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IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE PLANTAS POLIPLOIDES DE

Heliconia chartacea var. Sexy Pink

RESUMO:

Um dos setores que possuem maior taxa de crescimento no mercado nacional e internacional
¢ o de floricultura. As plantas ornamentais se diferenciam pela sua beleza, que encantam tanto
através das suas formas exoticas, como pela variacdo de cores, e dentre elas destaca-se a
Heliconia chartacea var. Sexy Pink. A busca dos consumidores por novidades tem obrigado
os produtores a langarem, cada vez mais rapidamente, novas variedades para manter a
competicdo nesse segmento produtivo. Neste sentido, pesquisas biotecnoldgicas foram
realizadas pela Embrapa Amazodnia Ocidental com a finalidade de induzir a poliploidia in
vitro por duplicacdo somatica pela utilizagdo da colchicina em trés concentragdes (0,01%,
0,05% e 0,1%), visando obter uma maior taxa de variabilidade genética ocasionando plantas
maiores e melhores, € como uma ponte para a transferéncia génica entre diferentes niveis de
ploidia. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as plantas estabelecidas em
campo, provenientes dos ensaios de indugdo de poliploidia in vitro para determinar as
caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas, molecular e produtivas de 42 clones de H.
chartacea var. Sexy Pink. As andlises de caracterizagdo foram realizadas por meio de 49
descritores morfoldgicos e agrondmicos, determinagdo do nimero de locos polimoérficos por
AFLP, caracterizagdo da estrutura do limbo foliar e avaliagdo da densidade estomatica por
meio de microscopia, além de identificagao do nivel de ploidia por citometria de fluxo. Como
os genotipos 13, 20, 36, 37 e 40 ndo apresentaram inflorescéncias durante os dois anos de
avaliagdo, e ndo apresentaram nenhuma outra caracteristica de interesse comercial, foram
considerados inaptos para selecdo para futuros trabalhos de selecdo e melhoramento. O
genotipo 35 foi o que apresentou maiores variagdes morfoldgicas com alteragdes na posicao e
coloragdo da inflorescéncia, além de possuir as bordas do limbo foliar inteiras. O clone 18
apresentou altura da planta e tamanho das inflorescéncias reduzidos. O clone 26 apresentou
necrose e desfolhamento durante a floragdo, o que torna este genotipo mais interessante para o
paisagismo. As combinagdes dos primers utilizados para a analise de AFLP revelaram um
total de 519 bandas, variando entre 100 e 800 pares de bases. O numero total de locos por
primer variou de 157 a 188, enquanto que a quantidade de variagdo genética obtida pela

analise de varidncia molecular mostrou que 99,67% da variabilidade genética encontra-se
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dentro dos tratamentos com colchicina analisados, e apenas 0,33% entre os tratamentos dos
clones de H. chartacea. Os estdomatos de todos os clones apresentaram morfologia tetracitica e
células-guarda sem alteragdes significativas; porém, houve uma menor densidade estomatica,
além de um tamanho maior que os estomatos apresentados pelo tratamento controle O
trabalho permitiu a identificagdo de 4 gendtipos tetraploides e 11 mixoploides, pela técnica de
citometria de fluxo. Auxiliando na identificacdo de gendtipos potenciais para programa de

melhoramento genético e futuramente na obtencao de novas variedades.
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IDENTIFICATION AND CARACTERIZATION OF POLIPLOID PLANT OF

Heliconia chartacea var. Sexy Pink

ABSTRACT:

One of the sectors that have the highest growth rate in the national and international market is
floriculture. Ornamental plants are distinguished by their beauty, which enchant both through
their exotic forms and by the variation of colors, among which stands out the Heliconia
chartacea var. Sexy Pink. The search for consumers for news has forced producers to launch,
more and more quickly, new varieties to maintain competition in this productive segment. In
this sense, biotechnological research was carried out by Embrapa Amazonia Occidental to
induce polyploidy in vitro by somatic doubling using colchicine in three concentrations
(0.01%, 0.05% and 0.1%) in order to obtain a Higher rate of genetic variability causing larger
and better plants, and as a bridge for gene transfer between different levels of ploidy. In this
context, the objective of this work was to evaluate the plants established in the field, from in
vitro polyploidy induction assays to determine the morphological, physiological, molecular
and productive characteristics of 42 clones of H. chartacea var. Sexy Pink. The
characterization analyzes were performed by means of 49 morphological and agronomic
descriptors, determination of the number of polymorphic loci by AFLP, characterization of
leaf blade structure and stomatal density evaluation by means of microscopy, besides
identification of the ploidy level by citometry of flow. As the genotypes 13, 20, 36, 37 and 40
did not present inflorescences during the two years of evaluation and did not present any other
characteristic of commercial interest, they were considered unfit for selection for future
selection and breeding work. The genotype 35 showed the highest morphological variations
with changes in the position and color of the inflorescence, besides having the edges of the
whole leaf blade. Clone 18 showed plant height and inflorescence size reduced. Clone 26
presented total defoliation during flowering, which makes this genotype more interesting for
landscaping. Combinations of the primers used for AFLP analysis revealed a total of 519
bands, ranging from 100 to 800 base pairs. The total number of loci per primer varied from
157 to 188, while the amount of genetic variation obtained by analysis of molecular variance
showed that 99.67% of the genetic variability is within the treatments with colchicine
analyzed, and only 0.33 % Among treatments of H. chartacea clones. The stomata of all

clones showed tetracytic morphology and guard cells without significant alterations. The
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highest ED were observed in clones 1 and 14 for the adaxial part of the leaves, whereas for
the abaxial part, clones 10, 12 and 14 were the ones with the highest values. The lowest
values were verified in clones 7 and 35 for the adaxial part and 7 and 13 for the abaxial part of
the leaves. The work allowed the identification of 4 tetraploid and 11 mixoploid genotypes by
the flow cytometry technique. Helping in the identification of potential genotypes for genetic

improvement program and future in obtaining new varieties.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as flores tropicais vém recebendo especial atencdo devido as
caracteristicas favoraveis a sua producdo em escala como a beleza, exotismo, cores, formas,
resisténcia ao transporte e durabilidade pos-colheita. Apesar do crescimento da base produtiva
e a inclus@o de novos podlos geograficos regionais na produgdo de flores ornamentais tropicais,
a floricultura empresarial e comercial no Brasil é caracterizada por grandes diferencas

nacionais, concentrada nas regides sudeste e sul, e ascendente no nordeste.

Dentro desta distribuicdo, a regido Norte, apesar de apresentar maior biodiversidade de
espécies de plantas e qualidade de hastes florais, contribui com somente 2% da area cultivada
com flores e plantas ornamentais (JUNQUEIRA; PEETZ, 2007). Nesta regiao, a estrutura de
produgdo de flores ainda ¢ incipiente, onde a maioria das espécies produzidas esta distante do
grande mercado consumidor, e a experiéncia e conhecimentos especificos acumulados sobre
seu cultivo sdo poucos ou inexistentes. No Estado do Amazonas especificamente, o setor
produtivo de flores e plantas ornamentais ¢ novo, imaturo ¢ em fase de experimentagdo e
consolidacdo profissional, onde os poucos produtores envolvidos ndo tém capacitagdo para o

atendimento especifico do setor.

Na Regido Metropolitana de Manaus, eventos como a Copa do Mundo de 2014 levou as
institui¢des federais, estaduais e municipais, como o SEBRAE, IDAM, CBA ¢ SEPROR, a
incentivar o mercado de flores tropicais € com isso houve uma melhora da organiza¢dao do
setor e a criagdo de trés associagdes de produtores localizadas nos municipios de Presidente
Figueiredo (Florat Carpam), Rio Preto da Eva (Flores da Eva) e na capital (Associacdo de
Produtores do Brasileirinho). Mesmo com estes incentivos € com a maior visibilidade para o
setor de flores tropicais que eventos de grande porte como este trouxeram para regido, a
produgdo insipiente para atender toda a demanda de maneira eficiente; a falta de padronizagao
das flores entre os produtores; e as dificuldades do escoamento da produgdo, dificultam a
aceitagao no mercado, principalmente pelas floriculturas da capital que exigem quantidade,

qualidade e rapidez na entrega (LOPES; CAVALCANTE, 2013).

Dentro deste panorama regional, e considerando a necessidade de agdes consistentes de
pesquisa aplicadas ao setor de flores e plantas ornamentais tropicais, em 2009, a Embrapa
Amazodnia Ocidental coordenou com auxilio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do

Estado do Amazonas (Fapeam), o projeto de pesquisa intitulado “Desenvolvimento de
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tecnologias para a producdo de heliconias: novo segmento de mercado para o Amazonas”.
Este projeto que teve como objetivo definir critérios para a produgdo de Heliconia chartacea
var. Sexy Pink nas condi¢des ambientais do entorno de Manaus, envolvendo estudos
agrondmicos ¢ biotecnoldgicos, ¢ tendo como um dos principais produtos gerados, o
estabelecimento em campo de populacio de plantas poliploides que manifestaram

precocemente caracteristicas bastante interessantes € inovadoras para esta espécie.

Considerando a importancia das heliconias e o crescimento econdmico que o mercado
de flores tem apresentado frente a economia nacional, torna-se necessdria a realizagcdo de
estudos mais detalhados sobre estes genotipos de Heliconia chartaceae var. Sexy Pink, para
que se possa caracterizar este material a fim de que se consiga identificar possiveis genotipos

promissores comercialmente e adaptados as condi¢des ambientais de Manaus.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Determinar as caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, molecular e produtivas de
interesse comercial de plantas de Heliconia chartacea var. Sexy Pink obtidas por

poliploidizag@o induzida.

2.2. Objetivos Especificos:

- Avaliar de aspectos morfoldgicos de pseudocaule, folhas e inflorescéncias;
- Determinar do tamanho e da densidade de estdmatos foliares;
- Determinar o conteudo de DNA por citometria de fluxo;

- Caracterizar diversidade genética entre os genotipos utilizando marcador molecular

AFLP.



3. REVISAO DE LITERATURA

O setor de floricultura brasileiro, caracterizado pelo conjunto de atividades produtivas e
comerciais relacionadas ao mercado de espécies vegetais cultivadas com finalidades
ornamentais, vivenciou um periodo de constante crescimento nas exportacdes, chegando a
atingir um crescimento acumulado de 515% no periodo de 1992 a 2008 (Ministério do
Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior - MDIC e do Instituto Brasileiro de
Floricultura - IBF). O crescimento observado neste periodo pode ser atribuido principalmente
em funcdo da evolucdo dos indicadores socioecondmicos, das melhorias no setor produtivo e
da expansdo da cultura do consumo de flores e plantas como elementos expoentes de
qualidade de vida, bem-estar e reaproximac¢ao da natureza (SEBRAE - Servi¢o Brasileiro de

Apoio as Micro e Pequenas Empresas, 2017).

A partir de 2008 com o inicio da crise econdmica e financeira nos principais mercados
importadores internacionais, houve uma queda nas exportagdes de flores, evidenciando que no
periodo de 1992 a 2008, o Pais viveu um processo ininterrupto de crescimento obtencdo de
recordes sucessivos nos embarques de flores e plantas para o exterior, tendo elevado seus
resultados de US$ 11,97 milhdes, em 2000, para 35,5 milhdes, em 2008 (JUNQUEIRA;
PEETZ, 2014).

Em 2009 o valor da exportacdo do grupo de flores de corte decresceu drasticamente (-
134,5%) em relacdo ao ano anterior, enquanto aumentava o seu valor de importagdo (+50,2%),
um indicativo de que os exportadores brasileiros de flores de corte estdo perdendo espaco no
mercado internacional, pelo fato de ser uma perda observada nos anos seguintes (KIYUNA et

al. 2011)

Em 2013, os resultados das exportagdes brasileiras de flores e plantas ornamentais
confirmaram o ciclo de retragdo recentemente experimentado pela floricultura nacional,
decaindo 8,43% em relagdo ao total vendido ao exterior em 2012, ¢ fechando o ano no valor

global de US$ 23,81 milhdes (JUNQUEIRA; PEETZ, 2014).

As perdas s6 nao foram mais acentuadas devido a vérias acdes favoraveis, entre as quais
cabe destacar a disponibilidade de terras agricultaveis, com suas grandes extensdes € boas
condig¢des edafoclimaticas, do baixo custo de producdo e da presenca de empreendedores e de
tecnologia tropical, os esfor¢cos promocionais, técnicos e organizacionais alcangados pelo

Flora Brasilis — Programa Brasileiro de Exportacdo de Flores e Plantas Ornamentais, que
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resultou de parceria entre a Agéncia de Promoc¢ao de Exportacdes e Investimentos — APEX —
BRASIL e o6rgdos de representagdo setorial dos produtores e exportadores no setor da
floricultura, como o Ibraflor ¢ o Instituto Agropolos do Ceard, além de empresarios de

diferentes regides do Pais (JUNQUEIRA; PEETZ, 2014).

Outro fato que tem garantido uma relativa suavidade no processo decrescente das
vendas no mercado mundial sdo as caracteristicas estruturais do setor exportador da
floricultura brasileira — qual seja o de se concentrar essencialmente na comercializagdo de
material de propagacgdo vegetal destinado a produtores internacionais de flores e plantas e ndo

diretamente a venda para consumidores finais.

As flores frescas de corte em geral por serem produtos destinados ao consumo final e,
portanto, mais sujeitos aos efeitos da crise internacional, vém apresentando as maiores perdas
econdmicas comparadas aos bulbos, rizomas, tubérculos e similares, destinados a propagacao
vegetativa no periodo de 2010 a 2013. De fato, enquanto em 2010 as vendas internacionais de
flores frescas atingiram US$ 627,514 mil, dois anos depois, em 2012, esse valor foi reduzido
a menos da metade (US$ 298,761 mil) e, em 2013, caiu ainda mais, para apenas US$ 138,549
mil (JUNQUEIRA; PEETZ, 2014).

No Brasil, o maior consumo da floricultura encontra - se no mercado interno,
representando 97,54% de sua comercializacdo setorial. Embora voltada em grande parte para
o consumo interno, a floricultura brasileira tem mostrado potencial para o desenvolvimento da
economia do pais, tendo permanecido em crescimento, mesmo durante a crise econdmica
mundial no periodo de 2008 a 2010 (JUNQUEIRA; PEETZ, 2010). Apesar da dificuldade na
obtengdo de informagdes oficiais sobre a dimensao deste mercado, devido a existéncia da
producdo e comércios informais, dados baseados em grupos como Veiling Holambra,
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP) e Centrais de
Abastecimento de Campinas S.A. (CEASA Campinas) afirmam que a floricultura brasileira
movimenta anualmente US$ 1,3 bilhdo, com consumo per capta de US$ 7,00/ano

(JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).

Mesmo com a crise, o mercado floricultor apresenta um grande potencial de
crescimento para a economia brasileira (JUNQUEIRA; PEETZ, 2010), o que tem gerado
aumento de investimentos vindos dos governos estaduais e institui¢cdes privadas em pesquisas,

programas e feiras, visando a uma maior produtividade e qualidade dos produtos oferecidos



(MOTOS, 2000; OLIVEIRA; BRAINER, 2007). Nos ultimos anos, o faturamento do setor
vem crescendo significativamente. Foram faturados R$ 5,7 bilhdes em 2014, R$ 6,2 bilhoes
em 2015 e, em 2016, o mercado de flores apresentou um crescimento de 6%, empregando
quase 200 mil trabalhadores e com faturamento de R$ 6,65 bilhdes. (AKI, 2016; PRIA,
2016).

O cultivo de flores tropicais no Brasil ¢ realizado, principalmente, nos estados de
Pernambuco, Alagoas, Ceard, Bahia, Sergipe, Para, Amazonas, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e no
Distrito Federal. Na regido Nordeste destacam-se os estados de Pernambuco, Alagoas e Ceara
que atuam como principais exportadores de flores tropicais (JUNQUEIRA; PEETZ, 2008).
Esta peculiaridade pode ser explicada pelas condi¢des climéaticas favoraveis e pela facilidade
de exportagdo aliada a proximidade em relacdo a posi¢cdo geografica dos centros
consumidores como a Europa e os Estados Unidos (BEZERRA, 1997). As flores tropicais
possuem uma beleza exdtica, diversidade de formas e cores, assim como resisténcia ao
transporte ¢ durabilidade pds-colheita, refletindo no aumento do interesse do mercado interno

e externo (LOGES et al., 2005).

Nos ultimos anos, algumas ac¢des tém sido desenvolvidas na regido norte pelo Servico
Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE) com o objetivo de suprir em
parte as dificuldades na organizagdo deste setor, mas que tiveram resultados insatisfatérios
frente a falta de capacitacdo dos poucos técnicos especificos do setor de floricultura e a
inexisténcia de tecnologias geradas e/ou adaptadas para as condigdes amazdnicas de produgao.
Considerando que parte das tecnologias aplicadas na producao brasileira de flores ¢ trazida de
outros paises, as pesquisas com plantas ornamentais tropicais sdo escassas, principalmente
com as espécies nativas, tal como heliconias amazonicas. Estas plantas apresentam grande
potencial de crescimento no mercado floricultor, mas as informagdes sobre o seu cultivo e
manejo pos-colheita sdo ainda reduzidas, mesmo para aquelas mais valorizadas, como a

Heliconia chartacea var. Sexy Pink.

3.1. Heliconias

Dentre as diversas flores tropicais, as heliconias vém mostrando um grande poder de

mercado, por pertencerem a um dos grupos mais vistosos de plantas herbaceas das florestas



tropicais, apresentando uma ampla variagdo de caracteres florais, bem como grande

distribuicao nos tropicos e adaptagao ao cultivo (BERRY; KRESS, 1991).

O nome heliconia é uma alusdo ao monte Helicon na Beocia, sul da Grécia, onde a
mitologia diz ser a casa do Deus Apolo e das Musas (CRILEY; BROSCHAT, 1992). A
maioria das espécies pode ser encontrada em regides encharcadas ou imidas, embora algumas
ainda sejam encontradas em areas sazonalmente secas. Seu florescimento se dd em regides de
planicies tropicais umidas, em habitats florestais, enquanto muitas espécies florescem bem em
locais abertos como estradas, areas de rio ou em pequenas areas abertas em florestas

(MAROUELLI, 2009).

O género Heliconia foi inicialmente inserido na familia Musaceae por possuir
semelhangas com este grupo, no entanto, a existéncia de algumas diferengas em relagdo as
Musaceae, como auséncia de laticiferos (que quando presentes sdo articulados), diferengas na
anatomia de suas raizes, nas folhas, flores bissexuais, entre outras caracteristicas, fizeram de

Heliconia, o inico componente da familia Heliconiaceae (NAKAI, 1941).

Ambas as familias sdo pertencentes a ordem Zingiberales (Figura 1) a qual inclui, além
das Heliconiaceac ¢ Musaceae, outras seis familias de monocotiledoneas (Zingiberaceae,
Lowiaceae, Cannaceae, Maranthaceae, Strelitziaceac e Costaceae), caracterizadas por
possuirem folhas grandes com venagdo transversa em suas laminas, grandes peciolos e
inflorescéncias grandes com bracteas geralmente coloridas (BERRY; KRESS, 1991). Essas
familias estdo divididas em dois grupos, o grupo das bananas (Musaceae, Lowiaceae,
Heliconiaceae e Strelitziaceae), o qual ¢ parafilético basal ancestral, e o grupo monofilético

dos gengibres (Zingiberaceae, Cannaceae, Maranthaceae e Costaceae) (KRESS et al., 2001).



Marantaceae
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Figura 01: Evolucdo da ordem Zingiberales. Fonte: Smithsonian National Museum of
Natural History.
Fonte: http://botany.si.edu/zingiberales/

Com base em uma Analise de Dispersao e Vicariancia (DIVA, Dispersion and
Vicariance Analysis), combinada com uma técnica de relogio molecular, foi proposto que as
Zingiberales originaram - se por volta de 124 milhdes de anos atrds e sua diversificagdao
ocorreu ha cerca de 110 milhdes de anos, durante o periodo Creticeo (KRESS; SPECHT,
2006). A familia Heliconiaceae divergiu da linhagem ancestral por volta de 109 milhdes de
anos, juntamente com as familias Strelitziaceae e Lowiaceae, que indica uma répida
diversificacdo da linhagem principal. Porém, o processo de especiagdo das heliconias ¢ mais

recente e vem ocorrendo nos ultimos 32 milhdes de anos (KRESS; SPECHT, 2006).

Conhecidas como bananeira-de-jardim, falsa-ave-do-paraiso e paquevira, atualmente
existem registros no Index Kewensis de mais de 250 bindmios especificos para o género
Heliconia. Porém, devido a grande variedade de flores e coloragdes até mesmo dentro de
espécies, muitos taxonomistas encontram dificuldades em estabelecer uma classificacao

precisa para espécies e subespécies (CASTRO, 1995).

Com base em dados publicados, Castro et al. (2007) propuseram a existéncia de 182
espécies, subdivididas em cinco subgéneros e 23 secdes, as quais permaneceram com mesma
subdivisdo em estudos realizados com marcadores de RAPD por Maruoelli et al. (2009).
Dessas espécies, 176 encontram-se na regido neotropical, do norte do México ao sul do Brasil

(SANTOS, 1977; CRONQUIST, 1981; DAHLGREN et al., 1985; BERRY; KRESS, 1991) em
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altitudes ao nivel do mar até 2.000 metros, enquanto seis distribuem-se no pacifico, em
altitudes de até 500 metros, estando o maior nimero com ocorréncia na Coldmbia (94),
seguido do Equador (60), Panama (56), Costa Rica (47), Brasil (37), Peru (32), Venezuela
(26), Nicaragua (22), Guatemala (16), Bolivia (15), Honduras e México (14) e Suriname (13)
(Figura 2) (KRESS, 1990; BERRY; KRESS, 1991; CRILEY; BROSCHAT, 1992).

Apenas um pequeno grupo paleotropical, com aproximadamente seis espécies, €
encontrado nas Ilhas do Pacifico (BERRY; KRESS, 1991). O centro de diversidade do género
abrange a regido dos Andes e se estende até o sul da América Central (ANDERSSON, 1989).

-~

A T ey

Figura 2: Distribuicdo do género Heliconia, regides destacadas em vermelho correspondem a
presenga deste género.
Fonte: http://www.mobot.org/mobot/research/apweb

3.1.1. Descricao botanica e classificacao taxonomica

As heliconias pertencem a familia Heliconiaceae e género Heliconia. O nome do género

foi estabelecido por Linnaeus, em 1771.

Embora existam controvérsias entre diferentes autores, sdo classificadas mais de 250
espécies de heliconias, além de serem conhecidos alguns hibridos naturais e formas distintas

de uma mesma espécie (LAMAS, 2002).

As heliconias sdo plantas herbéceas, eretas, perenes, com rizomas simpodiais. Seus
pseudocaules sao formados por justaposicdo dos peciolos ou laminas foliares com diferentes

comprimentos e formas, podendo chegar a doze metros de comprimento, apresentando a
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lamina foliar em geral oblonga pontuda. Suas folhas sdo disticas, apresentam uma folha por
nd, com bainhas longas basais e um longo e expandido peciolo (CRONQUIST, 1981;
DAHLGREN et al., 1985; CASTRO, 1995).

De acordo com o arranjo basico de suas folhas, elas podem ser classificadas como: (A)
musoides, com folhas verticalmente orientadas, longos peciolos € um habito de crescimento
como as bananeiras; (B) canoides, com peciolos de comprimento curto ou médio, posicionado
obliquamente em relagdo a haste, ou (C) zingiberoides, com ldminas com peciolo curto,

dispostas na horizontal em relagdo a haste (Figura 3) (BERRY; KRESS, 1991).

o

Figura 3: Habitos de crescimento de plantas de Heliconia: (A) Musoide, (B) Candide e (C)
Zingiberoide, segundo Arruda (2008).

As inflorescéncias sdo terminais, divididas em dois grupos: as eretas, com suas bracteas
retas apontando para cima, e as pendentes, com bracteas penduradas apontando para baixo.
Sdo formadas pela reunido de bracteas normalmente grandes, de cores fortes e atrativas,
concavas, unidas através da raquis, organizadas em padrao alternado ao longo de uma espessa
haste, as quais podem possuir uma orientacdo distica ou em espiral (Figura 4) (SIMAO;

SCATENA, 2004; SHEELA, 2008).
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Figura 4: Disposicdo das inflorescéncias de algumas Heliconias. Eretas: (A) H. psittacorum; (B)
H. bihai; (C) H. orthotricha; (D) H. caribaea. Pendentes: (E) H. vellerigera; (F) H. mariae; (G) H.
chartacea e (H) H. rostrata.

