maior numero medio de plantas regeneradas
foi nos endospermas cultivados na presenca de 18,1 uM de 2,4-D e 4,5 uM de BA,
apresentando 7 (sete) plantas regeneradas por endosperma. As plantas regeneradas

foram aclimatadas sob condicdes de casa de vegetacao.
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A confirmacdo através da citometria de fluxo da triploidia das plantas
regeneradas in vitro pela via embriogénica estdo representadas na Figura 3A-B. A
quantidade de DNA da planta controle foi de 2.98 pg para plantas germinadas a partir
de semente, com coeficiente de variacdo de 2,6% (Figura 3A). As plantas regeneradas
in vitro a partir do endosperma foi de 4,38 pg e o coeficiente de variagdo de 2,8% e a
planta padrdo P. sativum 9,09 pg (Figura 3B). O numero cromossdmico das plantas
diploides de P. cincinnata originadas a partir de sementes foi de 18 cromossomos (2n=
2x= 18) (Figura 3C) e das plantas regeneradas a partir do endosperma pela via
embriogénica foi igual a 27 (3n= 3x= 27) (Figura 3D). As analises da citometria de fluxo

e do numero cromossdémico confirmaram a triploidia das plantas regeneradas in vitro.
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Figura 3. Estimativa do contedo de DNA nuclear através das analises de citometria de fluxo
em plantas (2n) e (3n) de P. cincinnata e avaliagdo cromossdmica. (A) Histograma do contetido
de DNA nuclear de plantas germinadas de semente; (B) Histograma do conteido de DNA
nuclear de plantas regeneradas in vitro a partir do tecido endospérmico de P. cincinnata; (C)
Numero de cromossomos de plantas derivadas de sementes de P. cincinnata (2n = 2 x = 18);
(D) Numero de cromossomas derivado de plantas regeneradas de endosperma (3n =3 x = 27).
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3.2 Caracterizacdo morfoagrondmica de plantas triploides

Dos 57 descritores das classes fenotipicas avaliados, 45 apresentaram diferencas
na caracterizagdo morfoagrondmica entre as plantas triploides obtidas a partir do tecido
endospérmico, regenerados pela via embriogénica, e os seus respectivos diploides.

Os descritores morfoagrondmicos avaliados e a frequéncia das classes
fenotipicas das plantas e das folhas dos diploides e triploides estdo descritas na Tabela
3. A coloragdo predominante dos ramos das plantas diploides de P. cincinnata foi verde-
escura, com hastes cilindricas de didmetro médio de 7,62 mm (Tabela 4). As folhas sdo
de coloracdo verde, inteiras, trilobadas e pentalobadas, na maior parte seccionadas
(Figura 4A), com tamanho médio entre 128,8 - 165,7 mm e largura média de 162,2 -
180,7 mm, de sinus profundo com 3,21 nectarios, com peciolos de comprimento médio,
variando de 37,79 - 50,51 mm, nectarios em nimeros mediano, entre 1,9 a 2,0,
localizados adjacentes a insercdo da folha do ramo.

As plantas triploides de P. cincinnata exibem ramos com coloragdo variando
entre verde-escura a verde-arroxeada (Tabela 3), com haste cilindrica de didmetro médio
de 8,46 mm, e as folhas possuem uma variagdo em formatos desde inteira a pentalobada,
entretanto, em sua maioria séo trilobadas (Figura 4B), de coloracdo verde a verde-
escura, com sinus profundo, seccionada de tamanho variando entre 160,2 a 180,7 mm,
largura média de190,7 - 211,8 mm com nectarios em nimero médio de 3,71. Os peciolos
apresentam comprimento médio de 50,95 mm, variando entre 40,54 - 56,74 mm, com
nectarios localizando-se adjacentes ao limbo foliar e a inser¢édo da folha no ramo, em

nimero médio de 2,12 (Tabela 4).

Tabela 3. Descritores avaliados e frequéncia das classes fenotipicas (categoria) avaliados em
10 plantas diploides e triploides de P. cincinnata.

Descritores da Categoria Frequéncia (%) Frequéncia (%)
planta e folhas Diploide Triploide
2- Verde-escura 2 (30%)
CPR 3- Verde-arroxeada 2 (100%) 3 (70%)
FHE 1- Cilindrica 1(100%) 1 (100%)
2- Pouca (mais verde que roxo) 2 (50%)
PAR 3- Média (mais roxo que verde; 2 (100%) 3 (50%)
verde-arroxeada)
1- Muito curto (<4cm) 1 (2%) 4 (11%)
CLF 4- Longo (12 a 16¢cm) 4 (57%) 5 (89%)
5- Muito longo (>16cm) 5 (41%)
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LLF

PSL

FOF

DLF

PHE

COF

FBF

FAF

NNE

PON

CPL

NNP

PNP

4- Longo (12 a 16cm)
5- Muito longo (>16cm)

2- Adjacente ao limbo foliar
4- Adjacente a insercao da folha

1- Ausente
4- Profunda
1- Lanceolada
6- Fendida
8- Seccionada
1- Inteira
3- Trilobada
4- Pentalobada
1- Ausente
2- Presente
1- Verde-clara
2- Verde
3- Verde-escura
1- Arredondada
3- Atenuada
7- Digitiforme
1- Arredondado
2- Atenuado
4- Acuminado
1- Ausente (0)
2- Pouco (1-2)

3- Mediano (>2-4)

4- Elevado (>4)
1- Ausente
2- Basilaminar
4- Marginal

3- Médio (>3 a4cm)

4- Longo (>4cm)
2- Pouco (1-2)

3- Mediano (>2-4)

4- Elevado (>4)

Nno ramo

4 (16%)
5 (84%)

1 (3%)

4 (97%)

1 (3%)

8 (97%)

1 (1%)

3 (71%)
4 (28%)

2 (100%)

1 (14%)
2 (77%)

3 (9%)
1 (3%)
3 (8%)

7 (89%)

1 (8%)

2 (11%)
4 (81%)
1 (11%)
2 (13%)
3 (76%)

1 (11%)
4 (89%)
3 (24%)
4 (76%)

2 (100%)

4 (100%)

4 (1%)
5 (99%)
1 (4%)
4(96%)
1 (4%)
6 (1%)
8 (95%)

1 (4%)
3 (96%)

1 (60%)
2 (40%)
1 (4%)
2 (62%)
3 (34%)
1 (1%)
3 (9%)
7 (90%)
1 (9%)
2 (6%)
4 (85%)
1 (2%)
2 (4%)
3 (92%)
4 (2%)
1 (1%)
2 (2%)
4 (97%)

4 (100%)

2 (94%)
3 (3%)
4 (3%)

2 (4%)
4 (96%)

Tabela 4. Valores médio, minimo e maximo (mm) dos descritores quantitativos dos caracteres

morfoagrondmicos da haste e folhas das plantas diploides e triploides de P. cincinnata.

Descritores

P.cincinnata -~ CLF LLF NNE CPL NNP

Diploide 762 (6,6- 165539 (116,1- 176,77 (124.3- 321 (0- 4456 (357- 1,95 (L-
8,5) 188,2) 227,1) 4) 57,8) 2)

Triploids 8,46 (8,0- 172,49 (147,9- 199,50 (146,9- 371(0- 5095 (427- 212 (2-
9,1) 213,0) 278,7) 6) 69,5) 5)

DIH= Diametro da haste; CLF= Comprimento do limbo foliar; LLF= Largura do limbo foliar; NNE= Numero de
nectarios no limbo foliar; CPL= Comprimento do peciolo; NNP= Numero de nectarios no peciolo.
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Figura 4. Dimorfismo foliar em P. cincinnata. (A) Folhas coletadas no terco médio de plantas
obtidas a partir da germinacdo de sementes. Bar.11mm; (B) Folhas coletadas no ter¢co médio de
plantas regeneradas a partir do endosperma. Bar. 12mm.

O florescimento das plantas diploides e triploides ocorreram aos 210 dias apds
a transferéncia para 0s vasos em casa de vegetacao. Da producdo dos botdes florais até
a antese foram necessarios entre 22 a 26 dias para as plantas diploides e de 17 a 21 dias
para as triploides. A antese das flores diploides ocorreu aproximadamente as 05:20 horas
da manha e fecham as 20:00 horas. J& nas triploides, ocorreu a antese as 05:00 horas da
manha e o fechamento das flores as 20:30 horas.

