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RESUMO

A poliploidia tem sido um importante mecanismo de destaque na
historia evolutiva das plantas e outros eucariotos. A ocorréncia disseminada de poliploides
na natureza sugere que possa existir uma funcdo para a sobrevivéncia e colonizacdo em
novos ambientes. No entanto, até agora foram poucos os estudos que exploraram esses
fendmenos em espécies de Eucalyptus. Neste trabalho foram caracterizadas e comparadas
25 plantas tetraploides, 25 dipldides pds contato com colchicina e 12 dipléides sem contato
com colchicina de Eucalyptus dunnii em casa de vegetacdo. Foram medidas as alteracdes
morfologicas por um periodo de seis meses. Concluiu-se que o numero de ramos,
dimensdes de folhas (comprimento, largura e peciolo), frequéncia de estbmatos e
comprimento de fibras mostraram diferencas significativas entre plantas diploides e
tetraploides. Embora o nimero de galhos tenha diminuido em plantas tetrapldides, as
plantas testadas n&o apresentaram diferengas significativas na altura e diametro. Estes
resultados demonstraram que existem diferencas morfolégicas entre plantas dipléides e
tetraploides de Eucalyptus dunnii e que estas diferencas podem ser usadas para facilitar a

identificacdo de plantas tetrapldides recentemente produzidas.

Palavras-chave: Poliploidia, Eucalyptus, caracterizacao.
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SUMMARY

Polyploidy has been an important mechanism in the plant evolution
and other eukaryotes. The widespread occurrence of polyploid in nature suggest that there
may be a function for survival and colonization of new environments. However, so far
there are a very few studies that have explored these phenomena in Eucalyptus species. In
this work were characterized and compared 25 tetraploid plants, 25 diploid after contact
with colchicine and 12 diploid without contact with colchicine of Eucalyptus dunnii under
greenhouse conditions. Morphological changes were measured for a period of six months.
It was concluded that the number of branches, leaf area (length, width and petiole),
frequency of stomata and fibre length showed significant differences between diploid and
tetraploid plants. Although the number of branches has decreased in tetraploid plants and
the plants tested showed no significant differences in height. These results demonstrated
that there are morphological differences between diploid and tetraploid Eucalyptus and that
these differences may be used to facilitate identification of newly produced tetraploid

plants.

Keywords: Polyploidy, Eucalyptus, characterization.



1 INTRODUCAO

O setor florestal brasileiro vem apresentando um aumento de
produtividade florestal devido aos fatores ambientais favoraveis para silvicultura, novas
tecnologias voltadas ao melhoramento genético de sementes e de clonagem de espécies
florestais. Segundo a FAO, 2015, as florestas plantadas quando bem geridas, podem
fornecer varios servicos florestais e produtos, além de ajudar a reduzir a pressao sobre as

florestas naturais.

O Brasil possui 7,74 milhdes de hectares de florestas plantadas,
correspondendo a 0,9% do territdrio brasileiro, sendo 71,9 % deste total representada pela
espécie do género Eucalyptus e 20,54% pelo género Pinus (IBA, 2015). Segundo o Sistema
Nacional de InformacGes Florestais, SNIF (2016), o Brasil possui a segunda maior
cobertura florestal do mundo, ficando atrds apenas da Russia. Em 2014, foram gerados
aproximadamente R$10,23 bilhGes em tributos federais, estaduais e municipais através do
setor brasileiro de arvores, o que corresponde a 0,8% da arrecadacio nacional (IBA, 2015).
No ambito social, a cadeia produtiva do setor, contribuiu na geragcdo de 4,4 milhdes de
empregos e para o investimento de BRL 149 milhdes em programas de incluséo social,

educacdo e meio ambiente, beneficiando assim 1,3 milhdes de pessoas (ABRAF, 2013).



A producéo priméria florestal em 2014 somou R$ 20,8 bilhdes,
sendo 77,7% via silvicultura e 22,3% extracdo vegetal. Dados do IBGE em 2014, relatam
que os maiores produtores de madeira em tora para papel e celulose foram Sao Paulo
(16.716.275 m3), Bahia (12.296.942 m3), Parand (10.645.010 m3), Para (9.318.552 m3) e
Mato Grosso do Sul (8.293.047mé3), juntos correspondendo por 70,8% da produgéo
nacional (80.873.295 m3) e destas 83,6% da madeira em tora utilizada para fabricacéo de
papel e celulose foram provenientes de eucaliptos, porém, na Regido Sul, 64,7% foram
originarias de plantio de pinus. Destaca a Regido Sudeste como a principal produtora de
carvao vegetal (86,4%) e de madeira em tora para papel e celulose (36,2%) e a Regido Sul
responsavel por 61,4% da producdo de lenha e 64,1% da madeira em tora para outras
finalidades (IBGE, 2014).

Através do melhoramento genético e novas tecnologias muitas das
espécies florestais vém demonstrando grande potencial para novos produtos. O Eucalyptus
dunnii tem se destacado no Brasil pelo rapido crescimento, uniformidade dos talhdes,

forma das arvores e resisténcia a geada ndo muito severa (HIGA et al., 2000).

A poliploidia vem sendo utilizada como ferramenta de grande
importancia ao melhoramento genético através da obtencdo de Eucalyptus polipléide.
Entende-se por poliploidia a existéncia, em um mesmo nucleo celular, de mais do que dois
genomas. Séo classificados como autopolipléides quando a duplicacdo do genoma ocorre
dentro da mesma espécie ou alopoliploides quando esta duplicagdo ocorre em espécies
diferentes através de cruzamentos (WITTMANN e DALL’AGNOL, 2003).

