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RESUMO
A producao de poliploides por meios artificiais tem sido amplamente utilizada em programas
de melhoramento vegetal, sendo considerada vantajosa sob os pontos de vista genético,
agrondmico e evolutivo. Em grande parte dos casos, a duplicacdo cromossdmica induzida
promove a ampliacdo das combinagdes génicas disponiveis, resultando em um aumento da
variabilidade genética e possibilitando o surgimento de fenotipos com caracteristicas
agronomicamente desejaveis. A poliploidizacdo artificial ¢, portanto, uma ferramenta
estratégica no desenvolvimento de novas cultivares com valor comercial agregado,
especialmente no setor ornamental. Este trabalho teve como objetivo a indugdo e
caracterizacdo comparativa de poliploides artificiais em Oncidium crispum, utilizando
tratamentos in vitro com colchicina em duas concentracdes (0,05% e 0,1%) por periodos de 4
e 7 dias, .A indugdo de poliploidia foi avaliada por meio de técnicas citogenéticas, incluindo a
contagem cromossOmica classica, com o uso do fluorocromo DAPI e a citometria de fluxo
para estimativa do conteudo gendmico. Os individuos controle apresentaram 58
cromossomos ¢ meédia de 3,58 pg de DNA, os poliploides induzidos exibiram 116
cromossomos e cerca de 6,76 pg de DNA,. Além disso, foi realizada uma analise comparativa
do padrao de metilacdio do DNA entre plantas diploides, poliploides e mixoploides, por meio
de enzimas sensiveis a metilagdo e marcadores ISSR (MS-ISSR). Os resultados indicaram
que a metilacdo da citosina interna do DNA estava ausente nos diploides, mas presente em
poliploides e mixoploides, enquanto a metilagdo da citosina externa foi observada apenas em
diploides, sugerindo uma modificacdo significativa no perfil epigenético decorrente da
duplicacdo gendmica. Nao houve diferenca estatistica significativa na metilagdo total entre
diploides e poliploides. Este estudo reforca a viabilidade da indugdo de poliploidia em O.
crispum para fins de melhoramento ornamental e destaca a importancia de analises integradas
citogenéticas e epigenéticas para a compreensdo das consequéncias moleculares da

poliploidia em plantas ornamentais.

palavras-chave: duplicagdo cromossomica, orquidea, colchicina, Oncidium crispum,

metilacdo do DNA



ABSTRACT

The production of polyploids by artificial means has been widely used in plant breeding
programs and is considered advantageous from genetic, agronomic, and evolutionary
perspectives. In most cases, induced chromosome doubling promotes the expansion of
available gene combinations, resulting in increased genetic variability and enabling the
emergence of phenotypes with agronomically desirable traits. Artificial polyploidization is,
therefore, a strategic tool in the development of new cultivars with added commercial value,
especially in the ornamental sector. This study aimed to induce and comparatively
characterize artificial polyploids in Oncidium crispum using in vitro treatments with two
concentrations (0.05% and 0.1%) of colchicine for periods of 4 and 7 days. Polyploidy
induction was evaluated using cytogenetic techniques, including classical chromosome
counting with the fluorochrome DAPI and flow cytometry to estimate genomic content.
Control individuals had 58 chromosomes and an average of 3.58 pg of DNA, while induced
polyploids had 116 chromosomes and approximately 6.76 pg of DNA. Furthermore, a
comparative analysis of the DNA methylation pattern between diploid, polyploid, and
mixoploid plants was performed using methylation-sensitive enzymes and ISSR markers
(MS-ISSR). The results indicated that internal DNA cytosine methylation was absent in
diploids but present in polyploids and mixoploids, while external cytosine methylation was
observed only in diploids, suggesting a significant modification in the epigenetic profile
resulting from genome duplication. There was no statistically significant difference in total
methylation between diploids and polyploids. This study reinforces the feasibility of inducing
polyploidy in O. crispum for ornamental breeding purposes and highlights the importance of
integrated cytogenetic and epigenetic analyses for understanding the molecular consequences

of polyploidy in ornamental plants.

Keywords: chromosome doubling, orchid, colchicine, Oncidium crispum, DNA methylation
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1.INTRODUCAO
1.1 Orchidaceae

As orquideas sdo as plantas que compdem a familia Orchidaceae, pertencente a ordem
Asparagales. Consideradas uma das familias mais fascinantes, complexas e diversas do reino
vegetal, as Orchidaceae destacam-se ndo apenas pela beleza exdtica de suas flores, mas
também por sua ampla distribuicdo geografica, adaptabilidade ecoldgica e relevancia
econdmica e cientifica (Chase et al., 2015; Givnish et al., 2015). Estima-se que a familia
compreenda aproximadamente 800 géneros e entre 28.000 a 35.000 espécies descritas, além
de mais de 100.000 hibridos artificiais desenvolvidos por melhoristas e colecionadores ao
redor do mundo. Essa diversidade impressionante torna as orquideas uma das maiores
familias de angiospermas conhecidas, superando grupos inteiros de plantas em riqueza de
espécies e complexidade morfoldgica (Dressler, 1993).

As orquideas ocorrem em quase todos os continentes, com excecdo das regides
polares, predominando principalmente em ecossistemas tropicais imidos, como as florestas
da Amazonia, Mata Atlantica, Sudeste Asiatico e regides da Africa Central (Cribb et al.,
2003; Govaerts et al., 2021). Contudo, também estdo presentes em ambientes aridos, de
altitude e até mesmo temperados, demonstrando uma notavel capacidade de adaptagao. Essa
versatilidade ecologica ¢ favorecida por caracteristicas unicas, como o desenvolvimento de
estruturas vegetativas modificadas (pseudobulbos, rizomas, raizes com velame), a simbiose
com fungos micorrizicos na germinagdo das sementes e sofisticados mecanismos de
polinizacdo que envolvem, muitas vezes, coevolu¢do com polinizadores especificos
(Rasmussen, 1995; Arditti, 1992).

Além de sua importancia ecoldgica e evolutiva, as orquideas possuem grande valor
ornamental, medicinal, cosmético e alimenticio. Espécies como Phalaenopsis, Cattleya,
Dondrobium e Oncidium sao amplamente cultivadas e comercializadas no mundo todo,
constituindo um mercado biliondrio que movimenta dezenas de bilhdes de dolares
anualmente (Soto Arenas & Dressler, 2010; Swarts & Dixon, 2009). Outras espécies como a
Vanilla planifolia, sdo exploradas economicamente para a producdo da baunilha, um dos
aromas naturais mais utilizados na industria alimenticia (Walsh et al., 2017). A crescente
demanda por essas plantas impulsionou avancos nas técnicas de cultivo in vitro, propagagado
clonal, hibridiza¢do e manipulagdo genética, o que permitiu ndo apenas a expansao do setor
ornamental, mas também a conservacao ex situ de espécies ameacadas (Teixeira da Silva &
Dobranszki, 2014; Chen et al., 2021). No entanto, o intenso comércio ilegal, a destrui¢ao de

habitats e as mudangas climdticas representam ameacas significativas a diversidade natural de
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Orchidaceae, exigindo estratégias de conservacdo integradas que considerem tanto a
preservacdo da biodiversidade quanto o uso sustentdvel dos seus recursos genéticos (Swarts e
Dixon, 2009; Fay, 2018).