As flores das plantas diploides apresentaram colora¢fes mais suaves (Tabela 5),
com cores variando de rosa purpuro, lilas a roxa (Figura 5A-E). O hipanto é
campanulado, com diametro médio de 7,62 mm, com trés bracteas, cinco sépalas e
pétalas (Figura 6A), com comprimento médio de 31,93, 41,86 e 40,54 mm e largura
média de 17,17, 15,08 e 9,4 mm, respectivamente (Tabela 6). A coloracdo do perianto,
regido interna que abrange as pétalas e sépalas, variou de branco a azul-roxeado (Figura
5A-E). O diametro foi de 84,7 a 120,1 mm para a corona e seus filamentos sao ondulados

com coloragdo predominante na cor rosa, com 3,03 anéis coloridos e comprimento
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médio de 19,09 mm (Tabela 6). O opérculo é de cor branca com rosa e a cavidade da
corona tem diametro externo e interno de 98,29 e 4,69 mm, respectivamente (Figura
6F). Na cavidade da corona foi extraido o néctar para analise da concentragéo de brix,
no qual apresentou valor medio de 30,91% (Figura 5).

As flores possuem cinco anteras (Figura 6D), em comprimento médio de 12,05
mm e largura de 5,36 mm. Algumas anteras apresentaram em seu dorso auséncia de
antocianina e outras variaram de poucos a muitos pontos (Figura 6D). Da mesma forma,
seus filetes continham auséncia ou presenca de antocianina, variando de poucos a muitos
pontos, com comprimento médio de 11,20 mm. Com comprimento médio de 18,94 mm,
0 estilete apresentou trés estigmas com poucos pontos de antocianina. O androgin6foro
exibiu comprimento de10,46 mm, com poucos pontos de antocianina (Figura 6F), e,
logo acima, o ovario teve comprimento mediano, com 6,58 mm e largura de 5,10 mm.

As plantas triploides produziram flores com tonalidades mais intensas, com sete
variedades de flores, desde roxas-escuras ao rosa-purpura (Figura 8A-G). O didmetro
do hipanto variou de 8,0 a 9,1 mm, de formato campanulado. As flores sdo formadas de
trés bracteas com largura média de 20,12 e comprimento de 37,93 mm, com nimero alto
de nectarios, média de 20,3 (Tabela 6). Sépalas e pétalas sdo cinco e com grande
quantidade de antocianina, predominando as de coloragdo roxa-escura (Figura 5B), com
comprimento médio de 49,16 e 45,13 mm e largura média de 17,39 12,45 mm,
respectivamente. As séries internas ou perianto, apresentam coloracdo roxa a azul-
arroxeada (Figura 8A-G). Os filamentos da corona sdo ondulados, com média de 3,62
anéis distribuidos ao longo de 22,79 mm de comprimento com coloracdo roxa. O
didmetro da corona variou de 104,2 a 142,1 mm (Tabela 6).

A cavidade interna e externa apresentou diametro de 5,59 e 15,88 mm e o
opérculo é de cor branca com rosa, branca com roxa e roxa. A concentracdo de brix do
néctar extraido do botdo floral foi de 39,26% (Figura 8). As anteras, em numero de
cinco, apresentaram em seu dorso auséncia de antocianina e outras variaram de poucos
a muitos pontos (Figura 6E), com comprimento médio foi de 13,87 e largura de 5,75
mm, e filetes com comprimento médio de 12,68 mm, com auséncia ou presenca de
antocianina, variando de poucos a muitos pontos. Os trés estigmas, em sua maioria,

apresentaram hercogamia ou deflexdo, estando préximos ou na linha das anteras, ou
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ainda, acima da linha das anteras (Figura 6C). O conjunto com o estilete apresentou
21,61 mm com varios pontos de antocianina (Figura 7E). O androginéforo possui
comprimento de 12,67 mm, com varios pontos de antocianina. O comprimento do ovario

foi de médio a longo com 8,29 mm e largura de 5,75 mm.

Tabela 5. Descritores e frequéncia da classe fenotipica (categoria) avaliados em 10 plantas
diploides e triploides de P. cincinnata.

Descritores da . Frequéncia (%) Frequéncia (%0)
flor Categoria Diploide Triploide
2- Médio (2a 4 cm) 2 (90%)
coB 3- Longo (>4 cm) 2 (100%) 3 (10%)
LAB 1- Curto (<2 cm) 1(93,67%) 1 (37,33%)
2- Médio (2 a4 cm) 2 (6,33%) 2 (62,67%)
NUB 2 —Trés 2 (100%) 2 (100%)
NNB 4- Elevado (>4) 4 (100%) 4 (100%)
2- Médio (3-6cm) 2 (99%)
COS 3- Longo (>6¢cm) 2 (100%) 3 (1%)
2- Média (1a2cm) 0 2 (97,8%)
LAS 3- Larga (>2cm) 2 (100%) 3(2,2%)
NUS 3- Cinco 5 5
NNS 3- Mediano (2-4) 3 (40%) 3 (10%)
4- Elevado (>4) 4 (60%) 4 (90%)
COA 2- Curto (0,5-1cm) 2 (34%) 2 (1%)
3- Médio (>1-2cm) 3 (66%) 3 (99%)
3- Médio (>6 — 9 cm) 3 (22%) 0
DEA 4- Grande (>9 — 12 cm) 4 (77%) . gggof’g
5- Muito grande (>12 cm) 5 (1%) 0
BFC 2- Presente 2 (100%) 2 (100%)
1- Ausente o
NAC 2-Um 2 (2%) 3 (100%)
3- Mais de um 3 (98%)
CAC 2- Rosa 2 (70%) 2 (10%)
3- Roxa 3 (30%) 3 (90%)
3- Média (1-1,5cm) 3 (11%) 0
CFC 4- Larga (>1,5cm) 5 (89%) 5 (100%)
cop 2- Médio (2-4 cm) 2 (44%) 2 (3%)
3- Longo (>4 cm) 3 (56%) 3 (97%)
LAA 2- Média (0,5-1cm) 2 (28,8%) 2 (2,8%)
3- Larga (>1cm) 3 (71,2%) 3 (96,2%)
NUP 3- Cinco 5 5
3- Branca + rosa 3 (70%) 3 (15%)
CFE 4- Branca + roxa 4 (25%) 4 (50%)
5- Roxa 5 (5%) 5 (35%)
FLC 2- Ondulados 2 (100%) 2 (100%)
PPA 1- Matutino 1 (100%) 1 (100%)
- Branca 1 (20%) 1 (10%)
CPP 6- Azul-arroxeada 6 (10%) 5 (70%)
0, 0,
8- Outro 8 (10%) 6 (20%)
1- Curto (<2cm) 1 (10%) 1 (2%)
CPO 2- Médio (2-4cm) 2 (78%) 2 (62%)
3- Longo (>4cm) 3 (12%) 3 (36%)
2- Médio (0,5-1cm) 2 (3,6%)
CAA 3- Longo (>1cm) 3 (96,4%) 3 (100%)
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LGA 3- Larga (>3mm) 3 (100%) 3 (100%)

NAN 3- Cinco 3 (100%) 3 (100%)
1- Ausente 1 (13%) 1 (3%)
PAA 2- Poucos pontos 2 (36%) 2 (21%)
3- Muitos pontos 3 (51%) 3 (76%)
covV 2- Médio (4-8mm) 2 (95%) 2 (44%)
3- Longo (>8mm) 3 (5%) 3 (56%)
DIO 2- Média (1,5-3mm) 2 (80%) 2 (10%)
3- Larga (>3mm) 3 (20%) 3 (90%)
1- Ausente 1 (12%) 1 (3%)
PAF 2- Poucos pontos 2 (68%) 2 (23%)
3- Muitos pontos 3 (20%) 3 (74%)
1- Ausente 1 (11%) 1 (3%)
PAE 2- Poucos pontos 2 (72%) 2 (23%)
3- Muitos pontos 3(17%) 3 (74%)
1- Ausente 1 (13%) 1 (3%)
PAA 2- Poucos pontos 2 (64%) 2 (25%)
3- Muitos pontos 3 (23%) 3 (72%)
NUE 2- Trés 2 (100%) 2 (100%)

Figura 5. Flores diploides de plantas obtidas através da germinacdo de sementes de P.
cincinnata cultivadas em casa de vegetacdo. A-E: Diversidade de coloracdo e formato das flores
das plantas diploides de P. cincinnata. A= Bar. 11mm; B= 7mm; C= 7mm; D=7mm; D= 7mm.
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Tabela 6. Valores médio, minimo e méximo (mm) dos descritores quantitativos dos caracteres
morfoagrondmicos das flores das plantas diploides e triploides de P. cincinnata.