Os polipléides geralmente sdo mais robustos e maiores do que seus
parentes diploides, sendo por este motivo o interesse pela inducdo artificial das plantas
normalmente ndo encontradas na natureza (WITTMANN e DALL’AGNOL, 2003).
Produtos como colchicina, Oxido nitroso, oryzalin sdo utilizados para inducdo da
poliploidia. Apds a inducgdo sdo necessarias analises para identificacdo da ploidia. Algumas
técnicas sdo utilizadas, como a contagem de cromossomos, porém devido ao alto custo e o
extenso numero de plantas inicialmente a ser analisadas, seu uso torna-se viavel somente
para confirmacfes finais de plantas que indicam ser poliploides e que ja& passaram por
outras analises. Uma técnica freqlientemente utilizada para identificacdo de plantas
poliploides é a citometria de fluxo, que verifica o nivel de ploidia através da quantidade de
DNA nuclear (SCHIFINO e WITTMANN, 2001). Qutras praticas também auxiliam na



identificacdo, como a densidade dos estbmatos por area, comprimento de fibras, diametro
de grdos de poélen, (SALON e EARLE, 1998; SAUCO et al., 2001; MORGAN et al.,
2003). As caracteristicas anatdbmicas da madeira permitem a identificacdo de muitas
espécies de Eucalyptus variando entre as espécies quanto aos elementos de vaso, fibras,
parénquima radial e longitudinal que comp8em a estrutura anatdbmica da madeira dos
eucaliptos (DADSWELL, 1972).

Para o género de Eucalyptus ja foram produzidos alotetrapldides
(KAPOOR e SHARMA, 1985) e autotetraploides (JANAKI e KHOSLA, 1969). No
entanto, a identificacdo e caracteristicas de poliploides ainda ndo foram bem definidas.
Desta forma, este trabalho pretende caracterizar plantas tetraploides de Eucalyptus dunnii
visando fornecer informacdes sobre as possiveis alteragdes ocorridas neste material apds

poliploidizacéo.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Caracterizagdo comparativa de alguns parametros de morfologia,
histologia e citologia de Eucalyptus dunnii tetraploides, seus dipléides pés-inducao (WT1)
e dipl6ides que ndo passaram por indugao (WT2).

2.2. Objetivos especificos

* Avaliacdo da estabilidade da poliploidia em diferentes fases de
desenvolvimento por citometria de fluxo;

* Avaliacdo de crescimento (altura e diametro) entre diploides e
tetrapldides em casa-de-vegetacdo;

+ Caracterizacdo morfoldgica das plantas (nmero de ramificacdes
e morfologia de folhas) tetrapldides e dipléides;

» Avaliacdo de densidade dos estdmatos presentes em plantas
diploides e tetraploides;

* Avaliacdo de comprimento de fibras entre plantas diploides e

tetraploides;



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Eucalyptus

O Eucalyptus é um género diversificado do grupo das
angiospermas e pertence a familia das Myrtaceae, sendo esta encontrada principalmente
em paises do hemisfério sul (OECD, 2014).

A palavra Eucalyptus vem das palavras gregas “eu” e “kalyptus”
que significam “bem” e “coberto”, caracteristicas observadas no seu opérculo, apos a
terceira expedicdo do capitdo Cook a Australia e Pacifico no final do século 18. O termo
eucalipto é usado como referéncia a espécies a partir de um grupo monofilético conhecido
como “grupo de eucalipto” que abrange sete géneros: Angophora, Corymbia,
Eucalyptopsis, Allosyncarpia, Stockwellia, Arillastrum e Eucalyptus, sendo este o maior
género do grupo. Sua classificacdo e caracterizagdo foram realizadas através das estruturas
da flor, formato e tamanho de folhas e sementes. Para as empresas do setor florestal as
espécies mais utilizadas pertencem principalmente ao subgénero Symphyomyrtus, sendo
Latoangulatae (E. grandis, E. urophylla, E. pellita, e E. saligna), Maidenaria (E. globulus,
E. nitens e E. dunnii) e Exsertaria (E. camaldulensis e E. tereticornis) as trés das quinze

seccOes mais usadas deste subgénero (LADIGES et al., 2003).



Eucaliptos sdo plantas diploides contendo nimero de cromossomos
haploide igual a 11 (POTTS e WILTSHIRE, 1997). Para espécies de Symphyomyrtus
considera-se um genoma hapléide variando de 530-710 milhdes de pares de bases (Mbp)
(GRATTAPAGLIA e BRADSHAW, 1994). Estudo realizado sobre o genoma de
Eucalyptus revela que este foi marcado por um evento tetraploide de linhagem especifica e
que a duplicacdo do genoma ocorreu a aproximadamente 109 milhdes de anos (MYBURG
e GRATTAPAGLIA, et al., 2014). Segundo Oudjehih e Bentouati (2006), apds estudos
realizados em 59 espécies de Eucalyptus, o nimero de cromossomos ndo deve ser um
critério para distincdo de espécies de Eucalyptus por ndo apresentar diferenca entre elas,
permanecendo todas 2n=22.

Possui mais de 700 espécies sendo a maioria endémica da Australia
e distribuido em climas quentes, frios e secos. Algumas espécies podem ser encontradas na
Nova Guiné, Indonésia e Filipinas (OECD, 2014). Ocorre em uma ampla gama de
condicdes ambientais variando assim de tamanho (WILLIAMS & WOINARSKI, 1997).

H& 200 anos tem sido plantado ndo s6 na Australia, como em
diversos paises espalhados por toda a Asia, América do Sul, Sul da Europa e Africa do Sul,
Oriente Médio, Republica Popular da China e do subcontinente indiano, com pelo menos
12 milhdes de hectares (TURNBULL, 1999; LADIGES et al., 2003).