Atualmente, os avancos na biologia das orquideas e biotecnologias tém contribuido
substancialmente para o desenvolvimento de novas cultivares e hibridos com multiplos
valores ornamentais, contribuindo para o mercado em rapido crescimento ¢ demanda por
variedades exoticas.De 2007 a 2012, o custo de estacas de orquideas frescas e brotos
negociados foi estimado em 483 milhdes de ddlares americanos (DE, L.C., et al, 2015). Sua
importancia multifacetada na floricultura, no setor de alimentos € na medicina contribuiu
substancialmente para a comercializagdo de orquideas, com um mercado global
multimilionario (DE, L.C., et al, 2015). A crescente demanda por variedades exdticas e a
conservacao de espécies ameacadas exigem novas tecnologias cientificas, que podem
produzir plantas com novas variedades de flores, tolerancia ao estresse biotico / abidtico e
propaga¢do eficiente (Hossain, M.M, 2013). Novas fronteiras na ciéncia das plantas se
concentraram em estudos avang¢ados em orquideas, incluindo manipulagdes genéticas,
estudos de proteoma e gendmica funcional, entre outros para os resultados desejados (Kisana,

B.; 2018.).

1.2 Oncidium crispum

Entre as orquideas, Oncidium crispum (figura 1) ¢ uma espécie epifita nativa da
regido sudeste do Brasil, amplamente valorizada e comercializada em floriculturas devido ao
seu elevado valor ornamental (Cardoso, 2014; Borba & Semir, 1998). Essa espécie destaca-se
pela sua inflorescéncia exuberante, caracterizada por flores de coloracdo marrom com
manchas amarelas contrastantes, as quais florescem predominantemente entre os meses de
junho e agosto, periodo que coincide com condigdes ambientais favoraveis a sua reproducao
(Silva et al., 2017). As flores emergem da base dos pseudobulbos, estruturas especializadas
que armazenam agua e nutrientes, ¢ que produzem duas a trés folhas coridceas durante seu
ciclo vegetativo, conferindo a planta uma morfologia adaptada a ambientes epifitos, sujeitos a
variagoes hidricas (Pridgeon et al., 2005; Cardoso, 2014).

O grande potencial de O. crispum para programas de melhoramento genético reside
na sua ampla utilizacdo em cruzamentos interespecificos com outras espécies dos géneros
Oncidium, Miltonia e Brassia, com o intuito de originar hibridos que reunam caracteristicas
ornamentais desejaveis, tais como diversidade na coloracao floral, resisténcia a pragas e

doengas, ¢ maior durabilidade das flores (Bateman et al., 2003; Borba & Semir, 1998).
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Estudos recentes tém explorado a plasticidade genética dessa espécie, destacando sua
capacidade de adaptacdo e resposta fenotipica a variagdes ambientais e ao cultivo in vitro, o
que reforca seu potencial para a criacdo de cultivares comerciais de alto valor (Silva et al.,
2017; Teixeira da Silva et al., 2015).

Assim, Oncidium crispum representa ndo apenas um importante recurso para a
floricultura comercial, mas também um modelo promissor para estudos genéticos e de

melhoramento em orquideas epifitas.

Figura 1 — Oncidium crispum (Lodd. ex Lindl.). Foto de Mauro Rosim.

Acesso:https://www.flickr.com/photos/rosim/11343125026/in/photostream/

1.3 Cultura de tecidos vegetais

A micropropagacao in vitro constitui uma abordagem eficiente, pratica e amplamente
utilizada para a multiplicacdo de orquideas, sendo especialmente vantajosa para a germinagao
de sementes dessa familia, que, em condi¢cdes naturais, apresentam baixissima taxa de
sucesso devido a auséncia de endosperma e a dependéncia de fungos micorrizicos para o
desenvolvimento inicial (Arditti & Ernst, 1993).

Além de sua aplicacdo direta na multiplicagdo clonal, a micropropagacao fornece uma
plataforma ideal para ensaios biotecnologicos, como indugdo de poliploidia, transformagao
genética, selecdo de variantes somaclonais e manipulacdo epigenética, sendo uma base
essencial para programas de melhoramento genético em orquideas (Teixeira da Silva et al.,
2015). Essa técnica também representa uma ferramenta estratégica para a conservagao de

espécies ameacadas, promovendo a preservagdo ex sifu de germoplasma, reduzindo a coleta
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predatoria e permitindo a reintrodug¢do em habitats naturais (Nongdam & Chongtham, 2011;
Zeng et al., 2016).

Diversas espécies raras e ameacadas ja foram propagadas com sucesso por meio de
métodos in vitro, como Paphiopedilum armeniacum, Bulbophyllum nipondhii,
Paphiopedilum insigne e Anoectochilus elatus, demonstrando o potencial da técnica para a
conservagao da biodiversidade (Chen et al., 2004; Gantait et al., 2021).

Nas ultimas décadas, a cultura de tecidos vegetais se consolidou como
ferramenta-chave para a répida multiplicacdo e conservacao ex situ de orquideas, utilizando
uma ampla variedade de explantes, incluindo segmentos de caule, nds apicais, meristemas,
raizes, rizomas e até talos florais (Martin & Madassery, 2006; Roy et al., 2010). A
composi¢do dos meios de cultura ¢ um fator critico para o sucesso da germinagdo e
regeneragdo in vitro, sendo frequentemente ajustada conforme o tipo de explante, espécie, €
objetivo experimental (Arditti, 2008). A combinacao adequada de nutrientes, reguladores de
crescimento e condigdes ambientais especificas pode otimizar significativamente a eficiéncia

da micropropagacao.

1.4 Poliploidia

A poliploidia ¢ um fendmeno gendmico caracterizado pela presenga de multiplos
conjuntos completos de cromossomos, resultando em organismos com trés ou mais séries
cromossomicas (Otto & Whitton, 2000). Trata-se de um dos principais mecanismos
responsaveis pela especiagdo e evolucdo das plantas superiores (angiospermas e
gimnospermas), sendo especialmente comum em angiospermas(Soltis & Soltis, 2009; Wood
et al., 2009).

