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RESUMO GERAL

Adenium obesum, conhecida popularmente como rosa-do-deserto € uma planta
ornamental de grande atratividade relacionada as suas caracteristicas morfolégicas
e ao seu potencial econémico. Para a otimizacdo de protocolos para a indugao de
poliploides faz-se necessario estabelecer tipo de explante, tipo do agente quimico,
concentracdo de antimitéticos e tempo de exposicdo. Em contrapartida, estudos
relacionados a estrutura da semente e formacao dos tecidos do endosperma sao
importantes para melhor conhecimento e identificagcdo da espécie, além de auxiliar
em processor de germinagdo e melhoramento genético. Diante disso, essa tese foi
dividida em dois artigos, com os seguintes objetivos, estabelecer um sistema de
regeneragao in vitro para producdo de plantas poliploides a partir do uso de
antimitético em A. obesum para melhoria dos atributos vegetativos e florais da
espécie e identificar a estrutura da semente e dos tecidos endospérmicos em A.
obesum. Para o artigo 1 seguiram os seguintes procedimentos, no ensaio 1, em um
esquema fatorial (3x3x3+1), foram avaliados trés tipos de explantes (apical, medial e
basal), submetidos a trés concentragdes de colchicina (0,01%, 0,05% e 0,1%) + 0%
em diferentes tempos de exposi¢cao (6h, 12h e 18h). No ensaio 2, também em
esquema fatorial (3x2 +1), apices caulinares foram submetidos a trés concentragdes
de colchicina (0,001%, 0,005% e 0,01%) +0%, em diferentes tempos de exposicao
(9h e 12h). No ensaio 1, observou-se que os explantes provenientes das regides
apical e medial apresentaram as maiores taxas de sobrevivéncia, sobretudo nos
periodos mais prolongados de exposi¢cdo. A ocorréncia de brotagdes foi nos
intervalos de 6 e 12h. No ensaio 2, os resultados foram significativos apenas na
caracteristica de oxidagcdo. Nesse mesmo ensaio, as analises por citometria de fluxo
evidenciaram, elevada poliploidizacdo em explantes da regido apical, nas
concentracdes de 0,001%, 0,005% e 0,01% por 9 h, além daqueles expostos a
0,01% por 12 h. Para o segundo artigo, os resultados anatémicos revelam que A.
obesum apresentam O&vulos anatropos, unitegumentados e tenuinucelados,
formados por um tegumento, nucelo e um saco embrionario. Com oito dias apds a
polinizagdo (DAP) foi possivel observar uma célula volumosa com vacuolo central,
citoplasma periférico e multinucleada, caracterizando a célula primaria do
endosperma. Aos 40 DAP a celularizagdo do endosperma estava completa e foi
possivel observar o embrido. A semente é formada por um tegumento, tecido de
reserva e embrido. Com isso, concluimos que foi possivel induzir a poliploidia em A.
obesum através da otimizacdo de protocolos que indicaram a regiao apical e o
tempo de 9h com maior eficiéncia. Paralelamente, estudos anatbémicos das
sementes e seus tecidos endospérmicos sao fundamentais para um melhor
conhecimento do desenvolvimento embrionario, visto que pouco se sabe ainda da
espécie, além de conseguir fornecer com esses estudos uma compreensao da
dindmica de germinacao e desenvolvimento da plantula.

Palavras-chave: colchicina; explantes; endospermogénese; poliploidia; rosa-do-
deserto; semente.



GENERAL ABSTRACT

Adenium obesum, popularly known as desert rose, is a highly attractive ornamental
plant due to its morphological characteristics and economic potential. Optimizing
protocols for polyploid induction requires establishing the type of explant, the type of
chemical agent, the concentration of antimitotics, and the exposure time. Conversely,
studies related to seed structure and endosperm tissue formation are important for
better understanding and identification of the species, as well as assisting in
germination processes and genetic improvement. Therefore, this thesis was divided
into two articles with the following objectives: to establish an in vitro regeneration
system for the production of polyploid plants using antimitotics in A. obesum to
improve the vegetative and floral attributes of the species, and to identify the
structure of the seed and endosperm tissues in A. obesum. For article 1, the
following procedures were followed: in trial 1, in a factorial design (3x3x3+1), three
types of explants (apical, medial, and basal) were evaluated, subjected to three
concentrations of colchicine (0.01%, 0.05%, and 0.1%) + 0% at different exposure
times (6h, 12h, and 18h). In trial 2, also in a factorial design (3x2 +1), shoot apices
were subjected to three concentrations of colchicine (0.001%, 0.005%, and 0.01%) +
0%, at different exposure times (9h and 12h). In trial 1, it was observed that explants
from the apical and medial regions showed the highest survival rates, especially
during the longer exposure periods. Sprouting occurred at 6 and 12h intervals. In trial
2, the results were significant only in the oxidation characteristic. In the same study,
flow cytometry analyses showed high polyploidization in explants from the apical
region at concentrations of 0.001%, 0.005%, and 0.01% for 9 hours, in addition to
those exposed to 0.01% for 12 hours. For the second article, the anatomical results
reveal that A. obesum presents anatropous, unitegumented, and tenuinucellate
ovules, formed by a tegument, nucellus, and embryo sac. Eight days after pollination
(DAP), it was possible to observe a voluminous cell with a central vacuole, peripheral
cytoplasm, and multinucleation, characterizing the primary endosperm cell. At 40
DAP, endosperm cellularization was complete, and the embryo could be observed.
The seed is formed by a tegument, storage tissue, and embryo. Therefore, we
conclude that it was possible to induce polyploidy in A. obesum through the
optimization of protocols that indicated the apical region and the 9h time with greater
efficiency. In parallel, anatomical studies of the seeds and their endospermic tissues
are fundamental for a better understanding of embryonic development, since little is
still known about the species, in addition to providing, with these studies, an
understanding of the dynamics of germination and seedling development.

Keywords: colchicine; explants; endospermogenesis; polyploidy; desert rose; seed.
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1 INTRODUGAO

Adenium obesum (Forssk.), popularmente conhecida como rosa do deserto, é
uma espécie ornamental pertencente a familia Apocynaceae, com ploidia natural 2n
= 22 (Rosa et al., 2025). Originaria de regides aridas e semiaridas da Africa e da
Peninsula Arabica (Elhag et al., 2019). Adaptada a ambientes de baixa
disponibilidade hidrica, a espécie apresenta caracteristicas fisiolégicas e
morfolégicas que lhe conferem grande rusticidade, como o caule suculento (caudex),
que atua como 6érgao de reserva de agua, além de folhas coriaceas e flores de cores
variadas. Essa plasticidade adaptativa, somada a sua ampla distribuicdo geografica,
contribuiu para a formacgao de elevada variabilidade genética, o que se reflete em
diferentes padrdes de flores, cores, formatos de caudex e tolerancia a condigdes de
estresse (Sharma et al., 2017).

O valor ornamental da rosa do deserto esta associado principalmente a
exuberancia de suas flores, que podem variar em coloracdo, formato e numero de
pétalas, bem como ao caudex escultural, caracteristicas que conferem grande apelo
comercial no mercado de plantas ornamentais (Al-Saadi et al., 2021). Nos ultimos
anos, a demanda por novas variedades tem impulsionado programas de
melhoramento genético, voltados ao desenvolvimento de materiais inovadores com
atributos de alto valor ornamental, como flores bicolores, dobradas e de maior
durabilidade, além de plantas mais compactas e resistentes a estresses bidticos e
abioticos (Sharma et al., 2017; Al-Saadi et al., 2021).

A geracéo de variabilidade genética constitui um dos pilares do melhoramento
de plantas ornamentais, sendo alcancada por diferentes ferramentas, entre as quais
se destacam a hibridagao, a indugdo de mutacdes e a poliploidizacédo (Cui et al.,
2023). A hibridacao permite a recombinagao de genomas distintos, resultando em
novas combinacdes de caracteres de interesse ornamental (Souza et al., 2020). A
indugcdo de mutagdes, seja por agentes fisicos ou quimicos, amplia a diversidade
genética ao gerar variantes que podem apresentar caracteristicas florais unicas e
desejaveis (Jin et al., 2023). Ja a poliploidizagédo, obtida por meio de duplicagao
cromossOmica natural ou induzida (principalmente por substancias como a
colchicina), promove alteragdes fenotipicas expressivas e esta entre as técnicas
mais relevantes para a criagdo de novos cultivares ornamentais (Griesbach, 2005;
Chen et al., 2011). A poliploidia também pode ser obtida através do cruzamento de



plantas diploides (2x) com tetraploides (4x), e por fim, por meio do cultivo do
endosperma in vitro (Wang et al., 2016).

O endosperma € um tecido triploide (3n), isto €, apresenta trés conjuntos de
cromossomos, como resultado da fertilizacdo dupla. Na cultura de tecidos,
protocolos com esse tecido de reserva embrionaria ja apresentam resultados bem-
sucedidos, como ser o método mais direto e eficiente para a produgao de plantas
triploides (Thomas et al., 2000; Miyashita et al., 2009; Sun et al., 2011; Wang et al.,
2016; Asakura et al., 2017; Antoniazzi et al., 2018). E como caracteristica essas
plantas apresentam um aumento no seu tamanho, em suas flores ou células,
melhorando aspectos morfolégicos, fisioldgicos, qualidade, resisténcias a doengas e

pragas, entre outros (Chung et al., 2014; Antoniazzi et al., 2018, Islam et al., 2022).