No Brasil foi introduzido por Edmundo Navarro de Andrade em
1904 com proposito de plantios para producdo de dormentes, postes e lenhas para
locomotivas e hoje ap6s 112 anos podemos constatar o qudo versatil é esta espécie
podendo ser usada para energia (lenha e carvao vegetal), postes, mourdes, construcao civil,
chapas de fibras, celulose a te mdveis finos, assim como para fins ndo madeireiros como
extracdo de Oleo essencial de folhas, plantio para quebra-ventos, producdo de mel, entre
outras utilidades (WILCKEN et al., 2008).

E considerado um género de grande importancia mundial por sua
adaptabilidade, rapido crescimento, propriedade da madeira, producgéo de celulose e papel,
construcdo, biocombustiveis de suas matérias-primas, bem como o uso de alguns
compostos organicos com potencial inseticida e medicinal (LADIGES et al., 2003;
POTTS, 2004), levando-o a ser plantado em mais de 100 paises (MYBURG e
GRATTAPAGLIA, et al 2014).



E.grandis,  E.urophylla, E.globulus e  E.camaldulensis
correspondem a 80% das &reas plantadas e seus hibridos sdo os materiais genéticos mais
plantados. E. grandis, E. urophylla e seus hibridos sdo os mais favorecidos em regides
tropicais e subtropicais, com E. globulus em regides temperadas (POTTS, 2004).

Seus plantios levam a renovagdo de recursos renovaveis essenciais
para producdo de celulose, papel, biomateriais e bioenergia, favorecendo a reducéo de
pressdes humanas em florestas naturais (MYBURG e GRATTAPAGLIA, et al 2014).

Trabalhos em melhoramento genético tém buscado explorar a
variabilidade genetica natural das espécies e sua capacidade de hibridizar para identificar

gendtipos com caracteristicas desejaveis (POKE et al., 2005).

3.2 Eucalyptus dunnii

Eucalyptus dunnii é uma espécie pertencente ao subgénero
Symphyomyrtus, sec¢do Maidenaria (LADIGES et al., 2003). Possui um bom crescimento,
sobretudo dentro desta sec¢do (FONSECA et al., 2010).

Segundo Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais, IPEF 2016, o
Eucalyptus dunnii, pode atingir 50 metros de altura, sendo umas das espécies de maior
crescimento na Australia, aonde se encontra distribuido a 250 km a Oeste de Coff’s
Harbour até o Oeste de Warwick (IPEF,2016).

Algumas espécies possuem resisténcia ou sensibilidade a estresses
abioticos, como temperaturas abaixo de 0°C. O E.dunnii é indicado para plantios em
regibes com temperaturas minimas absolutas de até -5°C, sob condicGes de aclimatacao
prévia. Pode suportar até 22 geadas anuais, porém se fora de época normal de ocorréncia,
sua mortalidade pode atingir 50% em plantios comerciais (PALUDZYSZYN FILHO e
SANTOS, 2005). Devido a severas condi¢fes climaticas pela baixa temperatura, algumas
espécies se destacam pela possibilidade de adaptacdo as alteracdes climaticas e pela
producéo de madeira de qualidade (BOREM, 2007).

Segundo Fonseca (2010), E. dunnii apresenta maior densidade,
menor teor de lignina e maior comprimento do sistema radicular do que E.grandis, alem de
ser mais resistente a seca. Entretanto apresenta problemas de propagagdo tanto por

clonagem como por semente (florescimento tardio). Entre as espécies melhoradas de
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Eucalyptus no Brasil o E.dunnii encontra-se juntamente com E.grandis, E.saligna,
E.urophylla e E.globulus como espécies mais usadas para producéo de papel de celulose de

fibra curta.

A variacdo da densidade basica da madeira e caracteristica das
fibras em funcéo da idade de individuos plantados em diferentes locais foram, em Linhares
(ES) com 4 anos, Db (g/cm3) de 0,536 e comprimento de fibras de 1,09 mm e no Parana
com 5 anos, Db (g/cm3) de 0,486 e comprimento de fibras de 1,12 mm (FERREIRA,
1994).

E considerada uma madeira pesada devido & massa especifica
aparente elevada, e assim como a maioria das espécies do género apresenta elevadas
tensbes de crescimento manifestadas na madeira serrada através de rachaduras e
empenamentos, sendo assim importantes alternativas para reducdo destes efeitos, como
pesquisas no melhoramento genético, métodos de exploracdo, técnicas de desdobro
adequadas, entre outras técnicas importantes para melhoramento da espécie (ROCHA e
TRUGILHO, 2006).

3.3 Evolucéo e poliploidia em plantas

Dois processos irregulares podem promover a evolucdo de plantas
poliploides a partir de individuos dipléides, a duplicacdo somatica através de
irregularidades na mitose que perpetuam células meristematicas em novas geragdes, ou
através da divisdo reducional ou equacional em células reprodutoras na qual as areas dos
cromossomos nao se separam completamente para os polos na anadfase. Ambas sdo
incorporadas no nucleo e promovem a duplicagdo do nimero cromossémico no gameta e
podem ocorrer na natureza (GARDNER e SNUSTAD, 1986).