Descritores

P. cincinnata DAH COB LAB NNB
Diploide 14,55 (11,8-16,3) 31,93 (27,3-37,7) 17,17 (13,5-22,1) 14,2 (10-24)
Triploide 18,01 (13,3-20,2) 37,93 (27,0-41,5) 20,12 (14,3-23,1) 20,3 (15-27)

P. cincinnata Descritores

COosSs LAS NNS COA
Diploide 41,86 (30,0-50,5) 15,08 (11,6-18,3) 5,6 (2-12) 10,46 (7,9-13,5)
Triploide 49,16 (39,3-60-9) 17,39 (11,8-22,0) 9,3 (4-14) 12,67 (9,9-14,9)
P. cincinnata Descritores
DEA NAC CFC DEC
Diploide 98,29 (84,7-120,1) 3,03 (1-4) 19,09 (11,8-23,2) 14,17 (11,6-16,4)
Triploide 119,15 (104,20-142,1) 3,62 (2-5) 22,79 (19,4-26,1) 15,88 (12,8-19,2)
P. cincinnata Descritores
DIC COP LAA CPO
Diploide 4,69 (3,4-6,1) 40,54 (30,0-49,5) 9,4 (5,6-13,5) 30,23 (11,3-47,1)
Triploide 5,59 (3,7-6,5) 45,13 (37,9-49,5) 12,45 (9,59-15,6) 36,33 (18,7-48,6)
P. cincinnata Descritores
CAA LGA cov DIO
Diploide 12,05 (8,2-14,7) 5,36 (3,9-6,9) 6,58 (4,96-8,7) 5,10 (3,3-5,9)
Triploide 13,87 5,75 (3,4-7,7) 8,29 (5,8-11,5) 5,93 (4,3-7,4)
P. cincinnata Descritores
CFl CES CBB
Diploide 11,20 (8,0-13,6) 18,94 (14,4-22,1) 30,91 (21,0-41,5)
Triploide 12,68 (10,7-17,1) 21,61 (18,9-24,6) 39,26 (32,0-49,0)

DAH= Diametro do hipanto; COB= Comprimento da bractea; LAB= Largura da bractea; NNB= NUmero de
nectario na bractea; COS= Comprimento da sépala; LAS= Largura da sépala; NNS= Numero de nectérios na
sépala; COA= Comprimento do androginéforo; DEA= Didmetro da extremidade da corona; NAC= Ndmero de
anéis coloridos nos filamentos da corona; CFC= Comprimento dos anéis do filamento da corona; DEC= Diametro
externo da cavidade da corona; DIC: Diametro interno da cavidade da corona; COP= Comprimento da pétala;
LAA; Largura da pétala; CPO: Comprimento do pedinculo; CAA= Comprimento da antera; LGA= Largura da
antera; COV= Comprimento do ovario; DIO= Diametro do ovario; CFl= Comprimento do filete; CES=
Comprimento do estilete; CBB= Concentracao de brix botéo floral.
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Figura 6. Plantas triploides cultivadas em casa de vegetagéo regeneradas a partir do tecido
endosperma de P. cincinnata e plantas germinadas a partir de sementes como controle. A)
Sépalas da flor diploide, sépalas da flor diploide e pétalas da flor diploide. Bar. 10mm; B)
Sépalas da flor triploide, sépalas da flor triploide, pétalas da flor triploide. Bar. 11mm; C) Flor
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diploide. Bar. 11mm; D) Flor triploide. Bar. 13mm; E) Auséncia de antocianina no dorso da
antera flor diploide, comprimento da antera flor diploide, poucos pontos de antocianina no filete
da flor diploide, comprimento do filete flor diploide, poucos pontos de antocianina estilete flor
diploide, comprimento estilete flor diploide. Bar. 5mm; F) Pontos de antocianina no dorso da
antera flor triploide, comprimento da antera flor triploide, varios pontos de antocianina filete
da flor triploide, comprimento do filete flor triploide, varios pontos de antocianina estilete flor
triploide e comprimento estilete flor triploide. Bar. 5mm; G) Diadmetro ovario flor diploide,
pontos de antocianina, comprimento do androginoforo flor diploide, diametro externo e interno
da cavidade da corona flor diploide e diametro do hipanto flor diploide. Bar. 6mm; H) Didmetro
do ovario flor triploide, pontos de antocianina e comprimento do androginoforo flor triploide,

didmetro externo e interno da cavidade da corona flor triploide e didmetro do hipanto flor
triploide. Bar 5mm.
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Figura 7. Porcentagem média da concentracdo de brix do botdo floral de plantas diploides e
triploides de P. cincinnata e os valores minimo e maximo nas 10 plantas avaliadas.
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Figura 7. Flores das plantas triploides de origem a partir do cultivo in vitro do tecido
endospérmico pela via embriogénica de P. cincinnata, cultivadas em casa de vegetacdo. A-G:
Diversidade de coloracéo e formas das flores das de plantas triploides de P. cincinnata. A) Bar.

12mm; B) Bar. 6mm; C) Bar. 6mm; D) Bar. 6mm; E) Bar. 6mm; F) Bar. 6mm; G) Bar. 6mm.

3.3 Viabilidade polinica

A viabilidade polinica das plantas diploides foi de 98,21%, da analise de 1.062
polens, ou seja, do total quantificado 1043 foram viaveis e 19 inviaveis (Figura 10F).
As triploides tiveram a mesma performance, tendo 97,82% de viabilidade polinica, na
quantificacdo de 1057 graos de polen, onde 1034 foram viaveis e 23 inviaveis (Figura
10F). Os grdos de podlen das plantas diploides apresentaram menor tamanho (Figura
10A-B) em comparagéo as plantas triploides de P. cincinnata, que exibiram maiores
varia¢Bes no tamanho, formato e intensidade de fluorescéncia, sugerindo que os gréos
de pdlen das plantas triploides apresentam maiores contetdos de DNA. Os grdos de

polen viadveis sdo maiores, com a coloracdo fluorescente mais intensificada e com
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formas variaveis (Figura 10C). A inviabilidade polinica foi observada nos graos de pélen
menores e opacos conforme observado na Figura 10D. As planta triploides apresentaram

grdos de pdlen com formatos alterados e irregulares (achatado), conforme exemplificado

na figura 10E.
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Figura 10. Andlise da viabilidade polinica de plantas diploides e triploides de P. cincinnata
regeneradas a partir do cultivo in vitro do endosperma. A) Graos de p6lens viaveis e inviaveis
de plantas diploides (*Viaveis; **Inviaveis); B) Polens de plantas diploides em destaque
(*Viavel; **Inviavel); C) Gréos de polen de planta triploide com dimensdo maior; D) Gréo de
polen invidvel de plantas triploides; E) Grdos de polen de plantas triploides em dimens6es
variaveis; F) Viabilidade polinica de pdlens diploides e triploides.

4. DISCUSSAO

O sistema de regeneracdo de endosperma a partir da embriogénese somaética para
producdo de plantas triploides foi estabelecido para P. cincinnata. Neste trabalho,
reproduzindo o protocolo responsivo de embriogénese somatica de Silva et al. (2009),
foi possivel a obtencdo de plantas triploides completas e estaveis a partir do tecido

endospérmico de P. cincinnata, devido ao excelente desempenho in vitro com elevada
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frequéncia de formacao de regenerantes dessa espécie e 0 equilibrio de auxina/citocinina
(18,1 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA), demonstrando que o 2,4-D + BA ativam genes
responsaveis pela aquisi¢cdo da competéncia celular, determinacédo e diferenciacdo de
celulas embriogénicas em embrides somaticos (Otoni et al., 2013; Rocha et al., 2015)

Antoniazzi et al. (2018) e Faria et al. (2018) relataram com sucesso a capacidade
de expressdo de genes de pluripoténcia e a alta expressividade desses genes em células
meristematicas do tecido endospérmico de P. edulis e P. cristalina, respectivamente.
Silva et al. (2009) e Otoni et al. (2013) ja consideravam a espécie P. cincinnata como
referéncia do género na embriogénese somatica, por exibir alta responsividade ao
cultivo in vitro e expressiva resposta embriogénica. Paim Pinto et al. (2011) relataram
baixo grau de instabilidade cromossomica.