No caso das espécies ornamentais, a poliploidizagdo tem ganhado destaque
por suas vantagens na geracao de materiais genéticos de alto valor comercial.
Plantas poliploides frequentemente apresentam flores maiores, cores mais intensas,
maior espessura de pétalas e folhas, além de maior longevidade e resisténcia a
estresses bidticos e abidticos, caracteristicas altamente valorizadas pelo mercado
ornamental (Chen et al., 2011; Pereira et al., 2020). Além disso, a poliploidizagao
pode induzir esterilidade parcial, caracteristica desejavel em ornamentais cultivados
para fins exclusivamente estéticos, pois prolonga o periodo de floragdo (Leonhardt,
2019; Manzoor et al., 2019; Seo et al., 2024). Dessa forma, o uso dessa ferramenta
representa uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novas variedades
que atendam a demanda crescente por diversidade e inovagao no setor de plantas
ornamentais.

Em varias espécies, ja foram relatados sucessos na formagao de plantas
poliploides com o uso da colchicina, principalmente em plantas ornamentais, como a
Calanthe (Chung et al., 2014), Phalaenopsis (Griesbach, 1981), Paphiopedilum
(Watrous; Wimber, 1988), Cattleya (Silvia et al., 2000), em Rosa roxburghii f. eseiosa
(Wu et al., 2023), em Alocasia (Thao et al., 2003), Caladium Vent (Zhang et al.,
2020), Brassolaelio cattleya (Vilcherrez-Atoche et al., 2023), entre outras.

A colchicina, € um alcaloide e age inibindo a formagédo de microtubulos no
fuso cromatico, causando nao disjungao e subsequente duplicagdo de cromossomos
dentro das células vegetais, gerando assim células poliploides, que se desenvolvem

e se regeneram em plantas poliploides (Eng; Ho, 2019). Inumeros estudos destacam
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a importancia em avaliar o tempo de exposi¢gao ao antimitotioco, a concentragao e o
tipo de explantes. Essa otimizacdo visa aumentar a taxa de sobrevivéncia e

consequentemente uma validagao da poliploidizag&o (Zhang et al., 2020).

Embora varios estudos tenham sido conduzidos sobre a duplicagcédo
cromossOmica in vitro em plantas ornamentais, ainda ndo se tem na literatura relatos
dos efeitos e protocolos eficientes que visam alcangar a poliploidizacdo em A.
obesum. Nesse contexto, o trabalho descrito a seguir concentrou esforgos em
avaliar diferentes tipos de explantes, concentracdo e o tempo de exposi¢gao do
agente mitotico colchicina, bem como entender o processo de formagao do tecido
endospérmico em sementes visando desenvolver um protocolo para poliploidizagao

e duplicacdo cromossémica artificial in vitro em A. obesum.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer um sistema eficiente de regeneragéao in vitro para a produgao de plantas
poliploides de Adenium obesum por meio da aplicagcao de antimitéticos, visando a

melhoria dos atributos vegetativos, reprodutivos e florais da espécie.

2.2 Objetivos Especificos

-ldentificar o tipo de explante mais responsivo a regeneracdo e a inducado de

poliploidia em A. obesum;

-Determinar o tempo de exposicdo mais adequado a colchicina para a indugao de
poliploidia em tecidos da espécie;

-Avaliar diferentes concentracées de colchicina e sua eficiéncia na inducdo da
poliploidia em tecidos in vitro de A. obesum;
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-Caracterizar a estrutura da semente e o desenvolvimento dos tecidos
endospérmicos, fornecendo subsidios anatdmicos essenciais para aprimorar

estratégias de germinagéo, propagacao e melhoramento genético da espécie.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos botanicos e importancia

Adenium obesum, € uma planta ornamental, de ocorréncia natural da Africa
tropical, onde ocorre ao longo da faixa subsaariana, do Senegal a Etiépia, da
Somalia a Tanzania e ao sul da Peninsula Arabica, incluindo Arabia Saudita, Oma3,
Iémen e Socotra (Elhag et al., 2019). A rosa-do-deserto pertence a familia
Apocynaceae, uma das 10 maiores € mais importantes familias das angiospermas,
apresenta uma distribuicdo global, e cerca de 4.500 espécies que sao classificadas
com cerca de 370 géneros (Stevens, 2001; Endress et al., 2014; APG, 2016;
Bhadane et al., 2018). As espécies pertencentes a essa familia dispdéem de diversas
caracteristicas, dentre elas medicinal, frutifera, uso na construgao civil, méveis de
madeira ou producao de latex. Algumas espécies dessa familia destacam-se pela
producdo de alcaldides, terpendides, esteroides, flavonoides, glicerol cosideos,

fendis simples, lactonas e hidrocarbonetos (Judd et al., 2009; Bhadane et al., 2018).

A importancia econbmica de A. obesum esta associada as diversas
caracteristicas apresentadas pela espécie. Adenium é classificada como um arbusto
suculento, o seu caule que se apresenta engrossado ou globoso na regido basal,
que atua principalmente como reserva de agua e nutrientes. Os galhos apresentam
coloragdo de verde acinzentado a marrom, as folhas podem variar quanto a
tamanhos, formas e cores, podendo ser espiraladas, com lamina obovada a linear,
além da variacédo em tons de verde (Plaizier, 1980; Hastutti et al., 2009; Rzepecky,
2015; Colombo et al., 2015; Colombo et al., 2018; Santos et al., 2020; Nietsche et
al., 2021). As exuberantes flores, sdo hermafroditas, podem variar quanto ao
tamanho, forma, disposicdo das pétalas, podendo ser simples, duplas ou triplas,

além da variacdo de cores, que vai desde o vermelho purpuro, ao roxo, rosa e
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branco (Colombo et al., 2015; Colombo et al., 2018). De acordo com Oyen (2008),
as sépalas sdo unidas na base, formato entre oblongas e ovaladas, acuminadas,
inteiras e normalmente pubescentes em ambas as faces, a corola com tubo em
forma de funil com pilosidade ou glabro do lado de fora, ovario superior, composto
de dois carpelos livres, estiletes fundidos e delgados. Os estames tém filetes fortes e
curtos e as cinco longas anteras triangulares inclinam-se para dentro de um cone
fechado sobre o estigma. A unica entrada para a camara interna é através de cinco
fendas estreitas entre anteras adjacentes (Rowley, 1980). O fruto, é classificado
como um foliculo, que se divide lateralmente para liberar as sementes (McLaughlin;
Garofalo, 2002).

Com o incremento do mercado de plantas ornamentais, a procura por
produtos de alta qualidade também se tornou mais exigentes, dessa forma,
pesquisas dedicadas as espécies em extingado ou de grande valor de mercado sao
essenciais, tanto para um melhor entendimento do processo de producdo como para
atender as expectativas dos consumidores. Na rosa-do-deserto, os estudos dos
atributos botanicos sdo essenciais para o melhoramento vegetal, visto que ira
contribuir na longevidade, no florescimento mais uniforme, surgimento de novas
cores para as flores, entre outros requisitos que sido essenciais para o melhor

manejo e desenvolvimento da planta.

3.2 Poliploidia e uso de agentes antimitoticos

A poliploidia representa um fenbmeno na evolugao, especialmente quando se
trata de plantas superiores. Nas angiospermas a poliploidia possui uma frequéncia
de cerca de 35%, além disso sdo bem comuns em ornamentais (Wood et al., 2009;
Cui et al.,, 2023). A poliploidia consiste no aumento de mais de dois conjuntos
basicos completos de cromossomos em um organismo (Soltis et al., 2015; Cui et al.,
2023). Esse processo pode ocorrer por vias naturais, no qual a probabilidade é
baixa, ou por indugao artificial, através do uso de antimitéticos (Cui et al., 2023). Um
dos principais agentes quimicos classificados como antimitéticos € a colchicina.
Essa molécula (C22H2506N), € um alcaloide extraido de sementes e bulbos de uma
liliaceae (Conchicum autumnale), com funcao especifica de atuagao ligando-se aos
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microtubulos e impedindo o movimento dos cromossomos durante a mitose, levando
a prevencgao da divisdo celular e em consequéncia a duplicacdo dos cromossomos
(Cui et al., 2023).

A poliploidia pode se apresentar de duas formas, sendo auto e alopoliploidia.
Os autopoliploides tém sua origem na duplicacdo de genes idénticos em uma unica
espécie, enquanto os alopoliploides tém sua origem na duplicagcdo de um genoma
diferente formado a partir da hibridagdo entre duas espécies diferentes (Acquaah,
2009). Ja por vias naturais, a poliploidia pode ocorrer através de duas maneiras,
através da duplicagdo cromossémica em células somaticas como resultado de erros
durante a mitose e através da unido de gametas ndo reduzidos (2n) que foram
formados como resultado de erros durante a meiose (Ranney, 2006). Esse primeiro
processo é habitual em angiospermas e algas, porém ausente nas gimnospermas
(Barow; Meister, 2003; Maluszynska et al., 2013).

A poliploidizagdo somatica, ocorre devido a endopoliploidia, denominado
como endorreduplicagdo, definido como a duplicagcdo exponencial do conteudo
nuclear que ocorre em células ou tecidos somaticos de um organismo sem passar
pelo processo de citocinese durante o processo de mitose (Maluszynska et al., 2013;
Pacey et al., 2020). J& a poliploidizagdo sexual, outra alternativa para a
poliploidizacao natural, ocorre pela unido de gametas nao reduzidos (2n) (Harlan; De
Wet, 1975; Ramsey; Schemske, 1998).

A poliploidia, tem se tornado uma ferramenta importante no melhoramento
genético, com amplas possibilidades de gerar novas cultivares (Alderete et al.,
2007). No caso das plantas ornamentais, a poliploidizagdo pode alterar varios
atributos, como o aumento no tamanho de érgdos como folhas e flores, maior
durabilidade, aumento na intensidade de cores, melhoria na arquitetura floral,
restauracao da fertilidade, producao triploide e aumento da variabilidade genética
(Alderete et al., 2007; Griesbach, 1985; Sattler et al., 2016).