Fonte: http://www.heliconias.net/flores-heliconias.html

F Vy ¢ H

As flores sdo hermafroditas, zigomorfas, envolvidas pelas bracteas podendo ter o
formato curvo, parabolico ou sigmoidal, estando o nectario localizado na base. As flores ainda
podem estar bem visiveis e eretas nas bracteas ou bem escondidas, sendo vista apenas uma
parte de sua extremidade, dependendo da espécie. Seu androceu ¢ constituido por cinco
estames férteis e um estaminddio. O ovdrio € infero, trilocular e possui um 6vulo sub-basal
simples em cada loculo. Os frutos sdo do tipo baga possuindo até trés sementes (CRILEY;

BROSCHAT, 1992; CASTRO, 1995; DAHLGREN et al., 1985).

A polinizagdo das flores ¢ normalmente realizada por beija-flores, tendo sido observadas
algumas espécies do pacifico com polinizagdes por morcegos (PEDERSEN; KRESS, 1999;
TAYLOR; WHITE, 2007). As inflorescéncias permanecem viaveis por 40 a 200 dias
provendo um grande insumo de néctar, de cerca de 30-69 pL por flor, embora cada flor dure

apenas um dia (DOBKIN, 1984).

Os frutos podem ser brancos, cremes, amarelos ou laranjas, tornando-se azulados apods o
amadurecimento. Devido a uma maior facilidade, sua propagacdo ¢ preferencialmente
vegetativa, a partir do cultivo de seu rizoma ou pelo plantio de perfilhos laterais, sendo rara a

propagacao por meio de sementes uma vez que possui uma germinagao lenta, o que no geral a
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torna inviavel, sendo necessaria a aplicacdo de técnicas que acelerem seu desenvolvimento

(BERRY; KRESS, 1991; PAIVA, 1998).

3.1.2. Heliconia chartacea var. Sexy Pink — segundo Mosca et al. (2004).

Figura 05. Heliconia chartacea (Lane x Barreiros) var. Sexy Pink.

A

Esta variedade floresce a partir dos seis meses € mantem sua floracdo durante o ano
todo com altura que pode variar de 1,98 a 5,28 m, dependendo do local de cultivo. Seu plantio
pode ser conduzido desde 50% de sombra até completa exposi¢ao ao sol, e seu habito de
crescimento ¢ musoide. Esta distribuida desde as Guianas a bacia Amazonica, Florida, Havai,

Barbados e Costa Rica.

As bracteas variam de 4 a 28, nas quais a base e 2/3 da por¢ao proximal “bochechas” e
quilha sdo roseos com uma linha fina verde marcando as bordas e a ponta. A haste possui uma
coloracdo de laranja a amarelo. As sépalas sdo de cor laranja na por¢do distal e em 2/3 da
por¢do proximal amarelo-clara. O ovério possui uma cor laranja-claro, pedicelo cor amarelo-

claro.

Podem ser cultivadas em pleno sol ou em locais com sombreamento entre 30 e 50%,
sendo indicado para compor o sombreamento devem-se plantar de forma intercalada arvores

para esta finalidade. As espécies mais recomendadas sdo: gliricidia (Gliricidia sepium),
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sombrero (Clitoria racemosa), samam (Pithecolobium saman); ingd (Inga spp); ou qualquer
outro tipo de arvore que ndo venha competir por nutrientes e luminosidade com as heliconias.
A faixa de temperatura ideal oscila entre 21 °C noturna e 26 °C diurna, com umidade relativa

do ar entre 60 e 80 % (KRESS et al., 1999).

3.2. Propagacio das heliconias

As heliconias sao plantas que podem ser propagadas sexuadamente via semente ou
assexuadamente. A propagagdo sexuada de heliconia ¢ limitada, sendo que o tempo de
desenvolvimento da planta pode demorar de um a dois anos (LAMAS, 2004), pois o fruto
apresenta um endocarpo duro que dificulta a germinagdo das sementes. Esta limitagdo pode
ser contornada pela utilizagdo da técnica de resgate de embrides zigoticos, que propicia uma
propagac¢do rapida, recuperagdo de plantas livres de doencas, conservagdo e intercambio de
germoplasma, introdu¢do de germoplasma como semente botadnica e a superagdo da

dorméncia de sementes (TORRES et al., 2005).

Na propagacdo assexuada ou por via vegetativa ocorre a divisdo do rizoma e emissao de
brotagdes a superficie, podendo ser solitarias ou agregadas (MOSCA et al., 2004). Esse
método tem a desvantagem de poder conduzir a disseminagdo e ao acimulo de agentes
causais de doengas que sdo transmitidas e intensificadas entre plantios sucessivos, via rizomas
contaminados (TORRES et al., 2005). Para minimizar esse risco, ¢ necessaria a utilizacao de
ferramentas bem afiadas, salientando-se que o procedimento de desinfeccao das ferramentas,
entre o uso de uma touceira para outra, deve ser observado, e que antes de transplantar os
rizomas devem ser desinfetados com inseticida, nematicida, fungicida e bactericida ou
banhado em solugdo de hipoclorito de sédio. Esta pratica contribui para se evitar possiveis

danos com nematoides, insetos, fungos e bactérias.

No método comercial, segundo Criley, 1988, as plantas matrizes, que irdo fornecer os
rizomas, devem apresentar caracteristicas tais como: produtividade, vigor e sanidade. Um
rizoma ideal ¢ aquele que tem pelo menos trés gemas e, dependendo da época do ano, pode
ser plantado diretamente no campo ou em sacos plasticos, sendo preferencialmente sob

irrigacdo e sombreamento entre 30 e 60%, para facilitar o enraizamento (LAMAS, 2004).

Atualmente, a propagacdo por culturas de meristemas ¢ a forma mais adotada na
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multiplicacdo de plantas em larga escala, para fins comerciais. Neste tipo de multiplicacao,
também conhecida por micropropagagdo, clonagem ou cultura de tecidos, as novas plantas
sdo obtidas a partir de um grupo de células (meristema). A principal vantagem desse tipo de
propagacdo ¢ a obtencdo de mudas uniformes, com alta qualidade, em grande quantidade,
num tempo relativamente curto e total ou parcialmente livre de doengas. Portanto, a
micropropagacdo possibilita a obten¢do de plantas em quantidade e qualidade, de maneira a

atender um mercado consumidor crescente e, cada vez mais exigente (PAULA, 2000).

3.3. Inducio e identificacdo de variabilidade genética em plantas

A variabilidade genética refere-se as variacdes dos genes entre individuos de uma
populagdo e determina o seu conjunto de caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas, tornando-
os capazes de se adaptar as mudangas ambientais. Tem origem através de mutagdes e
recombinagdes geénicas, sendo a matéria prima sobre a qual a sele¢do natural atua e
corresponde a qualquer alteracdo no material genético de um organismo, sendo sua
preservacao também de grande interesse ao mercado floricultor, uma vez que uma maior
variabilidade acarretaria, numa maior capacidade de adaptagdo e de possiveis alteragdes

morfologicas nos individuos em questao.

Para que possa ser feita a caracterizacdo e confirmacdo da variabilidade genética em
individuos submetidos a algum processo de duplicacdo cromossOmica, € necessario a
determinagdo do nivel de ploidia, podendo ser utilizado métodos diretos, como a contagem do
numero de cromossomos em c¢lulas mitoticas e meioticas (GUERRA, 1989; VILLA, 1995).
Contudo, este tipo de andlise ¢ um procedimento laborioso e demorado, que exige muita
técnica e conhecimento, sendo praticamente invidvel quando se possui um grande ntimero de
amostras a serem quantificadas (VILLA, 1995; MAGALHAES et al., 1996; SARI et al.,
1999). Para estes casos, métodos indiretos podem ser utilizados para identificagdo do nivel de
ploidia como a caracterizagdo morfoldgica e citoanatomica, que possibilitam o estudo das
alteragdes estruturais como didmetro do grao de pdlen, nimero de cloroplastos por par de

c¢lulas-guarda, tamanho e densidade dos estomatos foliares.

Dentre os métodos indiretos, a analise estomdtica ¢ a mais citada na literatura para
inferir o nimero de ploidia em plantas submetidas a inducao de poliploidia (VILLA, 1995;

MAGALHAES et al., 1996; SOUZA; QUEIROZ, 2004). Porém, varios autores enfatizam que
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os métodos indiretos podem ser influenciados pelo ambiente e a analise individual de algumas
variaveis podera ocasionar a classificagdo equivocada de determinados genotipos quando se
trata do nivel de ploidia sendo necessario analises complementares (MAGALHAES et al.,

1996; SARI et al., 1999; SOUZA; QUEIROZ, 2004).

A indugdo de variabilidade genética ¢ um processo de melhoramento que se faz
necessario para o setor da floricultura para que o mesmo possa se manter competitivo no
mercado internacional. Isso se faz necessario pois o processo de melhoramento genético que ¢
uma ciéncia voltada a obtengdo de gendtipos vegetais superiores aos atualmente utilizados sob
determinadas condi¢des ecoldgicas, vem como uma ferramenta para aprimorar 0S processos

de produgido ja existentes.

O melhoramento consiste na selegdo de gendtipos considerando-se a variabilidade
genética existente ou através de cruzamentos entre individuos a fim de se obter uma
populacdo com gendtipos superiores, ou ainda com a indugdo a poliploidia, que pode ser
definida pelo aumento no nimero de conjuntos cromossomicos ou genomas de uma espécie,
sendo denominadas como poliploides aquelas plantas com trés ou mais conjuntos

cromossomicos completos (WRIGHT, 1976), e assim elevar o valor econdmico da espécie.

Uma forma de se obter plantas poliploides ¢ por meio da indugdo artificial de
poliploidia, com uso de colchicina ou de outros agentes poliploidizantes como a orizalina ou o
acido nitroso (SCHIFINO-WITTMANN, 2004). A descoberta de agentes poliploidizantes,
como a colchicina, e da capacidade deste agente em provocar alteracdes em componentes
envolvidos no ciclo celular e indiretamente no material genético de diversos individuos e por
consequéncia, refletindo na morfologia, despertou o interesse de geneticistas e de agricultores,
visando a sua utilizacdo para o melhoramento vegetal (DIXON; MALDEN, 1908; EIGSTI,
1938). Seguindo esta vertente, varios processos de inducdo de mutagdes artificiais foram
desenvolvidos, visando acelerar o processo de mutacdo nos organismos, € consequentemente

aumentar a variabilidade genética e aprimorar o processo de melhoramento vegetal (VAN

HARTEN, 1998).

Diversas cultivares vegetais que apresentam caracteristicas de alta qualidade aos
diversos ramos do mercado agricultor tém sido desenvolvidas através do uso da colchicina

(EIGSTI; DUSTIN, 1955; SLEPER; POEHLMAN, 2006). Como exemplos, podem ser

citadas plantas com caracteristicas de resisténcia a adversidades ambientais, Ziziphus
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mauritiana resistente ao estresse hidrico (NTULI; ZOBOLO, 2008), assim como variedade
de flores e plantas ornamentais, Dendrobium nobile (UNEMOTO et al., 2009), Oncidium
Sflexuosum (VICHIATO et al., 2007), Heliconia bihail (CAVALCANTE FILHO, 2011).

3.4. Poliploidia via processos indutores artificiais

A poliploidia pode ocorrer na natureza em decorréncia de um erro meiotico, gerado a
partir da ndo reducdo do numero cromossomico e produgdo de gametas com numeros
cromossomicos de células somaticas ou pela endomitose ocorrida em células precursoras da
meiose. Neste ultimo caso, células com genoma duplicado entram na fase de mitose, que
ocorre de forma incompleta, ndo havendo o rompimento da carioteca, nem a divisao celular, o

que produzira células poliploides as quais, passardo ao processo de meiose (LEE et al., 2008).

Processos de indugdo artificial de poliploidizagdo também podem ser realizados visando
a jun¢do de nucleos, através da fusdo de protoplastos, ou com uso de agentes quimicos
capazes de atuar em diferentes pontos do ciclo mitdtico, alterando sua via padrdo como
representado na Figura 6. As plantas poliploides produzidas por estes processos, normalmente
apresentam caracteristicas superiores as plantas matrizes e desta forma gerando grande
interesse sobre o material produzido. Devido a baixa frequéncia da poliploidizagdo natural, o
uso de técnicas de inducdo artificial tem crescido nos programas de melhoramento genético,

levando a um aprimoramento das técnicas (DHOOGHE et al., 2010).
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Figura 6: Diferentes pontos de acdo de agentes antimitdticos no ciclo celular vegetal. Grupo
1: colchicina, colcemida, vimblastina, acenaftano, dintroanilinas, fosfoamidatos, piridinas,
benzamidas, e dcido benzoico. Grupo 2: carbanatos.

Fonte: Baseado em Dhooghe et al. (2010).

Um dos agentes quimicos mais utilizados na promocgao da poliploidizacdo € a colchicina,
que ¢ um alcaloide responsavel por bloquear a divisdo celular na metafase e induzir a
duplicagdo do niimero de cromossomos, gerando uma divisdo celular incorreta que produz
células com diferentes niveis de ploidia. Estas células podem ter seu nimero cromossdémico
multiplicado, produzindo individuos poliploides, que irdo possivelmente apresentar
caracteristicas diferentes do material doador (EIGSTI; DUSTIN, 1955; DHOOGHE et al.,
2010).

O efeito da colchicina esta relacionado a sua capacidade em ligar-se aos dimeros de
tubulina, impedindo a formagdo dos microtabulos e consequentemente das fibras do fuso,
importantes para a migracdo dos cromossomos aos polos da célula durante a mitose
(DHOOGHE et al.,, 2010). Extraida de sementes e bulbos de Colchicum autumnale L.
(Liliaceae), esta substancia teve seus primeiros relatos apresentados no “Ebers papyrus”, um
documento egipcio preparado por volta de 1550 a.C., com sua utilizagdo para tratamento de
reumatismo e especialmente da gota. Apesar de seu amplo uso, a colchicina apresenta elevada

toxicidade ao ser humano, e quando usada in vitro em altas concentragdes, apresenta elevada
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fitotoxicidade, podendo acarretar em aumento da frequéncia de mixoploidia nas plantas
regeneradas (VAN DUREN et al., 1996; GANGA; CHEZHIYAN, 2002; YEMETS; BLUME,
2008).

Plantas submetidas ao tratamento com colchicina, se bem sucedido, apresentam um
aumento no nimero cromossdmico que, em geral, € refletido pela célula, através do aumento
de seu volume que, por conseguinte, pode ser observado também com o crescimento de
alguns orgdos da planta como tamanho das células dos estdmatos, densidade de estomatos por
area e didmetro dos graos de pdlen sdo muito utilizados para identificar poliploides
(GRANER, 1940, BREWBAKER, 1952; EVANS, 1955; ARMSTRONG; ROBERTSON,
1960; ELLIOTT, 1967; SILVA et al., 2000; BECK et al., 2003; MORGAN et al., 2003), da
mesma forma que o numero de plastidios nas células dos estomatos (BINGHAM, 1968;

BOAVENTURA et al., 1981).

De acordo com sua origem, individuos poliploides podem ser classificados em
autopoliploides (originados a partir de células ou individuos com um mesmo genoma) ou
alopoliploides (originados a partir de células ou individuos, com genomas diferentes)

(GUERRA, 1989).

Com o desenvolvimento de novas técnicas como o cultivo in vitro e a possibilidade que
este oferece no controle dos padrdes de cultivo, a poliploidizagdo tornou-se uma técnica mais
popular, com o primeiro trabalho in vitro sendo apresentado por Murashige; Nakano (1966).
O uso desta técnica para o mercado horticultor tem sido mais frequente uma vez que as
alteragdes sao expressas geralmente na morfologia da planta, como o aumento do tamanho de
suas folhas e flores, maior intensidade de cor, novas formas e em muitos casos a recuperagao

da fertilidade de plantas antes estéreis (ESCANDON et al., 2005).

Atualmente, encontram-se registradas no banco de dados da FAO/IAEA (2010)
variedades de plantas, obtidas a partir de tratamento com colchicina, dentre as quais 18
referiram-se a plantas ornamentais, além dos diversos estudos ndo registrados neste banco,

mostrando a aplicacao desta técnica no melhoramento vegetal.

3.5. Poliploidia como ferramenta para o melhoramento genético

A poliploidia pode ser pode ser induzida, processo pelo qual se faz a selecdo de
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genoétipos considerando-se a variabilidade genética existente ou através de cruzamentos entre
individuos a fim de se obter uma populagdo com gendtipos superiores € assim elevar o valor
econOmico da espécie. Porém, para que se possa produzir uma nova cultivar, sdo necessarios
varios procedimentos, varios ciclos de avaliagdo, selecdo e recombinagdo o que torna o
processo de melhoramento genético relativamente lento (PINTO et al., 1995; BOREM;
MIRANDA, 2005).

O que se espera, € que as plantas poliploides sejam superiores as plantas diploides numa
série de caracteristicas pelo fato de que as caracteristicas adaptativas sdo controladas por
numerosos genes que estdo distribuidos em varios cromossomos. Isto ocorre porque durante o
processo da evolucao dos poliploides, o efeito da poliploidia em mutagdes individuais pode
ter pequenas consequéncias, mas coletivamente, pode dar lugar a caracteristicas diferentes que
estdo sob controle de multiplos genes. Além disso, o aumento do nivel de poliploidia pode se
constituir numa vantagem adaptativa porque pode mascarar os efeitos de mutagdes deletérias,
ja que os poliploides em geral tém um efeito tamponante sobre estas mutagdes, que seriam

silenciadas devido ao maior numero de genomas (SIMIONI, 2004).

A associagdo entre o nivel de ploidia e caracteristicas morfoldgicas pode auxiliar na
separacdo de plantas poliploides, principalmente porque essas caracteristicas estdo

relacionadas com o aumento do tamanho das células, como resultantes da poliploidizagao.

A diversidade de plantas na ordem Zingiberales e a consequente importancia econdmica
de muitas espécies despertam o interesse da criacao de novas cultivares, buscando aumentar a
variedade e qualidade de seus produtos (BABU; RAVINDRAN, 2005; BERMUDEZ-
CARABALLOSO et al., 2010). Neste sentido, a poliploidizagdo tem sido aplicada em
algumas espécies, produzindo materiais com qualidades e com significativo interesse ao
mercado, como ¢ o caso das Musa spp. (ROUX et al.,, 2001; HESLOP-HARRISON;
SCHWARZACHER, 2007) e da Heliconia sp. (CAVALCANTI FILHO, 2011).

Para o género Heliconia, familia Heliconiaceae, individuos triploides tém sido
reportados para H. psittacorum cv. Sassy, cv. Petra e cv. Iris (LEE et al., 1994), no entanto,
originados por eventos naturais que ocorrem devido aos isolamentos geograficos, influéncias
ambientais e nutricionais (BERRY; KRESS, 1991). H4 apenas um trabalho com H. bihai
conduzido por Cavalcanti Filho (2011) com a finalidade de indugdo de poliploidia por meio

da aplicacdo da colchicina, com resultados satisfatorios, porém, devido a importancia
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econdmica que o género possui, ¢ muito pouco, € novas pesquisas neste sentido com outras

espécies seria de grande utilidade para o uso em programas de melhoramento.

3.5.1. Parametros genéticos

O conhecimento dos componentes da variabilidade fenotipica, resultado da agao
conjunta dos efeitos genéticos e do ambiente, tem grande importdncia em programas de
melhoramento genético de plantas (HEIKO, 2001; CRUZ, 2005), pois auxiliam na tomada de
decisodes relacionadas a escolha do método mais apropriado e permitem também determinar os
caracteres que devem ser selecionados nas etapas iniciais € avangadas em um programa de
melhoramento e o peso que deve ser atribuido a cada carater, separadamente ou em conjunto

(ROSSMMAN, 2001).

Os efeitos ambientais mascaram o mérito genético dos individuos; assim, quanto maior
a proporcao da variabilidade decorrente dos efeitos de ambiente em relagcdo a variabilidade
total, maior esforco devera ser despendido na selecdo dos genotipos superiores (BOREM;

MIRANDA, 2005).

Heiko (2001) afirma que a variabilidade fenotipica pode ser conhecida por meio das
estimativas de herdabilidade, dos coeficientes de correlagdo fenotipica, genotipica e ambiental,
das variancias genotipicas e fenotipicas, entre outros pardmetros genéticos, que refletem a
natureza do material genético e a acdo do ambiente, permitindo assim, a predi¢do dos ganhos

decorrentes da selecdo e a definigdo das estratégias de melhoramento que devem ser adotadas.

Para que o melhoramento seja eficiente, o conhecimento do controle genético dos
caracteres a ser melhorados ¢ fundamental. Para um carater quantitativo, o controle genético
ou base genética, inclui todos 0s mecanismos genéticos responsaveis pela sua heranca, tais
como, herdabilidade, repetibilidade, associacdes genéticas com outros caracteres, interagdes
genéticas com outros ambientes, variagao genética aditiva e de dominancia (RESENDE et al.,
1995). Outra medida de grande importancia para o melhorista ¢ a estimativa de correlagdes
genéticas e fenotipicas entre caracteristicas; por meio delas pode-se conhecer quanto uma

caracteristica pode influenciar em outras.

Para o melhoramento genético, as correlagdes de natureza genética sao mais importantes,

principalmente quando os caracteres envolvidos possuem herangca complexa, ou seja,
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governados por varios genes, cada gene com pequeno efeito no carater e alta participacdo no
ambiente. No estudo desses caracteres, a herdabilidade tem grande importancia, porque
representa o efeito cumulativo de todos os locos que afetam determinado -carater

(MARCHIORO et al., 2003).

3.5.2. Herdabilidade

A herdabilidade (h?) ¢ um dos parametros genéticos mais informativos para o trabalho
do melhorista. Este parametro fornece a propor¢do da variancia genética presente na variancia
fenopitica total. Ela pode ser estimada no sentido amplo (h?g) e no sentido restrito (h%a). A
herdabilidade no sentido amplo considera toda a variagao genética aditiva e ndo aditiva sendo
mais importante para o melhorista espécies de propagagdao assexuada (RAMALHO et al.,

1993).

O coeficiente de herdabilidade, tanto no sentido restrito como no sentido amplo, pode
variar de zero a um. No caso de h? = 1, as diferencas fenotipicas entre os individuos sdo
causadas unicamente por diferencas genéticas entre os mesmos. Quando h? = 0, significa que
a variabilidade do carater ndo tem origem genética e sim ambiental. Neste caso nao existe
correlacdo alguma entre valor genético e valor fenotipico da unidade de selecdo (ALLARD,

1971).

A herdabilidade no sentido restrito quantifica a importancia relativa da proporcao
aditiva da variancia genética, que pode ser transmitida para a proxima geragio (BOREM;
MIRANDA, 2005). A herdabilidade varia de acordo com as diversas caracteristicas
agrondmicas. Umas das teorias € que as caracteristicas que se desenvolvem em um curto
periodo estariam menos sujeitas ao ambiente e, dessa forma, apresentariam maior

herdabilidade do que as sujeitas a maior periodo (BOREM; MIRANDA, 2005).

Para as heliconias, por serem espécie de ciclo curto, estdo menos tempo em campo,
sofrendo menos interferéncia do ambiente e consequentemente reducdo de mao-de-obra e
custo. Sendo assim, a utilizacdo da herdabilidade associada as correlagdes genéticas, pode
auxiliar o melhorista a maximizar seus ganhos no processo de selecdo de caracteres

quantitativos (MARCHIORO et al., 2003).
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Como a herdabilidade ¢ normalmente estimada a partir de uma andlise de variancia,
pode ocorrer erros associados as estimativas de herdabilidade e de outros componentes da
variancia genética. Sendo assim, as estimativas devem ser avaliadas com cuidado. Existe
grande faixa de varia¢do nas estimativas da herdabilidade de um mesmo carater e que pode
ser parcialmente atribuida a amostragem, as diferencas populacionais e as diferengas
ambientais (VENCOVSKY, 1970; PESEK; BAKER, 1971; RAMALHO et al., 1993; HEIKO,
2001).

Pela sua importancia, a herdabilidade deve ser conhecida para a condugdo de um
programa de melhoramento, e muitas decisdes praticas sao tomadas em fun¢dao de sua
magnitude. A predicdo do ganho com sele¢do antes da sua realizagao, servindo de subsidio
para a definicdo da estratégia de selecdo, ¢ uma utilidade direta do valor da herdabilidade no

sentido restrito (FEHR, 1987; RAMALHO et al., 1993; HEIKO, 2001).