A evolucdo de poliploide pela duplicacdo de cromossomos €
generalizada entre plantas de floracdo e esta ligado a efeitos fenotipicos significativos
(OTTO e WHITTON 2000; LEVIN, 2002). Aspectos fenotipicos sdo afetados pela
poliploidia devido a influéncia no genoma da planta, podendo ser mais consideravel que

qualquer outro unico evento genético (HUSBAND et al., 2008).
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Quando a duplicacdo ocorre no genoma de um material hibrido
entre duas ou mais diferentes espécies recebem o nome de alopolipl6ide. Porém se a
poliploidia ocorrer por uma duplicacdo do genoma de uma mesma espécie chamamos os de
autopoliploide. Este ocorre com frequéncia em algumas células de plantas que ao final
acabam ndo sobrevivendo. Em autopolipléides, a segregacdo desigual dos cromossomos
em quadrivalentes os tornam estéreis em Varios graus gerando questionamentos sobre a
atuacdo apenas da autoploidia na evolucao das plantas devido ao historico de ploidia em
algumas espécies, como por exemplo o Crysanthemun ao qual sdo conhecidas plantas com
namero basico de 9, 18, 36, 54, 72 e 90 cromossomos. Porém a juncao da autoploidia com
a aloploidia tem sido um processo importante na evolugdo das plantas. Um fenémeno que
pode ocorrer é a formacdo de plantas tripléides com trés genomas completos (3n) oriundas
de plantas tetraploides (4n) ou diploides ndo reduzidas (2n) que ao produzem gametas 2n
vidveis se une na fertilizagdo com gametas normais produzindo os tripldides. Estes ndo se
reproduzem normalmente e se estabelecem devido a irregularidade durante a meiose
resultando em baixa sobrevivéncia e esterilidade dos sobreviventes. Outro produto da
poliploidia é a planta tetraploide frequentemente originada a partir da duplicacdo do
genoma. Quando estas plantas séo capazes de reproducdo vegetativa, elas podem produzir
tetrapldides completos (GARDNER e SNUSTAD, 1986).

Apesar da grande porcentagem de plantas cultivas (40%) ser
poliploides, segundo Hilu (1993) ndo h& como concluir que a poliploidia tenha facilitado
ou dificultado a domesticacdo destas espécies. Para a evolucdo e adaptacdo, a poliploidia
comum sugere a vantagem de ter um material genético adicional. Caracteristicas como o
aumento dos niveis de tolerancia ao estresse, apomixia, resisténcia a pragas e a variacao de
floracdo em tempo e tamanho do 6rgdo podem adaptar os polipl6ides a novos nichos ou
melhorarem a sua aptiddo em seus ambientes como em climas frios e altas altitudes e
latitudes (TATE et al., 2004).

Cultivares comerciais na agricultura sdo polipldides devido as suas
caracteristicas favoraveis, tais como vigor, alta produtividade e resisténcia a doencas
(SANFORD, 1983; PREDIERI, 2001). Segundo Zeldin e Mccown (2004), em triploides o
emparelhamento cromossdmico durante a meiose € irregular e gametas com diferentes
nameros de cromossomos sdo produzidos, resultando em diminuigdo da fertilidade. Desta

maneira, o tripldide pode permitir um método de prevencdo a propagacdo indesejavel de
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transgenes para plantas convencionais. Assim sendo, plantas polipl6ides apresentam
diferentes caracteristicas, sendo os tripldides superiores aos dipldides e os tetrapldides mais

vigorosos e de maior rendimento (ROY et al., 2001).

Os polipléides também podem ser obtidos por inducdo quimica,
que se da pela ma formacdo do fuso durante a mitose resultando na duplicacdo dos
cromossomos. Quando células duplicadas ddo origem a tecido somatico produzem plantas
inteiras para propagac¢do. Alguns quimicos séo utilizados para indugdo de poliploidia. Um
deles e também bastante utilizado é a colchicina, um alcaldide extraido do acafrdo de
outono, Colchicum autumnale, desenvolvida pelos pesquisadores A. F. Blakeslee, A. G.
Avery e B. R. Nebel. A colchicina interfere na divisdo celular e transforma células 2n em
células 4n, produzindo assim tetrapldide ou mixopldides (quimeras que consistem em
células diploides e tetraploides) (GARDNER e SNUSTAD, 1986).

Para o melhoramento genético a indugdo da poliploidia por
colchicina tornou-se uma ferramenta auxiliar para o desenvolvimento de algumas espécies
(SHIFINO-WITTMANN, 2004). Pode ser utilizada através da poliploidizacdo na espécie
buscando plantas maiores ¢ melhores através do efeito “gigas”, por poliploidizagdo de um
hibrido visando a restauracdo de fertilidade, novas espécies ou a ressintetizacdo de alguma
ja existente ou pela transferéncia de genes de interesse entre niveis de ploidia diferentes,
intra ou interespecificos (SHIFINO-WITTMANN, 2004). Um exemplo bem-sucedido de
alopolipléide de trigo e centeio € o Triticale. Além da poliploidia somética por colchicina,
oxido nitroso, oryzalin entre outros antimitéticos, utiliza-se selecdo e cruzamentos de
plantas com alta frequéncia de gametas com nimero somatico de cromossomos buscando a
heterozigose (SCHIFINO-WITTMANN & DALL’AGNOL, 2001).

Consequentemente, um método eficaz para a triagem da ploidia,
torna-se necessario para identificar os poliploides. A contagem de cromossomos é uma
triagem classica (HAMIL et al., 1992), porem podendo demandar um tempo maior (ROY
et al., 2001). Outros metodos que tambem podem ser utilizados sdo os metodos indiretos,
nos quais sdo realizadas caracterizagdes citoanatdmicas e morfologicas, atraves de analises
das caracteristicas da planta como aspectos morfoldgicos, diametro do grdo de pdlen,

numero de cloroplastos por par de células-guarda, tamanho e densidade dos estématos,
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caracteristicas foliares e comprimento de fibras. Através de correlagBes estatisticas,
permitem associacdo entre o nivel da ploidia e suas caracteristicas morfoldgicas podendo
auxiliar na separacao de plantas poliploides quando realizada em larga escala (VICHIATO,
2006). Segundo VAN DUREN (1996), técnica para estimar a ploidia como caracteristica
das folhas e estdbmatos, podem ser utilizadas desde que ndo tenham sofrido efeitos

ambientais.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

Foram coletadas sementes de Eucalyptus dunnii, provenientes do
pomar de polinizacdo aberta de espécie pura pertencente a empresa Suzano Papel e
Celulose localizada em Itapetininga-SP. Estas foram induzidas a poliploidizacdo através do
contato com colchicina no Laboratorio de Cultura de Tecidos da FuturaGene Brasil,
conforme descrito por Grouh et al. (2011). Ap6s germinacdo em caixa tipo gerbox, as
plantulas foram transferidas individualmente em tubetes para aclimatacdo em casa-de-
vegetacdo aonde permaneceram em desenvolvimento entre 90 e 120 dias.