O tecido endospérmico é considerado uma fonte importante de explante para a
regeneracdo direta de plantas triploides e a via embriogénica foi utilizado com sucesso
para um reduzido namero de plantas frutiferas como Citrus nobilis Lour. (Kosmiatin et
al., 2014), Mangifera indica L. (Hindaningrum et al., 2014) e Persea americana
(Sukmara et al.,, 2014), devido a dificuldade de estabelecimento de protocolos
responsivos de embriogénese somatica em diversas espécies. As plantas triploides de P.
cincinnata originadas a partir do tecido endospérmico pela via embriogénica cultivadas
in vitro tiveram a estabilidade genética confirmadas através da citometria de fluxo e da
analise cromossémica as quais apresentaram conteudo de DNA nuclear de 4,38pg € a
diploide 2,98pg, com ndmero cromossdmico de 2n=27 e 2n=18, respectivamente.
Antoniazzi et al. (2018) regenerando in vitro plantas triploides de P. edulis com o uso
do tecido endospérmico também observaram a estabilidade genética com 2n=18 para as
plantas diploides e 2n=27 cromossomos para as plantas triploides.

O fendbmeno da alteracdo estrutural e funcional do genoma causada pela triploidia
é reconhecido como uma fonte de diversidade genética (Serapiglia et al. 2014; Spoelhof
et al., 2017). A anélise da frequéncia fenotipica indicou a existéncia de variabilidade
genética intraespecifica entre plantas da mesma ploidia (diploide x diploide; triploide x
triploide) e interespecifica entre as plantas diploides e triploides de P. cincinnata, como
descrito na Tabelas 3 e 5. Isso demonstra que P. cincinnata apresenta expressiva

variabilidade para varios caracteres de interesse agronémico e que o nivel de ploidia
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influenciou no aumento da variabilidade genética das classes fenotipicas avaliadas. Por
exemplo, a variedade de folhas e flores distinguiu dentro das plantas diploides e
triploides e entre as plantas diploides e triploides, evidenciando a variabilidade na
expressdo fenotipica, ocasionada pela variabilidade genética de plantas oriundas de
sementes e de plantas triploides regeneradas do tecido endospérmico, promovendo o
aumento de polimorfismo desses genotipos.

A maioria dos descritores (79%) apresentaram polimorfismo, ou seja, ocorreu
variacdo fenotipica que pode ser separada em classes distintas e bem definidas. Apenas
os descritores formato da haste, presenca de heterofilia, nimero de bracteas, nimero de
nectarios na bractea, nimero de sépalas, bandeamento nos filamentos mais longos da
corona, numero de pétalas, filamento mais longo da corona, periodo predominante da
antese, largura da antera, nimero de anteras e nimero de estigmas ndo diferenciaram-se
entre as plantas e os niveis de ploidia.

O baixo percentual de monomorfismo (21%) é indicativo da alta variabilidade
geneética inter e intraespecificas das plantas analisadas. Segundo Nobrega et al. (2017) e
Fonseca et al. (2017), P. cincinnata é uma espécie polimorfa, apresentando variabilidade
quanto ao tamanho do fruto, cor da flor e heterofilia das folhas. Paiva et al. (2014) e
Oliveira et al. (2018) verificaram alta variabilidade genética em nivel inter e
intraespecifica nas espécies de Passiflora. Alta variabilidade genética intraespecifica
foram observados por Araujo et. al. (2008) e seus colaboradores em acessos da espéecie
silvestre de P. cincinnata.

Diferencas significativas foram observadas para todas as caracteristicas
morfoldgicas avaliadas entre plantas triploides e diploides. Comparadas aos diploides,
as plantas triploides apresentaram folhas com maior comprimento (213,0+£172,49mm) e
largura (278,7£199,50mm), flores maiores (142,1+119,15mm), maior didmetro do
ovario (7,4£5,93mm) e da cavidade interna da corona (6,5+5,59mm).

Essa superioridade das plantas triploides pode ser explicado devido ao efeito
imediato do aumento de ploidia, que provoca mudancas na expressdo génica (Simon-
Porcar et al., 2017; Ligin et al., 2019; Du et al., 2020), alterando as formas fenotipicas
dos triploides (Padoan et al. 2013; Tiku et al., 2014), tornando-o0s capazes de ser

visivelmente diferentes dos diploides (Alam et al., 2015; Sattler et al., 2016). Além
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disso, tem ficado claro que essas modificacdes fenotipicas observadas nas plantas
triploides influenciam no incremento dos oOrgdos vegetativos (efeito “gigas”),
proporcionando maior altura, area foliar, comprimento médio do peciolo, folhas e flores
(Liao et al., 2016; Nakel et al., 2017; Ligin et al., 2019; Du et al., 2020).

As folhas das plantas triploides também apresentaram variabilidade genética,
exibindo formas inteiras e trilobadas, enquanto que nas diploides ocorreu predominancia
de folhas pentalobadas, com pequena frequéncia de folhas trilobadas. Aradjo (2007),
identificou varia¢6es na morfologia foliar entre acessos diploides de P. cincinnata, com
plantas de folhas simples ou inteiras, trilobadas e pentalobadas, entretanto, observamos
que as plantas triploides de P. cincinnata apresentaram maior diversificagdo na
morfologia foliar (Figura 4B). Observag6es semelhantes foram relatadas por Ligin et al.
(2019), onde as plantas triploides de Populus apresentaram variagfes na morfologia
foliar em relacdo aos seus parentais diploides e aos tetraploides.

Os triploides de P. cincinnata exibiram 7 (sete) variagdes nos tipos de flores, com
predominancia de coloracdo roxa, corona com coloracdo azul arroxeada e formato
ondulado dos filamentos. A adicdo de ploidia em plantas de P. cincinnata provocou
alteracOes na expressao dos genes e induziu a ocorréncia de coloragdes fenotipicamente
variadas das flores. A diversidade floristica encontrada nas plantas triploides demonstra
que essa espécie possui atributos ornamentais e que o sistema de regeneracdo de plantas
triploides pelo endosperma é interessante para aumentar a diversidade de flores e a
producdo de plantas estaveis. A inducdo de poliploidia em espécie de orquidea
proporcionou flores maiores, com coloragédo variada e maior tempo de duragéo (Vichiato
et al., 2014).

Segundo Manzoor et al. (2019), a poliploidia é importante para o
desenvolvimento de novas variedades ornamentais, com folhas e flores de colorac6es
mais intensas e maior espessura, pétalas mais grossas e maior durabilidade de floracao.
Mikovski et al., (2019) e Rocha et al. (2020) em suas revisdes sobre o género Passiflora
destacam o carater ornamental das espécies desse género e indicam a cultura de tecidos
como uma importante ferramenta para a producdo de plantas ornamentais em larga

escala.
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Os botdes florais das plantas triploides de P. cincinnata apresentaram valores
significativamente maiores (49,0+39,26) de brix que os seus respectivos diploides
(41,4£30,91). Melancias triploides (Kawamura et al., 2018) e uvas triploides (Jediyi et
al., 2019) também apresentaram, similarmente, valores maiores de solidos sollveis
totais frente a seus diploides. Maiores valores de Brix encontrados nas plantas triploides
de P. cincinnata explicam o fato de porque essas plantas exibiram maior didmetro
interno da cavidade da corona, pois, de acordo com Rodriguez-Pefia et a. (2016) e
Rangel Junior et al. (2018), a maior concentracdo de acucar provavelmente esta
relacionada a uma maior quantidade de volume, resultando em uma camara nectarifera
maior.

A espécie P. cincinnata é auto incompativel e depende de polinizadores do
género Xylocopa para a producéo de frutos (Kiill et al., 2010). Por apresentar oferta de
néctar em quantidades superiores as plantas diploides e também maior periodo de
abertura das flores, essas plantas triploides surgem como estratégias para aumentar a
atratividade de polinizadores e melhorar a eficiéncia da polinizagdo natural,
influenciando diretamente no aumento da produtividade, ao ser plantadas nas bordas dos
cultivos comerciais de Passiflora.