O conhecimento da correlagdo entre caracteres, nos programas de melhoramento
genético, ¢ importante quando se deseja fazer selecdo simultdnea de caracteres ou selecdo
indireta, principalmente quando o carater de interesse apresenta baixa herdabilidade,
problemas de medicdo ou de identificacdo. Neste caso, ao selecionar outro carater de alta
herdabilidade, de facil medicdo, de facil identificacdo e que apresenta alta correlagdo com o
carater desejado, o melhorista podera obter progressos mais rapidos em relagdo ao uso de

selecdo direta (CARVALHO et al., 1999).

3.5.3. Analise de Agrupamento

Uma das atividades basicas no processo do conhecimento cientifico consiste em
classificar seres semelhantes ou diferentes em grupos. Dessa forma, a identidade pode ser
firmada de acordo com suas caracteristicas. Existem varios métodos de agrupamento que
podem criar grupos similares ou distintos, o que se deseja na escolha do melhor método ¢ que
os grupamentos sejam homogéneos e relacionados através de coeficientes de similaridades ou

de correspondéncias (VASCONCELOS et al., 2007).

A andlise de agrupamento ¢ composta por um conjunto de técnicas estatisticas cujo
proposito ¢ classificar os dados, unindo-os pelas semelhangas ou pelas diferencas, de acordo

com o contexto. Os elementos de um mesmo grupo devem ser o mais semelhante possivel
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entre si, enquanto a diferenca entre os grupos deve ser a maior possivel (FERNAU; SAMSON,
1990). A distancia entre individuos ¢ normalmente determinada pela distancia euclidiana ou
pelo coeficiente de correlagdo, muito comumente utilizados em estudos geofisicos (GONG;
RICHMAN, 1995). Os métodos de agrupamento mais utilizados sdo os hierarquicos e os de

otimizagao.

A maioria dos estatisticos considera a andlise de agrupamento como um conjunto de
técnicas que permitem dividir os dados, que normalmente apresentam componentes com
observagdes multivariadas (KRZANOWSKI; MARRIOTT, 1995). Segundo Bertan et al.
(2006), nos métodos hierarquicos os individuos sao agrupados por um processo que se repete
em varios niveis, estabelecendo um dendrograma, sem preocupagdo com o niamero 6timo de
grupos. Dentre os principais métodos de agrupamento hierarquicos entdo: o método do
vizinho mais préximo; o método do vizinho mais distante; o0 método da varidncia minima de

Ward e o método o UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean).

As técnicas de andlises multivariadas avaliam simultaneamente um conjunto de
caracteristicas, considerando as correlagdes existentes e permitindo que sejam feitas
inferéncias sobre o conjunto de caracteristicas em um nivel de significdncia conhecido
(SAKAGUTI, 1994). Desse modo, as analises multivariadas sdo de grande importancia em
experimentos que envolvem elevado nimero de variaveis. Varios métodos multivariados
podem ser aplicados na predicao de divergéncia genética. Os métodos aglomerativos diferem
dos restantes, em fun¢do de depender de medidas de dissimilaridades estimadas previamente,
como a distdncia Euclidiana ou a distdncia generalizada de Mahalanobis, dentre outras

(CRUZ; REGAZZI, 2004).

J& a andlise de componentes principais ¢ uma técnica estatistica poderosa que pode ser
utilizada para reducdo do numero de varidveis e para fornecer uma visdo privilegiada do
conjunto de dados, fornecendo as ferramentas adequadas para identificar as variaveis mais
importantes no espaco das componentes principais (MOITA NETO, 2004), esta técnica
baseia-se apenas nas informagoes individuais de cada genotipo, sem a necessidade de dados

com repeticdes (CRUZ; CARNEIRO, 2006).

No método de Tocher adota-se o critério de que a média das medidas de
dissimilaridades dentro de cada grupo deve ser menor que as distancias médias entre

quaisquer grupos (CRUZ; REGAZZI, 2004; RAO, 1952). Também chamado de método de
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agrupamento por otimizagdo (CRUZ; CARNEIRO, 2006), constitui um método de

agrupamento simultaneo, separando os genotipos de uma so6 vez, formando grupos.

Cruz; Regazzi (2004) afirmam que as técnicas de analise de agrupamento tém por
objetivo, ainda, dividir um grupo original de observagdes em varios grupos, segundo algum
critério de similaridade ou dissimilaridade. Adicionalmente, Ribeiro Junior (2001) relata que a
analise de agrupamento tem por objetivo reunir, segundo algum critério de classificacdo, um
conjunto de t unidades amostrais (tratamentos, progenitores, individuos, etc.) em grupos
através da avaliacdo de p varidveis, de forma que exista homogeneidade dentro de cada grupo

e heterogeneidade entre eles.

O conhecimento das dissimilaridades entre variaveis pode atender objetivos em futuros
programas de melhoramento genético, pois propiciam informacgdes acerca do grau de
semelhanca ou de diferenca entre dois ou mais gendtipos. O emprego de métodos que
agrupem os genotipos pode ser uma das principais alternativas para analisar e compreender os

dados (CRUZ; CARNEIRO, 2006).

O método da ligacdo média entre grupos (UPGMA) tem sido muito utilizado para
estudos de diversidade genética, tendo como vantagem sobre os demais métodos o fato de
considerar médias aritméticas das medidas de dissimilaridade, evitando caracterizar a
dissimilaridade por valores extremos entre os individuos considerados (CRUZ et al.,2004),
como ocorre com os métodos do vizinho mais préximo e do vizinho mais distante. Outra
vantagem deste método € que ele produz menor distor¢dao na representacdo das similaridades
entre individuos de um dendrograma (SOKAL; ROHLF, 1962). O método UPGMA tem sido
utilizado em estudos de divergéncia genética de diversas culturas, tais como gergelim
(ARRIEL et al., 2006), goiabeiras (GOMES FILHO et al., 2010), e pimentas (FARIA et al.
2012).

3.5.4. Divergéncia genética em recursos vegetais

Nass (2007) afirma que o conhecimento da variabilidade genomica em espécies
vegetais € como ela se apresenta, contribui para o uso racional e sustentdvel dos recursos

genéticos nativos e/ou naturalizados.
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Com a crescente visibilidade que as flores ornamentais tropicais ganharam nos ultimos
anos, ¢ a crescente busca pelo lancamento de novas variedades e de caracteristicas
comercialmente impactantes, diversos setores da pesquisa vem despertando a sociedade para
estudos e conservagdo de recursos vegetais para manutengdo da variabilidade genética e para
evitar a perda de algumas espécies de plantas e seu impacto negativo sobre os valores
ambientais e socioeconOmicos que essas perdas acarretariam. As estimativas de divergéncia
entre genotipos de plantas ou populagdes que sdao utilizadas para quantificar a variabilidade
em germoplasmas, além de fomentar o conhecimento das relagdes filogenéticas, permitem

identificar, caracterizar e avaliar o nivel de dissimilaridade entre diversos individuos.

Quando se realiza trabalhos com plantas que apresentam elevado valor de mercado
como a H. chartacea, a quantificacdo da similaridade genética torna-se um importante
parametro a ser utilizado para conservacdo e aprimoramento dessas plantas. Este pardmetro
pode ser embasado em uma série de particularidades, provenientes de dados moleculares,
morfo-agrondmicos, biométricos e sobre o desempenho produtivo em uma determinada regiao.
Esta abordagem de estudo que considera a combinacdo de vdrias caracteristicas, tem-se
mostrado mais eficiente na identificacdo e sele¢ao de materiais mais promissores (CLEMENT,
2012 apud BLIND, 2016). No Brasil a maioria dos estudos genéticos com espécies pouco
conhecidas baseia-se na importancia econdmica, ou seja, nos dados quantitativos, o que torna

o melhoramento menos eficiente.

Em heliconias, diversas técnicas moleculares ou descritivas sdo empregadas para
caracterizacdo da variabilidade genética de modo adequado, com finalidades de subsidiar
programas de melhoramento e vistas ao uso agronomico (ARRUDA, 2008; GIRALDO, 2014;
KUMAR et al., 1998; PEREIRA, 2012).

3.5.5. Marcadores moleculares

Os avancos na biologia molecular t€m dado oportunidade de explorar a diversidade
vegetal através do uso de marcadores moleculares, pois permitem detectar polimorfismos na
molécula de DNA, cobertura do genoma de modo eficiente, tempo reduzido e ndo possui
interacdo ambiental. Esses avancos s6 foram possiveis devido ao surgimento do DNA

recombinante e a amplificacdo da molécula de DNA, por Polimerase Chain Reaction (PCR),
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o que evidenciou ainda mais a potencialidade do uso de marcadores, e com isto, levando ao

aprimoramento das técnicas de detec¢ao do polimorfismo diretamente no DNA.

Dentre as técnicas mais utilizadas, por motivos de confiabilidade, particularidades e
vantagens de aplicacdo, o Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), o Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), o Sequence-Characterized Amplified Regions (SCAR),
0 Restriction Fragment Length Polymorphism DNA (RFLP), e Microssatélites permitem,
quantificar o DNA gendmico, e predispor a variabilidade de polimorfismo existente (VOS et
al., 1995). Estes sinalizadores de polimorfismo baseiam-se nas alteracdes elementares da
molécula de DNA, que sdo abundantes em genomas de plantas alogamas, isto €, ocorre mais
variacdo nas bases nitrogenadas da cadeia (Adenina, Citosina, Timina e Guanina)

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os métodos mais sensiveis, rapidos e relativamente simples de revelar diversos locos
que estao dispersos pelo genoma sdo o AFLP e RAPD, pois ndo ¢ necessario o conhecimento
prévio da informagdo de sequéncias-alvo como ¢ o caso dos Microssatélites, estes métodos
ndo requerem um sistema especial para a revelagdao destes polimorfismos (LOPES et al.,
2002). Estas técnicas ndo sdo capazes de expressar, se o genoma ¢ homozigdtico ou
heterozigdtico, pois a Unica distingdo apresentada € o alelo estar amplificado (1) ou ndo estar
amplificado (0), ndo sendo levado em conta o motivo pelo qual o fragmento ndo foi

amplificado.

Além de ser uma técnica robusta, 0 AFLP possui custo relativamente baixo pois baseia-
se na amplificacdo de um subconjunto de fragmentos que sao gerados a partir da combinagao
de enzimas de restricdo de corte raro (Apal, EcoRI, HindlIIl, Pstl) e de corte frequente (Msel,
Taql), que clivam o DNA gendmico em sitios especificos (LOPES et al., 2002). Esta clivagem
pode ser feita em apenas uma etapa, desde que tenha-se disponivel um tampao adequado para
as duas enzimas (corte raro / corte frequente). A principal importancia da utilizagdo dessa
combina¢do de enzimas ¢ a digestdo completa da molécula de DNA, pois uma digestao
parcial pode levar a uma caracterizagdo de falsos polimorfismos, sendo que a alta pureza
desse DNA amostral ¢ um fator essencial para o sucesso da digestdo total, exigindo um

excelente método de extragdo e quantificacdo de DNA (CRESTE et al., 2001).

Lopes et al. (2002) explica que o processo de digestdo pela combinagdo das enzimas

de corte raro e de corte frequente vai gerar 3 tipos diferentes de fragmentos, que sdo: os
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fragmentos de corte frequente/frequente, frequente/raro e raro/raro. Haverd uma
predominancia dos fragmentos de corte frequente/frequente, se comparada com os fragmentos
de corte raro/raro, porém ja os fragmentos de corte frequente/raro sdo preferencialmente
amplificados pois ha uma baixa eficiéncia na hibridizagao dos iniciadores da enzima de corte
frequente comparando-a com a hibridizagdo dos iniciadores da enzima de corte raro, somado
ao fato de que os fragmentos de corte frequente/frequente possuem uma extremidade terminal
invertida (amplificado por um unico iniciador) o que vai favorecer a formacdao de uma
sequéncia, sendo que este Ultimo competira com os iniciadores pelo anelamento (BLIND,

2016).

As enzimas de restri¢do deixam extremidades coesivas de sequéncia conhecida, apds a
clivagem do DNA, em que serd possivel a construcdo de sequéncias nucleotidicas de fita
dupla (adaptadores) que irdo se ligar as extremidades dos fragmentos de restri¢ao. Partindo do
conhecimento das sequéncias dos adaptadores e do sitio de restrigdo ¢ possivel construir
iniciadores especificos para estas sequéncias como ¢ o caso dos microssatélites € com isso

pré-amplificar os fragmentos de restri¢ao (VOS et al., 1995).

Os primers, por sua vez, sdo construidos a partir de uma sequéncia complementar ao do
adaptador seguida de outra sequéncia especifica para o sitio de restricdo da enzima e ainda
uma extensao de nucleotideos seletivos na regido terminal 3' (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998). O resultado da digestao e da pré-amplificacdo podem ser verificados a partir de uma
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), sendo uma etapa importante, pois evita que possiveis
erros na digestdo ou na pré-amplificacdo, posteriormente sejam detectados no final de todo
procedimento (VOS et al., 1995). A analise final dos resultados ¢ feita por meio de leitura em
gel de poliacrilamida desnaturante corado com nitrato de prata, observando-se a presenca ou

auséncia de bandas polimorficas (sinais).

Lopes et al. (2002) explica ainda que a técnica AFLP além da reprodutibilidade,
apresenta uma grande vantagem que ¢ a detec¢do de um maior numero de locos, se
comparada as demais técnicas de identificacdo dos marcadores moleculares, possibilitando

ainda, uma ampla cobertura do genoma e um custo reduzido por loco obtido.
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3.6. Analise Multivariada

Um aporte adicional ao uso de andlises moleculares para estudar a diversidade entre
acessos ou gendtipos, € justamente as analises das caracteristicas morfo-agrondmicas
(ALLARD, 1971; DAVIS, 1994), uma vez que fica evidente a aptiddo produtiva tanto
qualitativamente quanto quantitativamente e assim classifica-los por meio de agrupamentos,

dendrogramas, dispersdes graficas e figuracdes filogenéticas.

Por proporcionar maior oportunidade de escolha de gendtipos potenciais, a técnica de
analise multivariada tem sido muito utilizada e permite aferir existéncia de correlagdo positiva
ou negativa entre multiplas varidveis avaliadas (CRUZ, 1990). Dentre as mais empregadas
citam-se as técnicas de bioinformatica, analise por componentes principais, € pelos métodos
de agrupamento por algum método de otimizagdo e que dependem de medidas de
dissimilaridade (CRUZ, 1990). A escolha do método mais adaptado a determinada cultura
depende, sobretudo, da precisdo experimental desejada, como também da facilidade de analise

e pela forma de obtencdo dos dados (BLIND, 2016).

Uma outra técnica que apresenta grande vantagem ¢ a dos componentes principais para
estudos sobre divergéncia genética em plantas, este procedimento gera a elimina¢dao daqueles
materiais que contribuem pouco, em termos de variagdo, sob um conjunto de individuos
avaliados, além de manusear genotipos em bancos de germoplasma, identificar parentais
divergentes, estimar a variabilidade disponivel em grupos geneticamente relacionados, e
avaliar a importancia de cada carater (CRUZ, 2006). Porém, sua eficacia dependera da
probabilidade de resumir o conjunto de varidveis originais em poucos componentes, 0 que

resultara na divergéncia genética entre os gendtipos.

Com base no principio de que a importancia ou variancia dos componentes principais
decresce do primeiro para o ultimo, tem-se que os ultimos componentes explicam uma fragao
muito pequena da varidncia total. O interesse nesta avaliacdo reside na possibilidade de
selecionar caracteres que contribuem para a discriminagdo do material avaliado, reduzindo,
dessa forma, mao-de-obra, tempo e custo despendidos nos ensaios experimentais (BLIND,

2016).

O conhecimento sobre o desempenho produtivo, isto € analisar variaveis quantitativas
sob determinadas condigdes ambientais, constitui-se em fator importante a considerar para a

compreensao varietal e como ela interage com o ambiente (QUEIROZ, 2011).
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A avaliagdo através de dados multicatégoricos para estimar a diversidade genética em
colegcoes de germoplasma também pode ser mensurada pela presencga/auséncia, formas, cores
e/ou posigdes, envolvendo flores, frutos, folhas, ramas e/ou sementes em espécies de
cucurbitaceas (RAMOS et al., 2000; QUEIROZ, 2011). O objetivo € considerar a combinagdo
de diversas varidveis com classificacdo ordinal ¢ obter uma matriz unica que traduza a
distancia genética entre materiais por meio de agrupamento, seguindo algum critério de
similaridade ou dissimilaridade (CRUZ; REGAZZI, 2001 apud BLIND, 2016). Esta técnica
exige olhar acurado e apresenta custo relativamente barato, pois envolve diretamente a

observagao e/ou mensuragao de varios caracteres em um mesmo acesso e/ou genotipo.

As técnicas de analise de agrupamento, considera dividir um grupo original de
observagdes em diversos grupos, seguindo algum critério de similaridade ou dissimilaridade,
que exista homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos (CRUZ et al.,
2004). Na analise de agrupamento, algumas decisdes devem ser tomadas entre elas, a
adequacdo arbitraria de particdo e o tipo de medida de similaridade a ser ponderada. Com
relagdo ao niimero de grupos desejados, o mais comumente, ¢ utilizar varios numeros de
grupos e, por algum critério de otimizagdo, selecionar o (s) mais conveniente (s) (CRUZ et al.,

2004).

Para escolha da adequacgao da particdo, ¢ comum a utilizagdo da anélise discriminante e
com relagdo as medidas de similaridade, as mais empregadas no melhoramento sdo as
distancias Euclidianas e a de Mahalanobis (CRUZ; CARNEIRO, 2014). Ha grande ntimero de
métodos de agrupamento disponivel, cabendo decidir qual o mais adequado ao trabalho, uma
vez que as varias técnicas podem evidenciar diferentes padroes de agrupamentos (CRUZ et al.,

2004).

Dentre os métodos de agrupamento mais empregados no estudo de varidveis
quantitativas em plantas, citam-se os métodos baseados em distancias, a exemplo dos
hierarquicos, e os de otimizacdo CRUZ; CARNEIRO, 2014). Entre os hierarquicos, destacam-
se os métodos do vizinho mais proximo, vizinho mais distante, e Unweighted Pair Group
Method With Arithmetic (UPGMA). J4 entre os métodos de otimizagdo o mais empregado € o
proposto por Tocher, pois permite facilidade na visualizacdo de divergéncia genética e

formacao de grupos.
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A caracterizagdo por meio de descritores botanicos, pode fornecer informagdes sob a
variabilidade genética de modo eficiente, onde centenas de cruzamentos indesejaveis
posteriormente podem ser evitadas. Além disso a quantificagdo da divergéncia entre gendtipos
pode ter mais significado em uma colecdo, quando a diversidade fenotipica refletir sobre a

divergéncia calculada.

No catalogo de descritores morfologicos de heliconias, proposto por Guimaraes et al.
(No prelo) constam 42 descritores qualitativos sugeridos para estudo da divergéncia desta
espécie. Acrescido a estes descritores, outros seis propostos por IPGRI (1996) e Silva et al.
(1999) para caracterizagdo da cultura da banana e utilizado como referéncia pela Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Dentre estes, os descritores morfo-agrondmicos envolvendo o

vegetativo e o reprodutivo das plantas representa maior importancia.

3.7. Caracterizacao dos estomatos

3.7.1. A estrutura dos estomatos:

Os estomatos sdo pequenos orificios localizados principalmente na superficie das
folhas e estdo relacionados diretamente com a entrada de CO; e a perda de agua via
transpiragdo, sendo o principal mecanismo regulador destes processos (AL AFAS et al., 2006;

BUSSIS et al., 20006).

A palavra estobmato vem do grego (stoma) e significa boca, o nome se da pelo fato de
que suas estruturas, vistas ao microscopio, assemelham-se a pequenas bocas. E constituido
pelo ostiolo, abertura responsavel pelas trocas gasosas, por um par de células chamadas de
células-guarda e um conjunto de células adjacentes as células-guarda, que se diferem ou ndo
das demais células da epiderme. Quando as células na linha mais proxima das células-guarda
(adjacentes) ndo se diferem das demais células da epiderme, elas sdo chamadas de células
vizinhas, mas quando estas células se diferenciam em textura, tamanho ou até mesmo em
forma, sao denominadas subsidiarias. O conjunto formado pelo estdmato, mais as células
vizinhas ou subsidiarias, constitui o complexo estomdtico ou aparato estomatico
(METCALFE; CHALK, 1950; ESAU, 1960; PANT, 1965; STACE, 1965; VAN COTTHEM,
1970; WILKINSON, 1979; CARPENTER, 2005).
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O poro estomatico ¢ formado entre duas células guarda, que sdo células especializadas
da epiderme. No que tange a forma (Figura 7), estas células podem ser de dois tipos:
reniforme (elipticas — comum na maioria das dicotiledoneas), ¢ em forma de halter (mais
comum em monocotiledoneas). Vichiato et al. (2006) fizeram comparagdes entre plantas
diploides e tetraploides de Dendrobium nobile, e observaram que as plantas poliploides
apresentaram menor crescimento quando comparadas com as diploides e conseguiram

determinar o grau de ploidia utilizando as andlises estomatica € morfométrica.

(b)

e
100 um 100 um

Figura 7: Estomatos das trés espécies mais usadas em estudos de fisiologia estomatica. a)
Commelina communis; b) Vicia faba e; c) Zea mays.
Fonte: Weyers; Meidner (1990).

A Figura 7 destaca os tipos trés espécies que sao comumente mais utilizadas em estudos
de fifiologia onde a) Commelina communis que ¢ uma monocotiledéonea com um complexo
hexacitico, isto ¢, apresenta seis células subsidiarias; b) Vicia faba, que ¢ uma dicotiledonea
sem c¢lulas vizinhas morfologicamente especializadas; o complexo denomina-se anomocitico;
¢) Zea mays, que € uma monocotiledonea com células guarda do tipo das gramineas e um par

de células subsidiarias, isto ¢, com um complexo paracitico.

Muitas vezes utiliza-se, incorretamente, o termo estomato para designar nao apenas o
poro estomatico, mas também as células guarda e outras células adjacentes que formam o
complexo estomatico. Se as células adjacentes sao morfologicamente diferentes das restantes
células da epiderme chamam-se células subsidiarias (Figura 7 - a), se sdo semelhantes

denominam-se células vizinhas (Figura 7 — b) (WEYERS; MEIDNER, 1990).

Os tipos estomaticos podem variar bastante entre diferentes grupos de plantas, mas,

ocasionalmente, varios tipos estomaticos podem ocorrer em uma mesma planta dando origem
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ao polimorfismo (TIMONIN, 1986). Segundo a terminologia proposta por Baranova (1992),
plantas que apresentam polimorfismo estomatico sdo também chamadas de heteroestomaticas
e plantas que apresentam apenas um tipo de complexo estomdatico (ou somente um tipo

estomatico) ¢ chamada de homoestomatica.

Camargo (2009) sugere que utilize-se o termo “heteroestomatoticidade” para referir-se a
dois ou mais tipos estomaticos ocorrendo na mesma folha e o termo “polimdrfico” para
descrever variagdes em um determinado tipo estomatico, ou seja, no caso de haver diferencas
estruturais no tamanho, textura e forma de qualquer parte de um mesmo tipo de complexo

estomatico.

De acordo com o tipo de células subsididrias em Dicotyledoneae, os estomatos podem
ainda ser classificados como anomocitico (auséncia de células subsididrias), diacitico
(presenga de 2 células subsidiarias perpendiculares as células-guarda), paracitico (presenga de
2 células subsidiarias paralelas as células-guarda) e anisocitico (presenca de 3 ou mais células
subsidiarias, sendo uma delas menor que as demais). Com base na disposicao dos estdmatos
nas folhas, distribuem-se ao acaso quando a nervacao ¢ reticulada, comum em Dicotyledoneae,

e em arranjos lineares quando a nervagao ¢ paralela, caso de Monocotyledoneae.

As células guarda s6 apresentam plasmodesmos entre elas e ndo apresentam qualquer
tipo de conexdo com as restantes células do complexo estomatico. Assim, todos os compostos
importados para o seu interior t€ém de atravessar a membrana plasmatica. Esta caracteristica

do complexo estomatico ¢ extremamente importante em termos fisiologicos (Camargo, 2009).

Além dos estomatos a epiderme nao apresenta espacos intercelulares. As paredes mais
exteriores da epiderme e das células guarda apresentam cuticula que continua numa forma
mais fina nas paredes ventral e laterais das células guarda, e nas paredes interiores das células

da epiderme que limitam uma camara subestomatica (WEYERS; MEIDNER, 1990).