Apds surgimento de novas folhas, as mudas foram analisadas por

citometria de fluxo para identificacdo da ploidia. Futuras avaliacGes por citometria de fluxo
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foram realizadas em diferentes periodos para verificacdo da estabilidade da ploidia de cada

individuo.

4.2 Experimento em casa-de-vegetacao

O experimento iniciou-se com 25 plantulas tetraploides, 25
plantulas dipl6ides pos indugdo (WT1) e 12 plantulas dipléides que ndo tiveram contato
com colchicina (WT2). As plantulas foram transferidas para vasos de 18 litros contendo
substrato até a cobertura do sistema radicular e receberam adubacdo manual duas vezes por
semana da solugdo 1 g/L de Kristalon, Nitrato de célcio e Rixolin, sendo 250 ml por vaso
durante o primeiro més seguindo posteriormente com 500 ml por vaso da solucdo. Estes
foram identificados com placas individuais contendo o cddigo das plantas e por cores
sendo, verde para Tetrapldide, vermelho para WT1 e amarelo para WT2. O experimento
foi conduzido em casa-de-vegetacdo localizada no viveiro de mudas da empresa
FuturaGene Brasil no municipio de Itapetininga-SP e foi instalado em blocos casualizados
(Single Tree Plot) no dia 30 de abril de 2014 com temperatura média interna de 32,5°C
(Figura 1). Ao final, devido a efeitos pleiotropicos e analise de estabilidade de ploidia, as
andlises foram compostas por 21 plantas tetraploides, 24 dipl6ide (WT1) e 12 dipldides
(WT2). As anélises foram feitas através do programa estatistico R e comparados pelo teste
Tukey a 5%, como Delineamento em Blocos Casualizados Desbalanceado.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e comparados

pelo teste Tukey (p < 0,05), utilizando-se o pacote estatistico R.

Figura 1: Experimento em casa-de-vegetacdo. A: 15 dias ap0s instalacdo. B: 81 dias
apos instalagdo.
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4.3 Estabilidade da ploidia

As plantas foram analisadas individualmente para confirmacéo da
ploidia atraves de citometria de fluxo. Os tecidos coletados foram folhas do 3° e 4° par,
identificadas, acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em caixas de isopor
contendo gelo para envio ao laboratorio de citogenética. As coletas para avaliagdes foram
realizadas aos 30°, 120° e 240° dias em casa-de-vegetacédo para verificar a estabilidade da
ploidia da planta ap6s desenvolvimento.

A partir destas analises foram identificadas plantas como
tetraploides (Tetra), dipldides apos contato com colchicina (WT1) e dipldides que nédo

passaram por inducéo a poliploidizagdo (WT2).

4.4 Crescimento

4.4.1 Altura
As medicdes de altura foram realizadas a partir do coleto até o
apice caulinar, através de trena milimetrada, a qual foi fixada a uma aste rigida para
garantir a linearidade da mesma na medicdo (Figura 2). Os dados foram coletados

semanalmente por um periodo de 3,5 meses a partir da instalacdo do experimento.
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Figura 2. Medicdo de altura em experimento com 103 dias ap6s instalacdo em casa-
de-vegetacdo.

4.4.2 Diametro

Produtores e silvicultores utilizam o didmetro como caracteristica
importante no desenvolvimento de mudas em viveiro florestal. Neste experimento as
medicdes foram realizadas apds 35 e 113 dias de instalacdo do experimento e realizadas
através de paquimetro digital automatico a altura de 10 cm do coleto. Esta foi padronizada
com o auxilio de um suporte rigido colocado na base do coleto, para correta medi¢do da
altura mediante possiveis ondulagdes no substrato. Assim a altura foi demarcada com
caneta para que as posteriores avaliagcbes fossem realizadas na mesma posi¢édo do caule

gerando dados precisos de crescimento nesta regido.

4.5 Morfologia da planta
A caracterizagdo morfologica foi realizada por meio de
identificacdo das diferencas fenotipicas foliares e caulinares, apds a avaliacdo, confirmacao
e identificacdo da ploidia dos individuos por citometria de fluxo. Os materiais vegetais

foram caracterizados em condi¢des de casa-de-vegetacéo.

4.5.1 Folha
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Folhas completamente expandidas do terceiro, quarto e quinto n6 a
partir do &pice do ramo de cada planta foram cortadas através de bisturi e prensadas
(Figura 3). Estas permaneceram em temperatura ambiente 25°C +/- 2 °C durante 7 dias.
Apobs este periodo foram fixadas em folhas sulfite A4 e identificadas conforme tratamento.
Para cada individuo foram separadas 5 folhas (Figura 4) as quais foram digitalizadas em
scanner manual e avaliadas pelo programa ImageJ para os pardmetros comprimento (C) e

largura (L) de folhas e comprimento do peciolo (P) (Figura 5).

Figura 3. Corte de folhas para analise morfoldgica

Figura 4. Folhas digitalizadas. A. Tetrapldide, B. WT1e C. WT2.
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Figura 5. Posi¢do de medicdo de comprimento (C), Largura (L) e peciolo (P).