Em plantas ornamentais, estudos sobre esse fendmeno poliploidizacao, tem-
se tornado mais frequente e preferivel, devido principalmente pela sua busca
comercial. Na orquidea hibrida Brassolaeliocattleya, foram avaliados dois tipos de
explantes, sementes e protocormos, e de acordo com os autores, o melhor explante

para inducdo de poliploidia neste hibrido foi o protocormo, com 500-750 uM de
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colchicina por cerca de 18 horas, por apresentar maior eficiéncia de regeneragao de
poliploides. Em lirios o uso de protocormos ou brotos regenerados, submetidos a
distintas concentragcbes e tempos de exposicdo a colchicina, promoveram a
poliploidia com modificagdes em sua morfologia e anatomia (Taratima et al., 2023;
Tang et al., 2025). Na planta ornamental Melastoma candidum, a poliploidia foi
melhor induzida na concentragdo 0,2% por quatro ou mais dias em que
apresentaram 100% de indugéo. Notou-se nesse estudo modificagdes morfologicas
e anatdbmicas (Zou et al., 2024). Na espécie Catharanthus roseus (L.) G. Don notou-
se alteragdes morfolégicas, anatbmicas e nos podlens. Induziu-se tetraploides e
mixaploides, principalmente na concentracdo de 0,2%, seguida de 0,1%, com

aplicagbes nas mudas (Shala; Deng, 2018).

3.3 Endosperma

O endosperma é um tecido triploide (3n), que envolve o embrido e tem como
principal fungdo servir de fonte de nutrientes para o embrido em desenvolvimento
(Zhang et al., 2025). A formagao do endosperma se da através da dupla fertilizagao,
em que dois gametas masculinos sao transportados pelo tubo de pdlen para o évulo:
em que um gameta fertiliza a célula do évulo para formagao do zigoto, e o outro se
funde com os dois nucleos polares na célula central para formar uma célula de
endosperma (3n). Esse tecido em desenvolvimento, possui duas vias, ou degenera
ou persiste em algumas espécies (Antoniazzi et al., 2018). Quando ocorre a
persisténcia, desenvolve papeis importantes na germinagdo e no estabelecimento
das mudas, fornecendo todo suporte para o desenvolvimento da plantula. Ademais,
estudos recentes indicam que esse tecido pode ser utilizado para a produgao de
triploides através do cultivo in vitro (da Silva et al., 2020; Narukulla et al., 2023; Tang
et al., 2024; Nakano et al., 2025).

O endosperma tem sido uma fonte promissora para a producido de plantas
triploides com caracteristicas desejaveis e aumentando a variabilidade genética, o
que contribui significativamente com o melhoramento genético (Hoshino et al., 2011;
Wang et al., 2016; Asakura; Hoshino, 2017; Antoniazzi et al., 2018). Esse fenébmeno
tem relevancia por conferir diversas caracteristicas, como aumento do tamanho de

folhas e flores, maior vigor e biomassa, células somaticas e guardas maiores, maior
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periodo de floragdo, esterilidade parcial ou total, frutos sem sementes, como em
melancia, banana e citricos (Jones et al., 2007; Sun et al., 2011; Wang et al., 2016).
Alguns estudos ja demonstram a produgédo de triploides a partir do endosperma,
como em Carica papaya (Sun et al., 2011), Actinidia kolomikta (Asakura; Hoshino,
2017), Passiflora edulis Sims (Antoniazzi et al., 2018), Morus alba (Thomas et al.,

2000) e Lonicera caerulea (Miyashita el al., 2009).
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5 ARTIGOS

5.1 Artigo- Inducdo de poliploidia em Adenium obesum através de colchicina:

avaliagao de explantes, concentragdes e tempos de exposicao
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RESUMO

Adenium obesum possui grande importancia econémica e ornamental em raz&o a
sua forma exuberante e a ampla variabilidade na disposi¢do e na coloragédo de suas
flores. Diante desse potencial ornamental, a inducéo artificial de poliploides tem sido
explorada como uma estratégia de melhoramento, uma vez que pode promover
beneficios significativos, como melhorias nos atributos morfolégicos, anatdémicos e
genéticos das plantas. Para que esse processo ocorra de maneira satisfatoria, se faz
necessario otimizar protocolos eficientes, estabelecendo um tipo de antimitético, a
concentracao, o tempo de exposig¢ao e por fim, o tipo de explante. Esse estudo teve
como objetivo estabelecer um sistema de regeneragao in vitro para produgao de
plantas poliploides a partir do uso da colchicina em A. obesum para melhoria dos
atributos vegetativos e florais da espécie. Para o ensaio 1, em um esquema fatorial
(3x3x3+1) foram utilizados trés tipos de explantes (apical, medial e basal) com cerca
de 1 cm de comprimento cada, e submetidas a trés concentragcdes de colchicina
(0,01%, 0,05% e 0,1%) + testemunha em diferentes tempos de exposigéo (6h, 12h e
18h). No ensaio 2, em um esquema fatorial (3x2+1) apices caulinares com
aproximadamente de 1,5 cm de comprimento foram submetidos a trés
concentracdes (0,001%, 0,005% e 0,01%) de colchicina + testemunha (0%), em
diferentes tempos de exposicéo (9h e 12h). Apds os tratamentos, as plantulas foram
cultivadas em condicdes controladas e avaliadas aos 30 dias. No ensaio 1, a taxa de
sobrevivéncia foi maior nos explantes das regides apical e medial, especialmente
nos tempos de exposi¢cao mais longos (12h e 18 h), com destaque para a formagao
de brotagbes nos tempos de 6h e 12 h. No ensaio 2, apenas a porcentagem de
oxidagao dos explantes foi significativa, sendo mais elevada na dose de 0,001%. A
analise por citometria de fluxo, realizada exclusivamente no ensaio 2, evidenciou
elevada taxa de poliploidizagao, permitindo a distingdo entre plantas poliploidizadas
e nao poliploidizadas. A maior quantidade de individuos poliploides foi regenerada a
partir de explantes da regido apical, tratados com colchicina a 0,001%, 0,005% e
0,01% por um tempo de exposicdo de 9 h, bem como aqueles expostos a 0,01% por
12 h. Diante disso, podemos concluir que a regido apical e o tempo de 9h apresenta
uma maior competéncia para a indugdo de poliploides em A. obesum. Logo, esse
trabalho apresenta uma ferramenta promissora para a geracdo de variabilidade
genética da espécie com caracteristicas elevadas e aprimoradas, além da
otimizagao de protocolos de poliploidizagao para a espécie.

Palavras-chave: antimitéticos; cultivo in vitro; plantas ornamentais; poliploides; rosa-
do-deserto.
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ABSTRACT

Adenium obesum has great economic and ornamental importance due to its
exuberant form and the wide variability in the arrangement and coloration of its
flowers. Given this ornamental potential, the artificial induction of polyploids has been
explored as a breeding strategy, since it can promote significant benefits, such as
improvements in the morphological, anatomical, and genetic attributes of the plants.
For this process to occur satisfactorily, it is necessary to optimize efficient protocols,
establishing a type of antimitotic, the concentration, the exposure time, and finally,
the type of explant. This study aimed to establish an in vitro regeneration system for
the production of polyploid plants using colchicine in A. obesum to improve the
vegetative and floral attributes of the species. For experiment 1, in a factorial design
(3x3x3+1), three types of explants (apical, medial, and basal), each approximately 1
cm long, were used and subjected to three concentrations of colchicine (0.01%,
0.05%, and 0.1%) + control at different exposure times (6h, 12h, and 18h). In
experiment 2, in a factorial design (3x2+1), shoot apices approximately 1.5 cm long
were subjected to three concentrations (0.001%, 0.005%, and 0.01%) of colchicine +
control (0%), at different exposure times (9h and 12h). After the treatments, the
plantlets were cultivated under controlled conditions and evaluated at 30 days. In trial
1, the survival rate was higher in explants from the apical and medial regions,
especially at longer exposure times (12h and 18h), with notable sprout formation at
6h and 12h. In trial 2, only the percentage of explant oxidation was significant, being
higher at the 0.001% dose. Flow cytometry analysis, performed exclusively in trial 2,
showed a high rate of polyploidization, allowing the distinction between polyploidized
and non-polyploidized plants. The largest number of polyploid individuals were
regenerated from explants in the apical region treated with colchicine at 0.001%,
0.005%, and 0.01% for an exposure time of 9h, as well as those exposed to 0.01%
for 12h. Therefore, we can conclude that the apical region and a 9-hour time point
show greater competence for the induction of polyploids in A. obesum. Thus, this
work presents a promising tool for generating genetic variability in the species with
elevated and improved characteristics, as well as optimizing polyploidization
protocols for the species.

Keywords: antimitotics; in vitro cultivation; ornamental plants; polyploids; desert
rose.
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1 INTRODUGAO

A poliploidia representa um fenémeno evolutivo de significativa importancia,
especialmente em plantas superiores, ocorrendo em aproximadamente 35% das
angiospermas e sendo particularmente comum em espécies ornamentais (Wood et
al., 2009; Cui et al., 2023). Este processo consiste no aumento de mais de dois
conjuntos basicos completos de cromossomos em um organismo (Soltis et al., 2015;
Cui et al., 2023), podendo ocorrer naturalmente, embora com baixa probabilidade,
ou por inducao artificial mediante o uso de agentes antimitoticos.