O maracuja apresenta grande variabilidade genética de espécies e variedades
que podem ser utilizadas em programas de melhoramento de porta enxertos e
diversificar a produgdo com novas cultivares e desenvolver novas plantas ornamentais
e medicinais (Zeraik et al., 2010; Meletti, 2011, Faleiro et al., 2015; Cerqueira-Silva et
al., 2016; Sozo et al., 2016; Bruckner et al., 2018). As plantas triploides de P. cincinnata
apresentaram maior didmetro de hastes que os diploides. O diametro das hastes é uma
das caracteristicas determinantes para que uma espécie de maracujazeiro seja
recomendada como porta-enxerto e em hastes de menor didmetro proporciona baixo
vigor vegetativo ao longo do ciclo, reduzindo a produtividade (Cavichioli et al., 2017).

A cOpia extra de cromossomos e seus impactos na planta triploide de P.
cincinnata, de fato concedeu incremento aos tamanhos dos Orgdos vegetativos. A
triploidia aumentou significativamente a diversidade morfoldgica das folhas e flores,

com proporgdes fundamentalmente uteis para a producédo de plantas ornamentais.
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Os resultados da caracterizagdo morfoagrondmica das plantas triploides de P.
cincinnata so foi possivel devido a responsividade do tecido endospérmico na producéo
de embrides somaticos e plantas completas. A cultura do endosperma demonstrou ser
um método direto para regeneracdo de plantulas triploides dessa espécie em apenas 90
dias. Assim, pela primeira vez é relatado dados morfoldgicos quantitativos e qualitativos
de plantas triploides regeneradas do tecido endospérmico pela via embriogénica no
género Passiflora, abrindo novas perspectivas de aplicacdo desse estudo em outras
especies, tornando-se uma eficiente ferramenta para o melhoramento genético do

género.

5. CONCLUSOES

Foi possivel a obtencdo de plantas triploides através da regeneracdo do tecido
endospérmico de P. cincinnata por meio da embriogénese somatica. O sistema de
regeneracdo comprovou ser eficiente para producgéo de plantas triploides geneticamente
estaveis com 2n= 3x = 27 cromossomos, através da citometria de fluxo.

As plantas triploides mostraram-se superiores nas caracteristicas vegetativas e
nos atributos florais e foliares. A planta apresenta folhas grandes e perenes, flores de
maior tamanho e coloridas com longo periodo de florescimento. As folhas e flores séo
consideradas atrativos do ponto de vista ornamental. Novos conhecimentos na obtencgéo
de triploidia através de sistema responsivo de regeneracdo in vitro abrem novas
perspectivas para o melhoramento de espécies de maracujazeiros para 0 mercado de

plantas ornamentais e frutiferas.
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CAPITULO 111
Comportamento de plantas triploides de Passiflora cincinnata Mast. induzidas
por biostimulantes Azospirillum brasilense e Bacillus subitilis na producio de
enzimas oxidativas e litica

1. INTRODUCAO

As plantas possuem a capacidade de reagir aos ataques das doencas por meio de
respostas de defesa, as quais sdo ativadas pela interacdo de uma molécula indutora com
as proteinas da membrana da célula vegetal, sem alteracdo do genoma da planta (Baysal
et al., 2013). Essas respostas estdo associadas a rea¢fes bioquimicas e fisiologicas, as
quais promovem a defesa vegetal, sendo denominada de inducéo de resisténcia (Mattos
Jr.etal., 2010; Lorenzetti et al., 2018).

O uso das rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP),
Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis, ttm desempenhado agdo sinalizadora de
defesa das plantas contra patdgenos ao promover a resisténcia sistémica induzida (RSI).
A reducdo dos sintomas de doencas em plantas ocorre devido aos estimulos
proporcionados por essas bactérias no incremento das concentracdes de proteinas
relacionadas a patogénese e na ativacdo das enzimas oxidativas (peroxidase e
polifenoloxidase), relacionadas a reducédo da severidade da doenca e a hidrolitica (B-1,3
glucanase) que atua na degradacdo da parede celular do patégeno, dificultando ou
impedindo sua acdo patogénica (Higaki; Araujo, 2012; Shafie et al., 2016; Bulegon et
al., 2016; Lastochkina et al., 2019).

Os mecanismos de acdo das cepas de B. subtilis possuem amplo espectro,
promovendo efeito protetor a diversas espécies de plantas contra pragas (Garcia-
Gutiérrez et al., 2013; Prabhukarthikeyan et al., 2017), estresse salino (Lastochkina et
al., 2017) doencas de ciclo produtivo (Adam et al., 2014; Chandrasekaran; Chun, 2016)
e de pos-colheita (Kim et al., 2015; Kilani-Feki et al., 2016; Arroyave-Toroa et al.,
2017). Similarmente, a aplicacdo de A. brasilense tém desencadeando resisténcia,
auxiliando no controle de doencas (Sankari et al., 2011) estresse hidrico (Bulegon et al.,
2016) e estresse salino (Fasciglione et al., 2015).

Plantas poliploides atualmente sdo importantes cultivares de interesse na
agricultura moderna (Corneillie et al., 2019; Liquin et al., 2019). A poliploidia altera
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significativamente as funcbes bioquimicas dos genomas das plantas. As alteracGes
fisiol6gicas imediatas nos poliploides permitiram a adaptacdo das novas plantas em
ambientes com condi¢Oes desafiadoras (Deng et al., 2012; Chao et al., 2013; EImaghrabi
et al., 2013; Padoan et al., 2013; Wang et al., 2013; del Pozo e Ramirez-Parra, 2014;
Bertrand et al., 2015; Nakel et al., 2017; Hias et al., 2018; Nezhad; Mansouri, 2019).
Desde entéo, a poliploidizagéo e reconhecida como a principal ferramenta para expansdo
dos genes de resisténcia em plantas cultivadas (Zhang et al., 2014).

Entre as plantas poliploides, os triploides sdo 0s mais escassos na natureza e se
originam principalmente da fertilizagcdo por gametas ndo reduzidos ou de cruzamentos
entre ploidia (Ramsey; Schemske 1998; Husband, 2004; Wang et al, 2016). A
regeneracdo in vitro dos tecidos do endosperma tem sido considerada um método direto
para a producdo de plantas triploides estaveis geneticamente, devido a natureza triploide
do endosperma (Wang et al, 2016; Antoniazzi et al., 2018; Faria et al., 2018; Mikovski
etal., 2019).

Plantas triploides de P. cincinnata pela primeira vez foram regeneradas in vitro
com o uso de tecidos endospérmico como fonte de explante por meio da embriogénese
somatica, assim, a investigacdo do comportamento das plantas triploides (3n=27n) na
producdo de enzimas de resisténcia com atividades oxidativas (peroxidases e
polifenoloxidases) e hidrolitica (B-1,3-glucanases) quando bioestimuladas por micro-
organismos, sugerem alguns questionamentos como exemplo: Sera que plantas
triploides (3n) de P. cincinnata expressam maior quantidade de enzimas envolvidas na
defesa de planta comparadas as suas parentais diploides? E, quando bioestimuladas
podem ocorrer significativas diferencas de producdo entre as enzimas envolvidas na
resisténcia? As respostas para estas perguntas abrem novas perspectivas para o
melhoramento genético de Passiflora e a possibilidade de transferéncia para a principal
especie comercial P. edulis.

Diante destas perspectivas, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o
comportamento de plantas triploides de Passiflora cincinnata Mast. induzidas por
biostimulantes Azospirillum brasilense e Bacillus subitilis na producdo de enzimas

oxidativas e litica peroxidase, polifenoloxidase e B-1,3-glucanases.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengéo material vegetal
2.1.1. Plantas triploides

Sementes de P. cincinnata foram isoladas de frutos maduros e, apds a retirada
do arilo, foram secadas ao ar livre. Com auxilio de uma mini morsa, removeu-se 0
tegumento das sementes. Logo apos, sob condi¢des assépticas em camara de fluxo
laminar, foram desinfestadas, mediante a imersdo em alcool 70% (v/v) por trés minutos,
seguido em hipoclorito de sodio comercial a 2,5% (v/v) durante 25 minutos acrescido
de 3 gotas do agente surfactante de Tween-20° em 100 mL de solucdo. Apds, as sementes
foram enxaguadas por quatro vezes em aguadestilada e autoclavada e mantidas em
overninght para facilitar o isolamento dos endospermas.