Esse fenomeno pode ocorrer por meio da formagdo de gametas ndo reduzidos, que
mantém o nimero diploide de cromossomos, ou pela duplicagdo espontanea do zigoto antes
ou durante as primeiras divisdes celulares (Ramsey & Schemske, 1998; Comai, 2005).
Plantas poliploides que surgem desses eventos podem ser mantidas em populagdes naturais,
uma vez que frequentemente exibem vantagens adaptativas, como maior vigor, tolerancia a
estresses ambientais, plasticidade fenotipica e maior variabilidade genética (Van de Peer et
al., 2017; Levin, 2002). Esses fatores contribuem para que as poliploidias sejam eventos
evolutivos bem-sucedidos, facilitando a colonizacdo de novos habitats e o aumento da
diversidade biologica.

Ao contrario do que se supunha no passado, a origem da maioria das espécies

poliploides ¢ multipla, significando que diferentes individuos poliploides independentes

19



podem surgir em uma mesma espécie, aumentando a diversidade genética dentro do grupo
poliploide (Soltis et al., 2010). O processo de poliploidizagdo ¢ dindmico e recorrente, €
provoca profundas alteragdes genéticas e epigenéticas no genoma dos organismos afetados
(Chen, 2007; Madlung, 2013).

Além das alteragdes genéticas, a poliploidia estd associada a mudangas morfoldgicas
importantes. O aumento do nimero cromossdmico geralmente se traduz em um aumento do
volume nuclear, que se reflete em células maiores e, consequentemente, em 6rgaos de maior
tamanho (Cavalier-Smith, 1985; Beaulieu et al., 2008). Este fendmeno, conhecido como
“efeito do tamanho do genoma”, pode resultar em plantas poliploides maiores, com folhas,
flores e raizes maiores, além de diferencas fisioldgicas como maior tolerancia a estresses
bioticos e abidticos (Leitch & Bennett, 2004; Suda et al., 2015).

Segundo Simioni (2004), ¢ esperado que plantas poliploides apresentem
superioridade em relagdo as plantas dipldides em diversos aspectos morfofisioldgicos,
genéticos e adaptativos. Essa vantagem estd associada ao fato de que muitas caracteristicas
fenotipicas de importancia adaptativa e agrondmica sdo controladas por multiplos genes
localizados em diferentes cromossomos. Dessa forma, a duplicacdo gendomica amplia a base
genética disponivel, promovendo o acumulo de alelos favoraveis e aumentando a
variabilidade genética, o que pode resultar em fendtipos com maior plasticidade e
desempenho adaptativo (Leitch & Leitch, 2008; Van de Peer et al., 2017).

Durante o processo evolutivo de espécies poliploides, os efeitos de mutagdes
individuais podem ser minimizados quando considerados isoladamente; no entanto, seu
impacto coletivo pode gerar alteragdes significativas em caracteristicas poligénicas,
possibilitando o surgimento de novos padrdes fenotipicos sob a acdo da selecao natural
(Comai, 2005; Otto & Whitton, 2000). Além disso, o aumento do nivel de ploidia estd
diretamente relacionado a capacidade de mascarar mutagdes deletérias. Isso ocorre devido ao
efeito “tamponante” da poliploidia, que se refere a presenga de multiplas copias génicas
capazes de compensar ou silenciar mutagdes nocivas, preservando a funcionalidade do
organismo (Silva Jr., 2008; Chen, 2007).

Essa tolerancia genética aumenta ndo apenas a robustez das plantas frente a estresses
ambientais, mas também sua viabilidade reprodutiva, principalmente em habitats instaveis ou
em processos de colonizagdo de novos nichos ecoldgicos (Soltis et al.,, 2014).
Adicionalmente, os polipldides tendem a apresentar maior vigor hibrido (heterose), maior

tamanho celular e, consequentemente, estruturas vegetativas e reprodutivas mais
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desenvolvidas, o que pode favorecer sua competitividade em ambientes naturais e agricolas

(Beaulieu et al., 2008; Levin, 2002).

1.5 Poliploidia Artificial

A producao de poliploides por meios artificiais tem sido amplamente utilizada em
programas de melhoramento vegetal, sendo considerada vantajosa sob os pontos de vista
genético, agrondmico e evolutivo(Comai, 2005). Em grande parte dos casos, a duplicagao
cromossOomica induzida promove a ampliagdo das combinagdes génicas disponiveis,
resultando em um aumento da variabilidade genética e possibilitando o surgimento de
fenotipos com caracteristicas agronomicamente desejaveis (Comai, 2005; Soltis et al., 2016).
Tais caracteristicas incluem maior vigor vegetativo, flores de maior porte, intensificacdo da
coloragdo floral, maior espessura foliar e, em alguns casos, maior resisténcia a estresses
bioticos e abidticos (Van de Peer et al., 2017; Chen, 2010).

A poliploidizagao artificial ¢, portanto, uma ferramenta estratégica no
desenvolvimento de novas cultivares com valor comercial agregado, especialmente no setor
ornamental. Na industria de flores e plantas ornamentais, a obtengao de poliploides permite o
aprimoramento de atributos estéticos como tamanho, forma e durabilidade das flores,

aspectos essenciais para a competitividade no mercado internacional (Dhooghe et al., 2011).

1.6 Metilacao do DNA

A metilagdo do DNA ¢ uma modificacdo quimica estavel e herdavel, que desempenha
papel fundamental na regulagdo epigenética dos organismos e constitui 0 mecanismo
epigenético mais bem caracterizado em plantas (Kaeppler et al., 2000). Esse processo
consiste na adi¢do covalente de um grupo metil (CHs) ao carbono 5 do anel da base
nitrogenada citosina, principalmente em dinucleotideos CpG, mas também pode ocorrer em
contextos CpHpG e CpHpH (sendo H = A, T ou C), o que confere ao genoma vegetal uma
complexidade epigenética superior a observada em animais (Law & Jacobsen, 2010; Laird,
2010).

Em plantas, a metilacdo do DNA esta associada a diversos processos regulatorios,
incluindo silenciamento de genes, repressio de elementos transponiveis, imprinting
gendmico, respostas a estresses ambientais, € desenvolvimento de tecidos especificos, como
flores, folhas e raizes (Zhang et al., 2018). Genes relacionados a morfogénese e diferenciacao

celular sdo frequentemente regulados por mecanismos epigenéticos, sendo a metilagdo um
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dos principais moduladores da sua ativacdo ou repressdo transcricional (Quinga, 2013;

Baulcombe & Dean, 2014).

Particularmente em plantas poliploides, alteragdes nos padrdoes de metilagdo sdo

eventos comuns e relevantes. A duplicacdo gendmica pode induzir instabilidade epigenética,

resultando em reprogramag¢ao do epigenoma, o que, por sua vez, pode influenciar

significativamente a expressdo génica, a adaptacdo evolutiva e a estabilidade do genoma

duplicado (Chen, 2007; Parisod et al., 2010).

Diante disso, o estudo do padrao de metilacgdo em plantas submetidas a

poliploidizagao artificial torna-se uma ferramenta essencial para a compreensao da dinamica

epigenética associada a duplicag@o cromossOmica.