A colchicina destaca-se como o principal agente quimico antimitético utilizado
para indugdo de poliploidia. Esta molécula atua ligando-se aos microtubulos,
impedindo o movimento cromossOmico durante a mitose, resultando na prevencao
da divisao celular e consequente duplicagdo cromossémica (Cui et al., 2023).

A poliploidia tem se consolidado como ferramenta importante no
melhoramento genético, oferecendo amplas possibilidades para geracdo de novas
cultivares (Alderete et al., 2007). Em plantas ornamentais, a poliploidizagdo pode
alterar diversos atributos desejaveis, incluindo aumento no tamanho de 6rgaos
vegetativos e reprodutivos como folhas e flores, maior durabilidade, intensificacao de
coloragdes, melhoria na arquitetura floral, restauracdo da fertilidade, producéo de
individuos triploides e incremento da variabilidade genética (Alderete et al., 2007;
Griesbach, 1985; Sattler et al., 2016).

Entretanto, o desenvolvimento de protocolos eficazes para a produgao de
plantas poliploides via colchicina em espécies ornamentais apresenta multiplos
desafios técnicos e biolégicos que demandam otimizagdo especifica para cada
material vegetal (Wang et al., 2024; Cui et al., 2023). A determinagdo das
concentragdes otimas do agente antimitético constitui um dos principais obstaculos,
uma vez que existe um delicado equilibrio entre eficiéncia de indugao e viabilidade
celular. Estudos recentes demonstram variagdes significativas nas concentracdes e
tempo entre espécies (Taratima et el., 2023; Zou et al., 2024; Vilcherrez-Atoche et
al., 2023).

O tempo de exposigao representa outro fator critico, onde protocolos de
"choque curto" (12-18 horas com concentragbes elevadas de 250-750 pM)
competem com tratamentos prolongados (5-8 semanas com concentragdes

menores), sendo que cada estratégia apresenta vantagens e limitacdes especificas
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relacionadas a recuperacgao celular e estabilidade cromossémica (Wang et al., 2023;
Peeters et al., 2024).

Por fim, a selecdo adequada dos explantes vegetais emerge como
determinante fundamental do sucesso, com protocormos e tecidos embrionarios de
orquideas (Aerides résea e Dendrobium wardianum) demonstrando superioridade
significativa sobre explantes vegetativos, atingindo taxas de indugao até cinco vezes
maiores que sementes em condigdes idénticas (Wang et al.,, 2023; Wang et al.,
2024).

Considerando o potencial ornamental e econdmico de A. obesum, aliado as
possibilidades oferecidas pela poliploidizagao artificial, torna-se evidente a
necessidade de investigagdes que visem compreender os efeitos da indugdo de
poliploidia nesta espécie, contribuindo para o desenvolvimento de programas de
melhoramento que atendam as demandas crescentes do mercado de plantas
ornamentais. Diante do exposto, o principal objetivo do presente estudo foi
desenvolver e otimizar protocolos padronizados para a inducdo eficiente de
poliploidia via colchicina em A. obesum, estabelecendo parametros técnicos
especificos que maximizem as taxas de conversao cromossOmica € minimizem a

mortalidade celular.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descrigao da area experimental

O trabalho foi conduzido em casa de vegetagcdo e em laboratério, ambos
sediados no Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal de Minas

Gerais, Montes Claros, Minas Gerais, Brasil.

2.2 Material vegetal e condi¢des de cultivo

Para a realizagdo do presente estudo foram selecionadas plantas de A.

obesum pertencentes a cole¢ao do Instituto de Ciéncias Agrarias € mantidas em
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condi¢cdes de casa-de-vegetacédo (80% sombreamento), com idade aproximada de
um ano. Quatro gendtipos foram utilizados como genitores: ICA-rxS (flores de
pigmentacdo petalar roxa e disposicdo petalar simples), ICA-roS (flores de
pigmentacdo petalar rosa, com disposicdo petalar simples) ICA-bdC (flores de
pigmentagao petalar brancas com arranjo de pétalas duplas) e ICA-vT (flores com
pigmentacdo petalar vermelha e arranjo de pétalas triplas). As plantas foram
mantidas em vasos de 4 litros com substrato comercial da marca Bioplant®,
adubadas semanalmente com adubo comercial Fort flores® e irrigadas
manualmente de acordo com a demanda hidrica. Foi realizada a polinizagao artificial
entre os genitores descritos acima com o objetivo de obter sementes para o

desenvolvimento dos ensaios experimentais (Nietsche et al., 2021).

2.3 Germinagao in vitro

Em torno de 120 dias ap6s a polinizagéo artificial, as vagens foram coletadas
e encaminhadas ao laboratério. As sementes, recém-dispersas, foram desinfestadas
com imersado em alcool a 70 % (v/v), por 01 minuto e em hipoclorito de s6dio a 2,5 %
(p/v), contendo duas gotas de detergente Tween-20, por 15 minutos, seguida de
quadrupla lavagem em agua destilada e esterilizada. Em seguida, as sementes
foram inoculadas em tubos de ensaio de 50 mL, contendo 10 mL de meio MS
(Murashige; Skoog, 1962) com a concentracao de macro e micronutrientes reduzida
pela metade, acrescido de 4,0 g L' de gellan e 30 g L' de sacarose. O pH do meio
foi ajustado para 5,8+0,1 antes da autoclavagem a 121+1°C e pressao de 1,05 atm

por 15 min.

Cada tubo de ensaio recebeu uma unica semente, e apdés a inoculagao os
tubos foram vedados com pelicula de PVC e mantidos em sala de crescimento a
25+2°C (dia/noite) com 16/8 h de fotoperiodo (Araujo et al., 2022). Com cerca de 30
dias de cultivo, quando as plantulas apresentavam em torno de 4 cm de
comprimento foram utilizadas como fonte de explantes (Figura 1). Foram conduzidos
dois experimentos de forma sequencial, com o objetivo de identificar o tipo de
explante, a concentragdo do agente mitdtico e o tempo de exposicdo mais
adequados para estabelecer um protocolo de poliploidizagao in vitro de A. obesum.
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Regiao Apical

Regidao Medial

Regiao Basal

Figura 1: Tipos de explantes usados para indugédo de poliploidia: regido apical, medial e basal de
plantulas de A. obesum pré-estabelecidas in vitro. Fonte: Da autora, 2025

2.4 Inducgao de poliploidizacao

2.4.1 Tipos de explantes, concentragdes e tempos de exposi¢cao a colchicina

Foi utilizado o agente antimitético, colchicina (Thao et al., 2003; Dhooghe
et al.,, 2009; Zhang et al., 2020; Zakizadeh et al., 2020; Cabahug et al., 2021;
Vilcherrez-Atoche et al., 2023; Wu et al., 2023). A solugao de colchicina foi preparada
a partir da dissolugdo em uma solugdo de 1% de Dimetilsuféxido (DMSO) e
esterilizadas a frio com auxilio de filtro EMD Millipore Millex™. A solugdo foi

esterilizada, filtrada e distribuida em Erlenmeyers de 250 mL.

Apds a preparagdo da solugdo de colchicina foram implantados dois

ensaios.
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Ensaio 1: foram utilizados trés tipos de explantes seccionados das plantulas in vitro
(apical, medial, basal), com aproximadamente 1,0 cm de comprimento (Figura 1).
Em cadmara de fluxo laminar, os explantes foram seccionados e imediatamente
mergulhados na solugéo de colchicina (100 mL) em erlenmeyers de 250 mL nas
diferentes concentra¢des (0,01; 0,05 e 0,1%). Em seguida, os frascos foram
encaminhados para agitadores rotativos horizontais (shaker) a 60 rpm e mantidos no

escuro a 25 £ 1°C durante periodos distintos (6h, 12h e 18h).

Ensaio 2: foi utilizado um unico tipo de explante seccionado das plantulas (apical),
com aproximadamente 1,5 cm de comprimento (Figura 1), com duas de suas folhas
fragmentadas pela metade. Em camara de fluxo laminar, os explantes apicais foram
seccionados e imediatamente mergulhados nas solu¢des de colchicina (100 mL) em
erlenmeyers de 250 mL nas diferentes concentragdes (0,001; 0,005 e 0,01%). Em
seguida, os frascos foram encaminhados para agitadores rotativos horizontais
(shaker) a 60 rpm e mantidos no escuro a 25 + 1°C durante periodos distintos (9h e
12h).

Em ambos os ensaios foi estabelecido o tratamento controle em que os
explantes foram introduzidos em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio
MS liquido e mantidos sob agitagdo pelos tempos estabelecidos em ambos os

ensaios.

Apods os periodos em agitagdo, os explantes foram retirados das solugdes
e procedeu-se a limpeza com agua destilada estéril seis vezes com objetivo de
eliminar residuos da colchicina. Apds este procedimento, os explantes do Ensaio 1
foram inoculados em placas petri de acrilico contendo 10 mL de meio de cultura MS.
Os explantes provenientes do Ensaio 2 foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio MS. Nos dois distintos recipientes utilizados (placa de Petri
e tubos de ensaio) o meio MS foi preparado com a concentragao de macronutrientes
reduzida pela metade, 30 g L-'de sacarose, 0,1 g L*! de Inositol, 3,0 g L-1 de gellan e

pH ajustado para 5,8.