Como a poliploidia causa nas plantas uma série de consequéncias fenotipicas como o
aumento do niimero cromossdmico, que normalmente repercute em aumento nas células,
tecidos e Orgdos vegetais e a andlise estomdtica ¢ uma metodologia facil e simples, que
possibilita a identificagdo de supostos poliploides e testemunhas diploides de um ensaio,
através da contagem e medi¢do comparativa de estomatos (VICHIATTO et al., 2006) a
caracterizacdo do material pode ser realizada por comparagdes entre os estOmatos dos
poliploides com os de plantas diploides (normais). Portanto, a alteracdo no tamanho das

32



células-guarda de estdmatos de folhas de plantas tratadas com colchicina pode ser utilizada
como caracteristica indicativa da existéncia de poliploidia. Logo, diversos trabalhos de
inducdo de poliploidia em vegetais utilizaram essa caracteristica para selecionar putativos
poliploides, como em Manihot esculenta (GRANER, 1942), Cattleya intermedia (SILVA et al.,
2000), Heliconia bihai (CAVALCANTE-FILHO, 2011), Centella asidatica (KAENSAKSIRI et
al., 2011), Gerbera jamesonni (GANTAIT et al., 2011) e Lagerstroemia indica (WANG et al.,
2012).

3.7.2. Densidade estomatica:

A densidade estomatica (ou frequéncia estomatica) de uma epiderme com estdomatos
pode variar muito dependendo da espécie, podendo chegar a 2 000 poros mm2, porém, a
maioria das plantas possue em torno de 40 a 350 poros mm?. Sua afericio é feita pela

contagem do nimero de estdmatos por area.

Por meio da densidade estomatica podemos calcular também o indice estomatico, com a
quantificagdo dos estdomatos e das células epiteliais. Quando as células completam a sua
diferenciagdo, o indice estomatico torna-se independente do tamanho da folha, por esta razio,
as estimativas tanto de densidade estomatica quanto do indice estomatico, sdo realizadas com
folhas maduras (completamente expandidas). Quando se determina a densidade e a média da
area dos estomatos, entdo a area total dos poros estomaticos pode ser calculada como uma
percentagem da area foliar. Este valor situa-se geralmente entre os 0.3 a 2 % se o didmetro

médio do poro for cerca de 6 mm (WEYERS; MEIDNER, 1990).

3.8. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma técnica que envolve a andlise das propriedades Oticas
(dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas (células, nicleos, cromossomos, organelas)
que fluem em uma suspensao liquida (DOLEZEL, 1997). Esse principio pode ser usado, por
exemplo, para medir a quantidade de DNA de uma célula (DOLEZEL; BARTOS, 2005). Em
plantas, € possivel obter milhdes de nucleos em suspensdo a partir de poucos gramas de tecido

foliar em um procedimento relativamente simples que envolve a maceracao desse tecido em
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uma solucdo tampdo que mantém a integridade nuclear (GALBRAITH et al., 1983). A
coloracdo dessa amostra com corantes especificos para o DNA (DAPI, iodeto de propideo,
brometo de etideo) permite ao aparelho estimar a quantidade de DNA (DOLEZEL; BARTOS,
2005).

A citometria de fluxo ¢ uma técnica utilizada para contar, examinar e classificar
particulas microscopicas suspensas em meio liquido em fluxo. Permite a analise de varios
parametros simultaneamente através de um aparelho de deteccdo Optico-eletronico. Sao
possiveis andlises de caracteristicas fisicas e quimicas de uma simples célula. Desta maneira,
podem ser realizadas andlises quantitativas de DNA e revelar a ploidia de células em

suspensao.

A técnica de citometria de fluxo ¢ uma poderosa ferramenta para o estudo de genomas
vegetais e apresenta diversas aplicagdes. Segundo Loureiro; Santos (2005), € de esperar que o
numero de aplicagdes praticas aumente e que a citometria de fluxo seja rotineiramente

utilizada em estudos de melhoramento vegetal e taxonomia.

A analise por citometria de fluxo do conteido em DNA nuclear em células em interfase
¢ uma excelente alternativa aos métodos classicos de coloragdo e contagem de cromossomos
ao microscopio. Comparativamente, a citometria de fluxo apresenta as seguintes vantagens: ¢
mais conveniente (a preparacdo da amostra ¢ facil), rapida (processamento de dezenas de
amostras num Unico dia), ndo necessita de células em divisdo, ¢ uma metodologia nao
destrutiva (uma amostra pode ser preparada a partir de 50 mg de tecido foliar) e ¢ capaz de
detectar mixoploidias (quimerismo). Por estas razdes, a citometria de fluxo ¢ uma
metodologia utilizada em diferentes areas que vao desde a investigacdo bdasica até ao

melhoramento de plantas e industria (DOLEZEL, 1997 apud LOUREIRO; SANTOS, 2005).
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4. MATERIAL E METODOS

Os genotipos utilizados no presente estudo pertencem a coleg¢dao de Heliconia chartacea
var. Sexy Pink estabelecida no Campo Experimental Sede da Embrapa Amazonia Ocidental,
Manaus, Amazonas. Estas plantas sdo provenientes de ensaio de indu¢do a poliploidia in vitro
que consistiu na imersdo de apices caulinares de um unico clone em diferentes concentragdes
de colchicina, além do controle (auséncia de colchicina). Estes explantes foram multiplicados
na presenga de citocinina e enraizados in vitro, seguidos de aclimatacdo em casa de vegetagao
e plantio em campo em margo de 2011. Em maio de 2014, a colecdo com 55 genotipos foi
transferida para nova area com divisdo das touceiras e estabelecidas em espacamento de 3,0 m
entre fileiras e 1,5 m entre plantas, dispostas em blocos ao acaso com quatro repeticdes por

genotipo.

Para a realizagdo do transplantio foram selecionadas mudas do tipo ‘“chifre” com
aproximadamente 40 cm de altura, as quais foram devidamente identificadas para o transporte
e o plantio realizado diretamente em covas previamente preparadas e adubadas. Para
minimizar os riscos de disseminagdo de pragas ¢ doengas, as ferramentas utilizadas estavam
bem afiadas, e foi feito um procedimento de desinfec¢do das ferramentas, entre o uso de uma

touceira para outra com uma limpeza em solucao de hipoclorito de sodio.

4.1 Caracterizacao morfologica

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas e no
Laboratorio de Fisiologia de Plantas pertencentes a Embrapa Amazonia Ocidental, localizado

no municipio de Manaus, Amazonas.

As avaliagdes dos descritores morfologicos foram realizadas mensalmente nos 41
gendtipos estabelecidos no campo por dois anos consecutivos, sendo os critérios utilizados
baseados em quarenta e nove descritores qualitativos (Tabela 2) (LOGES et al., 2007; COSTA
et al., 2009; GUIMARAES, 2011), além do auxilio de uma carta de cores Munsell (2012) para

a identificacdo mais precisa de descritores relacionados a tonalidades.
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Tabela 1: Descritores morfoldgicos utilizados para avaliar os gendtipos poliploides de H.
chartacea var. Sexy Pink. Manaus, AM. 2017.

PSEUDOCAULE
Descritores Identificacao do Descritor
1. Pequeno porte (<1.50 m); 2. Médio porte (1.51 - 2.50 m); 3.
1 Altura da planta (ALP) Grande Porte (> 2.51 m)
2 Diametro do pseudocaule (DPC) Obtida a uma altura de 30 cm do nivel do solo
1. Amarelo esverdeado (2.5GY 8/12); 2. Verde claro (2.5GY
3 Cor do pseudocaule (CPC) (8/8): 3. Verde médio (5GY 6/6): 4. Verde escuro (7.5GY 4/4)
4 Cerosidade do pseudocaule (CER) 1. Ausente; 2. Pouca; 3. Média; 4. Muita
5 Pilosidade do pseudocaule (PIL) 1. Ausente; 2. Pouca; 3. Média; 4. Muita
6 Intensidade de antocianina (IAN) 1. Intensa; 2. Média; 3. Fraca; 4. Ausente
FOLHA
7 Comprimento da terceira folha (CFO) Medida da base até o apice do Limbo
8 Largura da terceira folha (LFO) 1. E§trelta (até 10 cm); 2. Mediana (de 20 a 30 cm); 3. Larga
(mais de 31 cm)
9 Posigao das folhas (PFO) 1. Ereta; 2. Pendente; 3. Arcada
10 Limbo (LIM) 1. Rasgado; 2. Nao rasgado
P 1. Amarelo esverdeado (2.5GY 8/12); 2. Verde claro (2.5GY
I Cor verde da face inferior da folha (CFD) g /0).'3 \erde medio (SGY 6/6); 4. Verde escuro (7.5GY 4/4)
12 Cor verde da face superior da folha 1. Amarelo esverdeado (2.5GY 8/12); 2. Verde claro (2.5GY
(CFS) (8/8); 3. Verde médio (5GY 6/6); 4. Verde escuro (7.5GY 4/4)
13 Tonalidade da cor da face inferior da 1. Amarelo esverdeado (2.5GY 8/12); 2. Verde claro (2.5GY
nervura principal (TCP) (8/8); 3. Verde médio (5GY 6/6); 4. Verde escuro (7.5GY 4/4)
, 1. Parpura (5R 3/10); 2. Vermelho-rosado (2.5R 7/2); 3. Verde
14 Cor da margem do peciolo (CMP) (5GY 6/6); 4. Marrom (SYR 3/4); 5. Transparente
Cerosidade do limbo na superficie dorsal . . e .
15 da folha (CLD) 1. Ausente; 2. Pouca; 3. Média; 4. Muita
Cerosidade do limbo na superficie . . g .
16 ventral da folha (CLV) 1. Ausente; 2. Pouca; 3. Média; 4. Muita
17 ?Ifle\/sligga de manchas no limbo da muda 1. Sem manchas; Poucas manchas; 3. Manchas raras
18 Forma da base do limbo (FBL) ;ﬁﬁg;bsas redondas; 2. Uma redonda / uma afilada; 3. Ambas
Comparagdo das dimensdes da base do 1. Iguais; 2. Desiguais; 3. Variavel na mesma planta
19
limbo (CBL)
1. Aberta com margens aladas; 2. Aberta com margens eretas;
20 Forma da base do peciolo (FBP) 3. Estreito com margens eretas; 4. Margens retorcidas na parte
interna
21 Margem da base escariosa (MBE) 1. Ausente; 2. Pouco; 3. Médio; 4. Muito
22 Forma da Margem do peciolo (FMP) 1. Fechada; 2. Quase fechada; 3. Ereta; 4. Bem aberta
23 Cor interna das bainhas (CIB) 1. Parpura (5R 3/10); 2. Vermelho-rosado (2.5R 7/2); 3. Verde

(5GY 6/6); 4. Marrom (5YR 3/4); 5. Transparente
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Tabela 1: Continuagao.

Descritores

INFLORESCENCIA

Identificacdo do Descritor

24

25

26

27

28

29
30

31

32
33
34
35
36

37

38

38

40

41
42

43
44
45

46

47
48

49

Posicionamento da inflorescéncia em
relacdo a haste (PIH)

Comprimento da inflorescéncia (CI)
Comprimento da 2* bractea (CB)

Largura da segunda bractea (LB)

Angulo da 12 bractea em relagio ao
pedinculo (ABP)

Torgdo da raquis (TR)
Visualizagdo da raquis (VR)

Largura da inflorescéncia (LI)

Folha na extremidade (1* bractea)
Forma do é&pice da bractea (FAB)
Cerosidade das bracteas (CEB)
Pilosidade das bracteas (PB)

Simetria da bractea (SB)

Numero de bracteas na inflorescéncia
madura (NBI)

Cor da raquis (CRA)

Cor da bractea externa (CBE)

Cor da bractea interna (CBI)

Cor da base do perigonio (CBP)

Cor dos l6bulos do perigénio (CLP)

Presenga de antocianina no perigonio
(PAP)

Presenga de Polen (PPO)
Cor da Sépala (CSE)

Cor da Pétala (CPE)

Ovério: Cor do fruto imaturo (OCI)
Ovério: Cor do fruto maduro (COM)

Periodo de florescimento (PF)

1. Ereta; 2. Pendente

1. Curta (< 10 cm); 2. Média (entre 11 a 40 cm); 3. Grande (>
41 cm)

1. Pequena (< 10 cm); 2. Média (entre 11 a 40 cm); 3. Grande
(>41 cm)

1. Estreita (até 10 cm); 2. Mediana (de 20 a 30 cm); 3. Larga
(mais de 31 cm)

1.>90°2.75°-90°% 3.45° - 60°; 4. 15° - 30°; 5. 0°

1. Presente; 2. Ausente

1. Visivel; 2. Recoberta por bracteas

1. Estreita (< 10 cm); 2. Média (entre 11 a 40 cm); 3. Larga (>
41 cm)

1. Presente; 2. Ausente; Variavel na mesma planta
1. Largo (abaulado); 2. Estreito; 3. Afilado

1. Ausente; 2. Pouca; 3. Média; 4. Muita

1. Ausente; 2. Pouca; 3. Média; 4. Muita
1

. Actinomorfica; 2. Zigomorfica; 3. Assimétrica

1. Pouca (< 5); 2. Média (entre 6 a 20); 3. Muita (> 21)

1. Pink Escuro (5R 4/6); 2. Pink Claro (5R 4/4); 3. Pink
Alaranjado (10R 7/8); 4. Rosa bebé (2.5R 8/4); 5. Rosa bebé
Alaranjado (2.5R 7/8); 6. Vermelho escuro (5R 3/10); 7.
Vermelho Médio (5R 4/10).

1. Pink Escuro (5R 4/6); 2. Pink Claro (5R 4/4); 3. Pink
Alaranjado (10R 7/8); 4. Rosa bebé (2.5R 8/4); 5. Rosa bebé
Alaranjado (2.5R 7/8); 6. Vermelho escuro (5R 3/10); 7.
Vermelho Médio (5R 4/10).

1. Pink Escuro (5R 4/6); 2. Pink Claro (5R 4/4); 3. Pink
Alaranjado (10R 7/8); 4. Rosa bebé (2.5R 8/4); 5. Rosa bebé
Alaranjado (2.5R 7/8); 6. Vermelho escuro (5R 3/10); 7.
Vermelho Médio (5R 4/10).

1. Branca; 2. Creme; 3. Amarelo (5Y 8/12)

1. Branca; 2. Creme; 3. Amarelo (5Y 8/12)

1. Ausente; 2. Na parte basal; 3. Presenca de listras; 4.
Colorag¢do uniforme

1. Ausente; 2. Pouco; 3. Médio; 4. Muito
1. Amarelo esverdeado (2.5GY 8/12); 2. Verde claro (2.5GY

(8/8); 3. Verde médio (5GY 6/6); 4. Verde escuro (7.5GY 4/4)

1. Amarelo esverdeado (2.5GY 8/12); 2. Verde claro (2.5GY

(8/8); 3. Verde médio (5GY 6/6); 4. Verde escuro (7.5GY 4/4)

1. Branca; 2. Creme; 3. Amarelo (5Y 8/12)

1. Branca; 2. Creme; 3. Azul arroxeado

1. Curto (< 5 meses); 2. Médio (entre 5 a 8 meses); 3. Longo (>

8 meses)
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As avaliagdes do pseudocaule, folhas e inflorescéncias foram visuais e as medidas
realizadas com auxilio de paquimetro digital e fita métrica para cada um dos genétipos

poliploides avaliados.

As plantas foram monitoradas quanto a ocorréncia de pragas e doengas, assim como seu
controle. As adubagdes e limpezas culturais seguiram o cronograma pré-estabelecido pela
Embrapa, com base em dados para a cultura da heliconia de outras regides (CASTRO, et al.

2007; SOUSA, et al. 2009; LUZ et al., 2005).

Para visualizacdo da diferenciagdo entre os gendtipos de H. chartacea, com base nos
descritores morfologicos qualitativos, foi construido um dendrograma por andlise de
agrupamentos do tipo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetical Averages)
com o auxilio do programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014). A matriz
de dissimilaridade foi obtida pelo complemento aritmético do indice de coincidéncia simples.
A adequacdo da analise de agrupamento aos dados originais foi avaliada pelo coeficiente de
correlagdo cofenética (SOKAL; ROHLF, 1962) e a definicdo dos agrupamentos foi feita pelo
método de Mojema (1977). Também foi considerado o agrupamento obtido pelo método de

otimizagdo (Tocher).

A determinagdo da diversidade genética de uma populagdo qualquer pode ser realizada
por um método especifico, a partir de varidveis binarias, qualitativas ou quantitativas
(AMORIM et al., 2007), ou ainda por uma combina¢do de métodos. Gower (1971) propds
uma técnica que permite a analise simultanea das distdncias genéticas entre caracteristicas
quantitativas e qualitativas. Este método permite que valores da matriz de distancia fiquem
compreendidos entre 0 e 1. Deste modo, a divergéncia genética entre os genotipos de H.
chartacea foi estimada utilizando o algoritmo de Gower em um estudo conjunto a partir dos

dados qualitativos e quantitativos. Esse algoritmo € expresso por:

1"= W... 5.
§ = k=1 ""ijk ~ijk

ok i:i -["1"’&:'?{

Onde: K = o nimero de varidveis (K =1, 2,...,v); 1 ¢ j = dois individuos que representam
os gendtipos; Wijk = peso dado a comparacdo ijk, atribuindo valor 1 para comparagdes
validas e valor 0 para comparagdes invalidas (quando o valor da variavel estad ausente em um
ou ambos individuos); Sijk = contribui¢do da variavel K na similaridade entre os individuos i

e j, com valores entre 0 e 1.
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Para caracteristicas bindrias, a similaridade ¢ obtida pelo grau de coincidéncia de padrao
“1-17, assumindo peso (Wijk) nulo nas situacdes em que um padrdo fenotipico ndo se
manifesta em ambos os individuos, para a k-ésima variavel. Para uma variavel qualitativa
(nominal), se o valor da variavel K e o mesmo para ambos os individuos, i ¢ j, entdo Sijk =1,
caso contrario, ¢ igual a 0; para uma variavel quantitativa (continua) Sijk =1 - | Yik — Yjk | /
Rk onde Yik e Yjk s@o os valores da variavel K para os individuos i e j, respectivamente, e Rk
¢ o intervalo (valor maximo menos o valor minimo), da variavel k na amostra. A divisao por
Rk elimina as diferengas entre escalas das variaveis, produzindo um valor dentro do intervalo
(0, 1) e pesos iguais. Posteriormente, a matriz de similaridade obtida deve ser convertida em

uma matriz de dissimilaridade por meio de seus complementos aritméticos (d =1 — S).

De posse da matriz de distancias genéticas entre os genodtipos de H. chartacea,
considerando a andlise conjunta dos dados, foram realizados os agrupamentos pelo
procedimento hierarquico UPGMA e otimizacdo de Tocher. Adicionalmente realizou-se o
calculo do coeficiente de correlacao cofenético (SOKAL; ROHLF, 1962) para a estimativa do

ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma gerado.

4.2. Caracterizacio da estrutura do limbo foliar, avaliacio da densidade estomatica e do
tamanho das células-guarda dos estdomatos por meio de microscopia.

Para verificar a existéncia de diferencas nas estruturas do limbo foliar, foi selecionada
uma touceira por gendtipo, de boa qualidade fitossanitaria, sendo coletado trés folhas
completamente expandida (terceira folha) e da parte mediana de cada folha foi retirado com o
auxilio de um perfurador circular de 1 cm de didmetro, uma amostra que foram colocadas em
uma placa de petri e imersas em uma solu¢cdo de hipoclorito comercial até a completa
despigmentacgdo (24 - 48h). Em seguida, foram separadas as partes abaxial e adaxial com um
pincel de cerdas macias, e coradas com azul de toluidina a 1% e feita a montagem das laminas
com a adicdo de uma gota de balsamo do Canad4 sobre as amostras e sobre estas uma

laminula.

O tamanho dos estomatos e a densidade estomatica (DE- nimero de estdmatos por
unidade de area) de ambas as partes, abaxial e adaxial dos genotipos, foram analisados em

microscopio otico e aferidos sob objetiva de 40X, observando-se quinze campos de visdo por
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amostra. Baseando-se em escala micrométrica para a ocular utilizada, a densidade estomatica

foi determinada segundo a equagao:

DE = Numero de estOmatos
Area (mm?)

Onde: DE = Densidade estomatica. Area = area do campo real visivel da ocular de 40x
(0,14 mm?).

O namero total de estobmatos de uma folha pode ser calculado a partir do produto da

densidade pela area foliar, embora a densidade nao seja uniforme em toda superficie da folha.

Para as avaliagdes do diametro polar dos estomatos (DP) e didmetro equatorial dos
estomatos (DQ), preparou-se laminas com azul de toluidina, sendo observadas em camara
clara, segundo técnica de Labouriau (CASTRO et al., 2009). A partir dos dados de DE e DQ
foi calculada a funcionalidade estomatica (FUN) segundo Castro et al. (2009), pela seguinte

formula:

Diametro polar

FUN = — -
Diadmetro equatorial

O esquema da analise de variancia conjunta ¢ apresentado na Tabela 2 e foi realizado

seguindo o modelo estatistico:
Yijk = m + Gi + Aj + GAjj + Eijk

Em que: Yijk: valor fenotipico do carater Y medido no material genético (genétipo) 1,
no ambiente (regido da folha) j e repeticao k; m: média geral paramétrica dos dados em estudo;
Gi: efeito do i-ésimo genotipo (i=1,2,...,g); Aj: efeito do j-ésimo ambiente experimental
(G=1,2,...,a); GAij: efeito da interagdo do i-€simo gendtipo com o j-ésimo ambiente; Eijk: erro

médio associado a observagao Yijk.
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Tabela 2. Esquema resumido da anélise de varidncia conjunta dos dados da analise estomatica
de H. chartacea var. Sexy Pink. Manaus, AM. 2017.

Fonte de variagao GL Quadrados médios F E(QM)
Genotipo g-1 QMG QMG/QMGA  ¢* +roZ, + aro;
Ambiente a-1 QMA QMA/QMGA  o* +roZ, + gro?
GxA (a-1)(g-1) QMGA QMGA/QMR o’ + rﬁéa
Residuo ga(r-1) QMR o’

Média M

CV % 100 /QMR/M

a>: Componente de varidncia genotipico (geno6tipos);

E
=
2
a

o-: Componente de variancia ambiental (regido das folhas);
::r:;ﬂ: Componente de variancia da interacdo entre genotipo e ambiente;

a>: Componente de variancia residual;
1, g, a: nimero de repeti¢cdes, genotipos € ambientes, respectivamente.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Scott Knott a 5% de probabilidade.

Foram estimados os seguintes parametros genéticos: componente da variancia
genotipica, fenotipica e ambiental, componente de varidncia da interacdo gendtipos e
ambientes (gendtipos x regido da folha), coeficiente de variagdo genético, coeficiente de
herdabilidade no sentido amplo e a razdo entre o coeficiente de variagdo genético € o
coeficiente de variagdo ambiental, conforme Cruz et al. (2014). Também foram estimadas as

correlagdes de Pearson (p <0,05) entre os pardmetros obtidos nas regides adaxial e abaxial da

folha.

Todas as analises foram realizadas utilizando o aplicativo computacional em genética e
estatistica, Programa GENES, versao 6.1, da Universidade Federal de Vigosa — UFV (CRUZ,
2013).

4.3 Citometria de fluxo

4.3.1 Preparo da suspensao nuclear

O preparo das amostras e as analises em citometria de fluxo foram conduzidas no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade

Federal de Lavras, MG.
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Para cada uma das 37 plantas de H. chartacea var. Sexy Pink, trés amostras foram
avaliadas, com o objetivo de estimar a quantidade de DNA e a existéncia de poliploidia. Para
a quantificacdo do DNA foi utilizado como padrao de referéncia a folha de ervilha (Pisum
sativum — 9,09 pg).

De cada uma das amostras foi retirado aproximadamente 70 mg de tecido foliar jovem,
fragmentadas com o auxilio de um bisturi em placa de Petri contendo 1 mL de tampao de
extracdo LBO1 gelado para obtencdo de suspensao nuclear (DOLEZEL, 1997). O tecido
triturado em suspensdo nuclear foi aspirado com o auxilio de uma pipeta e posteriormente
filtrado em uma tela de nailon de 50 pm de didmetro de poro em um tubo para andlise em
citometro de fluxo. A suspensdo nuclear foram adicionados 25uL do fluorocromo de iodeto
de propidio (1 mg mL™") para corar os niicleos presentes na amostra, sendo colocada no gelo,

no escuro até a analise.

4.3.2. Analise em citometro de fluxo

Para cada amostra foram analisados pelo menos 5 mil nucleos. As andlises foram
realizadas no Citdmetro de Fluxo FacsCalibur™ 4 Cores da BD (Becton Dickinson) e os
dados obtidos foram analisados pelo software Cell Quest Pro (Versdo 5.1) para obtencao dos

histogramas.