4.5.2 Ramificacdes
A quantificacdo do nimero de ramos presentes em cada planta foi
realizada em trés momentos, sendo eles na instalacdo do experimento e apds 46 e 117 dias.
Nestas datas, foram contados todos os ramos laterais presentes em cada individuo ao longo

de seus caules.

4.6 Avaliacdes Citologicas

4.6.1 Densidade de estobmatos

Do 10° par de ramos presente no caule da planta com 90 dias pos
instalacdo do teste, foram coletados o 5° par de folhas posicionado no sentido do meristema
apical para o caule totalizando, 4 folhas por planta. A superficie abaxial das folhas foi
revestida com esmalte de unha incolor, formando uma camada espessa no centro da area
foliar, permanecendo intactas até a secagem do mesmo. Posteriormente 0 comprimento das
folhas foi medido com régua milimetrada para saber exatamente o centro desta e a partir
deste ponto demarcar uma area de quadrado (tamanho de ¥ do comprimento) para retirada
da pelicula de esmalte contendo a impressdo de estdmatos (amostras). Este quadrado foi

dividido ao meio pela nervura principal gerando 2 quadrados (sub-amostras, totalizando 2
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por folha) os quais foram colocados em laminas de tamanho 26x76 mm, posicionados um
ao lado do outro e cobertos por laminulas de 22x22 mm (Figura 6).

Os estdmatos foram fotografados via microscopio no aumento de
400x atraves de microscopio Optico da marca Leica (Figura 7). Foram fotografadas 10
visadas (posicdo aleatdria para fotografia) em cada sub-amostra, sendo 5 de cada lado,
totalizando ao final 20 imagens por lamina. Os estdmatos foram contabilizados em

nimero por mm? e os dados analisados através do programa R.

Figura 7. Laminas de estdmatos em aumento de 400x. A: Tetraploide; B: WT1 e
C:WT2.

4.6.2 Comprimento de fibras
Para anélise de comprimento de fibras fez-se necessério o corte de
amostras de 10 centimetros retiradas do caule a partir de 50 centimetros da base do colo
(Figura 8). As plantas possuiam 210 dias de desenvolvimento em casa-de-vegetacdo. O

processamento iniciou-se através da retirada da casca e cortes longitudinais (sub-amostras)
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até o centro caule, para posterior analise de comprimento de fibras. As sub-amostras foram
submetidas ao processo de maceracdo, sendo mantidas em acido acético e peroxido de
hidrogénio, fechados e transferidos para estufa a 60°C por 4 dias, conforme o método
preconizado por DASDWELL (1972). Em seguida as amostras foram lavadas e diluidas
com &gua destilada para desagregacdo das mesmas (Figura 9). As fibras foram mensuradas
em fotomicrografias das ldaminas montadas com os macerados e com presenca de safranina,
para posterior avaliagdo em programa de software ImageJ (Figura 10). Foram preparadas 3

laminas e destas medidas 30 fibras, totalizando 90 medi¢6es por planta.

Figura 8. Plantas cortadas a 50 cm do coleto para retirada das amostras a serem
processadas.

Figura 9. Sequéncia do processamento de amostras de caule para anélise de fibras.
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Figura 10. Laminas de fibras em aumento de 40x. A: Tetrapldide; B: WT1 e C:WT2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estabilidade de Ploidia

Segundo Otto e Whitton (2000), poliploidias antigas podem ter
seus sinais de duplicacdo apagados pelo tempo através da segregacdo dissémica
reestabelecida, por rearranjos na sintenia cromossdmica e silenciamento ou diferenciacéo
génica que obscurecem a duplicacdo génica. Diante de uma ocorréncia natural em plantas
polipléides fizeram se necessarias avaliagdes em diferentes estagios para garantia do

estudo e seus tratamentos.

Apoés 3 avaliagbes por citometria de fluxo, apenas um individuo
teve alteracdo de ploidia desde a segunda analise via citdmetro. Este passou de tetraploide
(4n) para mixoploide (2n e 4n). Esta planta foi descartada do experimento passando o
tratamento tetrapldide ao delineamento de 25 plantas para 24 confirmadas com esta ploidia
(Tabela 1) (Figura 11). Segundo Marques, 2000, em seringueiras devido a possivel
natureza anfidiploide é esperada uma instabilidade genética em qualquer polipléide

induzido.
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Tabela 1. Avaliacdo de ploidia por citometria de fluxo

Primeira Segunda Terceira
Clone Ploidia Avaliacao Avaliacao Avaliacao
(30 dias) (120 dias) (240 dias)

Tetrapldide 25 24 24

E.dunnii —
Dipldide (WT1) 25 25 25
Primeira Avaliacao Segunda Avaliacao Terceira Avaliacao
Tetrapléide TETRAPLOIDE TETRAPLOIDE TETRAPLOIDE

DIPLOIDE

Figura 11: Tamanho da planta na coleta para citometria

5.2 Efeitos Pleiotrépicos

Segundo Costa et al. 2011, o uso de colchicina pode ocasionar
efeitos de fitotoxidez promovendo alteragcdes na morfologia da planta. Efeitos como perda
de dominéancia apical e bifurcacdo dos ramos foram observados e considerados como
fatores importantes para descartes destes individuos do experimento.

Apds 50 dias da instalagdo, algumas plantas comecaram a
apresentar perda de dominancia apical, gerando bifurcagdo dos ramos em
desenvolvimento, caracteristica que ndo permitiu o desenvolvimento das plantas e o

avanco destas para proximas etapas (Figura 12). Estes efeitos foram observados em apenas
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2 plantas tetraploides e 1 planta diploide WT1, ndo sendo observado em plantas dipldide
WT2, que por sua vez ndo tiveram contato com colchicina. A partir destes dados e
subsequente analise de estabilidade de ploidia, 0 experimento passou a ser composto por
21 plantas tetraploides, 24 plantas dipldides induzidos (WT1) e 12 diploide (WT2).