Para ambos os ensaios, os recipientes (placas de Petri e tubos de ensaio)
foram mantidos a temperatura de 25 = 2 C°. Os explantes permaneceram na
auséncia de luz durante os sete primeiros dias. Apds os periodos descritos acima, os

explantes foram expostos ao fotoperiodo de 16 horas.
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Com o desenvolvimento da parte aérea, a etapa seguinte consistiu na
indugao do enraizamento. No Ensaio 1, trinta dias apds a inoculagdo em meio MS,
os explantes foram transferidos para frascos com o0 mesmo meio MS (ja descrito
acima) adicionados de 1,0 mg L' de ANA (Acido a-naftalenacético) e 1,0 mg L' de
BAP (6-benzilaminopurina). Além disso, foram adicionados o 2,5 mg L' carvdo
ativado e 1,0 mg L' PVP (Polivinilpirrolidona), a fim de evitar oxidagdo dos
explantes. No Ensaio 2, ndo houve transferéncias, as plantulas foram mantidas no
tubo de ensaio e a partir disso, foram feitas observagdes sobre as caracteristicas

avaliadas e sobre o desenvolvimento morfolodgico da plantula.

2.5 Avaliagdes

Aos 30 dias de cultivo dos explantes em meio MS para os dois ensaios
(Ensaio 1 e Ensaio 2) foram avaliadas as seguintes variaveis: a frequéncia de
mortalidade, de calos, de contaminacao, de oxidagao e presenca de brotos e raizes.

No ensaio 1, ndo houve plantulas regeneradas para a realizagao das analises.

Apos o desenvolvimento dos explantes do Ensaio 2, em plantulas
completas a identificacdo de poliploides via citometria de fluxo foi realizada com

objetivo de identificar a eficiéncia do uso da colchicina.

2.6 Confirmacao do nivel de ploidia por analise de citometria de fluxo

A analise do conteudo de DNA foi realizada por citometria de fluxo no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura (DAG)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG.

As andlises foram realizadas apenas a partir de plantulas regeneradas a partir
dos tratamentos estabelecidos no Ensaio 2. Amostras contendo aproximadamente
10 mg de tecido foliar de plantulas da espécie A. obesum foram trituradas com
bisturi em placa de Petri contendo 1 mL de tamp&do de extragdo de nucleos,
contendo 0,1 M de Tris-Cl, 2,5 mM de MgCl2.6H20, 85 mM de NaCl, 0,1% de Triton-
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100, 2% de polivinilpirrolidona-10 (PVP), e pH 7,0 (Forti et al., 2018). Apdés o
preparo, as amostras foram aspiradas com auxilio de pipeta Pasteur e filtrada em
malha de 50 ym. Em seguida, a suspensao foi corada com 25 pL de solugédo de
iodeto de propidio (1 mg mL-"). Dois mil ntcleos foram analisados em cada amostra

quanto a emissao de fluorescéncia.

A analise foi realizada em citbmetro BD FACSCalibur 4 cores (Becton
Dickinson). Os histogramas foram obtidos e analisados no software BD Cell Quest.
O padrao de referéncia utilizado foi a espécie Vicia faba cv. Inovec (26,90 pg). O
conteudo de DNA nuclear (pg) foi estimado por meio da equagao: conteudo de DNA

(pg) = (posigao do pico G1 da amostra/posigao do pico G1 de V. faba) x 26,90.

2.7 Delineamentos Experimentais e Analises Estatisticas

No Ensaio 1, foi utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado em um esquema fatorial 3x3x3+1, com trés tipos de explantes (apical,
medial e basal), trés tempos de exposicdo a colchicina (6, 12 e18 horas) e trés
concentragbes de colchicina (0,01; 0,05 e 0,1%), com uma testemunha controle,

com oito repeticdes e dois explantes por parcela experimental.

No Ensaio 2, foi utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado, em um esquema fatorial 2x3+1, avaliando apenas um tipo de explante
(apical), dois tempos de exposigéo (9 e 12 horas) e trés concentragdes de colchicina
(0,001; 0,005 e 0,01%) e uma testemunha controle, com oito repeticdes, sendo um

explante por parcela experimental.

Por se tratar de dados categoricos, os mesmos foram analisados por meio do
procedimento FREQ do software SAS (SAS Institute, 2025). Esse procedimento
possibilitou a geragdo das tabelas de frequéncias (contingéncia) e a aplicagado do
teste do qui-quadrado, com o objetivo de avaliar a significAncia das associag¢des

entre os fatores doses, regido e tempo e as variaveis estudadas.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacdes de caracteres

No Ensaio 01, os resultados mostraram que a exposi¢cdo dos explantes de A.

obesum aos diferentes tratamentos geraram significancias nas interagdes triplas.

Na variavel morte as interagées dose, tempo de exposicao e tipo de explante,
predominou maiores incidéncias nas doses 0%, 0,01% e 0,05% na regido basal,

com tempo de exposi¢cao de 6 horas (Figura 2A-C).

A taxa de oxidagao foi predominante apenas na dose de 0,05%, na regiao
apical e medial, principalmente nos tempos de extremos de 12 e 18 horas (Figura
2D-E).

A formacao de calo foi estatisticamente significativa na interagao entre dose,
tempo e regido, de maneira bem diversificada. Na testemunha (dose 0%), em todas
as regides, a formacéo de calos foi mais expressiva no tempo de 12 horas (Figura
2F-G). Enquanto na dose 0,01%, os calos foram mais expressivos na regido apical,
medial e basal, com mais destaque nos tempos de 6 e 12 horas (Figura 3H-J). Na
dose 0,05%, observou-se também evidéncia nas trés regides estudadas, com
maiores médias nos tempos de 6 e 12 horas (Figura 3K-M). Na dose 0,1%, notou-se
também maiores formacgdes de calo nas trés regides de estudo, com maiores médias

nos tempos de 6 e 12 horas (Figura 3N-P).

A formacgéo de brotos foi significativa nas interagdes triplas, em que se notou
diferencas estatisticas em comum, para todas as doses, na regidao apical, com

maiores médias, nos tempos de 6 e 12 horas (Figura 3Q-T).

A emissao de raizes foi significativa na dose 0%, na regido apical e medial,
em comum no tempo de 12 horas (Figura 3U e Figura 4V). Ja na dose 0,01%, 0,05%
e 0,1%, foi evidente apenas na regido basal, no tempo de 12 horas (Figura 4W-Y).

No ensaio 02, a associagdao de dose, evidenciou apenas uma interacéo
significativa, na variante oxidagdo, em que a maior taxa foi na dose de 0,001%
(Figura 5A).
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Figura 2: Variaveis de mortalidade, oxidagéo e calos dos fatores triplos de dose, tempo e regido do
ensaio 1. A-G: caracteristicas associadas a interagdo tripla dose*tempo*regiao.
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Figura 3: Variaveis de calos, brotos e raizes das interagdes triplas dose*regido e dose*tempo do
ensaio 1. A-G: caracteristicas associadas a interagdo dose*regido. H-U: caracteristicas associadas a

interacao tripla dose*tempo*regio.
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fator dose.
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3.2 Analise de Citometria de Fluxo

Embora o numero de amostras ndo tenha sido suficiente para realizar a
andlise estatistica, as plantulas encaminhadas para a citometria de fluxo
confrmaram a formacgao de poliploides em A. obesum para a maioria dos
tratamentos testados. No Ensaio 1, nenhuma plantula foi obtida, impossibilitando a

analise de citometria de fluxo.

No Ensaio 2, de um total de 64 explantes inoculados, ao final do processo de
regeneragcao em meio MS, foram obtidas 62 plantulas. Dessas, 29 desenvolveram
estruturas radiculares. A seguir segue descricao do numero de plantulas obtidas por
tratamento: sete advindas do tratamento 9 horas+ 0% de colchicina, 8 plantulas do
tratamento 9 horas + 0,001% de colchicina, 8 plantulas do tratamento 9 horas +
0,005% de colchicina e 8 plantulas do tratamento 9 horas + 0,01% de colchicina; 8
plantulas advindas do tratamento 12 horas+ 0% de colchicina, 7 plantulas do
tratamento 12 horas + 0,001% de colchicina, 8 plantulas do tratamento 12 horas +
0,005% de colchicina e por fim, 8 plantulas do tratamento 12 horas + 0,01% de

colchicina.

Das 62 plantulas que se desenvolveram, 13 plantulas que apresentavam
estruturas radiculares foram conduzidas para o processo de aclimatizagdo, 8
plantulas (uma de cada tratamento) foram destinadas para analise de citometria de
fluxo e 8 plantulas foram conduzidas para contagem de cromossomo (ndo foi
possivel a realizagdo no presente trabalho em virtude da finalizagdo do tempo para a
defesa). Todas as plantulas encaminhadas ao processo de aclimatizagédo morreram,
e dessa forma nao foi possivel dar continuidade ao processo de avaliagdo das

caracteristicas morfoldgicas.

De acordo com a figura 9, todas as 8 plantulas regeneradas a partir do Ensaio
2 apresentaram um pico principal de intensidade relativa durante a analise de
ploidia, esses picos correspondem a pesagem do conteudo gendmico, ou seja,
quantidade de células analisadas. A Figura 6A, que corresponde ao tratamento 9
horas+ 0% de colchicina, controle diploide, apresenta os histogramas de rosa-do-
deserto diploides (posi¢cao 2C-2x) com a formacgao de dois picos, G1, pico maior, e
G2, pico menor. O pico G2 apresenta o dobro da ploidia, ou seja, material genético



37

duplicado, e o pico G1 o DNA nuclear, sendo diploide. Para interpretacdo dos
graficos é necessario observar a posicao que o histograma se encontra no eixo x. O
eixo y corresponde a quantidade de células em dada posi¢céo no eixo x. A altura do
pico varia com relacdo a quantidade de folha que foi utilizada para o preparo da

amostra, nesse caso nao tem influéncia na determinacgéo da ploidia do material.