O conteido de DNA nuclear (pg) das plantas de Sexy Pink foi estimado por
compara¢gdo com a posi¢do em relagdo ao pico Gl do padrdo interno de referéncia (P,
sativum). Para a analise de ploidia foi utilizado como padrao de referéncia a folha de H.
chartacea var Sexy Pink, que ndo sofreu tratamento com o antimitético, € a partir da posicao
do pico G1 formado no histograma foi possivel estimar a ploidia do material analisado, pela

aplicacdo da proporcao de suas intensidades relativas de fluorescéncia.

Ja a quantidade de DNA (pg) das plantas foi obtida por meio da equagdo: quantidade
de DNA (pg) = (posicao do pico G1 da amostra/posi¢ao do pico G1 da ervilha) x 9,09.

Para quantificacdo dos picos G1 dos genotipos poliploides foi utilizado como padrao
interno o DNA da ervilha (Pisum sativum), que possui um conteudo 2 C de 9,09 pg. A ervilha
¢ tida por alguns autores como uma excelente alternativa de padrao interno por possuir um

conteudo de DNA que se situa no meio do valor médio para a maioria dos contetidos de DNA
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vegetal (DOLEZEL; BARTOS, 2005). O que evitaria a sobreposicdo dos graficos quando
analisados conjuntamente com o DNA dos gendtipos poliploides uma vez que ndo ha
referéncias na literatura sobre o conteudo de DNA para esta espécie. Nesse sentido a ervilha
pode ser utilizada para avaliar tanto plantas com um pequeno genoma quanto plantas com um
genoma grande, ao contrario da soja (Glycine max) e do tomate (Solanum lycopersicum), que
também sdo comumente utilizados como padrdo interno porem, apresentam um conteudo 2 C
menor (2,50 e 1,96 pg respectivamente). Além disso, o genoma nuclear da P. sativum ¢ estavel,
e o preparo de suspensdes de nucleos a partir de suas folhas ndo libera compostos que

interferem na coloragao pelo iodeto de propideo (MADALIL et al, 2015).

4.4. Caracterizacio molecular

Folhas jovens e sadias de cada gendtipo cultivado foram coletadas no inicio da manha,
seccionadas e retirada uma por¢io da parte mediana das folhas de aproximadamente 15 cm?.
Posteriormente as folhas seccionadas foram armazenadas em sacos ziplock contendo silica
granulada, acondicionadas em caixa de isopor refrigerado e levadas ao Laboratorio de
Melhoramento Genético Vegetal (LAB-MGV) da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFAM,

para extracdo do DNA e posteriormente, analise utilizando marcadores AFLP.

O DNA gendmico de cada gend6tipo foi extraido pelo meio CTAB descrito por Ferreira;
Grattapaglia (1998). De cada amostra, macerou-se aproximadamente 800 mg de tecido foliar
fresco sem a nervura principal em cadinho com nitrogénio liquido e ao tecido macerado
adicionado 1000 pL de tampao de extracdo (CTAB 20%, NaCl 1,4 M, Tris HCI 10 mM pH
8,0, EDTA 20 mM, 2-B-mercaptoetanol 0,8%, PVP-Polivinilpirrolidona 1% e dgua ultrapura).

O macerado foi colocado em microtubo de plastico de 1,5 pL e mantido em recipiente
com gelo até o término do processo de maceracdo de todas as amostras. As amostras foram
homogeneizadas mecanicamente por trinta segundos e incubadas em banho-maria a 60 °C por
trinta minutos com homogeneiza¢do a cada dez minutos. Apds resfriamento a temperatura
ambiente, adicionou-se 600 pL da mistura gelada de cloroféormio/alcool isoamilico (24:1) na
amostra, que foi suavemente homogeneizada por cinco minutos e centrifugada a 14.500 rpm
por dez minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para novos tubos, aos quais
foram adicionados 450 pL de isopropanol gelado e, apoés homogeneizacdo suave, foram

incubados a -20 °C por 24h.
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Decorrido o tempo de incubagdo, as amostras foram centrifugadas por dez minutos a
7.500 rpm e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%
por cinco minutos duas vezes e uma vez com 1 mL de etanol absoluto, ambos gelados. Apods a
retirada do etanol o precipitado foi deixado para secar a temperatura ambiente por 1 hora para
entdo ser ressuspendido em 30 pL de tampao TE (Tris - EDTA) acrescido de RNase (39:1),

incubado em banho-maria por 30 minutos a 37 °C e posteriormente estocado a -20 °C.

Para algumas amostras foi necessaria uma etapa de limpeza em que foi acrescentado
500 mL de NaCl 2M ao precipitado, que ap6s vortexado foi incubado a 4 °C por 30 minutos.
Os tubos foram centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido
para novo tubo acrescido de 400 mL de isopropanol. Apés duas horas de armazenamento a -
20 °C, os tubos foram centrifugados a 7500 rpm por dez minutos e o sobrenadante foi
descartado. Realizou-se a limpeza com etanol conforme feito anteriormente para as demais

amostras com folhas frescas, bem como o restante dos procedimentos.

Para a quantificacao, 2 uLL de DNA ressuspendido foi diluido em solugao contendo 3 pL
do corante azul de bromofenol e 1 puL de gel Red. Este volume, 6 pL, foi aplicado em gel de
agarose 0,8 % (p/v). Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese, em tensdo de
100 V por dez minutos para a saida do pogo e 60 V por 50 minutos para o restante da corrida.
A quantidade de DNA extraida dos 37 gendtipos foi avaliada por analise comparativa entre o
DNA extraido de cada amostra e um DNA de concentragdo conhecida (Marcador - DNA
lambda-Invitrogen) visualizados em transluminador de UV e fotodocumentados por sistema
digital Vilber Lourmat. Apds quantificagdo, as amostras foram diluidas em agua ultrapura
para ajustar as suas concentracdes para condi¢cdo de trabalho (10 ng/uL) conforme sugestdes

de Vos et al., (1995).

A analise de marcadores AFLP foi realizada segundo os procedimentos propostos por

Vos et al., (1995), com modificagdes de Lopes et al., (2002) conforme a sequéncia:

4.4.1. Digestao do DNA

As reagdes de digestdo foram realizadas utilizando 200 ng de DNA genémico, 5,0 pL
do tampao One Phor All (OPA) 10X (Pharmacia), 0,5 puL de solugdo Albumina de Soro
Bovino—BSA (10 pg pL-1), 1,0 uL da enzima Msel (5 U pL-1) e 0,4 pL da enzima EcoRI (12

U pL-1), ambas fornecidas pelo New England Biolabs, e agua ultrapura completando o
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volume final para 50 pL. O material foi incubado em termociclador ESCO® PCR Thermal
Ciclers por trés horas a 37 °C para as reagdes de restri¢do e, em seguida, por 15 minutos a 70

°C para inativagdo das endonucleases.

4.4.2. Preparo e ligacdo dos adaptadores

Foram preparados adaptadores especificos de EcoRI e Msel que possuem terminais
complementares as extremidades resultantes da digestdo pelas enzimas de restrigdo. O
adaptador EcoRI foi preparado utilizando 5,6 pL de adaptador EcoRI forward, 4,8 pL de
adaptador EcoRI reverse, 6 L de tampdao OPA (Amersham®) e agua ultrapura esterilizada
para o volume final de 120 pL. O adaptador Msel foi preparado utilizando 64 uL de adaptador
Msel forward, 56 pL de adaptador Msel reverse, 7 pL de tampdo OPA (Amersham®) e 4dgua
ultrapura esterilizada para o volume final de 140 pL. Ambos os adaptadores foram incubados
no termociclador ESCO® PCR Thermal Ciclers, a temperaturas subsecutivas de 65, 37 e 25 °
C, com duracao de dez minutos cada.

Para a reacdo de ligacdo dos adaptadores foi utilizado 1,0 uL de adaptador EcoRI, 1,0
pL de adaptador Msel, 1,0 pL de tampao para a enzima T4 DNA Ligase (10X), 0,33 pL da
enzima T4 DNA Ligase (3 U/uL) (Promega®) e 4gua ultrapura esterilizada completando o
volume para 10 pL. Este mix foi adicionado a 50 pL. do DNA digerido com as enzimas de
restricdo. As amostras foram incubadas em termociclador a 23 °C por 3 horas e estocadas a -

20°C.

4.4.3. Reagoes de amplificacdo

Na reagao de pré- amplificacao foram utilizados 0,6 pL de MgCl12 (25 mM), 0,4 uL de
dNTPs (10 mM), 0,5 pL de cada oligonucleotideo contendo um nucleotideo seletivo
adicionado a extremidade 3’: oligo Eco RI +A (25 ng/uL) e oligo Msel + C (25 ng/uL), 1,0 puL
de tampdo da enzima Taq DNA polimerase (10X) (Fermentas®), 0,3 puL de Taq DNA
polimerase (5 U/uL) (Fermentas®), 3 pL de DNA digerido e ligado, e 4gua ultrapura para
completar o volume para 20 pL. As amostras foram incubadas em termociclador a 94 ° C por
dois minutos, seguidos de 26 ciclos de 94, 56 e 72 °C, com dura¢do de um minuto para cada
temperatura, e uma extensao final de 72 ° C por cinco minutos. Terminada a reacdo de PCR

foram acrescentados 80 puL de 4gua ultrapura em cada amostra, e foram armazenadas a -20 °C.
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Na reagdo de amplificacdo seletiva, em seguida, os iniciadores utilizados possuiam
mais dois nucleotideos arbitrarios adicionais, além do nucleotideo da pré-amplificacdo. A
amplificacdo seletiva foi feita inicialmente em apenas 3 genotipos aleatorios das amostras pré-
amplificadas, utilizando 19 combinagdes de pares de pares de primers, para selecionar aqueles

com melhor qualidade de amplifica¢do e o maior nimero de locos polimdrficos amplificados.

As sequéncias dos oligonucleotideos usados para teste de qualidade de amplificagio
encontram-se na Tabela 3. As trés combinacdes de primers com melhor qualidade de
amplificacdo e numero de locos polimorficos (E+ACA/M+CGC, E+AAC/M+CCA e

E+ACA/M+CCA) foram analisadas em todos os individuos de heliconia do estudo.

Tabela 3: Combinacdo de Primers utilizados na amplificagdo seletiva para analisar qualidade
de amplificagdo e nimero de polimorfismo dos fragmentos amplificados de DNA em
Heliconia chartacea var. Sexy Pink. Manaus, AM. 2017.

Combinagao do Primer Especificagdo dos iniciadores (5°— 3°)

E/AAC + M/CTC GAC TGC GTA CCA ATT CAA C + GAT GAG TCC TGA GTAACT C
E/AGC + M/CTC GAC TGC GTA CCAATT CAG C + GAT GAG TCC TGA GTAACT C
E/ATC + M/CTC GAC TGC GTA CCA ATT CAT C + GAT GAG TCC TGA GTAACT C
E/AGT + M/CTC GAC TGC GTA CCAATT GAG T + GAT GAG TCC TGA GTAACT C
E/ACA + M/CTC GAC TGC CTA CCAATT CAC A + GAT GAG TCC TGA GTAACT C
E/AAC + M/CCA GAC TGC GTA CCA ATT CAC A + GAT GAG TCC TGA GTAACT C
E/AGC + M/CCA GAC TGC GTA CCAATT CAG C + GAT GAG TCCTGA GTAACC A
E/ATC + M/CCA GAC TGC GTA CCA ATT CAT C + GAT GAG TCC TGA GTAACC A
E/AGT + M/CCA GAC TGC GTA CCAATT GAG T + GAT GAG TCC TGA GTAACC A
E/ACA + M/CCA GAC TGC CTA CCAATT CAC A + GAT GAG TCC TGA GTAACC A
E/AAC + M/CGC GAC TGC GTA CCA ATT CAA C + GAT GAG TCC TGA GTAACG C
E/AGC + M/CGC GAC TGC GTA CCA ATT CAG C + GAT GAG TCC TGA GTAACG C
E/ATC + M/CGC GAC TGC GTA CCA ATT CAT C + GAT GAG TCC TGA GTAACG C
E/AGT + M/CGC GAC TGC GTA CCAATT GAG T + GAT GAG TCC TGA GTAACG C
E/ACA+M/CGC GAC TGC CTA CCAATT CAC A + GAT GAG TCC TGA GTAACG C
E/AAC + M/CAC GAC TGC GTA CCA ATT CAA C + GAT GAG TCC TGA GTAACA C
E/AAC + M/CGC GAC TGC GTA CCA ATT CAA C + GAT GAG TCC TGA GTAACG C
E/ACA+ M/CAC GAC TGC GTA CCAATT GAC A + GAT GAG TCC TGA GTAACAC
E/ACA +M/CGC GAC TGC CTA CCAATT CAC A + GAT GAG TCC TGA GTAACG C

Para as reacdes de amplificagdo seletiva foram utilizados 1,2 pLL. de MgCI2 (25 mM),
0,4 uL de dNTPs (10 mM), 1,0 uL do oligo EcoRI (25 ng/uL) + ANN, 1,2 pL do oligo Msel
(25 ng/uL) + CNN (Em que N ¢ o nucleotideo arbitrario usado na amplificagdo seletiva), 2,0
uL de tampdo da enzima Taq DNA polimerase (10X) (Fermentas®), 0,2 uL de Taq DNA
polimerase (5 U/uL) (Fermentas®), 3 pL de DNA das amostras pré-amplificadas, e agua

ultrapura para completar o volume de 20 pL.
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As amostras foram incubadas em termociclador a temperatura 94 ° C por dois minutos,
seguida de 12 ciclos de 94, 65 e 72 ° C com duragao de 30, 30 e 60 segundos, respectivamente,
mais 23 ciclos de 94, 56 ¢ 72 °C com duragdo de 30, 30 e 60 segundos, respectivamente,
uma extensao final de 72 ° C por dois minutos afim de manter amostras previamente

preparadas para as reagdes de eletroforese e estocadas a -20 °C.

4.4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6%
(acrilamida/bis-acrilamida (19:1 v/v)). Para o preparo da matriz de poliacrilamida foram
utilizados 50,40 g de ureia, 0,36 g de bis-acrilamida e 7,20 g de acrilamida e tampao 1X TEB
(Tris base, Acido bérico e EDTA) para completar o volume de 120 mL. Foi usado o sistema

de gel de sequenciamento "Sequi-Gen GT" (Biorad), fonte de 3.000 V.

As placas foram limpas duas vezes com etanol 95%. Em seguida, na placa maior
foram aplicados 1,5 mL de Repel quimico e na placa menor foi aplicada uma solugdo
contendo 1 mL de etanol 95 %, 5 uL de 4cido acético glacial e 5 L. de Bind quimico. Apos
cinco minutos as placas foram limpas mais duas vezes com alcool 95%, neste caso com leves
movimentos apenas para a retirada do excesso das solu¢des. Foram utilizados lengos de papel,

tanto na limpeza das placas como na aplicagdo e retirada do excesso das solugoes.

Para o preparo do gel de poliacrilamida, utilizou-se 150 mL da matriz, 150 pL de
Tetrametiletilenodiamina - TEMED e 1 mL de persulfato de aménia (95 mg/mL). O gel
permaneceu, no minimo, por quatro horas em processo de polimeriza¢ao. Na parte superior da
cuba foi utilizado aproximadamente 1,2 L TEB 1X e na parte inferior 350 mL de TEB 1X
adido de 50 mL de acetato de so6dio 3M.

Antes da aplicacdo das amostras, foi realizada uma pré-corrida conduzida sob poténcia

constante de 80 W durante uma hora, para aquecimento e limpeza do gel.

As amostras receberam adi¢do de 8 pL de loading buffer (formamida 98%, EDTA 10
mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,002% (p/v) e xilenocianol 0,002% (p/v) e incubadas no
termociclador por cinco minutos a temperatura de 95 ° C para desnaturacdo. Em seguida,
foram aplicados 20 uLL da amostra desnaturada no gel para eletroforese sob poténcia constante

de 80 W durante duas horas e 30 minutos.
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4.4.5. Revelacao do gel

Para a revelacao do gel, usou-se o método de coloragdao com nitrato de prata segundo o

protocolo proposto por Creste et al. (2001).

A placa com o gel foi imersa em 3 L de solucdo para fixagdo (etanol 10% e éacido
acético glacial 1%) durante dez minutos, seguida de lavagem em 3 L de dgua destilada por um
minuto. Realizou-se entdo um pré-tratamento com solugdo de oxidagdo (4cido nitrico 1,5% - 3
L) durante 2,40 minutos ¢ uma lavagem em 3 L de agua destilada por um minuto. Para a
impregnacdo foram utilizados 3 L da solucdo de nitrato de prata (AgNOs3 0,2%) por 20
minutos, seguida de duas lavagens de 30 segundos em 3 L de dgua destilada cada. A revelagdo
foi feita em duas etapas, ambas utilizando 1,5 L de solucdo para revelagao (Na2COs3 3% e
formaldeido 0,02%), durando a primeira etapa o tempo de surgimento das primeiras bandas e
a segunda até a obtencdo do padrdo de revelagdo desejado. Por fim, a placa foi colocada em 3
L de solugdo bloqueadora (acido acético glacial 5%) por cinco minutos e lavada em 3 L de
agua destilada durante um minuto ¢ mantida a temperatura ambiente para secar. Todos os
procedimentos foram realizados dentro de bandejas plasticas sob agitagdo em mesa agitadora

orbital MA-140.

Apods a revelagdo dos fragmentos de DNA gerados pelas analise de AFLP, foi
contabilizado locos polimdrficos revelados, mediante atribuicao dos respectivos scores; (1)
presenca e (0) auséncia, considerando orientagdo em linhas a sequéncia dos pares de bases. Os
dados obtidos a partir dos marcadores moleculares foram usados na constru¢do de uma matriz
de dissimilaridade por meio do complemento aritmético do coeficiente de Jaccard (D,), dado

pela seguinte expressao:

D;=1- (ﬁ)

Sendo: a, b e c, presenca de banda em ambos os gendtipos, presenca de banda no primeiro e
auséncia no segundo, auséncia no primeiro e presenca no segundo, respectivamente.

Optou-se pelo uso deste coeficiente, pois além de suas propriedades matematicas,
possibilita evidenciar diferencas intraespecificas e desconsidera a auséncia de bandas como
sindnimo de similaridade genética.

Para obten¢@o do dendrograma, a matriz de dissimilaridade foi utilizada no método
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de agrupamento hierdrquico da ligacdo média entre grupos (UPGMA). Pelo UPGMA a
distancia entre os grupos ¢ determinada pela média das distancias entre pares de individuos

pertencentes aos diferentes grupos, sendo uma expressao geral para este método:

Ay = —F . 4— g
Cijie — m ik ﬂi-l"n,- ik

Em que: di;;, ¢ a distincia entre o grupo (i/), com tamanho interno n; € n,,

respectivamente, caracterizando i, j € kK como individuos ou grupos (CRUZ et al., 2014).

Tanto as matrizes de dissimilaridade como os dendrogramas foram obtidos com o
auxilio do software estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014). O software R
também foi empregado para gerar a matriz dos valores cofenéticos e testar a adequacao da

analise de agrupamento aos dados originais.

Para a obtencao das analises de escalonamento multidimensional ndo-métrico (nMDS)
foi utilizado o pacote vegan (OKSANEN et al., 2013) do software R. No nMDS o objetivo ¢
acomodar os individuos em um pequeno numero de eixos predeterminados, de modo a melhor
representar a relagdo de similaridade entre os individuos. Deste modo, foi utilizado o
algoritimo isoMDS visando representar cada individuo em duas dimensdes de tal forma que
as distancias entre eles fossem preservadas ao maximo. O procedimento partiu de uma
organizacao inicial que, interativamente, reorganizou os individuos de maneira a diminuir o
stress (STandard REsiduals Sum of Squares). O stress (S) ¢ uma fun¢do que informa a
magnitude da perda de informag¢do na matriz de similaridade com a utilizacdo do
procedimento, sendo esta uma medida do quanto as posi¢cdes dos individuos em uma
configuragdo n-dimensional desviam-se das reais distancias (similaridades) apds o

escalonamento. O stress pode ser interpretado pelo valor de R? = 1-S2.

A distribui¢do da variagdo genética entre e dentro de H. chartacea, de acordo com o
tratamento utilizando na indug¢do a mutacdo foi quantificada pela andlise da varidncia
molecular (AMOVA) pelo programa Genes (CRUZ, 2013).

A abordagem bayesiana implementada no software Structure v.2.4 (PRITCHARD et al.,
2000) foi utilizada para revelar a estrutura dos gendtipos de H. chartacea. O ntimero de
iteracdes utilizadas no burn-in e MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foram de 50.000 e
100.000, respectivamente. Nas analises, foi considerado o modelo de mistura com frequéncias

correlacionadas e testados valores de agrupamento (K) variando de 1 a 7 com quatro
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repeti¢des idénticas para cada valor de K testado. O valor mais provavel de K foi determinado
pelo critério AK descrito por Evanno et al. (2005). Para o calculo do valor AK foi utilizado o

programa Structure Harvester (EARL; VONHOLDT 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizag¢ao morfologica

Os genotipos foram avaliados por 49 descritores, sendo 47 descritores qualitativos e 2
descritores quantitativos (didmetro do pseudocaule e comprimento da terceira folha). Dos 47
descritores qualitativos, apenas 28 apresentaram poder de discriminar os individuos: ALP,
CPC, CER, IAN, LFO, LIM, CFI, CFS, TCP, CMP, CLD, CLV, FBL, CBL, CIB, PIH, CI, TR,
LI, FE, CEB, CRA, CBE, CBI, CSE, CPE, OCI e PF.

Por meio do gréafico de dissimilaridade (Figura 8) foi possivel observar a formagdo de
pelo menos trés grupos distintos. Estas diferencas puderam ser melhor observadas também
nas coloragdes das inflorescéncias obtidas em alguns dos genotipos (29,32 e 35) destes grupos,
conforme representado na Figura 9, onde o coeficiente de correlagdo cofenética: r = 0,8235. A

linha horizontal tracejada representa o corte estimado pelo método de Mojema (1977).
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Figura 8: Analise de agrupamento UPGMA, a partir das dissimilaridades de 38 genoétipos de
H. chartacea, baseado em caracteres morfologicos qualitativos € o complemento aritmético
do indice de coincidéncia simples. Manaus, AM. 2017.
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Figura 9: Inflorescéncias de H. chartacea var. Sexy Pink advindas de ensaio de inducao da
poliploidia in vitro por duplicagdo somatica pela utilizagdo da colchicina. (A) Genotipo 29; (B)
Genotipo 32; (C) Genotipo 35. Manaus, AM. 2017.

A andlise de descritores morfologicos qualitativos pelo método de otimizagdao de
Tocher, permitiu a formagao de apenas dois grupos distintos (Tabela 4). O genoétipo 35, foi o
unico a permanecer sozinho em um Unico grupo, evidenciando assim que 0 mesmo possui
caracteres morfologicos distintos dos demais. Para Cruz; Carneiro (2006), grupos formados
por apenas um genétipo, apontam na dire¢do de que tal individuo seja mais divergente em

relagdo aos demais.

Tabela 4: Agrupamento dos genotipos de H. chartacea pelo método de otimizacao de Tocher,
baseado em caracteres morfologicos qualitativos e o complemento aritmético do indice de
coincidéncia simples. Manaus, AM. 2017.

Grupos Genotipos

1 1,36,17, 20,37, 15, 18, 13, 40, 9, 25, 11, 26, 22, 7, 31, 21, 5, 12, 38, 3,
28,4, 34,2, 30, 33, 29, 27, 39, 6, 23, 10, 14, 24, 41, 32
2 35

As diferengas morfologicas ficam ainda mais evidenciadas na figura 10, pela

representacao grafica dos dados de dissimilaridades dos 38 genotipos de H. chartacea,
52



baseado em caracteres morfoldgicos qualitativos, quantitativos e algoritmo de Gower, pelo
método UPGMA. Coeficiente de correlacdo cofenética: r = 0,8552. A linha horizontal

tracejada representa o corte estimado pelo método de Mojema (1977).
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Figura 10: Analise de agrupamento UPGMA, a partir das dissimilaridades de 38 gendtipos de
H. chartacea, baseado em caracteres morfoldgicos qualitativos e quantitativos e algoritmo de

Gower. Manaus, AM. 2017.

A representagdo filogenética proporcionada pelo método UPGMA foi semelhante a
formalizagdo dos grupos pelo método otimizacdo de Tocher (Tabela 4) para os caracteres

qualitativos, onde apenas o genotipo 35 ficou separado em um grupo isolado.