2. OBJETIVOS

Comparar individuos naturais (diploides) de Oncidium crispum com individuos

poliploides artificiais obtidos por inducao com colchicina;

Avaliar a eficacia de diferentes tratamentos com colchicina (0,05% e 0,1% por 4 ¢ 7

dias) na indugdo de poliploidia em O. crispum cultivado in vitro;

Caracterizar geneticamente os individuos tratados, utilizando técnicas como:
contagem cromossOmica; bandeamento cromossomico (DAPI); analise de conteudo

de DNA por citometria de fluxo.

Analisar comparativamente o padrao de metilagdo do DNA de individuos diploides,

poliploides e mixoploides.

Avaliar condi¢des de porcentagem geral de metilacdo, porcentagem de metilagdo da

citosina externa do DNA e porcentagem de metilagao da citosina interna do DNA.

Contribuir com dados inéditos para a espécie O. crispum e demonstrar o potencial da
poliploidia artificial como estratégia para gerar individuos com valor ornamental e

comercial superior.

Fornecer um modelo aplicavel ao melhoramento de outras espécies de orquideas

tropicais com interesse ornamental.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencao de plantulas de Oncidium crispum

As capsulas de Oncidium crispum utilizadas neste estudo foram provenientes de
material comercial adquirido junto a produtores regionais e continham sementes maduras.
Inicialmente, cada capsula foi submetida a um processo de desinfestacdo, sendo imersa em
agua corrente por um periodo de 10 minutos, a fim de remover impurezas superficiais. Em
seguida, as capsulas foram transferidas para uma solucdo de hipoclorito de sodio a 1,5%
(v/v), permanecendo por 10 minutos para desinfec¢do quimica. Posteriormente, procedeu-se a
remocdo do agente desinfetante por meio de trés lavagens sequenciais, empregando agua
destilada previamente esterilizada em autoclave (120 °C, 1,2 atm, 15 minutos).

Todas as etapas subsequentes foram conduzidas em condigdes assépticas, no interior
de uma camara de fluxo laminar horizontal. As cépsulas foram cuidadosamente abertas e
pequenas fragdes das sementes foram extraidas e inoculadas em frascos de vidro com
capacidade de 200 mL. Cada frasco continha 50 mL de meio de germinagdo constituido por
fertilizante hidrossolivel B&G® (contendo macro e micronutrientes essenciais) solidificado
com 0,7% de agar (p/v). A preparagdo do meio incluiu a dissolu¢do dos componentes em
agua destilada e a posterior esterilizacdo em autoclave (120 °C, 1,2 atm, 15 minutos),
assegurando a eliminagdo de contaminantes microbianos. Apds a inoculagdo, os frascos
foram mantidos em sala de crescimento sob controle ambiental. As condi¢des de cultivo
incluiram temperatura constante de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz, e densidade de

fluxo de fotons de 40 pmol m2s™'.

3.2 Inducao de poliploides sintéticos em Oncidium crispum

Os explantes utilizados nesta etapa foram obtidos a partir de plantulas provenientes da
germinagdo in vitro das sementes de Oncidium crispum. Apds atingirem tamanho adequado
para manipulacdo, esses explantes foram transferidos para frascos contendo meio de cultura
Murashige & Skoog (1962) (MS), formulado com a adicdo de 2% (p/v) de sacarose como
fonte de carbono, 0,7% (p/v) de dgar como agente geleificante e 2,8 g-L' de carvao ativado
para adsor¢@o de compostos fendlicos liberados pelos tecidos.

Para a induc¢do da poliploidia, o meio foi suplementado com colchicina em duas

concentragdes distintas: 0,05% e 0,1% (p/v). O tratamento foi conduzido por dois periodos de
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exposi¢ao diferentes — quatro ¢ sete dias — visando avaliar a resposta dos explantes a
diferentes intensidades e durac¢des de contato com o agente antimitdtico.

Cada combinagdo de concentragdao de colchicina e tempo de exposi¢do constituiu um
tratamento experimental. Para cada tratamento, foram inicialmente utilizados oito explantes,
mantidos sob as mesmas condigdes assépticas empregadas nas etapas anteriores, a fim de

evitar contaminagdes e assegurar a integridade do experimento.

3.3 Avaliacio do efeito da colchicina no desenvolvimento e na estabilidade gendomica
Apo6s um periodo de seis meses de cultivo in vitro, as plantulas resultantes dos
tratamentos com colchicina foram submetidas a andlise de citometria de fluxo para
determinagdo do nivel de ploidia. Esse pardmetro continuou a ser monitorado
periodicamente, em intervalos regulares de trés meses, a fim de avaliar a estabilidade
gendmica ao longo do tempo. Para a preparacdo das amostras destinadas a citometria de
fluxo, procedeu-se a obtencdo de suspensdes nucleares segundo o método descrito por
Dolezel et al. (1998), com adaptagdes. Folhas jovens de cada planta foram maceradas
manualmente sobre uma placa de Petri utilizando uma lamina de aco descartdvel, em
presenca de 450 pL tampao isolamento WPB (Loureiro et al., 2007), que mantém a
integridade dos nucleos. A suspensdo obtida foi aspirada com auxilio de pipeta de plastico,
filtrada sequencialmente através de duas camadas de gaze para retengcdo de fragmentos
maiores e, posteriormente, passada por uma membrana de nylon com porosidade de 50 pm,
visando a remocao de detritos celulares e residuos de tecidos. O material filtrado recebeu a
adi¢do de iodeto de propidio (I mg-mL™), corante intercalante especifico para DNA,
permitindo a quantificagdo da fluorescéncia emitida durante a analise. As leituras foram
realizadas no citometro de fluxo modelo CytoFLEX (Beckman & Coulter). Os valores
obtidos foram comparados com dados de referéncia previamente estabelecidos para as
mesmas amostras antes do processo de inducdo da poliploidizagdo, seguindo os
procedimentos recomendados por Dolezel e Bartos (2005).
Ap0s essa caracterizacdo, os individuos classificados como mixoploides e poliploides, bem
como as plantas do grupo controle, foram mantidos separados e individualizados para as
etapas de avaliacdo subsequentes, garantindo rastreabilidade e precisdo na comparagdo entre

tratamentos.
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3.4 Caracterizacado cromossomica de plantas diploides e poliploides sintéticos de
Oncidium crispum