Os endospermas foram isolados assepticamente dos embrides zigoticos e
cultivados em placas de Petri de poliestireno 90 x 15 mm contendo 30 mL do meio de
inducdo composto por sais basicos de MS (Murashige e Skoog, 1962) (Acumedia®)
4,5% (p/v), mio-inositol 0,01% (p/v), sacarose 3% (p/v) e 8 gL de agar (p/v) como
agente gelificante, acrescido da auxina &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e da
citocinina benziladenina (BA). As concentracdes dos reguladores de crescimento para a
inducdo da embriogénese foram com 18,1 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA (Silva et al.,
2009). O pH foi ajustado em 5,7+ 0,1 e 0 meio de cultura foi autoclavado durante 15
minutos a 121 °C a uma presséo de 1,1 atm. Os endospermas inoculados nas placas de
Petri foram cultivados em sala de cultivo por 30 dias, na auséncia de luz, a temperatura
de 25+ 2 °C.

Massas pro-embriogénicas com 30 dias de cultivo in vitro foram transferidas
para histodiferenciacdo em placas contendo meio MS%: na metade das concentracdes
como anteriormente descrito. As culturas foram mantidas sob luminosidade com
fotoperiodo de 16 horas e 36 pmol m?s? de irradiancia providas de lampadas
fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil), na temperatura e condic¢des
de crescimento descritas anteriormente até a conversdo dos embrides somaticos em
plantas. Aos 90 dias de cultivo pléntulas completas com aproximadamente 10 cm de

comprimento foram obtidas. Ap6s foram transferidas para transferidas para copos
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plasticos contendo substrato Plantmax®. Os copos foram cobertos com sacos plasticos
transparentes, permanecendo incubadas sob fotoperiodo de 16 h de luz, a temperatura
de 26 + 2 °C por aproximadamente 20 dias e, apds foram levadas para casa de vegetacao
e 0s sacos plasticos removidos gradativamente durante 10 dias. O nivel de ploidia das

plantas regeneradas in vitro foram previamente confirmadas 3n=27n.

2.2 Ensaio In vitro
2.2.1 Obtencéo dos micro-organismos

Os micro-organismos utilizados foram a bactéria Bacillus subtilis, isolado de
um produto comercial e as cepas de Azospirillum brasilense, linhagens AbV5 e AbV6,

fornecido pela Embrapa Soja, multiplicados, com concentragdo de 2,0 x 108 UFC/mL™.

2.2.2 Ensaio in vivo

As plantas diploides (controle) e triploides de P. cincinnata foram cultivadas
em ambiente semicontrolado por meio de sistema de aspersdo automatizado, mantendo-
se a temperatura ambiente, no periodo de janeiro de 2019 a janeiro de 2020. As plantas
foram cultivadas em vasos plasticos de 30 dm?, contendo uma mistura de solo e substrato
na proporcao 3:1. Os vasos foram espagados com 1,5 m entre linhas e 4 m entre plantas.
O sistema de conducao foi em espaldadeira vertical com fio de arame liso a 1,8 m de
altura, sem eliminacéo dos brotos terminais e dos ramos laterais.

A adubacao foi realizada por aplicacdo via foliar, na formulacdo N-10 P-10 K-
10 + M (niveis de garantia dos nutrientes (P/P%): N= 10; P.0%= 10; K>O= 10; Fe=
0,1%; Zn= 0,1%; Cu= 0,1%; S= 0,3%; Mn= 0,5%) uma vez ao més na fase vegetativa e

de 15 em 15 dias na fase reprodutiva, na dosagem de 3-9 litros/hectare.

2.2.3 Delineamento Experimental e tratamentos

Foram utilizados dois gendtipos de P. cincinnata (diploide — 2n e triploide —
3n), trés tratamentos: TA= Azospirillum brasilense; TB= Bacillus subitilis e; TC=
controle (dgua), com trés repeti¢bes e quatro tempos de coleta (TO= Tempo Zero; T24=

24 horas apos aplicacdo; T48= 48 horas ap0s aplicacdo; T72= 72 horas apds aplicagéo).
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e quando significativas as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 95% de confiabilidade no programa
Genes (Cruz, 2007)

2.2.4 Aplicacéo dos indutores de resisténcia
As plantas receberam os tratamentos dos indutores por meio de pulverizagéo
total das plantas, B. subtilis (1,0.101° UFC mL™) e A. brasilense (2,0 x 108 UFC mL™),

na dose de 10mLY/litro de calda e o controle com agua.

2.3 Determinacéo da atividade da enzimatica
2.3.1 Coleta das amostras

Para determinar as atividades das enzimas nas mudas de P. cincinnata
submetidas aos tratamentos, amostras foliares (2 folhas por planta) foram coletadas nos
periodos de 0, 24, 48 e 72 horas ap0s a aplicacdo dos indutores. O tecido foliar foi
coletado do terco médio da planta, colhendo folhas sadias com auxilio de uma tesoura e
rapidamente acondicionando-as em envelopes de aluminio e saquinhos plasticos
devidamente identificados e mantidos no gelo e em seguida armazenadas a -80 °C.

Para o preparo das amostras foliares, foi utilizado 0,2 g de folhas congeladas, e,
com auxilio de almofariz e pistilo previamente resfriado a temperatura de 4 °C, as folhas
foram maceradas e homogeneizadas mecanicamente por 2 minutos. Todos os resultados
dos ensaios das atividades enzimaticas, correspondem a média de quatro replicatas, com
excecdo da proteina total, que foi em triplicata. Como branco, utilizou-se a solucdo dos
reagentes para leitura de cada atividade enzimatica, substituindo a adicdo do extrato

proteico por agua destilada.

2.3.2 Atividade de peroxidases

No preparo das amostras foliares, foi adicionado 2 mL de tampdo acetato de
sodio 0,1 M (pH 5,2) contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM. O
homogenato foi centrifugado a 20.000 g durante 30 minutos a 4 °C. Apos centrifugacdo,
0 sobrenadante (extrato proteico) obtido foi transferido para um eppendordorff e

acondicionado em caixa isotérmica contendo gelo para posterior determinacdo. A
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mistura da solucéo constituiu de 2,9 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 6,0),
contendo guaiacol 20,2 mM e peroxido de hidrogénio 90 mM, e 10 puL do extrato
proteico. A reacdo foi incubada por 4 minutos em banho-maria a 30 °C. Os valores de
densidade oOpticas foram obtidas em espectrofotdbmetro a 470 nm, sendo expressos em

absorbancia.min"t.mgpf.

2.3.3 Atividade de polifenoloxidases

A atividade das polifenoloxidases foi determinada usando-se a metodologia de
Duangmal e Apenten (1999). Foi adicionado 2 mL de tampéo acetado de sddio 0,1 M
(pH 5,0) no preparo das amostras foliares, e, as misturas foram centrifugadas a 20.000
g por 30 minutos a 4 °C, obtendo-se o sobrenadante (extrato proteico), que foi transferido
para um eppendordorff e acondicionado em caixa isotérmica contendo gelo para
posterior determinagédo. A reacao foi obtida por meio da adi¢ao de 100 puL do extrato
proteico em 900 pL. do tampao fosfato de so6dio 0,1 M (pH 6,8), contendo catecol 20
mM. A atividade de polifenoloxidase foi mensurada através da oxidacdo do catecol
convertido em quinona. A reagéo foi incubada por 4 minutos em banho-maria a 30 °C e
as leituras realizadas em espectrofotometro a 420 nm, sendo expressos em

absorbancia.min"t.mgpf.

2.3.4 Atividade de p-1,3-glucanases

Para determinacdo espectrofotométrica da atividade de p-1,3-glucanases
utilizou-se da metodologia descrita por Lever (1972), com modificacdes. A atividade de
B-1,3-glucanases foi determinada pela quantificacdo colorimétrica de acucares redutores
liberados a partir da laminarina. Para obtencdo do extrato proteico, 2 mL do meio de
extracdo composto de tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5), contendo 1 mM de
PMSF (fenilmetilsulfonilflior) e 200 mg de PVPP (Polivinilpolipirrolidona) foi
adicionado no preparo das amostras foliares e, a mistura, foi centrifugada a 20.000 g por
25 min a 4 °C e o sobrenadante recuperado para utilizagdo no ensaio enzimatico. O
extrato proteico obtido transferido para um eppendordorff e acondicionado em caixa
isotérmica contendo gelo para posterior determinacdo. A reagdo envolveu 230 uL de

tampao acetato de sodio 0,1 M (pH 5,0), 250 uL da solugéo de substrato da laminarina
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(4 mg mL™?) e 20 uL do extrato vegetal, que foi incubado a 45°C por 30 min. Apds esse
periodo, a reacdo foi paralisada com a adi¢do de 500 uL do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS), e em seguida, essa mistura foi aquecida a 100 C, por 5 min, e resfriada em gelo
até a temperatura de 30 °C para determinacdo dos valores de absorbancia a 540 nm e
comparadas com os padrdes de glicose. A quantidade de agucares redutores formado foi
quantificado pela curva padrdo de concentragdes de glicose (Y=3,4314X-0,0104), onde
Y é a absorbancia a 540 nm e X a concentracdo de agucares redutores (mg) e 0s
resultados foram expressos em unidades de varia¢do da absorbancia por minuto por mg

de proteina. (expressa em equivalente mg de glicose.min"* mg proteina!) (Apéndice).