Considerando a andlise conjunta dos descritores morfoldgicos qualitativos e
quantitativos, também foi possivel agrupar geneticamente os genodtipos estudados, porém
observamos a divisdo em 3 grupos distintos (tabela 5). O grupo 1 reuniu a maioria dos

genoétipos enquanto que o grupo 3 foi composto apenas pelo gendtipo 35.

Tabela 5: Agrupamento dos gendtipos de H. chartacea pelo método de otimizagdo de Tocher,
baseado na matriz de distancia genética obtida pelo algoritmo de Gower. Manaus, AM. 2017.

Grupos Genotipos
1 28, 36, 15, 18, 20, 37, 25, 9, 40, 13, 17, 11, 22,7, 21, 5, 31, 38, 1, 12, 6,
39,4,3,2,27, 30, 29, 34, 24, 14, 33, 23, 26
2 32,41
3 35
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Conforme foi constatado por meio das avaliagdes morfoldgicas realizadas, ndo houve
presenga de pilosidade no pseudocaule (Tabela 6) em nenhum dos gendtipos. A presenga de
pelos ¢ uma caracteristica importante na produ¢ao de heliconias, especialmente quando em
excesso, porque vai interferir negativamente nas atividades de manuseio e transporte pos
colheita, necessitando de limpeza adicional, ja que a presenca de pelos promove a reten¢do de

detritos (PEREIRA, 2012; CASTRO et al., 2007).

Tabela 6: Caracterizacdo de 41 genotipos de H. chartacea, considerando andlise de
descritores morfoldgicos do pseudocaule. Manaus, AM. 2017.

Genotipos ALP DPC (cm) CPC CER IAN  Genotipos ALP DPC (cm) CPC CER IAN
1 Médio 34.44  Verde escuro  Muita Fraca 23 Grande  30.00 Verde escuro Muita Fraca
2 Meédio 36.25  Verde médio  Muita Aus. 24 Medio 28.50  Verde claro Muita Aus.
3 Médio 36.00 Verde médio  Muita Aus. 25 Médio  26.08 Verde médio Muita Média
4 Meédio 35.00 Verde médio  Muita Aus. 26 Meédio 58.22  Verde médio Muita Meédia
5 Médio 2332 Verde médio  Muita Aus. 27 Grande  26.50 Verde médio Muita Aus.
6 Meédio 25.99  Verde escuro  Muita Fraca 28 Meédio 27.25  Verde claro  Muita Aus.
7 Médio 2725  Verde médio  Muita Fraca 29 Grande  33.00 Verde médio Muita Fraca
9 Meédio 2932 Verde médio  Muita Fraca 30 Meédio 30.00 Verde médio Muita Aus.
10 Médio 25.75 Verde claro Muita Aus. 31 Médio  29.25 Verde médio Muita Média
11 Medio 26.22  Verde médio  Muita Aus. 32 Grande  26.50  Verde claro  Muita Meédia
12 Médio 29.50  Verde médio  Muita  Média 33 Grande  29.50 Verde médio Muita Fraca
13 Medio 3822  Verde médio  Muita Fraca 34 Meédio 26.50 Verde médio Muita Aus.
14 Grande  27.52 Verde médio  Média  Fraca 35 Médio  28.00 Verde médio Pouca Fraca
15 Medio 26.52  Verde médio  Muita Fraca 36 Meédio 27.08 Verde Escuro Muita Fraca
17 Médio 26.72  Verde médio  Muita Fraca 37 Médio  23.78 Verde médio Muita Fraca
18 Medio 26.72  Verde médio = Muita Fraca 38 Meédio 28.25 Verde médio Muita Aus.

20 Médio 26.00  Verde médio  Muita Fraca 39 Grande  28.50 Verde escuro  Muita Fraca
21 Medio 27.25  Verde médio  Muita Aus. 40 Meédio 26.08 Verde médio Muita Fraca
22 Médio 28.99  Verde médio  Muita Fraca 41 Grande  35.16 Verde escuro  Muita Fraca

ALP = Altura da planta; DPC = Diametro do pseudocaule; CPC = Cor do pseudocaule; CER = Cerosidade do
pseudocaule; IAN = Intensidade de antocianina. Nao polimérficas: Pilosidade do pseudocaule (PIL): ausente

A variagdo morfologica naturalmente observada entre individuos e populagdes de
heliconias ¢ expressiva e tem dificultado a identificagdo taxondmica dentro do grupo. Isto
torna quase impraticavel o uso de chaves de identificacdo das espécies sem fotografias
coloridas e por esta razao foi adotado a Carta de cores de Munsell (2012), para classificar
estes gendtipos poliploides, pois possibilita a deteccdo de nuances de coloracdo e garante a

repetibilidade das avaliagdes e analises.
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A altura das plantas (ALP) de todos os genotipos foi superior a 1,5 m, o que pode
dificultar no manuseio e preparo das hastes florais durante a pos-colheita, porém esta ¢ uma
caracteristica ja relatada para esta variedade e os valores obtidos para o comprimento das
hastes florais estao dentro do exigido pelo mercado de acordo com Albuquerque et al. (2010).
Mesmo apresentando altura superior a 1,5 m observamos que o clone 18 (Figura 11)
apresentou estatura menor que os demais, assim como inflorescéncias reduzidas. Esta
caracteristica pode ser melhor explorada em projetos de paisagismo que apresentem
composi¢ao floristica em ambientes reduzidos, ou mesmo para compor arranjos florais com

distintos niveis.
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Figura 11: Alteragdes Altura da planta e no tamanho da inflorescéncia do genotipo 18, de H.
chartacea var. Sexy Pink.

Hastes grandes, com comprimento acima de 1,5 m, necessitaram de um manuseio
cuidadoso para evitar tombamento ou rupturas indesejaveis. Hastes de grande tamanho,
ocorrem predominantemente nas espécies com inflorescéncias pendentes, embora também
tenham sido observadas em outras espécies de heliconias como H. aurea, H. bihai, H.
bourgaeana, H. caribaea, H. pseudoamygdiana, e H. velloziana (ANDERSSON, 1981, 1985,
1989; ARISTIGUIETA, 1961; DANIELS; STILES, 1979; SANTOS, 1978).

Em relagcdo ao didmetro do pseudocaule (DPC), observa-se na Tabela 6 que houve uma

grande variacdo, de 23,32 mm (gendtipo 5) a 58,22 (genotipo 26). De acordo com Lamas
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(2002) e Farias et al. (2013), o DPC merece atengdo devido a sua influéncia na resisténcia da
flor, manuseio, sele¢do, embalagem e durabilidade pds colheita. Estudo realizado por Castro
et al. (2007) com 30 genotipos de heliconias, classificou hastes florais de H. chartacea como
grandes, o que indica um alto grau de dificuldade para o manuseio e exigindo cuidados

especiais, para o embalamento e transporte.

Ambas caracteristicas, didmetro e o comprimento da haste, tém grande importancia na
resisténcia da flor aos ventos enquanto estas estdo no campo, no transporte do campo para o
local de tratamento pds colheita das hastes florais, selecao, embalagem e a durabilidade pods-
colheita, visto que hastes com didmetros maiores sao também mais rigidas. De acordo com
Albuquerque et al. (2010) e Guimaraes et al. (2010), isto se deve também a reserva de
carbono contida na haste, utilizada para prolongar a longevidade potencial das flores. Neste
sentido, Hermans et al. (2006) e Castro et al. (2007) afirmam que quanto maior o

comprimento e o didmetro da haste, maior também sera a durabilidade pds colheita.

Uma explicagdo a variacdo no didmetro das hastes, se d& justamente pela agdo da
duplicagdo cromossomica nos genotipos avaliados. Vakili (1967) utilizou a colchicina para
induzir a poliploidia em plantas de bananeira e observou que o agente antimitdtico aumentou
a taxa de mortalidade e retardou o crescimento das plantas, mas induziu a duplicacdo do
numero de cromossomos. De acordo com o autor, as plantas tetrapléides eram mais altas e
mais robustas do que as plantas diploides, mas cresciam mais lentamente com folhas mais

inclinadas e sistema radicular menos desenvolvido.

A presenca de cerosidade em grande quantidade foi constante na maioria dos gendtipos
avaliados (Figura 12 A), com exce¢do do genotipo 35 (Figura 12 B), que apresentou
cerosidade nos pseudocaules mais jovens e conforme se desenvolviam perdiam esta
caracteristica. Pereira (2012) avaliando progénies de meio irmaos de Heliconia ssp. observou
que esta caracteristica se mantinha nos hibridos avaliados, no entanto, apenas os hibridos
provenientes de H. chartacea apresentaram cerosidade no peciolo das folhas. Tais resultados
sdo apresentados por Borém; Miranda (2005), onde o autor salienta que uma das teorias da
herdabilidade ¢ que as caracteristicas que se desenvolvem em um curto periodo de tempo
estariam menos sujeitas as variagdes do ambiente e, dessa forma, apresentariam maior
herdabilidade do que as sujeita a um maior periodo durante a vida da planta. Como as
heliconias sdo espécies de ciclo curto, estando assim por menos tempo em campo e sofrendo

menos interferéncia do ambiente, estas caracteristicas estdao mais evidentes.
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Figura 12: Pseudocaule de H. chartacea var. Sexy Pink advindas de ensaio de indugdo da
poliploidia in vitro por duplicacdo somatica pela utilizagdo da colchicina. (A) Genétipo 27, (B)
Genotipo 35. Setas mostram a presenga de cerosidade. Manaus, AM. 2017.

E importante salientarmos a importancia da caracterizagio de gendtipos pelos
descritores morfo-agrondmicos, uma vez que este conhecimento permite a ado¢ao quase que
imediata de genotipos com caracteristicas de interesse por parte dos produtores e programas
de melhoramento da espécie ou mesmo para discriminagdo, identificagdo e caracteriza¢do de
genotipos potenciais para serem designados como variedades (BLIND, 2016; JOSHI et al.,
2010; PRAKASH et al., 2014).

Outro descritor morfoldgico avaliado e que apresentou resultado atrativo para o
mercado foi a alteracdo do limbo foliar do genotipo 35. Pudemos constatar que, ao contrario
do que se pode observar nas plantas do tratamento controle e nos demais gendtipos avaliados
(Figura 13 A), o gendtipo 35 se apresentou com as bordas do limbo inteiras e com coloragao
mais vivida (Figura 13 B), caracteristica esta que aumenta as possibilidades de utilizacao
deste gendtipo no paisagismo, uma vez que visualmente, ele se torna mais atrativo. A presenga
de cera na face superior e inferior do limbo foliar foi observada também exclusivamente nos
individuos deste gendtipo, o que confere a estes individuos uma protecdo extra contra as

perdas por transpiragao.
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Figura 13: Alteragdes no limbo foliar de H. chartacea var. Sexy Pink advindas de ensaio de
inducdo da poliploidia in vitro por duplicacdo somadtica pela utilizacdo da colchicina. (A)
Genotipo 12, (B) Gendtipo 35. Manaus, AM. 2017.

Por outro lado, observamos que durante a floracdo do clone 26 (Figura 14) foi
verificado a perda das folhas por necrose, um aspecto morfologico crucial. As folhas sdo os
tecidos de maior eficiéncia fotossintética que irdo produzir fotoassimilados que sao
transportados para as regides dreno e propiciardo melhores floragdes. Outro ponto a ser
considerado ¢ que uma das principais causas fisiologicas de deterioracdo dos produtos
vegetais ¢ a perda de agua, que provoca amarelecimento, enrugamento dos tecidos e,

consequentemente, perda de valor comercial.

A maior parte dos vegetais possui entre 80 a 90% de umidade em relagdo ao peso, uma
vez que hd auséncia de folhagem, as taxas fotossintéticas serdo extremamente reduzidas
diminuindo o tempo de permanéncia destas inflorescéncias no campo e a manuten¢do das
touceiras, isso porque o vapor de dgua produzido pelo processo de respiragdo celular, tende a
escapar pelos espacos intercelulares levando a deterioracdo prematura dos produtos

(HARDENBURG et al., 1986).
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Figura 14: Alteracdes no limbo foliar de H. chartacea var. Sexy Pink. (A,B) Gendtipo 26.
Setas indicam a perda das folhas. Manaus, AM. 2017.

As avaliagdes do comprimento da terceira folha (CFO) demonstraram uma variagao de
57,56 cm (genotipo 40) a 94,50 cm (genotipo 34) e apenas o gendtipo 6 apresentou folhas
com largura superior a 30 cm (Tabela 7).

Dentre os descritores correspondentes a area foliar evidenciados na Tabela 7, nao foi
apresentado variacao para: Posicao das folhas (PFO); Presenca de manchas no limbo da muda
(PML); Forma da base do peciolo (FBP); Margem da base escariosa (MBE) e Forma da
Margem do peciolo (FMP). Neste caso, todos os genotipos apresentaram folhas arcadas, sem

manchas, com peciolo estreito de margens eretas e fechadas e auséncia de base escariosa.

Inumeros parametros subjetivos, como beleza, exotismo e coloracdo contrastante, t€m
sido citados nos trabalhos com plantas ornamentais, como atributos utilizados para a
indicagdo de uso de uma espécie como flor de corte, porém, uma série de caracterizagdes se
fazem necessarias para padronizagcdo destas para o produtor e consequentemente para o
consumidor final. Segundo Broschat et al. (1984), as inflorescéncias podem ser colhidas
quando atingirem adequado estddio de maturidade, pois a abertura adicional das bracteas nao
ocorre apos o corte. Desse modo, as heliconias dependendo do efeito desejado, devem ser

colhidas, quando uma a trés bracteas estejam abertas.
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Tabela 7:

Caracterizacdo de 41 gendtipos de H. chartacea, considerando analise de
descritores morfologicos da folha. Manaus, AM. 2017.

Genétipo. CFO LFO LIM CFI CFS TCN CMP CLD CLV FBL CBL CIB
1 70.87 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Verde claro Purpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
2 79.50 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Am. esver. Verde Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Am. esver.
3 83.75 Mediana  Rasgado Verde médio  Verde médio Am. esver. Verde Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Am. esver.
4 80.50 Mediana  Rasgado Verde médio Verde escuro Am. esver. Verde Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Am. esver.
5 76.10 Mediana  Rasgado Verde médio Verde escuro Am. esver. Verde Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
6 73.10 Larga Rasgado Verde escuro Verde escuro Am. esver. Purpura Aus.  Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
7 79.75 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Am. esver. Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
9 67.77 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Am. esver. Purpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
10 85.75 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Am. esver. Verde Aus.  Aus. Amb. redondas Desiguaic Am. esver.
11 82.69 Mediana  Rasgado Verde médio  Verde médio Am. esver. Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
12 85.00 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Am. esver. Purpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
13 65.74 Mediana  Rasgado Verde médio  Verde médio Am. esver. Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
14 67.82 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Purpura Aus.  Aus. Amb. redondas Variavel Am. esver.
15 85.82 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
17 87.24 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
18 82.24 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Purpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
20 71.00 Mediana  Rasgado Verde médio  Verde médio Verde claro Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
21 80.50 Mediana  Rasgado Verde escuro Verde escuro Am. esver. Purpura Aus.  Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
22 80.43 Mediana  Rasgado Verde médio Verde escuro Am. esver. Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
23 79.25 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde claro  Am. esver. Purpura Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Verde claro
24 81.00 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Verde Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Am. esver.
25 76.56 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Parpura Aus.  Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
26 73.36 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Purpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
27 84.50 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Am. esver. Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Desiguai¢ Verde claro
28 87.75 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Am. esver. Verde Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Verde claro
29 85.25 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Am. esver. Verde Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Verde claro
30 83.50 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Am. esver. Verde Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Verde claro
31 93.00 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Verde claro Purpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
32 87.00 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Verde claro Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Am. esver.
33 91.00 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Purpura Aus.  Aus. Amb. redondas Desiguaic Verde claro
34 94.50 Mediana  Rasgado Verde médio  Verde médio Am. esver. Verde Aus. Aus. Amb. redondas Desiguaic Verde claro
35 83.00 Mediana Nao Rasgado Verde médio Verde escuro Verde claro Purpura Média Média Amb. Afiadas  Variavel Verde médio
36 88.56 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Purpura Aus  Aus  Amb. redondas Variavel Verde claro
37 61.37 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Verde claro Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
38 80.25 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro Am. esver. Purpura Aus. Aus. Amb. redondas Variavel Verde médio
39 78.25 Mediana  Rasgado Verde médio  Verde médio Am. esver. Parpura Aus. Aus. Amb. redondas Desiguai¢ Verde claro
40 57.56 Mediana  Rasgado Verde médio Verde médio Am. esver. Purpura Aus.  Aus. Amb. redondas Variavel Verde claro
41 83.73 Mediana  Rasgado Verde escuro  Verde escuro  Verde médic Verm.rosado  Aus.  Aus. Amb. redondas Desiguai¢ Verde claro

CFO = Comprimento da terceira folha; LFO = Largura da terceira folha; LIM = Limbo; CFI = Cor verde da face
inferior da folha; CFS = Cor verde da face superior da folha TCN = Tonalidade da cor da face inferior da
nervura principal; CMP = Cor da margem do peciolo; CLD = Cerosidade do limbo na superficie dorsal da folha;
CLV = Cerosidade do limbo na superficie ventral da folha; FBL = Forma da base do limbo; CBL = Comparagdo

das dimensdes da base do limbo; CIB = Cor interna das bainhas.

Albuquerque et al. (2010) relata sobre a importancia e do interesse que compradores ¢

empresarios do segmento da Floricultura Tropical de corte tém demonstrado em padronizar o
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tamanho da haste de flores tropicais visando ao consumidor final. Estes autores fornecem uma
lista para classificacdo por escala de pontos que permite a definicdo das espécies em pouco
adequadas (abaixo de 25 pontos), moderadamente adequadas (entre 25 e 35 pontos) e
adequadas (acima de 35 pontos) ao uso como flores de corte. Seguindo estes parametros, a H.
chartacea ¢ classificada como moderadamente adequada, devido as inumeras restrigdes em
todos os aspectos avaliados, destacando se as dificuldades de embalamento, esta caracteristica

também foi relatada por Watson; Smith (1979).

Os dados apresentados na Tabela 8 mostram que mais uma vez o genotipo 35 se
destacou dos demais em relacdo a posi¢do da inflorescéncia. A H. chartacea var. Sexy Pink
apresenta inflorescéncias pendentes, o genotipo 35 por sua vez produziu inflorescéncias eretas,
€ mais compactas, com menos de 40 cm de comprimento (CI), o que segundo Albuquerque et
al. (2010), colocaria este gendtipo em um outro nivel e o classificaria como “adequado” para a

comercializacdo como flor de corte.

Os demais genotipos necessitariam de um embalamento individual em funcdo do seu
tamanho, o que exigiria um manuseio cuidadoso para evitar a ruptura do eixo onde se inserem
as bracteas, ja que os genotipos apresentaram tor¢ao da raquis o que tornaria o processo de
preparo pos colheita excessivamente lento, além do uso de protecdo as bracteas, recursos que

incluem um componente adicional ao prego de venda.

Para os descritores das inflorescéncias ndo houve polimorfismo para: Comprimento da
2% bractea (CB): média; Largura da segunda bractea (LB): estreita; Angulo da 1* bractea em
relagdo ao pedunculo (ABP): > 90°; Visualizagao da raquis (VR):Visivel; Forma do apice da
bractea (FAB): afilado; Pilosidade das bracteas (PB): ausente; Simetria da bractea (SB):
Assimétrica; Numero de bracteas na inflorescéncia madura (NBI): Média; Cor da base do
perigdnio (CBP): Creme; Cor dos 16bulos do perigonio (CLP): laranja-amarelada; Presenca de
antocianina no perigonio (PAP): ausente; Presenca de Polen (PPO):ausente; Ovario: Cor do

fruto maduro (OCM): azul arroxeado.

61



Tabela 8:

Caracterizagdo de 41 genotipos de H. chartacea, considerando andlise de
descritores morfoldgicos da inflorescéncia. Manaus, AM. 2017.

Genétipos PIH CI TR LI FE CEB CRA CBE CBI CSE CPE OCI PF
1 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosaclaro Rosaescuro Rosabebé  Verde claro  Verde claro Creme Longo
2 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
3 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
4 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosaescuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
5 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
6 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosaclaro  Rosabebé Verde escuro Verde escuro Creme Longo
7 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosaclaro Rosaalaran. Verde médio Verde médio Creme Longo
9 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
10 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosaclaro Rosaescuro Rosabebé  Verdeclaro Verdeclaro Creme Longo
11 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosaclaro Rosaescuro Rosabebé  Verdeclaro Verde claro Creme Longo
12 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosaclaro Rosaescuro Rosabebé  Verdeclaro Verdeclaro Creme Médio
13 NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID
14 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Pouca Rosaalaran. Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
15 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosaescuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
17 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosaclaro Rosaescuro Rosabebé  Verdeclaro Verdeclaro Creme Longo
18 Pendente Média Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
20 NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID
21 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosa escuro Rosa alaran. Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
22 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosaclaro Rosabebé  Rosabebé  Verdeclaro Verdeclaro Creme Longo
23 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Pouca Rosaescuro Rosaclaro  Rosaclaro  Verdeclaro Verde claro Creme Longo
24 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosa alaran. Rosa alaran. Rosaclaro Verde médio Verde médio Creme Longo
25 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosaescuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
26 Pendente Grande Pres. Média Variavel Muita Rosa escuro Rosaclaro  Rosaclaro  Verde claro  Verde claro Creme Longo
27 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosaclaro Rosaclaro  Rosaclaro Verde médio Verde médio Creme Longo
28 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosabebé  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
29 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Média Rosa escuro Rosaclaro  Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
30 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Pouca Rosaescuro Rosaalaran. Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
31 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Muita Rosa escuro Rosaalaran. Rosabebé Verde médio Verde médio Creme Longo
32 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosa escuro Rosaalaran. Rosabebé  Am.esver. Am.esver. Creme Longo
33 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Pouca Rosaescuro Rosaclaro  Rosabebé  Verdeclaro Verde médio Am. Longo
34 Pendente Grande Pres. Larga Varidvel Pouca Rosaescuro Rosaclaro  Rosabebé Verde escuro Verde escuro Creme Longo
35 Ereta ~ Média Aus. Média  Pres. Pouca Vermelho  Vermelho Vermelho ~ Am. esver. Am.esver. Creme Longo
36 NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID
37 NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID
38 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosa escuro Rosaalaran. Rosabebé  Verde claro Verde claro Creme Longo
39 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosa escuro Rosaclaro Rosaalaran. Verdeclaro Verdeclaro Creme Longo
40 NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID NID
41 Pendente Grande Pres. Larga Variavel Muita Rosa escuro Rosaescuro Rosabebé Verde escuro Verde escuro Creme Médio

PIH = Posicionamento da inflorescéncia em relacdo a haste; CI = Comprimento da inflorescéncia; TR = Torgao
da raquis; LI = Largura da inflorescéncia; FE = Folha na extremidade (1* bractea); CEB = Cerosidade das
bracteas; CRA = Cor da raquis; CBE = Cor da bractea externa; CBI = Cor da bractea interna; CSE = Cor da
Sépala; CPE = Cor da Pétala; OCI = Ovario: Cor do fruto imaturo; PF = Periodo de florescimento. *NID = Nao
identificado — Os genotipos ndo emitiam floragdo até o fim da avaliagdo.

Os gendtipos 13, 20, 36, 37 e 40, ao final dos dois anos do periodo de avaliacdo, ainda

ndo haviam emitido inflorescéncias (Tabela 8). As heliconias sdo flores tropicais de corte e a

haste floral ¢ o produto final de importancia comercial utilizada em arranjos e preparo de
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buqué, desta forma para o produtor o maior numero de haste floral representa menor custo de
produgdo, maior competitividade e maior rentabilidade. Conforme Broschat; Donselman
(1983), as espécies neotropicais de heliconias, produzem inflorescéncias terminais, apds a
emissao de 4 a 5 folhas, o que nao foi observado para estes genotipos. Como a H. chartacea
apresenta as bordas do limbo rasgadas e os gendtipos 13, 20, 36, 37 e 40 ndo apresentaram
inflorescéncia, uma outra utilizagdo para estes clones seria a composicao paisagistica como
folhagens, ja que sua exoticidade permite esta finalidade.

O comprimento da bractea (CB) classificado como médio (11 a 40 cm) € importante,
devido normalmente representar o maior destaque nos arranjos de flores e, por conseguinte,
na apreciagdo do cliente. Como ndo houve alteragdes nesta caracteristica, podemos afirmar

que nao houve perda de uma das principais caracteristicas comerciais desta espécie.