A caracterizagdo cromossdmica foi conduzida com base na analise de, no minimo,
cinco metafases por individuo, abrangendo trés plantas do grupo controle, trés individuos
poliploides e trés mixoploides. A selecdo dos exemplares considerou tanto a qualidade das
metafases obtidas quanto a disponibilidade de material adequado para a anélise citogenética.
Os meristemas radiculares foram submetidos inicialmente a um pré-tratamento com solucao
de NaCl 62,5 mM, mantidos a 4 °C por 15 horas, conforme descrito por De Oliveira (2015),
com o objetivo de interromper o ciclo celular em metafase. Em seguida, as raizes foram
lavadas em agua destilada para remocdo do excesso de sal e imediatamente fixadas em
solugdo de etanol e acido acético (3:1, v/v) por um periodo minimo de 12 horas, para
preservacao da integridade cromossdmica. Para a digestdo enzimatica da parede celular, as
amostras radiculares foram tratadas com solucdo contendo pectinase (20%) e celulase (2%),
mantidas a 37 °C por quatro horas. As laminas citogenéticas foram preparadas pela técnica de
dissociacdo celular seguida de secagem ao ar, de acordo com Carvalho (1993; 1997). A etapa
de bandeamento cromossdmico sequencial seguiu o protocolo de Schweizer (1976), com
pequenas modificagdes. As laminas, previamente selecionadas e envelhecidas por um periodo
minimo de trés dias, foram coradas com solugdo de cromomicina As; (CMA, Sigma™) a 0,5
mg-mL™!, preparada em tampao Mcllvaine contendo 0,5 mM de MgCl.. A coloragdo foi
realizada em cédmara Umida, no escuro € a temperatura ambiente, por uma hora. Apds a
coloragdo, o excesso de CMA foi removido por lavagem com agua destilada, e aplicaram-se
30 pL de solugdo de 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 2 pg-mL™" em tampao Mcllvaine pH
7,0), permanecendo em contato por 30 minutos. O excesso de DAPI também foi removido
com agua destilada, e as laminas, apos secagem, foram montadas e seladas com meio antifade
¢ laminulas. A observagao dos cromossomos ¢ a deteccao dos sinais fluorescentes foram
realizadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX51, utilizando filtros especificos
para os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de cada corante. As imagens obtidas
foram registradas com camera digital Olympus DP72 acoplada ao microscopio, garantindo

documentacgao visual de alta resolugdo para posterior analise.

3.5 Caracteriza¢ido do padrao de metilacio do DNA de plantas diploides e poliploides
sintéticos de Oncidium crispum
A anélise comparativa do padrao de metilagdo do DNA foi realizada com o objetivo

de identificar possiveis alteracdes epigenéticas decorrentes do processo de indugdo de
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poliploidia em Oncidium crispum. Para isso, foram selecionados nove individuos no total,
distribuidos em trés grupos experimentais: trés plantas diploides (grupo controle), trés
poliploides e trés mixoploides. A escolha dos exemplares considerou a qualidade e
integridade do material vegetal disponivel, de modo a assegurar resultados confiaveis nas
analises moleculares. Cada amostra vegetal foi submetida as etapas laboratoriais
subsequentes de extracio de DNA, digestdo com enzimas sensiveis a metilagdo e
amplificacdo seletiva, seguindo protocolos adequados para a detec¢do e comparagdo do
padrao de metilagdo entre os grupos. Esses procedimentos visaram determinar a presenca,
auséncia ou variagdo nos sitios de metilagao citosina-especificos, permitindo a avaliagdo do

impacto da poliploidizacdo sobre a regulacdo epigenética do genoma.

3.5.1 Extracao do DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando o método de brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB) descrito por Doyle e Doyle (1990), com modificagdes para
otimizar o rendimento e a pureza do material genético. Foram coletados aproximadamente 10
a 20 g de folhas jovens e frescas de cada individuo, as quais foram imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido para preservacdo da integridade molecular e inibicdo de atividades
enzimaticas degradativas. O tecido foliar congelado foi macerado até obtengdo de um po fino,
ainda em presenca de nitrogénio liquido, e transferido para microtubos de 2 mL. A cada
amostra foram adicionados 1 mL de tampao CTAB pré-aquecido, seguido de incubacgao a 65
°C por 30 minutos, visando promover a lise celular e a solubilizacdo de componentes
lipidicos e proteicos. Apds a incubacdo, adicionaram-se 600 pL de uma mistura de
cloroféormio:alcool isoamilico (24:1, v/v) para remogdo de proteinas e outros contaminantes
organicos. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos, e o sobrenadante
obtido foi cuidadosamente transferido para novos microtubos. A este volume, adicionou-se
8% do volume de acetato de amodnio (7,5 M) e 54% do volume de isopropanol gelado,
promovendo a precipitagdo seletiva do DNA. As amostras foram homogeneizadas por
inversdo ¢ mantidas a -20 °C por 30 minutos. O DNA precipitado foi recuperado por
centrifugacao (14.000 rpm, 10 minutos), € o sobrenadante descartado. Os pellets obtidos
foram lavados sequencialmente com etanol gelado a 70% e 95%, cada lavagem seguida de
centrifugacdo por 10 minutos, para remocao de sais e residuos de solventes. O material
genético purificado foi ressuspendido em 100 uL. de agua ultrapura estéril. A qualidade e a

concentracdo do DNA extraido foram verificadas por meio de espectrofotometria em
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nanodrop (Nanodrop™) e por eletroforese em gel de agarose a 1%, permitindo a avaliacdo da

integridade e pureza das amostras para posterior aplicacdo nas andlises de metilagao.

3.5.2 Analise do perfil de metilacido do DNA utilizando enzimas sensiveis a metilacio e
marcadores ISSR (MS-ISSR)

A avaliagdo do padrao de metilacdo de citosinas no DNA gendémico foi conduzida por
meio da técnica de MS-ISSR (Methylation-Sensitive Inter Simple Sequence Repeat). O DNA
previamente extraido e quantificado foi diluido em agua ultrapura estéril até atingir a
concentracdo de trabalho de 25 ng-uL™". Para cada amostra, aproximadamente 250 ng de
DNA foram submetidos a digestdo enzimatica com 5 U de Hpall ou Mspl, utilizando 1x
tampao especifico e dgua ultrapura, em volume final de 50 pL. As reacdes de digestdo foram
conduzidas a 37 °C por 2 horas. Em paralelo, aliquotas de DNA nao digeridas foram
mantidas para servir como controle da amplificagdao. Tanto as amostras digeridas quanto as
ndo digeridas foram amplificadas por PCR com primers ISSR universais. Inicialmente, 15
primers foram avaliados, sendo selecionados os 5 mais polimoérficos para as andlises
comparativas. As reagdes de PCR foram preparadas em volume final de 25 pL, contendo: 5
uL de tampao GoTaq® Flexi, 0,5 uM de primer, 0,15 mM de cada dANTP, 1 U de Taq DNA
polimerase, 3 mM de MgCl: e 15 ng de DNA molde. O programa de amplificacdo consistiu
em desnaturagdo inicial a 94 °C por 4 minutos, seguida por ciclos compostos por
desnaturagdao a 94 °C por 45 segundos, anelamento na temperatura especifica para cada
primer por 45 segundos, e extensdao a 72 °C por 2 minutos. Apds 35 ciclos, foi realizada uma
extensdo final a 72 °C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese
em géis de agarose a 2% preparados em tampao 1x TBE, contendo o corante intercalante
SYBR® Safe DNA gel stain. A visualizagdo foi realizada em transiluminador UV, e o
tamanho dos fragmentos foi estimado com base em marcador de 100 pb (Amresco®).