Ja nas figuras 6B (pléntula regenerada a partir do tratamento de 9 horas na
concentracdo de 0,001% de colchicina), 6C (plantula regenerada a partir do
tratamento de 9 horas na concentracdo de 0,005% de colchicina) e 6D (plantula
regenerada a partir da exposi¢ao por 9 horas na concentragao 0,01% de colchicina)
indica a formacdo de um pico maior exatamente na posi¢cdo onde o pico G2 é
formado no material diploide, ou seja, quando o pico G1 do poliploide sobrepde o
pico G2 do diploide, correspondendo, portanto, a um material na posicao 4C
(tetraploide-4x), de acordo com o conteudo de DNA (pg) que dobrou com relagao ao

tratamento controle (Tabela 1).

No tempo de 12 horas, a figura 6E (plantula regenerada a partir do tratamento
de 12 horas na concentracao de 0% de colchicina), que corresponde ao controle,
apresenta os histogramas de rosa-do-deserto diploides (posicdo 2C-2x) com a
formacéo de dois picos, G1, pico maior, € G2, pico menor. Nesse tempo, a maioria
dos histogramas apresentaram-se como diploide, na posicdo 2C (diploide),
indicando uma baixa poliploidizagao, assim como nas figuras 6F e 6G. Apenas a
amostra da figura 6H (plantula regenerada a partir do tratamento de 12 horas na
concentracéo de 0,01% de colchicina), o pico maior esta exatamente na posi¢cao
onde o pico G2 é formado no material diploide, ou seja, quando o pico G1 do
poliploide sobrepde o pico G2 do diploide, correspondendo, portanto, a um material
tetraploide (4x), de acordo com o conteudo de DNA (pg) que dobrou com relagao ao

tratamento controle (Tabela 1).
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Figura 6: Citometria de fluxo da regido apical de plantulas regeneradas in vitro de rosa-do-deserto
tratadas com colchicina. Histogramas dos niveis de ploidia: A: tempo de exposi¢do 9 horas+ 0% de
colchicina (controle), com G1 indicando material diploide e G2 material poliploide; B: tempo de
exposicao 9 horas+ 0,001% de colchicina; C: tempo de exposi¢cao 9 horas+ 0,005% de colchicina; D:
tempo de exposicdo 9 horas+ 0,01% de colchicina; E: tempo de exposicdo 12 horas+ 0% de
colchicina (controle); F: tempo de exposi¢ao 12 horas+ 0,001% de colchicina; G: tempo de exposi¢ao
12 horas+ 0,005% de colchicina; H: tempo de exposigdo 12 horas+ 0,01% de colchicina.

Tratamentos Conteudo de DNA (pictogramas)

9 horas+ 0% de colchicina 0,72

9 horas + 0,001% de colchicina 1,12
9 horas + 0,005% de colchicina 1,23
9 horas + 0,01% de colchicina 1,02
12 horas+ 0% de colchicina 0,60
12 horas + 0,001% de colchicina 0,74
12 horas + 0,005% de colchicina 0,86
12 horas + 0,01% de colchicina 1,25

Tabela 1: Valores do conteudo de DNA para cada tratamento dos tempos de 9 e 12 horas.

4 DISCUSSAO

Nesse estudo, o tempo de exposi¢cdo ao alcaloide e a regido, indicando o tipo
de explantes foram fatores determinantes e devem ser levados em consideragao no
processo para a implementacdo de um protocolo de formagao de poliploides em A.

obesum.

De acordo com os nossos resultados, podemos observar que a taxa de
mortalidade, foi menor em regides apicais € mediais, € em maiores tempos de
exposicao ao antimitético, 12 e 18 horas. A maior sobrevivéncia dos explantes
apicais e mediais ja era esperado, devido a maior atividade meristematica dessas
regides, quando comparada ao explante da regido basal. O tempo maior de
exposic¢ao, também possui respostas positivas, como em Fagopyrum esculentum
(Srivastava; Kumar, 2022), Red Flash (Zhang et al., 2020), Brassolaeliocattleya
(Vilcherrez-Atoche et al., 2023), Catharanthus roseus (L.) G. (Nourozi et al., 2025) e
Lilium lancifolium (Tang et al., 2025). Os diversos trabalhos publicados indicam que
cada espécie se comporta de uma determinada forma quanto exposta ao reagente,
jA que o esperado seria uma maior taxa de sobrevivéncia em uma exposi¢ao a
tempos reduzidos, como podemos constatar na progénie de Brassolaeliocattleya

(Vilcherrez-Atoche et al., 2023), em Echeveria peerless (Cabahug et al., 2021), em
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Dendrobium wardianum (Wang et al., 2023), em Agastache mexicana (Martinez-

Aguilar et al., 2024), entre outras.

Ainda na variavel taxa de mortalidade, € possivel notar um maior impacto
com relagéao a regiao e o tempo, sem influéncia da dose. A maior incidéncia foi na
regido basal, esse fato pode estar associado a uma baixa atividade meristematica
nessa regido, baixa lignificacdo, além de estar suscetivel a um maior estresse
quimico devido a baixas divisdes que ocorrem nesse local. Com relagdo ao tempo,
foi notério uma maior porcentagem de mortalidade do explante as 6 horas de
exposicao ao antimitético. Esse fato pode estar atribuido a uma resposta rapida do
antimitético, no tempo inicial, causando uma maior taxa de mortalidade comum a

todas as doses.

A taxa de mortalidade, em geral, também foi relatada em diversos estudos, e
as causas provaveis, nao sao destinadas apenas a colchicina, mas também aos
compostos fendlicos que sao liberados pelas plantas como mecanismo de defesa,
contra a exposi¢cdo ao estresse, isso ocasiona na produgao de radicais oxidativos
téxicos que impedem a regerenagao do material de estudo. Yan et al. (2022),
relataram que em sementes outros compostos como flavonoides e terpenoides

também aumentam a toxidez no cultivo in vitro.

A oxidacao foi comum em todas as regides; apicais, mediais e basais, porém
sempre em tempos de maior exposi¢cao ao antimitético, que foram de 12 e 18 horas.
Logo, podemos inferir que essa oxidagdo pode estar relacionada com esses
periodos prolongados, em que o estresse oxidativo € maior, ocasionando no
escurecimento e consequentemente em uma futura degradagdo dos explantes
(Sasiree et al., 2013). De acordo com Griesbach (1981), o escurecimento causado
na orquidea Phalaenopsis € devido ao aumento de substancias fendlicas
proporcionado apds a exposicao a colchicina. Sanford (1983), diz que altas
concentracbes e maior tempo de exposicdo causam escurecimento e necrose do
tecido meristematico e consequentemente a morte das mesmas. Ja em Agastache
mexicana em relataram que uma das primeiras consequéncias da colchicina foi o
escurecimento e redugéo do crescimento das plantulas tratadas (Martinez-Aguilar et
al., 2024).
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Para a formagao de calos, o tempo foi o fator determinante, indicando que
tempos intermediarios, entre 6 e 12 horas, sdo essenciais para que ocorra a
reorganizagao tecidual, esse padrdo de calogénese foi semelhante com Alocasia
(Thao et al., 2003).

Os brotos jovens, formam-se principalmente nos tempos que 6 e 12 horas,
pois sdao tempos menores € com menor tempo de exposicdo ao antimitético,
favorecendo ao local com intensa atividade meristematica, além de ser um local
altamente responsivo a organogénese e regeneragao (Aoun et al., 2008;
Kwiatkowska, 2008; Xue et al., 2023).

Para a formagéo de raizes, o fator determinante foi a regido basal. Esse
resultado também era esperado, ja que o explante da regido basal apresenta maior
competéncia para a indugdo de raizes, além disso fatores hormonais, como a
auxina, em que seu fluxo se concentra mais na regido basal, logo favorecendo a
rizogénese (Overvoorde et al., 2010). Podem estar associadas também a maior
competéncia para reprogramacao, que seria a capacidade de formar meristemas
radiculares (Steffens; Rasmussen, 2016). Ja a maior evidéncia seria no tempo de 12

horas, em que tempos intermediarios sdo essenciais para indug¢ao radicular.

A citometria de fluxo € um recurso altamente confiavel e simples para
observar o nivel de ploidia de plantas e pesos do genoma de variados tipos de
plantas (Sattler et al., 2016; Eng; Ho, 2019). No presente estudo, para avalicdo de
poliploides foi usado a citometria para detectar picos e pesagem do DNA, que

atribuem a possiveis poliploides.

Avaliando as plantulas que foram submetidas a analise de citometria de fluxo,
podemos observar que todos os tratamentos do tempo de 9 horas produziram
poliploides, mostrando a eficiéncia desse tempo de exposicdo ao antimitético. Esse
sucesso provavelmente se deve a um conjunto de fatores, dentre os quais, a
permeabilidade do tecido e da capacidade de transferir agentes antimitéticos para
segmentos de meristema, também com o tempo intermediario de exposicéo aplicado
ao explante apical, que pode ter promovido efeito de menor citotoxidade e necrose
nos tecidos, aumentando assim a eficiéncia da duplicagdo (Sattler et al., 2016;
Nourozi et al., 2025). Outro fator que pode ter auxiliados de forma sinérgica, foi a

condigao in vitro em que o explante apical foi acondicionado logo apds a exposi¢ao
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do agente antimitético (tubos de ensaio). Os explantes foram individualizados em
tubos em um ambiente sem competicdo com outros explantes e submetidos a um
baixo estresse abidtico, aumentando as chances das células ja duplicadas continuar

0s processos de divisdo celular.

No tempo de 12 horas apenas o ultimo tratamento de 0,01% apresentou-se
como um poliploide. Quando avaliamos o tempo de 12 h de exposi¢ao, os baixos
numeros de poliploidizagdo podem ser em fungdo de uma possivel fitotoxidez que
pode estar ocasionando uma baixa eficiéncia na duplicagdo dos cromossomos. De
acordo com Sattler et al. (2016), o tempo e a concentragao séo fatores primordiais
na inducido de poliploidia, visto que tempos muitos altos podem ocasionar toxidez
nas células, logo se fazendo necessario achar um ponto ideal que ndo ocasione

morte das células vegetais.