R O S e b g - - = o |

Figura 12: Plantas bifurcadas ap6s perda apical.
5.3 Crescimento

5.3.1 Altura

Os dados relacionados a altura de E.dunnii foram levantados
durante 3,5 meses. Durante todo este periodo as plantas ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos tetraploide e seus controles (WT1 E WT2). A partir de
aproximadamente 70 dias a variagdo entre os individuos comecou a diminuir (Figura 13).
Pela analise de Tukey no dia 52° o coeficiente de variancia (CV) foi de 19,41% (Tabela 2)
(Figura 14) reduzindo em mais de 50% no 103° dia (Tabela 2) (Figura 15), no qual foi
obtido CV=9,53%. No inicio do experimento as plantas possuiam menor competicao entre
elas favorecendo um crescimento individual das mesmas. Apds este periodo de 103 dias, as
plantas apresentaram dificuldade no desenvolvimento pela limitacdo dos vasos e espago
em casa-de-vegetacdo tornando esta avaliacdo inviavel para o periodo posterior. Em citrus
o crescimento de tetrapldides mostrou-se mais lento e compacto quando comparado com 0s
dipléides, efeito este associado a menor transpiracdo e numero de estbmatos presentes
nestas plantas (GUERRA, 2014).
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Figura 13. Andlise média de crescimento em altura das plantas avaliadas por periodo
de 3,5 meses em condicdes de casa-de-vegetacao.

Altura

Tetraploide WT1 WT2
Tratamento

Figura 14. Boxplot com a distribuigcdo dos dados das plantas avaliadas com 52 dias
apos instalacdo do teste.
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Altura

Tratamento

Figura 15. Boxplot com a distribuicdo dos dados das plantas avaliadas com 103 dias
apos instalagdo do teste.

Tabela 2. Andlise de variancia de altura do experimento com 52 e 103 dias pelo programa
estatistico R. Comparacdo de médias por Teste de Tukey 5%.

Tratamentos Media Ajustada (cm)
52 dias 103 dias
Tetrapldide 68,7653 a 183,9558 a
WT1 71,0139 a 182,6268 a
WT2 81,5258 a 199,2874 a
CV (%) 19,41 9,35

5.3.2 Diametro

As avaliagOes de diametro foram realizadas em intervalos maiores
para que houvesse um desenvolvimento cambial e este fosse detectado nas medicGes.
Conforme analise de variancia por Tukey, ambas as plantas com 35 e 113 dias ndo
apresentaram diferenca significativa entre o tratamento tetrapléide e os controles WT1 e
WT2 (Tabela 3) (Figuras 16 e 17), indicando assim que diametro ndo pode ser considerado
uma caracteristica diferencial entre plantas tetraploides e dipldides sob condigdes de casa-
de-vegetacdo. Segundo Pinheiro, 1980, caracteristicas inerentes a planta como altura média
e diametro médio, apresentaram-se mais uniforme e com pequena superioridade em plantas

diploides quando comparadas aos seus polipldides.
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Diametro
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Figura 16. Boxplot com a distribuicdo dos dados do didmetro das plantas avaliadas
com 35 dias apds instalacdo do teste.

Diametro

Tratamento

Figura 17. Boxplot com a distribuigdo dos dados das plantas avaliadas com 113 dias
apos instalacdo do teste.
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Tabela 3. Andlise de variancia do diametro do experimento com 35 e 113 dias pelo
programa estatistico R. Comparacdo de médias por Teste de Tukey 5%.

Tratamentos Meédia Ajustada (cm)
35 dias 113 dias
Tetraploide 3,3243 a 19,2596 a
WT1 3,5738 a 20,2838 a
WT2 3,761 a 20,3250 a
CV (%) 19,99 9,55

5.4 Morfologia da Planta

5.4.1 Ramificacdes
As plantas tetraploides apresentaram menor quantidade de ramos

presentes quando comparada as plantas controles. Dados levantados no 117° dia do
experimento demonstraram pela analise de variancia diferenca significativa entre as plantas
tetraploides e diploides, independente se em contato (WT1) ou ndo (WT2) com a

colchicina (Figura 18) (Tabela 4).

——

Ramos

Tratamento

Figura 18. Boxplot com a distribuigdo dos dados das plantas avaliadas com 117 dias
apos instalacdo do teste.
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Tabela 4. Analise de variancia de ramificacbes do experimento com 117 dias pelo
programa estatistico R. Comparacdo de médias por Teste de Tukey 5%.

Tratamentos Média Ajustada (Numero de Ramos)
Tetrapldide 35,0737 a
WT1 39,4553 b
WT2 43,2711 b
CV (%) 13,05

5.4.2 Morfologia de Folhas

O conhecido efeito “gigas” encontrado em plantas poliploidizadas
promovem aumento dos 6rgaos das plantas, como aumento do limbo foliar, peciolo, frutos,
menor ramificacdo, entre outras caracteristicas discutidas (MADAIL, 2008). Segundo
Sugiyama (2005), a poliploidizagdo promove um aumento no tamanho da folha e este
efeito pode ocorrer pela expanséo das células do mesofilo, caracteristica esta observada em
Lolium. Em citrus também foi evidenciada aumento da largura e comprimento das folhas,
porém com reducdo no tamanho do peciolo (GUERRA, 2014). Para E.dunnii houve
aumento na estrutura foliar apresentando diferenca significativa entre os tratamentos. Em
seu comprimento plantas tetraploides obtiveram média de 7,12 cm, nos controles WT1 de
6,50 cm e em WT2 de 5,92 cm (Tabela 5) (Figura 19). Esta diferenca foi também
observada na avaliacdo de largura, sendo de 7,76 cm em plantas tetrapldides, de 4,67 cm
em plantas WT1 e de 4,20 cm em plantas WT2 sendo assim diferentes significativamente
entre si (Tabela 5) (Figura 20). Para crescimento em peciolo as diferencas continuaram
mostrando-se de 0,72 cm em tetrapldides, de 0,45 cm em WT1 e de 0,31 cm em WT2
(Tabela 5) (Figura 21).
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Figura 19. Boxplot com a distribui¢do dos dados de comprimento de folhas.
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Figura 20. Boxplot com a distribui¢do dos dados da largura de folhas.
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Figura 21. Boxplot com a distribuigdo dos dados de peciolo de folhas.