Para a quantificacdo do percentual de metilagdo, os perfis de bandas foram
transformados em uma matriz bindria, atribuindo valor 1 para presenga e 0 para auséncia de
cada fragmento de tamanho similar (Tabela 1). Apenas bandas reprodutiveis e consistentes
foram consideradas, conforme critérios de Sasheva e Grossniklaus (2017). Os padroes de
metilacdo foram avaliados comparando-se o grupo controle com os grupos tratados
(poliploides e mixoploides) por meio do teste do Qui-quadrado (p < 0,05). Foram realizadas
trés comparacdes independentes: (i) controle x poliploides; (ii) controle X mixoploides; e (iii)
mixoploides X% poliploides. Para cada comparacao, analisaram-se trés parametros: percentual

de metilagao da citosina externa, percentual de metilagdo da citosina interna e percentual total
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de metilacdo (soma dos dois tipos). Nas comparagdes envolvendo o grupo controle, a média
dos valores de metilagdo observados nos individuos diploides foi considerada como valor
esperado, enquanto os valores obtidos nos individuos tratados foram considerados
observados. Para a comparacdo entre mixoploides e poliploides, a média dos valores do
grupo poliploide foi utilizada como valor esperado, e os valores do grupo mixoploide, como

observados.

Tabela 1: Estratégia utilizada para interpretar os diferentes padrdes de bandas e quantificar o percentual de
metilagdo do genoma de diploides e tetraploides sintéticos de Oncidium crispum. DNAnd = DNA néo digerido

pelas enzimas de restri¢do.

Padro de bandas

DNAnd // Msp 1// Hpa II Sitio de restri¢ao Interpretacio
n 5'CCGG3' Citosina ndo metilada
1//1/10 5'CmCGG?3' Metilagdo na citosina interna
1o 5'mCCGG3! Metilagdo na citosina externa
5'mCmCGG3' Metilagdo em ambas as citosinas ou
1//0//0
5S'CCNG3' mutagdo desconhecida

Fonte: Adaptado de Guevara et al. (2017).

3.6 Aclimatizacio de mudas de Oncidium crispum

Foram selecionadas plantulas com folhas bem desenvolvidas, apresentando
comprimento médio de aproximadamente 5 cm, e sistema radicular ativo, com raizes de cerca
de 3,5 cm, sem sinais de necrose ou desidratacdo. O procedimento de aclimatizagdo
iniciou-se com a retirada cuidadosa das plantulas dos frascos, seguida da lavagem das raizes
em agua corrente para a remocao completa dos residuos de meio de cultura. As plantulas
foram inicialmente transplantadas para copos descartaveis de 50 mL contendo 4gua, mantidas
dentro de sacos plasticos tipo ziplock para preservar a umidade (Figura 2). A aclimatacao foi
realizada de forma gradual: ap6s uma semana, um dos lados do saco foi aberto; na semana

seguinte, abriu-se o outro lado; e, na terceira semana, o saco foi totalmente removido (Figura
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3). Em seguida, as plantas foram transferidas para vasos plasticos de 2L, utilizando como
substrato casca de pinus média previamente lavada e tratada (Figura 4 e Figura 5). Os vasos
foram mantidos em ambiente protegido, submetidos a irrigagdo regular, e as plantas foram
monitoradas quanto ao crescimento vegetativo, adaptacao e auséncia de sinais de estresse ou

doengas.
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Figura 2- Plantas de Oncidium crispum em fase de aclimatizagdo, mantidas sob cobertura com saco ziplock

para controle de umidade. Escala: lcm.

Figura 3- Plantas controle de Oncidium crispum em estagio avangado de aclimatizagdo, mantidas sem cobertura

plastica (saco ziplock). Escala: lcm.
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Figura 5- A: Planta controle; B: Planta diploide submetida ao tratamento de duplicagdo, porém sem alteracdo no

nivel de ploidia (0,05% por 7 dias); C: Planta poliploide obtida apds tratamento com 0,1% por 7 dias; D: Planta

mixoploide resultante do tratamento 0,1% por 4 dias. Escala: 1,5 cm.
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4. RESULTADOS
4.1 Quantificacio do conteido de DNA e verificacio da estabilidade genémica em
Oncidium crispum

A determinacdo do conteudo de DNA nuclear foi conduzida tanto para plantas
controle quanto para as submetidas aos diferentes tratamentos com colchicina, quando estas
atingiram porte adequado para a andlise por citometria de fluxo. Em todos os tratamentos
avaliados, foi possivel identificar individuos com ploidia original (diploides) (Figura 6.B) e
individuos com duplicacdo cromossomica (poliploides) (Figura 6.A), evidenciando que a
poliploidizagao foi efetivamente induzida. Além desses, também foram detectados individuos
mixoploides.

Considerando o total de 266 plantas analisadas, 118 (44%) mantiveram o nivel
diploide, 82 (31%) apresentaram condi¢do mixoploide e 66 (24,8%) exibiram contetido de
DNA compativel com a tetraploidia, correspondendo a uma taxa de inducao de poliploidia
proxima a 25%. Entre os tratamentos, a aplica¢do de colchicina a 0,1% durante quatro dias
apresentou maior eficiéncia na obtencao de poliploides (Tabela 2). Os poliploides artificiais
apresentaram, em média, 6,76 pg de DNA, aproximadamente o dobro do valor encontrado
para os individuos controle (3,58 pg) (Figura 7). At¢ o momento, todos os poliploides
mantiveram a estabilidade de sua ploidia. No grupo dos mixoploides, nove plantas reverteram

ao estado diploide e duas atingiram a condigdo tetraploide.

Figura 6- Diferenga morfoldgica entre individuos poliploides e diploides cultivados in vitro. A: Individuo
poliploidia obtido por tratamento com 0,1% de colchicina por 4 dias; B: Individuo controle (diploide). Escala:

lem.

31



Tabela 2- Numero de individuos obtidos em cada tratamento de inducéo de poliploidia

Tratamento 0,05%4D 0,05%7D 0,1%4D 0,1%7D Total

2x (diploides) 16 23 39 40 118
4x (tetraploides) 3 10 30 23 66
Mix (mosaicos) 5 15 37 25 82
Total 24 48 106 88 266
1 e 1°

. (3.58 pg) (9.09 pg)

- O.Crispum
i (6.76 pg)

Figura 7- Histogramas representativos obtidos por citometria de fluxo. A: Individuo diploide; B: Individuo

poliploidia artificial.

4.2 Analise cromossomica de plantas diploides e poliploides sintéticos de Oncidium
crispum
As observagdes citogenéticas revelaram que os individuos controle apresentaram

namero cromossdmico de 2n = 58 (Figura 8.A), enquanto os poliploides exibiram 2n = 116
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cromossomos (Figura 8.B), confirmando a duplicagdo cromossdmica obtida via tratamento

com colchicina.