Com isso, os resultados do presente estudo indicam uma maior eficiéncia em
todas as doses, no tempo de 9 horas para inducédo de poliploides. Esses resultados
sao0 0s primeiros passos para o ajuste de uma metodologia eficiente e confiavel para
implementagdo em programas de desenvolvimento e indugdo de poliploidia em
Adenium obesum, visando a geragao de novos variantes genéticos. Logo, futuros
trabalhos adicionais precisam ser conduzidos para ajustar todos as etapas do
protocolo de poliploidizagdo da rosa-do-deserto e assim poder torna-la como
especie-modelo no melhoramento genético da horticultura ornamental, além de

atribuir as novas caracteristicas adquiridas pela espécie.
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5.2 Artigo- Estrutura das sementes e desenvolvimento do endosperma em Adenium

obesum (Apocynaceae)



44

RESUMO

Adenium obesum, pertencente a familia Apocynaceae, é nativa da Africa tropical,
conhecida popularmente como rosa-do-deserto € uma planta suculenta e ornamental
com diversas caracteristicas que vém potencializando o seu crescimento econémico.
Estudos anatémicos irdo auxiliar no entendimento da formacao de tecidos que sao
essenciais para a melhor propagagao e o desenvolvimento de plantas, além de
ampliar o conhecimento sobre a espécie e familia, que sdo de extrema importancia.
Esse trabalho tem como objetivo descrever a estrutura semente, elucidando
aspectos da endospermogénese da rosa-do-deserto, que irdo auxiliar para trabalhos
futuros. Plantas cultivadas em casa de vegetagcao, foram submetidas a polinizagéo
artificial para obtengdo de sementes. Para o estudo da estrutura e do
desenvolvimento de ovarios e sementes foram coletados em diferentes estadios de
desenvolvimento, em pré-antese e 1, 2, 3, 8, 21, 40, 51 e 120 dias apds a
polinizacao artificial (DAP); as amostras foram processadas segundo técnicas usuais
em anatomia vegetal. Os ovulos sdo anatropos, unitegumentados e tenuinucelados
e sao formados por um tegumento, nucelo e saco embrionario. O saco embrionario é
reto, delimitado por células do endotélio, e constituido por duas sinérgides, oosfera,
célula média e trés antipodas voltadas para a regiao da calaza. Aos 40 DAP a
celularizacdo do endosperma esta completa e é possivel observar o embrido. A
semente é formada por um tegumento, tecido de reserva e embrido. Esses estudos
sao essenciais para descrever e conhecer sobre a espécie, e dos seus atributos
reprodutivos, além de contribuir com trabalhos futuros, ja que o estudo da
endospermogénese, contribuird para aplicagdes na germinagdo e melhoramento
genético.

Palavras-chave: rosa-do-deserto; endospermogénese; sementes, ovulos.
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ABSTRACT

Adenium obesum, belonging to the Apocynaceae family, is native to tropical Africa
and popularly known as desert rose. It is a succulent and ornamental plant with
several characteristics that have been boosting its economic growth. Anatomical
studies will help in understanding the formation of tissues that are essential for better
propagation and plant development, as well as expanding knowledge about the
species and family, which are extremely important. This work aims to describe the
seed structure, elucidating aspects of endospermogenesis in desert rose, which will
assist in future work. Plants cultivated in a greenhouse were subjected to artificial
pollination to obtain seeds. For the study of the structure and development of ovaries
and seeds, samples were collected at different stages of development, in pre-
anthesis and 1, 2, 3, 8, 21, 40, 51 and 120 days after artificial pollination (DAP); the
samples were processed according to usual techniques in plant anatomy. The ovules
are anatropous, unitegumented, and tenuinucellate, and are formed by an
integument, nucellus, and embryo sac. The embryo sac is straight, delimited by
endothelial cells, and consists of two synergids, an oosphere, a median cell, and
three antipodal cells facing the chalaza region. At 40 DAP (days after planting),
endosperm cellularization is complete, and the embryo can be observed. The seed is
formed by an integument, storage tissue, and embryo. These studies are essential to
describe and understand the species and its reproductive attributes, as well as to
contribute to future work, since the study of endospermogenesis will contribute to
applications in germination and genetic improvement.

Keywords: desert rose; endospermogenesis; seeds; ovules.
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1 INTRODUGAO

As sementes estdo associadas a perpetuagdo das espécies, e com isso
possuem fungdo na propagacao natural, atuando na dispersdo das espécies em
diferentes ambientes e na manutencgéo da variabilidade genética, fato esses que séo
essenciais para o processo evolutivo (Bewley et al., 2012; Taiz et al., 2017). Em
Adenium obesum essas sementes sdo alongadas, coloragcdo marrom e cerdas (nas
extremidades) que atuam principalmente no processo de dispersdo das sementes
(Colombo et al., 2015; Avekin et al., 2016).

A. obesum apresenta uma maior variagdo na morfologia dentro de género
Adenium e por isso, muitos aspectos devem ser estudados para um melhor
conhecimento da espécie, uma delas esta diretamente ligada a via de reproducao,
que acontece, via semente, que esta associada a programas de melhoramento,
porém para a producdo da mesma, sao necessarias altas produc¢des de sementes, o
que é dificultado devido a esterilidade de flores masculinas e femininas que
consequentemente afeta diretamente na polinizacdo da espécie. Logo,
conhecimento sobre o desenvolvimento das estruturas reprodutivas sao essenciais

para que esse processo seja eficaz.

Estudos sobre a embriogénese e endospermogénese sao de extrema
importancia para variadas areas dos estudos. Estudos em Apocynaceae sobre a
estrutura da semente, sdo voltados principalmente para apresentar dados uteis na
delimitacdo e identificacdo de espécie (Gabr, 2014), para identificar taxons
(Vaughan, 1968), avaliar a qualidade da espécie (Schvambach et al., 2022), além de
resolver aspectos relacionados a sistematica e filogenética. Com relagdo ao
endosperma, os estudos sobre esse tecido, auxilia no conhecimento sobre o
desenvolvimento do endosperma e sua interagdo com o embrido, o que
consequentemente ajudara em melhorias nas taxas de germinagao da espécie, na
otimizacao de protocolos para embriogénese somatica, e no melhoramento genético
que inclui a hibridagdo e poliploidizagao (Yan et al., 2014; Lafon-Placette; Kdhler,
2014; Kordyum; Mosyakin, 2020).

Apesar de alguns avangos, ainda pouco se sabe sobre desenvolvimento

anatdmico da semente da rosa-do-deserto e principalmente sobre estrutura, fases
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do desenvolvimento e papel do endosperma, que podera servir de subsidio para
estudos e producéao de plantas triploides a partir do mesmo. Sendo assim, o objetivo
do presente estudo foi avaliar em um contexto anatémico a endospermogénese de
A. obesum visando um melhor entendimento da sua formagao e fases, bem como

permitir a aplicacao de futuras ferramentas para o melhoramento da espécie.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descrigao da area experimental

O trabalho foi conduzido em casa de vegetagédo e em laboratoérios, sediados no
Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal de Minas Gerais,

Montes Claros, Minas Gerais, Brasil.

2.2 Material vegetal e condigdes de cultivo

Para a realizagdo do presente estudo foram selecionadas plantas de A.
obesum com idade aproximada de um ano e cujas flores variaram conforme segue:
1) pétalas com disposicao simples e coloracdo roxa e rosa; 2) pétalas com
disposicao dupla e coloragao branca ou 3) pétalas com disposigao tripla e coloragao

vermelha.

As plantas, acondicionadas em vasos de quatro litros com substrato comercial
da marca Bioplant®, foram mantidas em condigdes de casa-de-vegetagao (80%
sombreamento), adubadas semanalmente com composto comercial Fort flores e

irrigadas manualmente de acordo com a demanda.

Para obtencdo das amostras para estudos anatdmicos, polinizagdes artificiais
das flores foram feitas de acordo com metodologia proposta por Nietsche et al.
(2021).
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2.3 Estudos anatdbmicos

Ovarios e sementes foram coletados em diferentes estadios de

desenvolvimento, sendo na pré-antese e com 1, 2, 3, 8, 21, 40, 51 e 120, DAP.

O material vegetal foi fixado em solugdo FAA7o (Johansen, 1940) e mantido

em etanol 70% até o processamento.

Amostras foram desidratadas em série ascendente de etanol, pré-infiltradas
por embebicdo em resina-etanol (1:1) e em resina pura, sendo posteriormente
submetidas a inclusdo, de acordo com as recomendacdes do fabricante (Historesin
Embbeding Kit, Leica®). Sec¢des longitudinais e transversais (4 um) foram obtidas
com micrétomo rotativo (Yidi-YD-315), submetidas a coloragdo com azul de toluidina
0,05% em pH 4,7 (O'Brien et al.,, 1964, modificado) e montadas entre laminas de
vidro e laminulas com verniz incolor (Acrilex®). As fotomicrografias foram obtidas
com camera digital AxioCam 105 color acoplada a um microscopio primo star
(Zeiss®).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ovulos maduros de A. obesum sao anatropos, unitegumentados e
tenuinucelados (Figura 1A-B). Essas mesmas caracteristicas podemos encontrar
em espécies de Apocynaceae, como em Rauvolfia L. (Souto; Kocht, 2018). As
caracteristicas mais comuns do grupo das Apocynaceae sao de O6vulos
unitegumentados e tenuinucelados (Periasamy, 1963; Latto, 1974; Balasubramanian,
1980; Sud, 1984) enquanto a classificagdo dos évulos costuma diferenciar dentro da
familia, sendo mais comum em algumas espécies a classificacdo de ovulos
hemianatropos (Latto, 1974; Sud, 1984; Khan; Singh, 1986).