Tabela 5. Anédlise de varidncia do comprimento e largura da folha e comprimento do
peciolo de folhas pelo programa estatistico R. Comparacdo de médias por Teste de Tukey

5%.

Tratamentos Média Ajustada (cm)
Comprimento de Largura de Comprimento de
folhas folhas peciolos
Tetrapldide 7,1201 a 7,7685 a 0,7234 a
WT1 6,5012 b 4,6710b 0,4526 b
WT2 5,9202 c 4,2053 ¢ 0,3125¢
CV (%) 13,78 8,68 26,59

5.5 Avaliagbes Anatomicas

5.5.1 Densidade de estbmatos

Segundo Vichiato (2006), em plantas de Dendrobium nobile a
maior frequéncia estomatica e nimero de estdmatos em folhas de crisdntemo foi
diretamente proporcional ao aumento da ploidia. Em Acacia mearnsii a relacdo existente
entre a frequéncia do estdmato e o nivel de ploidia foi inversa sendo quanto maior a ploidia
menor a frequéncia de estomato (BECK, 2003). Esta relacdo de menor nimero de estdmato
por mm? foi também observada em plantas de E.dunnii conforme a ploidia. Em
tetraploides a frequéncia foi de 9.9 estdmatos por mm?, diferente significativamente
quando comparada aos controles WT1 e WT2, com 12.4 e 13.3 estdmatos por mm?

respectivamente (Tabela 6) (Figura 22). Estudo realizado com Aegilops neglecta mostrou
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que a frequéncia de estdbmatos pode ser utilizada para identificacdo e comparacdo entre
plantas tetraploides e hexapldides (ARYAVAND, 2003). Em plantas de citrus a densidade
estomatica demonstrou haver alta correlacdo, porém negativa, entre a densidade estomatica
e a ploida, chegando a reducgdes de 50% nas densidades estomaticas de folhas de plantas

autotetraploides em relacéo as plantas controle dipldide (POVEDANO, 2012).

17.5-

Estdmato

|
Tetra[él-jide 'II"I 'II'2
Tratamento
Figura 22. Boxplot com a distribuicdo dos dados da densidade de estdmatos por

mm2.

Tabela 6. Anélise de variancia de densidade de Estdmatos pelo programa estatistico R.
Comparacao de médias por Teste de Tukey 5%.
Média Ajustada

Tratamentos
- (Estbmatos por mm?2)
Tetrapldide 9,9502 a
WT1 12,4718 b
WT2 13,3223 b

CV (%) 20,02
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5.5.2 Comprimento de fibras

Ha mais de 100 anos atras foram descritos efeitos da tetraploidia na
anatomia da madeira observando fibras mais longas em plantas tetrapldides de Oenothera
stenomeres (GRIFFIN, 2012).

Estudos realizados em Acacia mangium comparando plantas
diploides e tetrapldides demonstraram aumento no comprimento e largura das fibras, assim
como aumento da eficiéncia no rendimento da polpa, menor uso de quimica na polpacédo e
maior resisténcia no rasgamento (GRIFFIN, 2014). As fibras avaliadas neste trabalho
apresentaram variagdes nos comprimentos entre as amostras. Conforme duplicacdo da
ploidia, de dipldide para tetrapldide, houve aumento no comprimento das fibras sugerindo
que a ploidia da planta pode influenciar em suas dimensdes. Os resultados apresentados
neste trabalho (Tabela 7) mostram que houve diferenca significativa para comprimento de
fibras entre plantas tetrapldides (0,86 mm), dipléide WT1 (0,73 mm) e diploide WT2
(0,72mm), assim como no trabalho de Fantuzzi (2012) que concluiu que clones poliploides

podem apresentar fibras de maior comprimento e de melhor qualidade.
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Figura 23. Boxplot com a distribui¢do dos dados de fibras.



Tabela 7. Analise de variancia de comprimento de fibras pelo programa estatistico R.

Comparacédo de médias por Teste de Tukey 5%.
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Tratamentos Média Ajustada (mm)
Tetrapldide 0,8552 a
WT1 0,7245b
WT?2 0,7200 b

CV (%) 10,08
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6 CONCLUSAO

Para a espécie de Eucalyptus dunnii as caracteristicas de altura e de
didametro ndo apresentaram diferenca significativa entre plantas tetraploides e diploides

sob condicdes de casa-de-vegetacao.

Plantas tetrapldides de Eucalyptus dunnii apresentaram menor

quantidade de ramos quando comparadas aos seus controles diploides.

O comprimento, largura e peciolo das folhas mostraram-se maiores
significativamente em tetrapldides em relacdo aos seus controles diploides de

Eucalyptus dunnii.

Os resultados analisados de densidade de estbmatos apresentaram
menor densidade significativa para tetrapléides quando comparadas aos seus controles

dipldides.

O comprimento de fibra apresentou maior diferenca significativa
em plantas tetraploides de Eucalyptus dunnii em relacdo aos seus controles dipldides

sob condicdes de casa-de-vegetacao.
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