—

Figura 8- Metafases representativas de Oncidium crispum: A: citotipo diploide (2n = 58); B: citdtipo tetraploide

(2n = 116).

4.3 Avaliacdo do padriao de metilacio do DNA em plantas diploides, poliploides e
mixoploides de Oncidium crispum

A andlise do padrao de metilagdao (Figura 9) revelou diferengas entre os grupos. Nos
individuos controle, ndo foi detectada metilagdo na citosina interna, caracteristica que, por
outro lado, esteve presente tanto nos poliploides quanto nos mixoploides (Figura 10). Em
contrapartida, a metilagdo da citosina externa foi identificada apenas nos individuos
diploides, estando ausente nas plantas submetidas a duplicagdo do DNA.

Quanto a porcentagem total de metilagdo (citosina interna + citosina externa), nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre diploides e
poliploides. Além disso, a porcentagem de metilagdo da citosina interna ndo diferiu

significativamente (p < 0,05) entre mixoploides e poliploides.
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Figura 9- Eletroforese em gel de agarose de amostras de DNA de Oncidium crispum digeridas com as enzimas
Mspl e Hpall e amplificadas com primers ISSR universais. (Gel superior: C: controle; P: poliploide; M: DNA
digerido com Mspl; H: DNA digerido com Hpal; 1-3 representam diferentes individuos).
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Figura 10- Porcentagem de metilagdo observada para as citosinas interna e externa, e metilagdo total em

individuos controle (diploide), poliploides sinteticos (tetraploide) e mixoploides de Oncidium crispum.

5. DISCUSSAO

A multiplicagdo bem-sucedida das plantas in vitro foi evidenciada pela obtengdo de
266 mudas a partir de apenas 32 protocormos iniciais, correspondendo a oito explantes por
tratamento e periodo de exposicdo. Tal resultado reforga a eficacia do protocolo de
micropropagagao desenvolvido, que oferece condi¢cdes rigorosamente controladas e
padronizadas, superiores as encontradas em ambientes convencionais como casas de

vegetagdo (Dhooghe et al., 2011; Murashige, 1974). Além disso, essa metodologia possibilita
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a indugdo eficiente da duplicacdo cromossomica mediante o uso de agentes antimitoticos,
como a colchicina, amplamente utilizada para esse fim (S4, 2019; Kaushal et al., 2020). A
relevancia dessa abordagem se intensifica ao considerar que orquideas sdo plantas
economicamente valiosas, porém apresentam taxas naturalmente baixas de germinagdo e
propagacao sexuada lenta (Nunes, 2021; Sheikholeslam & Weeks, 1987).

Até o momento, a literatura ndo registra a inducdo artificial de poliploides em
Oncidium crispum. Embora a eficiéncia dessa inducdo seja geralmente dependente de
caracteristicas especificas de cada espécie, o uso de protocormos — tecidos jovens formados
a partir da germinagdo in vitro e constituidos por embrides em estagio inicial — tem se
mostrado eficaz em géneros relacionados, como Dendrobium, Cattleya, Epidendrum,
Odontioda, Oncidium e Phalaenopsis (Silva et al., 2000; Atichart & Bunnag, 2007; Unemoto
et al., 2009; Manzoor et al., 2019; Niazian et al., 2020; Chen et al., 2022). Estes tecidos sdo
particularmente indicados para indugdo de poliploidia devido a elevada taxa de divisdo
mitotica, caracteristica que favorece a acdo dos antimitéticos (Kuznetsova et al., 2019).

A duplicacdo cromossdmica induzida em O. crispum apresentou-se eficiente, com
aproximadamente 25% dos protocormos tratados confirmados como poliploides pela analise
de citometria de fluxo — método padrao ouro para avaliagdo do sucesso da poliploidizacao
(Dhooghe et al., 2011; Dias, 2016; Roco et al., 2015). Contudo, ¢ importante salientar que a
indugdo de poliploidia geralmente estd associada a baixa eficiéncia e produgdo significativa
de mixoploides e aneuploides, fendmenos que refletem a complexidade do processo e a
sensibilidade dos tecidos aos agentes quimicos (Neves, 2017; Van Laere et al., 2019).
Segundo Dhooghe et al. (2011), as taxas de sucesso em diferentes estudos oscilam
amplamente, entre 15 e 55%, em parte devido as variacdes metodologicas e critérios
utilizados para avaliagdo. Assim, o indice de 25% obtido para Oncidium crispum pode ser
considerado relativamente alto, confirmando a viabilidade e eficacia do protocolo
desenvolvido para esta espécie.

Estudos que abordam a estabilidade do nivel de ploidia em plantas poliploides e
mixoploides sdo ainda limitados quando comparados ao vasto nimero de publicagdes sobre a
inducdo de poliploidia (Julido, 2017; Soltis et al.,, 2016). A estabilizacio do numero
cromossomico apods a indugdo artificial de poliploidia ¢ um processo gradual, que demanda
tempo e requer a identificacdo rigorosa de descendentes estaveis em relagdo ao seu caridtipo
(Viinola, 2000; Blasco et al., 2015; Ramsey & Schemske, 1998). Diversos estudos indicam
que muitas espécies diploides atuais t€m origem em ancestrais poliploides que, ao longo do

tempo, passaram por processos de diploidizagdo — uma reducdo cromossdmica progressiva
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mediada por falhas nos mecanismos que garantem o pareamento bivalente entre
cromossomos homologos (Comai, 2005; Rauf et al., 2021; Soltis & Soltis, 1999). Tais falhas
podem resultar na produgdo frequente de gametas aneuploides e, consequentemente, na
reducdo da fertilidade, o que reforca a percepcao da instabilidade genética dos poliploides
artificiais.

A instabilidade do nivel de ploidia em plantas tetraploides ja foi observada em
espécies como Acacia mangium (Harbard et al., 2012) e Centella asiatica (Kaensaksiri et al.,
2011), enquanto que em outros casos, a estabilidade tem sido confirmada apds periodos
prolongados de cultivo. Por exemplo, Julido (2017) relatou estabilidade em tetraploides
sintéticos de Lippia alba apds trés anos do tratamento, e Blasco et al. (2015) demonstraram
estabilidade em Eriobotrya japonica um ano apds inducdo. Os resultados deste estudo
indicam que Oncidium crispum pode se inserir neste segundo grupo, pois todas as analises
realizadas evidenciam a manuteng¢ao estavel dos niveis ploidiais dos poliploides gerados.