A auséncia de pilosidade nas bracteas (PB), ¢ uma caracteristica positiva, isso porque a
presenca de pelos interfere sobretudo no manuseio, preparo e transporte. O prejuizo ao
manuseio se deve ao fato de ocorrer a formacdo de uma camada protetora nas bracteas, que
pode minimizar os beneficios do tratamento de condicionamento efetuado para a retirada do
calor de campo e restauracao da turgescéncia de flores colhidas. A camada pilosa pode
também abrigar pequenos insetos, residuos de inseticidas e particulas de po, acarretando em
um intenso manuseio e preparo, aumentando os custos de producdo. Outro ponto negativo da
presenga de pilosidade em relacdo ao transporte ¢ que o atrito das inflorescéncias ocasiona a
queda localizada de pelos em algumas bracteas, prejudicando o aspecto da inflorescéncia e
comprometendo sua qualidade. Adicionalmente Broschat; Donselman (1983) alertam para a
necessidade de embalagens que se mantenham secas para um transporte adequado, e a
pilosidade permite o armazenamento nas bracteas de excessiva umidade, podendo migrar para

as embalagens.

As Figuras 15 e 16, apresentam as inflorescéncias dos 33 gendtipos que obtiveram
floracdo ao final das avalia¢des, onde ¢ possivel observar particularidades entre os genotipos e

destacar aspectos desejaveis.
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Figura 15: Inflorescéncias dos dendtipos de H. chartacea var. Sexy Pink advindas de ensaio
de indugdo da poliploidia in vitro por duplicagao somatica pela utilizacao da colchicina. De 1
a 25: Genotipos poliploides. Manaus, AM. 2017.
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Figura 16: Continuacdo. Inflorescéncias dos gendtipos de H. chartacea var. Sexy Pink
advindas de ensaio de indugdo da poliploidia in vitro por duplicacdo somatica pela utilizagao
da colchicina. De 26 a 41: Genotipos poliploides. 42: Area de cultivo. Manaus, AM. 2017.

O periodo para emissdo da primeira inflorescéncia variou bastante entre os genotipos.
Seguindo a caracterizagdo proposta por Guimaraes et. al. (No prelo), os genodtipos 12 e 41
apresentaram inflorescéncia até oito meses apos o plantio (sete e oito meses respectivamente)
e foram assim classificados como pertencentes ao grupo de floragdo comum periodo médio,
enquanto os demais gendtipos floraram somente apos os oito meses, sendo assim classificados
como possuindo periodo para floragao longo.

Lamas (2002), enfatiza que o ponto de colheita de uma flor equivale a um estadio de
abertura em que esta podera completar seu desenvolvimento com sua colocacdo somente em
agua. Este estadio de desenvolvimento necessario para colheita varia muito em fungdo da

regido, €poca do ano, condi¢cdes de cultivo (campo ou estufa), variedade e distancia do
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mercado. Portanto, a colheita deve seguir recomendagdes regionais, atendendo padrdes de
qualidade definidos especificamente para cada material vegetal o que sustenta esse tipo de

caracterizacgao feito para estes gendtipos poliploides.

6.2 Caracterizacdo Estomatica

A importancia de se conhecer o valor dos parametros genéticos para estes caracteres
podera contribuir para futuros programas de melhoramento genético em heliconias. Como os
dados apresentaram distribuicdo normal (teste de Lilliefors), nenhuma transformagdo foi
necessaria. Os caracteres que apresentam o CVg superior ao CVe indicam melhores condigdes
para ganhos na selegdo através de métodos simples de melhoramento, como a selecao massal
(VENCOVSKY; BARRIGA, 1992). As estimativas do CVg sdo de suma importancia por
expressar a quantidade de variagdo existente entre os genotipos. Deste modo, a variacao
genética dos genotipos, apesar dos baixos indices obtidos, pode ser confirmada, existindo a
possibilidade de ganhos expressivos no processo de producdo de muda da espécie. A razao
entre CVg/CVe assumiu valores superiores a unidade (1,08) para densidade estomatica

(Tabela 9), valores considerados ideais para a selecdo segundo Cruz; Carneiro (2014).

Tabela 9: Quadrados médios e parametros genéticos referentes a densidade estomatica (DE),
diametro polar dos estomatos (DP), didmetro equatorial dos estomatos (DQ) e a
funcionalidade estomatica (FUN), avaliados em 37 gendtipos de H. chartacea. Manaus, AM.
2017.

L Quadrados Médios

Fonte de Variacao GL

DE DP DQ FUN
Genotipo (C) 36 42548177 6,9917** 6,4243%* 0,0876**
Regido da folha (R) 1 3361480,1521** 262,3650%* 69,4693 ** 0,0000
CxR! 36 3240,8273** 3,0500%** 1,3582n 0,0252n
Residuo 148 145,2623 1,5506 1,0253 0,0247

Parametros genéticos

Média 136,9350 19,6232 10,6391 1,8638
CVe (%)? 8,80 6,35 9,52 8,43
Var. Genotipica 168,9984 0,6569 0,8443 0,0104
Componente de varidncia CxR 1031,8550 0,4998 0,1110 0,0002
Var. residual 145,2623 1,5506 1,02526 0,0247
Herdabilidade (%) 23,83 56,37 78,86 71,21
CVg (%) 9,4935 4,1304 8,6368 54711
CvVg/Cve* 1,0786 0,6509 0,9075 0,6491

ns; k5 % 3o significativo, p < 0,01, p < 0,05, respectivamente, pelo teste F. linteragdo gendtipos x regido da folha;
2Coeficiente de variagdo experimental; *Coeficiente de variagdo genético; “Razdo entre o coeficiente de variagdo
genético e o coeficiente de variagdo experimental.
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Como pode ser observado na Tabela 9, apenas a densidade estomatica (DE) apresentou
a razdo entre o coeficiente de variagdo genético e o coeficiente de variagdo experimental
maior que a unidade. Neste caso, ganhos seletivos devem ser mais expressivos se praticados
para densidade estomatica e menores para didmetro polar dos estomatos e funcionalidade

estomatica.

As variaveis DP, DQ e FUN apresentaram boa herdabilidade (> 50%), sendo esta uma
condicdo favoravel a selecdo. Altos valores de herdabilidade sugerem grandes possibilidades
de ganho genético, tendo em vista que o progresso esperado com a sele¢cdo depende da
herdabilidade, da intensidade de selecao e do desvio padrao fenotipico do carater, segundo

Cruz; Carneiro (2014).

Os resultados relacionados a densidade estoméatica (DE) apresentaram interacdo entre
as regides da folha e entre os fatores estudados (Tabela 9). O fato da regido das folhas ser
significativo para DE indica que a densidade estomatica ¢ significantemente diferente de
acordo com a regido da folha avaliada. Do mesmo modo, CxR ser significatico para DE indica
que os gendtipos tém classificagcdes diferentes de acordo com a regido da folha, ou seja,
genodtipos com maiores densidades estomaticas abaxiais ndo sdo aqueles que possuem as
maiores DE adaxiais. Observa-se também que ndo ha diferenca significativa da DE entre os

genotipos estudados.

As mensuragdes de DP e DQ também se mostraram altamente significativa, porém,
apenas a DP apresentou interagdo entre os fatores. O DQ ¢ uma importante caracteristica
adaptativa das plantas em situagdo de estresses em relagdo aos seus estomatos. Khan et al.,
(2003) afirmam que alteracdes na forma dos estdmatos afeta diretamente a funcionalidade dos
mesmos, visto que a forma mais eliptica ¢ caracteristica de estdmatos funcionais, enquanto
que a forma mais esférica estd, frequentemente, associada a estOmatos com baixa
funcionalidade e de igual maneira, ambas formas sdo obtidas de acordo com o maior ou

menor DQ respectivamente.

Estudos semelhantes foram realizados por Yukawa et al., (1992), que avaliaram
diferengas no DQ dos estdmatos do género Dendrobium, e observaram variagdes entre
diferentes individuo bem como entre os individuos da mesma espécie. Para estes autores o
diametro equatorial pode ser vantajoso como marcador taxondmico de espécies. Yordanova et

al., (2005) também observaram alteragdes no DQ de estomatos de cevada (Hordeum vulgare)
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em situa¢do de alagamento, entretanto, Striker et al. (2005), ndo identificaram mudangas na
quantidade e no tamanho de estdmatos em legumes de regides alagadas. Desta forma, pode-se
sustentar que as modificagdes estomaticas ndo sdo muito claras para todas as espécies, mesmo
expostas a0 mesmo tipo de alteracdo ambiental, e que estudar alteracdo anatdémica dos
estomatos com diferentes situagdes, pode contribuir tanto na caracterizacdo de diferentes

materiais cultivados quanto sua adaptabilidade em condigdes adversas.

Observando a tabela 10, onde ¢ apresentada a matriz de correlagcdo entre as varidveis
relacionadas as andlises estomaticas, ¢ possivel verificar que existe boa correlagdo (r > 0,5)
entre os descritores diametro polar (DP) dos estomatos e didmetro equatorial (DQ) dos
estomatos. Esta correlacdo ¢ comum, visto que quanto maior o diametro polar, maior serd a

abertura do estomato e consequentemente o didmetro equatorial do mesmo.

Quanto menor for a correlagdo entre varidveis, menor sera seu aproveito para
capacidade combinatoria de caracteres. As correlagdes que apresentaram valores r < 0,
indicam dificuldade para aprimoramento combinatério de tais caracteristicas, visto que ha
predomindncia de atuacdo para o componente ambiental. Ainda nessa diretriz, podemos
destacar a funcionalidade estomatica (FUN), que apresentou correlagdo negativa com o
diametro equatorial, tanto na parte abaxial quanto na parte adaxial das folhas. Segundo
Miglioranza; Oliveira (2013), a relagao entre os DQ e FUN fornece um bom indicativo do

formato dos estomatos, e a relacdo com a taxa transpiratoria das plantas.

De acordo com os resultados desta pesquisa, podemos deduzir que estdbmatos menos
elipsoides possuem maior funcionalidade e podem apresentar uma menor transpiragao,
embora nao tenha sido testada neste trabalho esta hipotese. O importante dos resultados da
FUN est4 na reducdo da transpiragio (BARRIOS; HERNANDEZ, 2003; SOUZA et al., 2010).
Virios autores tém relatado que a reducdo da transpiracdo foi observada em plantas que
apresentaram alta funcionalidade estomatica (BOEGER, WISNIEWSKI, 2003; SANTIAGO
et al., 2001; SOUZA et al., 2007; CASTRO et al., 2009).
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Tabela 10: Coeficientes de correlacdo entre a densidade estomatica (DE), didmetro polar dos
estomatos (DP), diametro equatorial dos estomatos (DQ) e a funcionalidade estomatica (FUN),
avaliadas em 37 genétipos de H. chartacea nas regides adaxial'’ e abaxial® das folhas.

Caracteres DP! DQ! FUN! DE? DP? DQ? FUN?
DE! -0,0348 -0,1941 0,1679 0,5405%* -0,1411 -0,1062 0,0568
DP! 0,5452%* 0,1422 -0,0819 0,3994* 0,3880%* - 0,2600
DQ! -0,7446** -0,2103 0,6014** 0,7093** - 0,6504**

FUN! 0,1347 -0,3633* -0,5082%* 0,5572%*
DE? -0,2139 - 0,0693 -0,1033
DP? 0,8773%** - 0,5728**
DQ? - 0,8888**

** * - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t.

Os estomatos dos genotipos apresentaram morfologia tetracitica e células-guarda sem
alteragdes significativas; porém, possuiram uma menor densidade estomatica, além de um
tamanho maior que os estomatos apresentados pelo tratamento controle (Figura 17; Tabela 11).
Estas diferengas no tamanho e nimero de estdmatos por area tém sido caracteristicas comuns
apresentadas por diversos materiais vegetais submetidos a poliploidizacao, sendo utilizadas
como caracteristicas base na identificacdo de individuos poliploides em diversos estudos
(CAVALCANTE FILHO, 2011; GLOWACKA et al., 2010; VIEHMANNOVA et al., 2009;
ZHANG et al., 2010).

(= >
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Figura 17: Formato dos estomatos e das células guarda dos gendtipos poliploides de H.
chartacea var. Sexy Pink, na parte Abaxial (A) e Adaxial (B). Barra = 20 pm. Manaus, AM.
2017.

As maiores DE foram observadas nos genoétipos 1 e 14 para parte adaxial das folhas
enquanto que para parte abaxial, os genotipos 10, 12 e 14 foram os que apresentaram valores
mais elevados. Os menores valores foram verificados nos genétipos 7 e 35 para parte adaxial

e 7 e 13 para parte abaxial das folhas. O gendtipo 7 foi o inico que apresentou os menores
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valores de DE tanto na parte adaxial quanto abaxial das folhas, com 1,43 e 150,79 estomatos

por milimetro quadrado respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11: Médias estimadas da densidade estomatica (DE), diametro polar dos estomatos
(DP), diametro equatorial dos estomatos (DQ) e a funcionalidade estomatica (FUN), avaliadas

em 37 genotipos de H. chartacea em diferentes regioes da folha. Manaus, AM. 2017.

Regioes da folha
Gendétipos Adaxial Abaxial

DE DP DQ FUN DE DP DQ FUN
1 2857 a! 21,78 a 1024 b 2,13 a 249,52 d 17,20 b 9,35 b 1,95 a
2 11,27 d 20,84 a 11,34 a 1,85 b 260,79 ¢ 19,73 a 10,54 a 1,88 a
3 18,73 b 20,30 b 11,93 a 1,72 b 264,13 ¢ 1745 b 9,19 b 1,90 a
4 10,00 d 18,66 b 10,31 b 1,83 b 268,41 ¢ 16,84 b 891 b 1,89 a
5 943 e 21,59 a 12,21 a 1,77 b 287,30 b 20,09 a 11,43 a 1,76 b
6 10,95 d 19,09 b 10,73 b 1,78 b 23937 d 1722 b 8,86 b 1,96 a
7 143 f 22,73 a 11,38 a 2,00 a 150,79 g 19,35 a 10,21 a 1,90 a
9 16,67 ¢ 19,56 b 10,66 b 1,84 b 299,05 b 1623 b 793 b 2,06 a
10 20,16 b 20,50 a 10,23 b 2,01 a 38587 a 18,78 a 10,89 a 1,73 b
11 1556 ¢ 1994 b 11,29 a 1,77 b 289,37 b 19,08 a 10,75 a 1,78 b
12 16,03 ¢ 1947 b 10,01 b 1,95 a 36556 a 17,13 b 8,77 b 1,95 a
13 11,11 d 20,56 a 10,72 b 1,94 a 159,05 g 19,18 a 934 b 2,07 a
14 31,90 a 20,54 a 10,40 b 1,98 a 358,57 a 18,73 a 991 b 1,89 a
15 6,67 ¢ 19,09 b 890 b 2,19 a 207,46 ¢ 17,85 b 887 b 2,01 a
17 14,13 d 19,69 b 11,52 a 1,71 b 276,03 ¢ 16,56 b 892 b 1,86 a
18 7,14 e 20,09 b 10,62 b 1,90 a 258,10 ¢ 18,26 b 9,73 b 1,89 a
20 1794 b 20,78 a 12,63 a 1,65 b 268,57 ¢ 1990 a 11,54 a 1,72 b
21 1,b75 d 19,79 b 9,82 b 2,02 a 287,46 b 1537 b 732 b 2,11 a
22 7,62 ¢ 22,18 a 1238 a 1,80 b 260,63 ¢ 17,57 b 1098 a 1,62 b
23 11,59 d 21,20 a 1245 a 1,70 b 218,57 e 1985 a 11,98 a 1,66 b
24 18,73 b 2098 a 10,88 b 1,93 a 309,68 b 19,08 a 10,85 a 1,76 b
25 794 ¢ 2130 a 11,28 a 1,89 a 237,78 d 18,03 b 10,66 a 1,69 b
26 1889 b 21,09 a 11,00 b 1,92 a 24238 d 16,03 b 827 b 1,94 a
27 14,76 ¢ 18,19 b 1043 b 1,76 b 22429 ¢ 17,82 b 9,08 b 1,98 a
28 1794 b 21,17 a 11,88 a 1,80 b 27524 ¢ 19,62 a 11,07 a 1,77 b
29 11,07 d 20,77 a 11,30 a 1,86 b 244,13 d 18,82 a 9,57 b 1,97 a
30 1635 ¢ 21,53 a 11,85 a 1,82 b 269,05 ¢ 18,84 a 10,97 a 1,72 b
31 1937 b 21,79 a 11,83 a 1,84 b 264,60 ¢ 19,80 a 11,19 a 1,79 b
32 18,57 b 21,29 a 11,30 a 1,88 a 25143 d 18,59 a 10,33 a 1,82 b
33 1587 ¢ 21,78 a 10,62 b 2,06 a 273,33 ¢ 18,89 a 899 b 2,10 a
34 825 e 21,10 a 11,73 a 1,80 b 307,46 b 19,87 a 12,20 a 1,63 b
35 0,79 f 20,75 a 12,74 a 1,64 b 18397 £ 2097 a 1248 a 1,68 b
36 11,59 d 21,28 a 12,59 a 1,70 b 196,35 £ 21,24 a 1231 a 1,73 b
38 13,65 d 22,17 a 11,75 a 1,89 a 258,89 ¢ 20,24 a 11,09 a 1,83 b
39 9,84 d 23,62 a 11,72 a 2,02 a 270,95 ¢ 17,80 b 837 b 2,13 a
40 1984 b 2023 b 11,40 a 1,78 b 246,35 d 20,16 a 11,65 a 1,73 b
41 11,59 d 1885 b 10,25 b 1,88 a 209,05 e 17,70 b 846 b 2,09 a

Média 13,88 20,71 11,2 1,86 259,99 18,54 10,08 1,86

CVe (%) 14,87 6,34 9,23 8,5 6,56 6,33 9,89 8,4

"Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, pertencem a um mesmo grupo de acordo com o critério de
agrupamento de Scott e Knott, a 5% de probabilidade; ?Coeficiente de variagdo experimental.
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Castro et al. (2009) relatam que uma maior quantidade de estomatos por unidade de area
foliar pode conferir a espécie em estudo, uma alta adaptabilidade a ambientes secos ou de
pouca disponibilidade de agua. Logo, uma maior DE pode permitir uma abertura estomatica
em um espago de tempo menor, permitindo uma captagao adequada de CO; e reduzindo o
tempo em que esses estomatos ficam abertos, diminuindo, consequentemente a transpiragao,
permitindo uma melhor adaptacdo das plantas as condi¢des de pouca disponibilidade de dgua

(MIGLIORANZA; OLIVEIRA, 2013).

Uma maior funcionalidade estomatica pode ser associada com a reducdo da transpiragao,
pois os estOmatos se tornam mais elipticos (BATISTA et al., 2010; CASTRO et al., 2009;
SOUZA et al., 2010), a redugdo da transpiragao pode ainda ser associada com uma maior DE,
que frequentemente ¢ observada em condi¢des de maior quantidade de radiagdo e de menor
disponibilidade de 4gua (BOEGER; WISNIEWSKI, 2003; CASTRO et al., 2009;
SANTIAGO et al., 2001; SOUZA et al., 2007). Dessa forma, entre as variedades com maiores
valores para a FUN e DE, destacam-se os gendtipos 1, 12 e 14 (Tabela 11), sendo que as
melhores médias foram obtidas pelo genotipo 14, tanto para parte adaxial quanto para parte
abaxial, sendo o Unico a expressar esta caracteristica, demonstrando que esse genotipo

apresenta os estomatos mais funcionais.

A DE foi em média 94,73% maior na parte abaxial comparada a parte adaxial. A
densidade estomatica da epiderme adaxial pode ser menos responsiva as variagdes ambientais
devido a radiagdo ser diretamente incidente sobre esta (CASTRO et al., 2009) e a transpiragao

ocorrer principalmente pela epiderme da face abaxial (STRECK, 2003).

Apesar dos valores obtidos para DP e DQ terem sido altamente significativos para as
regides das folhas e terem apresentado interagdo entre os fatores (Tabela 9), gendtipos que
apresentaram menores DE podem apresentar menor adaptabilidade as alteragcdes ambientais,
uma vez que a dimensdo e a posicdo dos estdmatos também afetam na absorcdo de CO,. A
redu¢@o no tamanho dos estomatos ¢ um evento reconhecidamente importante na regulagdo
das trocas gasosas, uma vez que folhas com estdbmatos menores apresentam maior eficiéncia
no uso da agua por apresentarem um menor tamanho dos poros estomaticos, condicionando
assim uma menor perda de agua por transpiracao (BOEGER, WISNIEWSKI, 2003; NEJAD,
VAN MEETEREN 2005; PEARCE et al., 2006).

71



Contudo, alteragdes no comportamento estomadtico, associados aos aspectos de
dimensao e densidade, sdo caracteristicas muito variaveis em plantas em fun¢do do ambiente
(MELO et al., 2004), da constitui¢ao genética da espécie (ALVES et al., 2001; CAMARGO,
MARENCO, 2011), e frequentemente em plantas submetidas a diferentes condi¢cdes de
estresses (CASTRO et al., 2005).

5.2 Citometria de fluxo

O conteudo de DNA dos 37 gendtipos poliploides de H. chartacea var. Sexy Pink esta
representado na Tabela 12, e pode ser melhor visualizado na Figura 18. O teste de médias

mostrou diferengas significativas entre os genotipos avaliados.

Tabela 12: Contetido de DNA estimado por citometria de fluxo em gendtipos de H. chartacea
induzidos a poliploidia utilizando os tratamento 1 — controle (T1), tratamento 2 — 0,01% de
colchicina (T2), tratamento 3 — 0,05% de colchicina (T3) e tratamento 4 — 0,1% de colchicina
(T4), Manaus, AM. 2017.

Genot Trat. Nivel de Conteudo de Genoti Trat. Nivel de Conteudo de
ipo Ploidia DNA (pg) po Ploidia DNA (pg)

1 T2 Diploide 1,220 m? 22 T2 Diploide 3,443 e
2 T2 Diploide 1,163 m 23 T1 Mixoploide 3,337 e
3 T3 Mixoploide! 3,130 g 24 T2 Mixoploide 3,383 e
4 T3 Mixoploide 4,200 a 26 T2 Mixoploide 1,213 m
5 T3 Mixoploide 3,860 c 27 T3 Diploide 3,053 g
6 T1 Mixoploide 3,117 g 28 T3 Mixoploide 3,170 g
7 T2 Mixoploide 4,020 b 29 Tl Mixoploide 2,897 h
9 T2 Mixoploide 3,257 f 30 T2 Mixoploide 3,947 b
10 Tl Mixoploide 3,083 g 31 T4 Mixoploide 3,803 c
11 T2 Mixoploide 3,983 b 32 T3 Mixoploide 1,283 m
12 T3 Tetraploide 1,783 k 33 T3 Tetraploide 1,637 1
13 T2 Tetraploide 2,003 j 34 Tl Mixoploide 3,890 c
14 T3 Diploide 1,167 m 35 T3 Mixoploide 4,280 a
15 Tl Mixoploide 3,760 c 36 T2 Tetraploide 2,167 i
16 Tl Diploide 1,197 m 38 T2 Mixoploide 3,793 c
17 T2 Mixoploide 3,253 f 39 T1 Mixoploide 3,603 d
18 Tl Mixoploide 3,947 b 40 T3 Diploide 1,027 n

20 T3 Diploide 1,223 m 41 T1 Mixoploide 3,693 d

! Mixoploide: Plantas com tendéncia a Tetraploide; 2Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, pertencem
a um mesmo grupo de acordo com o critério de agrupamento de Scott ¢ Knott, a 5% de probabilidade;
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Figura 18: Conteudo de DNA estimado por citometria de fluxo em gendtipos de H. chartacea
induzidos a poliploidia.

Meédias seguidas de mesma letra, em cada coluna, pertencem a um mesmo grupo de acordo
com o critério de agrupamento de Scott e Knott, a 5% de probabilidade.