2.3.5 Determinacéo da proteina total

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976), que
mede a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante Coomassie Brilhant
Blue BG-250. Consiste em adicionar em um tubo de ensaio 50 uL. do extrato enzimatico
e 2,5 mL de reagente Bradford, homogeneizados sob agitacdo. Apds 15 min em
temperatura ambiente, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de
595 nm de absorbancia. Para o branco, foi utilizado 50 puL de adgua destilada com 2,5
mL de reagente de Bradforfd. A curva-padrdo utilizada foi por meio da equacdo: y =
15,05x + 0,0003 (R? = 0,9919) e os resultados de proteina total expressos em miligramas

por mL.

3. RESULTADOS

Foram observadas variacgdes fisioldgicas na producdo das enzimas oxidativas e
hidrolitica entre as plantas diploides e triploides de P. cincinnata. A inducéo da ploidia
afetou significativamente a atividade das enzimas envolvidas na resisténcia de plantas.
A quantificacdo das enzimas peroxidase (Figura 1A-B), polifenoloxidase (Figura 1C-D)
e B-1,3-glucanase (Figura 1E-F) demonstraram que as plantas triploides controle, ou
seja, as que ndo receberam aplicagcbes dos indutores, produziram maior atividade

enzimatica em todos os tempos de coletas, comparadas com as plantas controle das
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parentais diploides, em 32,58%, 22,13% e 29,79% para as enzimas peroxidase,

polifenoxidase e B-1,3-glucanase, repectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Quantificacdo das atividades enzimaticas de peroxidase, polifenoloxidase e -1,3-
glucanases do tecido foliar das plantas controles diploides e triploides de P. cincinnata
pulverizadas com as bactérias indutoras bioldgicas A. brasilense e B. subtilis e agua (controle)
em diferentes tempos de coleta. A) Atividade enzimatica de peroxidase das plantas diploides
germinadas de sementes e plantas triploides regeneradas de endosperma; B) Atividade
enziméatica de polifenoloxidase das plantas diploides germinadas de sementes e plantas
triploides regeneradas de endosperma; C) Atividade enzimatica de B-1,3-glucanases das
plantas diploides germinadas de sementes e plantas triploides regeneradas de endosperma

As plantas controle das parentais diploides expressaram menor medida de
producéo da enzima peroxidase as 24h com 0,136 e, em 48h produziu a maior atividade
enzimatica, 0,157 de absorbancia.mint.mgpf?, conforme Figura 2A. Os resultados
mostram baixa variacdo da atividade de peroxidase nas plantas controle triploides,
expressando menor valor em 48h, com 0,180 de absorbancia.min"t.mgpf! e maior em
72h, exibindo 0,204 de absorbancia.mint.mgpf? (Figura 2A).

A mesma ocorréncia foi observada nas atividades das enzimas polifenoloxidase
e B-1,3-glucanase. Os indices das atividades dessas enzimas nas plantas triploides e

diploide apresentaram poucas varia¢6es. Os valores manifestados pelas plantas controle
87



dos triploides mostraram maior atividade enzimatica em 72h para polifenoxidase (1,654
absorbancia.min"t.mgpf?!) (Figura 2B) e B-1,3-glucanase (0,763 mg de glicose.min
1. mg.proteina®) (Figura 2C), enquanto que as plantas controle diploides exibiram maior
quantificacdo da enzima polifenoloxidase as 48h (1,424 absorbancia.min"t.mgpf?) e
para B-1,3-glucanase as 24h (0,589 mg de glicose.min"t.mg.proteina).

As rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (PGPR), A. brasilense
e B. subtilis, foram eficazes na ativagdo das enzimas relacionadas aos mecanismos de
resisténcia e defesa vegetal nas plantas diploides e triploides (Figura 2A-F). A bacteria
A. brasilense proporcionou os maiores valores na inducdo das atividades das enzimas
peroxidase e polifenoloxidade e B. subtilis induziu maior atividade de p-1,3-glucanases

nas folhas de P. cincinnata.
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Figura 2. Quantificacdo das atividades enziméticas de peroxidase, polifenoloxidase e 3-1,3-
glucanases do tecido foliar das plantas diploides e triploides de P. cincinnata pulverizadas com
as bactérias indutoras bioldgicas A. brasilense e B. subtilis e agua (controle) em diferentes
tempos de coleta. A) Atividade enzimatica de peroxidase das plantas triploides regeneradas de
endosperma; B) Atividade enzimatica de peroxidase das plantas diploides germinadas de
sementes; C) Atividade enzimaética de polifenoloxidase das plantas triploides regeneradas de
endosperma; D) Atividade enzimatica de polifenoloxidase das plantas diploides germinadas de
sementes; E) Atividade enzimatica de B-1,3-glucanases das plantas triploides regeneradas de
endosperma; F) Atividade enzimatica de -1,3-glucanases das plantas diploides germinadas
de sementes. As setas indicam os picos de maior atividade enzimatica.

Em 24h ap06s as aplicacBes das rizobactérias, as plantas triploides e diploides
que receberam os tratamentos apresentaram aumento significativo nas atividades
enzimaticas em relacdo ao tempo de coleta Oh. Na Figura 2 pode-se observar os
resultados de todos os tempos de coletas da atividade da peroxidase. A Figura 2A exibe
a producdo da atividade enzimatica das plantas diploides, revelando a maxima
quantificacdo da enzima peroxidase em 72h (0,317 de absorbancia.min.mgpf) apés
aplicacdo de A. brasilense e menor quantidade em 24h (202 de absorbancia.min-*.mgpf
1), através da inducdo foliar com o bioestimulante B. subtilis. As plantas triploides
oscilaram nas atividades enzimaticas com maior pico as 72h (0,495 de absorbancia.min-
! mgpf!) com o agente indutor A. brasilense, e menor acdo em 24h (0,242 de
absorbancia.min"t.mgpf?) induzida pela bactéria B. subtilis (Figura 2B).

A determinacdo da polifenoloxidase avaliada a partir de folhas das plantas
triploides e diploides de P. cincinnata esta representada pela Figura 1C-D. As plantas
diploides e triploides mostraram-se semelhantes quanto as atividades enzimaticas ap0s
aplicacdo dos indutores bioldgicos. A pulverizacdo de A. brasilense nas plantas
diploides possibilitou o pico de atividade de polifenoloxidase as 24h (1,616 de
absorbancia.mint.mgpf?!) e a menor atividade foi relatada em 48h (1,515 de
absorbancia.min"t.mgpf') com B. subitilis (Figura 2C). J4 os maiores valores
expressados na atividade enzimatica foi observada nas plantas triploides, com a maxima
e baixa atividade alcancada através da aplicacdo de A. brasilense em 24h (2.540 de
absorbancia.min"t.mgpf?) e 48h (1,794 de absorbancia.mint.mgpf?), respectivamente
(Figura 2D).

A aplicacéo da rizobactéria B. subtilis foi a que promoveu maior acréscimo na

atividade da enzima f-1,3 glucanase nas plantas diploides (Figura 2E) e triploides
90



(Figura 2F), com maior pico de ativacao as 48h, com valores de 1,115 e 0,881 de mg de
glicose.min’t.mg.proteina®, respectivamente. A bactéria B. subtilis também
proporcionou a menor quantificagdo da atividade da enzima no tecido foliar das plantas
diploides, com 0,683 de mg de glicose.min"t.mg.proteina™ as 24h apds a aplicacdo. Nas
plantas triploides, verificou-se que a acdo da A. brasilense causou a mais baixa atividade
as 48h (0,984 de mg de glicose.min-.mg.proteina™) apds o periodo de inducéo.