Apos a citometria de fluxo, a contagem cromossomica ¢ o método mais acurado para
confirmar a poliploidia, pois possibilita a determinacdo precisa do niimero cromossomico
(Dhooghe et al., 2011; Dolezel & Bartos, 2005). No caso de O. crispum, apesar da escassez
de estudos citogenéticos, o nimero cromossdémico diploide classico € descrito como 2n = 56,
sendo este valor encontrado em 46% das espécies do género (Felix & Guerra, 2000).
Contudo, este estudo identificou um nimero diploide ligeiramente diferente, com 2n = 58
cromossomos. J& as plantas poliploides apresentaram aproximadamente 2n = 116
cromossomos, confirmando a duplicagdo cromossomica esperada apds o tratamento
antimitotico.

De maneira geral, os estudos cariotipicos em Oncidium sdo escassos, mesmo com 0
reconhecimento do género como economicamente importante e relevante do ponto de vista
evolutivo. As contagens cromossOmicas disponiveis mostram variacdes significativas, com
nimeros haploides que vdo de n = 13 até n = 84, refletindo uma grande diversidade
cromossOomica no género (Tanakae Kamemoto, 1984; Felix & Guerra, 2000; Kondo et al.,
2019). A determinac¢dao do numero haploide para O. crispum no presente estudo encontra-se
em concordancia com essa ampla faixa de variacao.

Apesar da precisdo da contagem cromossOmica, este método ¢ conhecido por ser
trabalhoso e demorado, uma vez que envolve o preparo cuidadoso de amostras e analise
microscopica de células em divisdo ativa, geralmente obtidas de pontas de raizes ou
meristemas (Bohanec, 2003; Dolezel et al.,, 2007). Por isso, as técnicas citogenéticas

complementares, como o bandeamento cromossomico, tém se mostrado valiosas para
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melhorar a resolugdo e a interpretagdo dos caridtipos, embora ainda carecam de maior
aplicagdo e refinamento no estudo da familia Orchidaceae (Schwarzacher & Heslop-Harrison,
2000; Souza et al., 2017).

A citogenética molecular representa uma ferramenta essencial na sistematica vegetal,
pois possibilita a elucidagdo das relacdes filogenéticas em diferentes niveis taxonomicos,
desde espécies e géneros até familias e divisdes (Stebbins, 1971; Guerra, 2000;
Weiss-Schneeweiss & Schneeweiss, 2013).

A andlise cariotipica, que inclui a avaliacdo do niimero, tamanho dos cromossomos,
relagdo entre bracos cromossomicos e presenca de constricdes secundarias ou satélites,
contribui significativamente para a compreensdo da diversidade intraespecifica e para o
estabelecimento de comparagdes entre espécies (Guerra et al., 1997; Venora & Padulosi,
1997). Em Oncidium crispum, a presenga de 2n = 58 cromossomos em plantas diploides e 2n
= 116 em plantas poliploides foi confirmada.

A citometria de fluxo ¢ uma técnica avancada que permite a analise rapida e precisa
das propriedades opticas de particulas em suspensdo, fundamentando-se no isolamento dos
ntcleos celulares seguido de coloracdo com fluorocromos especificos, que possibilitam a
deteccao por meio da fluorescéncia emitida (Dolezel et al., 2007; Roco et al., 2015). Entre
suas principais vantagens destacam-se a agilidade no preparo das amostras e a possibilidade
de analisar milhares de nucleos em um curto intervalo de tempo, aumentando a confiabilidade
estatistica dos resultados. No presente estudo, a quantificagdo do conteido de DNA revelou
valores médios de 3,58 pg para os individuos diploides e 6,76 pg para os poliploides,
evidenciando a duplica¢do do genoma conforme esperado.

Nos tltimos anos, a metilagdo do DNA gendmico tem despertado crescente interesse
na comunidade cientifica, devido a sua relevancia na regulagdo epigenética do
desenvolvimento em organismos vegetais ¢ animais (Law & Jacobsen, 2010; Zhang et al.,
2018). Em plantas, modificagcdes no padrdo de metilacdo tém sido associadas a diferentes
fases do desenvolvimento, incluindo a competéncia morfogénica in vitro, que influencia
diretamente o sucesso de processos como a regeneragao ¢ a inducao de poliploidia (Noceda et
al., 2009; Niederhuth & Schmitz, 2017). A metilacdo pode afetar a expressdo de multiplos
genes simultaneamente, aumentando a variabilidade fenotipica e a plasticidade das
caracteristicas quantitativas (Jain, 2001; Zhang et al., 2018).

Embora a porcentagem total de metilagdo do DNA ndo tenha apresentado diferencas
estatisticamente significativas entre os individuos controle (diploides) e os poliploides, foi

possivel observar uma alteragdo qualitativa no padrao de metilagdo. Nos diploides, a
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metilagdo ocorreu predominantemente em citosinas externas, enquanto em poliploides e
mixoploides a metilagdo ocorreu preferencialmente em citosinas internas, indicando uma
modifica¢do substancial no perfil epigenético decorrente da duplicacdo gendmica (Finnegan
et al., 2000; Niederhuth & Schmitz, 2017).

Estudos avaliando o padrao de metilagdo especificamente em individuos mixoploides
sdo raros, possivelmente devido a instabilidade genética e fenotipica que geralmente levam
ao descarte dessas plantas em programas de melhoramento (Javadian et al., 2017; Greilhuber

etal., 2013).

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram, de forma eficiente, a viabilidade da
inducdo de poliploidia in vitro em Oncidium crispum por meio de tratamentos com
colchicina, com taxa de sucesso proxima a 25%. A duplicacdo cromossomica foi confirmada
por andlises citogenéticas, nas quais individuos diploides e poliploides apresentaram 58 e
aproximadamente 116 cromossomos, respectivamente, além de diferengas no conteudo de
DNA nuclear. Esses dados representam a primeira caracterizagdo citogenética associada a
poliploidia artificial na espécie, contribuindo significativamente para o conhecimento basico
sobre sua biologia e potencial de melhoramento. Adicionalmente, a andlise do padrdo de
metilagdo do DNA revelou modificacdes epigenéticas relevantes nos individuos poliploides e
mixoploides quando comparados aos diploides. Embora a porcentagem total de metilagdao nao
tenha diferido significativamente entre diploides e poliploides, observou-se que os diploides
apresentaram metilagdo apenas na citosina externa, enquanto nos poliploides e mixoploides a
metilacdo ocorreu exclusivamente na citosina interna, indicando uma reprogramagao
epigenética relacionada a duplicagdo do genoma. Destaca-se, ainda, que este ¢ um dos poucos
estudos a avaliar o padrdao de metilagdo em individuos mixoploides, cuja instabilidade pode
explicar a maior variabilidade epigenética observada. Assim, este trabalho ndo apenas
confirmou a possibilidade de obtencdo de poliploides sintéticos em O. crispum, como
também evidenciou alteracdes epigenéticas associadas ao processo de poliploidizagdo. Tais
informacdes sdo fundamentais para a compreensdo dos efeitos gendmicos e epigenéticos da
duplicagdo cromossomica e oferecem subsidios importantes para programas de

melhoramento genético e para a exploracdo comercial de novas variedades ornamentais.
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