Em ovulos anatropos o funiculo é paralelo a regiao da rafe, e o saco
embrionario e nucelo sao retos, ja os 6vulos campilétropos, apresentam curvatura

que abrange a base ovular até a regido calazal e também a parte superior do 6vulo,
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consequentemente ficando curvado o saco embrionario e nucelo (Endress;
Matthews, 2006).

O funiculo, pedunculo que liga o 6vulo ao ovario, € formado por células
cubicas, volumosas e alongadas, com paredes celulares finas, nucleos volumosos e
citoplasma periférico, o que evidencia caracteristicas comuns em tecidos de
sustentagcdo e conducgao durante as fases iniciais de desenvolvimento do o6vulo.
Nota-se a presenca de feixes vasculares que se entendem desde a placenta até a
regido da calaza (Figura 1A), que € amplamente evidenciada em angiospermas
(Johri et al., 2013). A micropila é representada por um canal bastante estreito e
alongado formado pelo unico tegumento (Figura 1A), caracteristicas tipicas de
Apocynaceae (Rudall, 2021; Casanova; De Toni, 2025). Em Apocynaceae, essa
reducao tegumentar pode estar relacionada a uma especializagdo do enddstio e do
endotélio, que tem como func¢éao direcionar o tubo polinico, em seguida nutrir o saco

embrionario (Endress, 2011).

O tegumento apresenta células de formatos variados e volumosas, nucleo
evidente e citoplasma abundante, sendo possivel observar indicios de divisao celular
e atividade mitética evidente (Figura 1A-D). O nucelo na fase de pré-antese, é
reduzido, formado por poucas camadas, de células volumosas e de formatos
variados, nucleo evidente e vacuoma desenvolvido (Figura 1B). O nucelo degenera
precocemente nas fases pos-fertilizacdo. Alguns estudos relatam esse mesmo
evento, e que podem estar relacionados ao estabelecimento do endosperma
alocando nutrientes para o endosperma e embrido (Xu et al., 2016; Lu; Magnani,
2018).

O saco embrionario é reto, delimitado pelo endotélio, que apresenta células
mais achatadas e citoplasma denso. O saco € constituido por duas sinérgides,
oosfera, célula média e trés antipodas voltadas para a regido da calaza (Figura 1C-
D). As antipodas tém um formato arredondado, com parede celular fina, nucleo
evidente, citoplasma reduzido e vacuolo lateral unico (Figura 1B-C). A célula central
também possui uma parede celular fina e um grande vacuolo central, citoplasma
periférico (Figura 1C). As sinérgides e oosfera apresentam parede celular fina,
nucleo evidente e vacuolo lateral, oosfera com citoplasma denso (Figura 1C-D). O
vacuolo da oosfera esta voltado para a extremidade micropilar, € o nucleo para a

extremidade calazal (Figura 1D).
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Figura 1: Secgdes longitudinais de 6vulos em Adenium obesum, com 3 dias apos a polinizagéo (a) e
na pré-antese (b-d). (A) Estrutura geral do 6vulo, constituido de funiculo, feixe vascular, rafe, calaza,
saco embrionario, tegumento e micrépila. (B-C) Ovulo com nucelo tenuinucelado e tegumento
unitegumentados. Detalhes do saco embrionario com célula média, antipodas voltadas para regiao
calazal e sinérgides para a micropila. (D) Destaque para as sinérgides e oosfera. an, antipodas; am,
amido; ca, calaza; cm, célula média; ed, endotélio; fu, funiculo; fv, feixe vascular; mi, micrépila; nu,
nucelo; 0o, oosfera; po, parede ovariana; ra, rafe; se, saco embrionario; si, sinérgides; te, tegumento.

Com 1, 2 e 3 DAP, notamos apenas uma célula média (Figura 2A-C). Apés 8
DAP, é possivel notar uma célula volumosa com vacuolo central, citoplasma
periférico e multinucleada, caracterizando a célula primaria do endosperma (Figura
2D). Com 21 DAP, observa-se um maior numero de nucleos livres (Figura 2E). Aos
40 DAP, a celularizagcdo do endosperma, esta completa e € possivel observar
embrido em fase globular (Figura 2F-G). O endosperma, de acordo com algumas
evidéncias, podemos classifica-lo como do tipo nuclear, em que as paredes celulares
nao se formam concomitante a divisdo do nucleo, vale ressaltar que essas divisdes
ainda n&o apresentam citocinese para gerar uma maior quantidade de nucleos livres

na periferia da célula central, entdo o endosperma se torna celular apds citocinese
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em sentido vacuolo (Lopes; Larkins, 1993). Dessa mesma classificagcdo podemos
destacar em milho, cevada e arroz (Lopes; Larkins, 1993).

Aos 51 DAP, nota-se endosperma totalmente celularizado (Figura 2H). Em
Apocynaceae. Poucos trabalhos foram realizados a respeito da endospermogenese,
e com classificagao do tipo nuclear, podendo ser encontrados em Trachelospermum
fragrans e em Holarrhena antidysenterica wall (Latto, 1974; Sud, 1984). Ja em
outras espécies, o mesmo processo do presente trabalho também foi constatado,
como em Bulbostylis Kunth e em Dyckia pseudococcinea (Mendes et al., 2021;

Reutemann Arnolfo et al., 2021).
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Figura 2: Seccgdes longitudinais (a-d) e transversais (e-h) de évulos em Adenium obesum, em
diferentes dias apds polinizagdo (DAP). (A-C) Saco embrionario com poucas alteragées com relagéo
a pré-antese. (D) Com 8 DAP, notar célula primaria do endosperma com nucleos livres. (E) Com 21
DAP, aumento da quantidade de nucleos livres. (F-G) Com 40 DAP, endosperma celularizado e
embrido em fase globular. (H) Semente com 51 DAP, endosperma totalmente celularizado. an,
antipodas; cm, célula média; e, embrido; en, endosperma; ne, nucleo do endosperma se, saco
embrionario; te, tegumento; v, vacuolo.

A semente madura de Adenium obesum, com 120 DAP tem formato cilindrico,
seu tegumento possui uma coloragdo marrom, € nas suas extremidades nota-se a
presenca de cerdas com coloracdo marrom-dourado que € uma adaptacdo da
espécie que facilita a dispersdo das mesmas pelo vento (Figura 3A). Na morfologia
externa de espécies da familia Apocynaceae, como Adenium arabisum se
assemelha com Adenium obesum, e se difere com Pachypodium lamerei e
Pachypodium meridionale que possuem um formato mais ovoide. Quanto as cerdas
em Pachypodium lamerei e Nerium oleander notou-se apenas em uma das
extremidades (Colombo et al., 2015; Avekin et al., 2016).

Em seccéao longitudinal, a semente é formada por um tegumento, reduzido
tecido de reserva e embrido. O tegumento € formado por células volumosas, de
formatos variados e de contorno irregular nas suas extremidades, e com 40 DAP
apresenta-se ruminado, com pequenas invaginagdes (Figura 2F, 3B-C). O tecido de
reserva, interno ao tegumento, € formado por células pouco volumosas e de
formatos variados, suas paredes sao delgadas, com células justapostas, nota- se a
presencga de um citoplasma denso e nucleo pouco evidente (Figura 3B-C).

O embrido tem dois cotilédones completos com formato arredondado em sua
extremidade (Figura 3D), e eixo embrionario tem formato cilindrico, padrao esse que
também pode ser encontrado em Apocynaceae (Johri et al., 2013). Constatou-se
também uma curvatura no apice radicular com uma porcao reduzida, principio da
formacdo do caudex. Anatomicamente os cotilédones e o eixo embrionario
apresentaram células de formatos variados, volumosas, com parede delgada, nucleo
evidente. Na regido mais externa do embrido, notou-se a presenca de laticiferos do

tipo articulado, encontrado também na familia (Prado; Demarco, 2018) (Figura 3E-F).
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Figura 3: Seccdes longitudinais sementes maduras de Adenium obesum. (A) Estrutura externa da
semente. (B-C) Parte externa da semente mostrando tegumento ruminado na sua extremidade e
tecido de reserva. (D) Nota-se a presenga de dois cotilédones completos. (E-F) Eixo embrionario
contendo células volumosas, de formas variadas. Laticiferos do tipo articulado (seta). am, amido; ct,
cotilédones; ee, eixo embrionario; la, laticiferos, se, semente; te, tegumento; tr, tecido de reserva.
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6 CONCLUSAO GERAL

Este estudo relata os diferentes efeitos do tempo de exposigdo a diferentes
doses de colchicina e tipos de explantes na indugédo da poliploidia em A. obesum. A
dose nao foi responsiva em relagao a colchicina, por outro lado, a regido do explante
e o tempo foram fundamentais para a inducédo da poliploidia. Ademais, a citometria
de fluxo foi eficiente na estimativa da ploidia e na separacido de plantas poliploides
de plantas nao poliploides. O estudo estrutural da semente demonstraram clareza
sobre a identificacdo da espécie, além de contribuir para trabalhos futuros
relacionados a germinagao da espécie, quanto para o melhoramento genético. O
estudo do endosperma é fundamental para otimizar futuros trabalhos com a
producao de plantas triploides, uma vez que ela pode proporcionar caracteristicas
ornamentais mais desejaveis, além disso determinar o estagio em que o tecido
endospérmico esteja mais responsivo, € essencial para manter a capacidade de

divisdo e diferenciagao.
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