Os resultados demonstram que todas as bactérias bioestimulantes apresentaram
capacidade de ativacédo das enzimas de defesa de planta, sendo que 0 comportamento é
distinto em relagdo aos tempos de coleta, fato caracteristico considerando os diferentes

modos de acOes dos agentes indutores.
4. DISCUSSAO

Comparativamente ao seu homologo diploide, o maracujazeiro triploide de P.
cincinnata apresentou multiplicidades nas caracteristicas genéticas, fenotipicas e na
expressao génica. Aqui, pela primeira vez ¢ descrita a andlise quantitativa de atividade
das enzimas de resisténcia em plantas triploides do género Passiflora. Foi possivel
observar que plantas controle dos triploides expressaram os maiores valores das
atividades enzimaticas frente ao controle do seus parentais diploides, demostrando que
a triploidia aumentou o nivel de expressdao de genes relacionados as enzimas de
resisténcia. A propor¢ao de incremento das atividades enzimaticas nas plantas triploides
em funcdo do aumento no nivel de ploidia foi de 32,58%, 22,13% e 29,79% para as
enzimas peroxidase, polifenoxidase e -1,3-glucanase, respectivamente.

O aumento da atividade enzimatica ¢ decorrente do acréscimo no nivel de
ploidia (Zhang et al. 2010; Shafieizargar et al. 2013; Wang et al., 2013; Talebi et al.,
2017; Liqgin et al., 2019; Nezhad; Mansouri, 2019) e ¢ relatado como o principal
mecanismo de expressdao dos genes de resisténcia (Zhang et al., 2014), sugerindo que os
poliploides sdo mais eficientes na sinalizagdao no nivel de expressdo génica em relagao
aos diploides (Bertrand et al., 2015). Neste sentido, Wang et al. (2013) relataram que os
tetraploides de Robinia pseudoacacia apresentaram atividade de peroxidase

significativamente maiores do que as plantas diploides.
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De acordo com Talebi et al. (2017), a medida que se aumenta o nimero de
cromossomos, as atividades enzimaticas, o conteiido de proteina e de DNA por célula
também sdo alterados apos a poliploidizacao e, as plantas frequentemente apresentam
um novo fendtipo com caracteristicas diferentes dos seus progenitores diploides,
sugerindo que conjuntos extras de cromossomos podem aumentar a expressao génica.

Sabe-se, at¢ o momento, que o aumento de ploidia proporciona a nova planta
tolerancia a seca (Padoan et al., 2013; del Pozo e Ramirez-Parra, 2014), resisténcia ao
frio (Deng et al., 2012; Bertrand et al., 2015), tolerancia ao estresse salino (Chao et al.,
2013; Elmaghrabi et al., 2013; Wang et al., 2013; Nezhad; Mansouri, 2019), tolerancia
a herbicida (Nakel et al., 2017), resisténcia a patogenos (Hias et al., 2018) e que a
ocorréncia desses fendmenos vem sempre acompanhado do aumento na expressao de
genes de resisténcia, enzimas protetoras ou pequenas moléculas relacionadas a
resisténcia (Caverzan et al., 2012; Wu et al., 2013). Além da sinalizagdo efetiva, as
plantas poliploides também podem regular positivamente os genes de resisténcia
envolvidos nas proteinas relacionadas a patogénese (del Pozo e Ramirez-Parra, 2014;
Bertrand et al., 2015; Tamayo-Ordofiez et al., 2016; Long et al., 2019). Segundo Du et
al. (2020) a superioridade no crescimento vegetativo de plantas triploides de Populus
em relacdo aos diploides ¢ devido a maior expressao dos genes das proteinas
relacionadas a patogénese e as enzimas protetoras.

A aplicacdo de A. brasilense aumentou a atividade das duas enzimas oxidativas
e da hidrolitica, proporcionando os maiores picos de atividade enzimética nas enzimas
peroxidase (0,495 de absorbancia.minl.mgpf!) e polifenoxidase (2.540 de
absorbancia.min"t.mgpf!) as 72h nas plantas triploides. Estudos recentes tém
reconhecido a eficiéncia da bactéria A. brasilense na inducdo de resisténcia sistémica
em plantas com resultados positivos no biocontrole a insetos praga e a fitopatdgenos
(Sankari et al., 2011; Alen’kina et al., 2014).

As caracteristicas mais importantes das cepas Ab-V5 e Ab-V6 é capacidade de
induzir genes relacionados a tolerancia aos estresses bioticos e abiéticos em plantas e de
transportar varios genes de resposta ao estresse oxidativo (Hungria et al., 2018). A
inoculagdo das folhas de milho com as cepas Ab-V5 e Ab-V6 aumentaram em 10,4 e

5,5 vezes, respectivamente, a expressdo do gene das enzimas oxidativas e das proteinas
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PR, fornecendo protecdo contra os efeitos negativos do estresse salino (Fukami et al.,
2017). A aplicacdo foliar de A. brasilense em Urochloa ruziziensis aumentou a atividade
de peroxidase, tornando a planta mais resistente ao déficit hidrico (Bulegon et al., 2016).

A rizobactéria B. subtilis induziu a ativacdo das enzimas peroxidase,
polifenoloxise e B-1,3-glucanase, com maior expressdo de atividade nas plantas
diploides e triploides da enzima hidrolitica. Dentre os mecanismos de acdo de B. subtilis
estd a inducdo de resisténcia sisttmica, com eficiente controle contra nematoides e
doencas foliares (Ferraz et al., 2014; Silva et al., 2018). As folhas de algodoeiro
cultivadas com sementes inoculadas com B. subtilis apresentaram maior atividade da
enzima peroxidase, atuando de forma eficaz no controle dos nematoides (Higaki;
Araujo, 2012).

As plantas triploides de P. cincinnata que nao receberam as aplicacdes dos
indutores ja expressavam maior atividade das enzimas de resisténcia que os diploides,
devido as caracteristicas genéticas unicas dos triploides. As pulverizacdes com os
bioestimulantes A. brasilense e B. subtilis proporcionou incrementos as atividades que
ja eram altas dos triploides indicando que ocorreu interagdo entre planta-indutor,
possibilitando a ativagdao imediata dos mecanismos de defesa contra patdgenos por esses
agentes bioticos.

Alguns compostos produzidos pelas plantas degradam a parede celular do
patégeno (B-1,3-glucanase) enquanto outros restringem o desenvolvimento de
patogenos pela formagdo de barreiras estruturais (peroxidase e polifenoloxidase)
(Stangarlin et al., 2011). A maior expressividade dos mecanismos latentes das plantas
triploides produzidas in vitro com o uso do endosperma de P. cincinnata e a capacidade
de interagdo das plantas com os micro-organismos, abrem novas abordagens no

melhoramento genético para o género.

5. CONCLUSOES

As plantas triploides de P. cincinnata apresentaram atividades enzimaticas
superiores as plantas diploides. A aplicacdo dos bioestimulantes A. brasilense e B.

subtilis mostraram-se eficientes na inducdo dos mecanismos latentes das plantas
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diploides e triploides de P. cincinnata, comprovados através da ativacéo e das maiores
expressoes dos valores quantificados das enzimas peroxidase, polifenoxidade e p-1,3-

glucanase, comparados ao tempo de coleta inicial.
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CONCLUSOES GERAIS

Foi possivel a obtencdo de plantas triploides através da regeneracdo do tecido
endospérmico de P. cincinnata por meio da embriogénese somatica. O sistema de
regeneracdo comprovou ser eficiente para producgéo de plantas triploides geneticamente
estaveis com 2n= 3x = 27 cromossomos, através da citometria de fluxo.

As plantas triploides mostraram-se superiores nas caracteristicas morfologicas
e fisiologicas em relagdo as diploides. A planta apresenta folhas grandes e perenes, flores
de maior tamanho e coloridas com longo periodo de florescimento. Os triploides de P.
cincinnata apresentaram atividades enzimaticas superiores as plantas diploides. A
aplicacdo dos bioestimulantes A. brasilense e B. subtilis mostraram-se eficientes na
inducdo dos mecanismos latentes das plantas diploides e triploides de P. cincinnata,

Novos conhecimentos na obtencdo de triploidia através de sistema responsivos
de regeneracdo in vitro e o comportamento das plantas triploides abrem novas
perspectivas para 0 melhoramento de espécies de maracujazeiros para 0 mercado de

plantas ornamentais e frutiferas.
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