Nas plantas superiores, Loureiro; Santos (2004) explicam que o crescimento e divisao
celular ¢ um processo ciclico. No modelo de ciclo celular apresentado por Howard; Pelc
(1986), o tempo entre cada mitose encontra-se dividido em trés fases: G1, S e G2. Durante o
periodo de crescimento celular (fase G1) uma célula diploide apresenta um contetido 2C (C —
conteudo de um conjunto haploide de cromossomas) em DNA nuclear, possui duas copias de
cada gene. Durante a fase S ocorre a duplicagdo do genoma nuclear e na fase seguinte (fase
G2) ocorre o segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o conteido em DNA
nuclear ¢ mantido no nivel 4C. Os resultados expressos na Tabela 12 e na Figura 18
apresentaram clara relagdo entre o conteido de DNA e o nivel de ploidia dos materiais
avaliados, quando comparados com pico G1, permitindo assim a separagdo dos diferentes
geno6tipos de acordo com seu nivel de ploidia. O conteido 2C de DNA nuclear dos gendtipos
diploides variou de 1,03 a 1,28 pg, enquanto que nos gens tetraploides a variacao ficou entre
1,64 e 2,16 pg e nos mixoploides entre 2,90 e 4,28 pg. O menor conteudo de DNA foi
encontrado no gendétipo 40, diploide com 1,03pg, € o maior contetido de DNA para o gendtipo

35, mixoploide com 4,28 pg, ambos pertencentes ao tratamento 3 (0,1% de colchicina).

Mesmo plantas que ndo receberam o tratamento com colchicina apresentaram variagao
no conteudo de DNA (mixoploides), o que provavelmente ocorreu devido a uma variacao
somaclonal proveniente do cultivo in vitro desse material, o que nao descarta a confiabilidade
dos dados obtidos, uma vez que ndo ha nenhum exemplar tetraploide entre os gendtipos do
tratamento controle. Este fenomeno tem sido observado em varias plantas durante a cultura de
tecidos (REZENDE et al., 2008; SANTANA et al., 2008; LIMA et al., 2008). A variabilidade

genética ¢ normalmente chamada variagdo somaclonal em clones propagados in vitro
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(LARKIN; SCOWCROFT, 1981), que ¢ uma variacao fenotipica de origem genética, ou seja,
uma variagdo cromossdmica que se torna herddvel nas geragdes seguintes, ou epigenética, que
¢ uma variacdo transitoria devido ao estresse fisiologico que o material sofre, quando
submetido ao cultivo in vitro (ILLG, 1990), variagcdes essas existentes entre somagenotipos

(soma = vegetativo; genotipo = copia idéntica).

Lakshmanan et al. (2007), mencionam que a causa exata da variagdo somaclonal em
micropropagacao ¢ desconhecida, embora se acredite que as alteragdes acima citadas e outras
como as proporcdes de auxina-citocinina durante o cultivo e o stress por conta das condi¢des
in vivo, sejam os responsaveis. Os mesmos autores ressaltam que plantas propagadas in vitro
podem ser expostas a niveis elevados de stress oxidativo dada pelas reagdes que ocorrem com
0 oxigenio metabolizado, isto pode causar danos ao DNA incluindo a instabilidade em
determinados pontos. Provavelmente devido a estas razdes, as alteragdes morfologicas podem
ocorrer durante a micropropagacdo, embora muitas destas alteracdes podem sofrer uma
reversao para um estado normal, quando as plantas forem transferidas para o solo e o stress
aos quais elas estavam sendo submetidas for regulado. Estas mudangas podem ndo estar
estritamente associadas a alteragdes genéticas, mas estar relacionados com alteragdes
transitorias na metilagdo do DNA que podem ser modificadas de acordo com as condi¢des das

plantas.

Os coeficientes de variagdo encontrados para os picos G1 variaram de 2,33 a 6,70 %
(Tabela 13), caracterizando resultados adequados, uma vez que os genotipos avaliados
apresentaram grande variagcdo no conteudo de DNA celular e consequentemente, sucesso no
experimento de poliploidizagdao induzida. Segundo Galbraith et al. (2002), coeficientes de
variagdo de até 5 % podem ser tomados como aceitaveis devido ao alto grau de resolucao da
citometria de fluxo. Quanto menor o coeficiente de variagdo menor ¢ a largura do pico e
maior ¢ a precisdo dos experimentos. Apenas dois gendtipos apresentaram resultados acima
do que pode ser considerado como adequado, mas estes dois pela analise sao mixoploides, ou
seja, ainda ndo possuem seu conteudo de DNA completamente definido, podendo nas futuras
geracdes tender a diploide ou a tetraploide e essa variagdo pode ter causado este resultado um

pouco mais elevado.
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Tabela 13: Coeficiente de Variacdo estimado por citometria de fluxo de genotipos induzidos
a poliploidia de H. chartacea var. Sexy Pink. Manaus, AM. 2017.

Tratamento  Gendtipos C.V. Tratamento Gendtipos C.V.
Tl 6 3,76 ¢ T2 26 3,45 ¢
Tl 10 3,64 ¢ T2 30 342 ¢
Tl 15 321 ¢ T2 36 4,23 ¢
Tl 16 4,13 ¢ T2 38 3,73 ¢
Tl 18 3,59 ¢ T3 3 516 b
Tl 23 4,42 ¢ T3 4 3,87 ¢
Tl 29 3,02 ¢ T3 5 3,57 ¢
Tl 34 3,17 ¢ T3 12 3,99 ¢
Tl 39 3,42 ¢ T3 14 3,76 ¢
Tl 41 3,81 ¢ T3 20 4,05 ¢
T2 1 3,43 ¢ T3 21 381 ¢
T2 2 3,08 ¢ T3 27 392 ¢
T2 7 4,86 b T3 28 3,98 ¢
T2 9 438 ¢ T3 32 4,84 b
T2 11 4,06 ¢ T3 33 6,70 a
T2 13 2,33 ¢ T3 35 4,11 ¢
T2 17 6,68 a T3 40 3,95 ¢
T2 22 491 b T4 31 461 b
T2 24 4,50 ¢

Tratamentos com colchicina: T1= controle, sem adi¢cdo de colchicina na solu¢ao de imersao;
T2 = 0,01%; T3 = 0,05% e T4 = 0,1%. Médias seguidas pela mesma letra dentro da coluna
pertencem ao mesmo grupo, segundo o teste Scott — Knott, a 5% de probabilidade

Na Figura 19 podemos observar os histogramas dos genoétipos, controle - diploide,
mixoploide e tetraploide, obtidos pela indugdo com colchicina e o ganho genético obtido pela
duplicagdo cromossdmica desses gendtipos. Podemos observar na Figura 19 A um histograma
do gendtipo 1 (um), dipldide (2x), com a formagdo de dois picos, o pico G1- maior e bem
caracteristico ¢ G2 — de menor propor¢do. O pico G2 apresenta o dobro do DNA nuclear do
pico G1. Na Figura 19 B temos o histograma do genotipo 41, um mixoploide (2x + 4x) que
representa um material com diferentes niveis de ploidia (células diploides e tetraploides) na
mesma amostra. Na Figura 19 C podemos observar a formag¢dao de apenas um pico,
exatamente na posi¢cdo entre os picos G1 e G2 sdo formados, caracterizando um material

tetraploide (4x).
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Figura 19: Diferentes niveis de ploidia em H. chartacea var. Sexy Pink: A) Diploide (2x); B)
Mixoploide (2x + 4x) e C) Tetraploide (4x). Manaus, AM. 2017.

Apezar dos genotipos terem sido avaliados com trés anos de cultivo, esta técnica
permitiu a identificacao de 24 individuos mixoploides. Normalmente, individuos mixoploides
ndo sdo interessantes em um programa de melhoramento genético porque tendem a se
tornarem na maioria das vezes diploides com o passar dos ciclos, uma vez que as células
diploides se multiplicam a taxas mais altas do que as células tetrapldides, porém esta
convergéncia ira depender do nivel de mixoploidia presente nas células. Este ¢ o principal
problema do uso da colchicina como agente antimitdtico, j& que esta substancia age apenas de
maneira eficiente nas células que ndo sdo divisiveis. Assim, a poliploidiza¢gdo geralmente nao
atinge todas as células do material tratado e ¢ comum o aparecimento de plantas mixoploides,
que apresentam variagdes em diferentes niveis no nimero de cromossomos (RODRIGUES et
al., 2011). Portanto, a escolha do material genético a ser utilizado e a variagdo na
concentragdo, tempo de exposicdo e formas de aplicacdo desse agente antimitdtico sdo
requisitos indispensaveis em qualquer programa de melhoramento genético para a duplicagdo

cromossomica.

Foi possivel também a identificacdo de quatro individuos tetraploides (gen6tipos 12, 13,

33 e 36) um resultado interesante comparado ao tamanho do stande avaliado.
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5.3 AFLP

A extracdo de amostras de DNA dos genoétipos poliploides de H. chartacea var. Sexy
Pink foi realizada de maneira satisfatoria com o nitrogénio liquido. Na figura 20 sdo
observadas amostras de DNA extraido dos 37 gendtipos, os quais demonstram a boa

quantidade e qualidade do DNA.
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Figura 20: Revelacdo do DNA dos 37 genotipos de H. chartacea var. Sexy Pink em gel-
agarose. Manaus, AM. 2017. (Extracdo feita com N=Nitrogénio liquido, C= CTAB).

Entre as 19 combinagdes de oligonucleotideos utilizados, trés foram selecionados para a
analise de todas as amostras por apresentarem maior numero de locos polimorficos e melhor
quantidade de amplificagdo de bandas. As trés combinagdes dos primers utilizados para a
analise de AFLP revelaram um total de 519 bandas, variando entre 100 e 800 pares de bases.
O numero total de locos por primer variou de 157 a 188 (Tabela 14). Xia et al. (2007),
destacam que a porcentagem de locos polimoérficos tem sido utilizada como medida de

diversidade genética em alguns trabalhos com populagdes naturais € marcadores dominantes.
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Tabela 14: Polimorfismo obtido em gendtipos de H. chartacea a partir de trés combinagdes
de oligonucleotideos utilizando marcadores AFLP. Manaus, AM. 2017.

Combinacoées de Total de locos Locos Polimorfismo Gama de
oligonucleotideos Polimorficos (%) tamanho (bp)
E+ACA/M+CGC 174 158 90,81
E+AAC/M+CCA 157 157 100,00 100 - 800
E+ACA/M+CCA 188 175 93,09

Total 519 490 94,41 -

A técnica de AFLP pode detectar um ntimero de polimorfismos com apenas um ou dois
pares de iniciadores, neste caso e por causa do numero de individuos avaliados, as trés
combinagdes selecionadas foram suficientes para alcangar uma boa quantidade de locos

polimorficos.

O padrao de amplificacdo ¢ variavel, pois depende das condig¢des laboratoriais, dos
reagentes, da combinagdo de primers analisada e também da habilidade do laboratorista em
manusear a técnica AFLP, no entanto apresenta maior reproducibilidade comparada ao
marcador RAPD. Nao obstante, varios autores tém relatado que o protocolo de extracdo do
DNA, pode influenciar e determinar a qualidade do DNA de trabalho e etapas consequentes

(VUYLSTEKE et al., 2007).

O uso dos trés primers mostrou-se satisfatorio para a deteccao de polimorfismo entre os
genotipos poliploides de H. chartacea var. Sexy Pink. Sharma et al. (2011), em estudo
realizado com Pongamia pinnata, observaram um total de 254 bandas polimorficas a partir de
4 combinagdes de primers AFLP, das quais, 145 (57,1%) eram polimorficos, enquanto que,
em avaliacdo de diversidade genética em cajazeira (Spondias mombin), 145 fragmentos foram
obtidos a partir de 21 primers RAPD, apresentando 79,3% de polimorfismo (LIMA et al.,
2011).

As relagdes de similaridade genética entre os gendtipos foram caracterizadas na forma
de um dendrograma construido a partir do complemento aritmético da distancia genética de
Jaccard, com base em dados dos 490 fragmentos de AFLP (Figura 21). A linha horizontal

tracejada representa o corte estimado pelo método de Mojema (1977).
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Figura 21: Analise de agrupamento UPGMA a partir do complemento aritmético da
distancia genética de Jaccard para 37 genétipos de H. chartacea.. Manaus, AM. 2017.

Pelo dendrograma podemos observar a formag¢do de 5 grupos distintos, sem uma
correlagdo clara com tratamentos mutagénicos. O que vale ressaltar € que nos quatro
primeiros grupos formados, todos os individuos foram classificados como mixoploides pela
citomertria de fluxo, o que poderia explicar essa separacdo uma vez que estes individuos nao
teriam seu conteudo de DNA completamente definido, e como os mixoploides tendem a se
tornarem diploides ou tetraploides com o passar do tempo, gendtipos mixoploides que
permaneceram no grupo maior onde estes individuos com conteido de DNA definido estao,
poderiam estar progredindo e mais proximos dessa tendéncia evolutiva. Meléndez-Ackerman
et al. (2005) utilizando o marcador AFLP, para inferir processos microevolutivos em
Heliconia bihai, concluiram que variacdes genéticas nesta espécie de heliconia sdo mais
consistentes com sele¢cdo e fragmentagdao do habitat do que por deriva genética. No presente

estudo, as variacdes sdo consequéncia da indugdo de poliploidia nestes genotipos.

Através do método de otimizacdo de Tocher, baseado na matriz de distdncia genética
obtida pelo complemento aritmético do indice de Jaccard (Tabela 15), os gendtipos foram
divididos em trés grupos, dois deles com individuos isolados, grupo 2 com o genotipo 2 e
grupo 3 com o gendtipo 26. Podemos ressaltar que o gendtipo 26 foi o que apresentou o maior
diametro do pseudocaule (58,22 cm), quase o dobro da média observada (29,47 cm), uma
indicacdo de poliploidia, ja que os poliploides normalmente sdo maiores que os diploides

progenitores.
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Tabela 15: Agrupamento dos genotipos de H. chartacea pelo método de otimizagdo de Tocher,
baseado na matriz de distancia genética obtida pelo complemento aritmético do indice de
Jaccard. Manaus, AM. 2017.

Grupos Genotipos
1 18, 20, 36, 28, 5,3,7, 15,6, 17,11, 14,4, 12, 1, 32, 33, 39, 22, 29, 41, 27,
30, 13, 23, 25, 10, 40, 34 38, 21, 24, 35, 9, 31
2 2
3 26

A partir da dispersdo grafica feita pela analise de escalonamento multidimensional

nao-métrico das distancias genéticas entre os genotipos de H. chartacea (Figura 22),

observou-se que os genotipos 2 e 26 foram os genotipos mais divergentes, apresentando maior

distanciamento genético em relacdo aos demais genotipos. Nesta andlise, ¢ possivel observar

que devido as semelhangas genéticas, muitos genotipos ficaram reunidos e/ou mais proximos

uns dos outros, sendo que as distancias representadas tiveram ajustamento satisfatorio em

comparacio as distancias genéticas originais (R?= 0,974).
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Figura 22. Anélise de escalonamento multidimensional nao-métrico das distancias genéticas
entre os gendtipos de H. chartacea. Manaus, AM. 2017.

Para determinar os padrdes genéticos de diferenciagdo e subestrutura¢do populacional,

foi feita a analise bayesiana pelo software Structure e, de acordo com o método AK descrito

por Evanno et al. (2005), o nimero mais provavel de agrupamentos foi K = 3 (Figura 23).
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Figura 23: Valores de agrupamento (K) mais provéaveis obtidos pelo método de Evano et. al
(2005). Manaus, AM. 2017.

A visualizagdo grafica da estrutura populacional pelo software Structure (Figura 23)
permitiu identificar trés possiveis grupos formados pelos gendtipos poliploides, com pelo
menos sete individuos bem definidos. Esta divisdo de grupos ndo deixa muito clara a
separacao entre os individuos classificados anteriormente como diploides, mixoploides e
tetraploides, uma vez que os genotipos diploides (1,2,14,16,20,22,27 e 40) encontram-se
divididos nos trés possiveis grupos. Podemos inferir apenas que a conducdo inicial do
experimento in vitro possa ter gerado uma variagdo somaclonal ndo mensuravel, ou detectavel

pelos métodos anteriores, o que levaria aos resultados observados nesta andlise.
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Figura 24: Estrutura populacional empregando o software Structure a partir de 37 gendtipos
de H. chartacea, considerando o nimero de agrupamentos como K=3.

A quantidade de variacdo genética obtida pela anélise de varidncia molecular (AMOVA)
(Tabela 16) mostrou que 99,67% da variabilidade genética encontra-se dentro dos tratamentos

com colchicina analisados, e apenas 0,33% entre os tratamentos dos genotipos de H.
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chartacea.

Tabela 16: Variacdo genética obtida pela Andlise de Varidncia Molecular - AMOVA entre e
dentro de tratamentos de indu¢ao a mutagao em H. chartacea.

Fontedevariagio  GL Ojeliadin Compeeniede vt
Entre Tratamentos 3 75,0066 0,2436 0,333
Dentro de Tratamentos 33 72,9830 72,9830 99,67
Total 36 73,1517 73,2266 100,00
Fst=0,0033

Os resultados da diversidade genética obtidos neste trabalho evidenciaram que o uso de
diferentes tratamentos ndo foi o responsavel pela variacdo genética observada. Em outras
palavras, as diferencas entre os tratamentos de colchicina aplicados nao explicam (ou
explicam somente 0,333%) a variacdo genética observada entre os gendtipos, € que o
subcultivo sucessivo in vitro desta espécie, ou doses reduzidas do agente mutagénico seriam

capazes de gerar um certo grau de variabilidade.

Esse tipo de estudo e caracterizacdo se faz necessario, e os genotipos de H. chartacea
var. Sexy Pink examinados e classificados como geneticamente distintos serdo utilizados na
selecdo de genotipos potenciais para programa de melhoramento genético e futuramente na

obtencdo de novas variedades.
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6. CONCLUSOES

Como os genotipos 13, 20, 36, 37 e 40 ndo apresentaram inflorescéncias durante os dois
anos de avaliacdo, foram considerados inaptos para futuros trabalhos de selecdo e
melhoramento que vizem apenas a producao de inflorescéncias, porém podem ser utilizados

em outros programas voltados ao paisagismo devido a exoticidade de suas folhagens.

O genotipo 18 apresentou uma altura da planta e tamanho das inflorescéncias menores

que os demais clones, mostrando-se promissor para futuras pesquisas voltadas ao paisagismo.

O clone 26 apresentou o maior diametro de pseudocaule porém, durante a floragdo

manifestou perda das folhas por necrose, o que ocasiona perdas fotossintéticas significativas.

O genotipo 35 foi o que apresentou as maiores variagdes morfoldgicas com alteragdes
na posicao e coloragdo da inflorescéncia, além de possuir as bordas do limbo foliar inteiras, o

que torna este gendtipo interessante.

Os estomatos dos genotipos apresentaram morfologia sem alteragdes significativas,
porém, os genoétipos tetraploides revelaram uma menor densidade estomatica, além de um
tamanho maior de estomatos comparado aos apresentados pelo tratamento controle e pelos

mixoploides.

As combinagdes dos primers utilizados para a anélise de AFLP revelaram um total de

519 bandas, mostrando ser muito eficiente na caracterizagao dos clones estudados.

A quantidade de variacao genética obtida pela andlise de varidncia molecular mostrou
que 99,67% da variabilidade genética dentro dos tratamentos com colchicina analisados, e
apenas 0,33% entre os tratamentos dos clones de H. chartacea, evidenciando os efeitos

aleatorios deste agente mutagénico.

A técnica de citometria de fluxo permitiu a identificagdo de 4 genotipos tetraploides e
11 mixoploides, contribuindo com as demais tecnicas empregadas na identificacdo de
genoétipos potenciais para novos programa de melhoramento genético e futuramente na

obtencao de novas variedades.
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Tabela 17: Matriz de dissimilaridade entre genotipos de H. chartacea, baseado em dados moleculares de AFLP e o complemento aritmético da

distancia genética de Jaccard. Manaus, AM. 2017.

Genétipos 1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 17 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
1 000 055 036 028 039 023 031 046 046 026 032 036 024 023 025 037 037 042 030 043 047 047 062 036 035 032 037 050 027 029 045 048 037 044 030 047 033 0.00
2 055 0.00 063 055 062 056 058 064 064 053 055 061 058 055 055 060 061 060 059 056 068 063 073 061 056 060 056 055 056 0.58 056 0.60 062 056 058 061 059 0.55
3 036 0.63 000 037 033 035 022 050 030 032 036 048 034 033 032 027 029 053 044 048 046 034 062 041 031 046 045 057 040 041 054 047 027 053 044 035 045 036
4 028 0.55 037 0.00 040 030 035 049 046 0.16 028 040 026 022 023 035 035 046 033 041 046 043 062 040 037 036 036 052 031 032 044 044 038 045 034 046 036 0.28
5 039 0.62 033 040 000 035 035 053 040 038 033 049 041 037 038 025 022 051 045 046 048 033 064 048 025 048 042 056 041 043 051 053 029 051 045 040 049 0.39
6 023 056 035 030 035 0.00 031 046 043 026 027 043 022 018 025 036 032 042 035 037 049 043 062 041 029 039 036 046 030 034 044 048 033 040 035 048 037 023
7 031 058 022 035 035 031 000 053 038 031 032 043 029 027 027 032 034 047 039 044 038 037 0.63 037 034 042 041 055 038 037 047 043 030 049 040 036 041 031
9 046 0.64 050 049 053 046 053 0.00 058 047 050 048 049 046 050 054 052 061 047 054 064 061 036 051 051 048 049 055 045 043 057 062 053 055 044 062 048 0.46
10 046 0.64 030 046 040 043 038 058 000 044 043 048 046 046 046 035 037 051 048 052 049 040 063 048 040 054 052 053 050 049 059 057 033 056 049 042 0.54 046
11 026 053 032 0.16 038 026 031 047 044 0.00 024 040 024 022 021 035 035 045 034 041 045 043 062 038 033 034 033 049 028 028 043 044 035 043 032 047 036 0.26
12 032 055 036 028 033 027 032 050 043 024 000 044 028 024 026 036 035 046 037 039 045 047 062 042 032 041 033 050 034 037 043 045 038 044 037 046 041 032
13 036 0.61 048 040 049 043 043 048 048 040 044 0.00 040 039 042 049 048 049 019 050 050 056 059 037 049 035 046 050 031 030 053 054 047 052 029 053 034 036
14 024 058 034 026 041 022 029 049 046 024 028 040 000 0.16 0.18 040 039 044 034 041 045 044 063 037 037 035 038 053 031 034 042 043 038 043 035 044 036 0.24
15 023 055 033 022 037 018 027 046 046 022 024 039 0.16 000 0.18 035 033 047 031 041 047 046 062 039 031 037 033 048 029 030 043 045 032 043 030 045 035 023
17 025 055 032 023 038 025 027 050 046 021 026 042 018 0.18 000 036 036 044 036 036 043 041 064 038 035 035 035 051 030 032 039 042 039 041 034 041 036 025
18 037 0.60 027 035 025 036 032 054 035 035 036 049 040 035 036 000 0.13 054 045 047 047 031 067 048 025 050 042 055 044 043 052 055 0.18 052 044 039 047 037
20 037 0.61 029 035 022 032 034 052 037 035 035 048 039 033 036 013 000 052 043 046 049 032 064 046 022 048 040 055 043 041 051 056 020 051 043 041 047 037
21 042 0.60 053 046 051 042 047 061 051 045 046 049 044 047 044 054 052 000 044 045 049 050 066 038 052 046 050 051 046 047 045 054 054 048 049 053 043 042
22 030 059 044 033 045 035 039 047 048 034 037 019 034 031 036 045 043 044 000 046 049 054 060 036 043 031 042 049 027 023 050 054 041 048 021 052 032 030
23 043 056 048 041 046 037 044 054 052 041 039 050 041 041 036 047 046 045 046 000 055 046 0.65 047 044 046 027 049 040 043 019 051 050 031 047 053 043 043
24 047 0.68 046 046 048 049 038 0.64 049 045 045 050 045 047 043 047 049 049 049 055 000 047 069 043 052 052 055 064 050 049 055 047 047 053 052 046 048 047
25 047 0.63 034 043 033 043 037 061 040 043 047 056 044 046 041 031 032 050 054 046 047 000 067 051 039 051 051 062 051 051 049 053 034 052 055 031 051 047
26 062 073 062 062 064 062 063 036 063 062 062 059 063 062 064 067 064 066 060 065 069 067 0.00 058 065 059 059 060 060 0.60 067 0.70 0.64 0.66 0.60 068 0.60 0.62
27 036 0.61 041 040 048 041 037 051 048 038 042 037 037 039 038 048 046 038 036 047 043 051 058 000 045 031 045 055 029 031 047 049 047 048 035 047 026 0.36
28 035 056 031 037 025 029 034 051 040 033 032 049 037 031 035 025 022 052 043 044 052 039 065 045 0.00 049 038 053 039 042 049 053 029 048 042 043 047 035
29 032 0.60 046 036 048 039 042 048 054 034 041 035 035 037 035 050 048 046 031 046 052 051 059 031 049 000 042 056 020 021 045 048 051 046 032 051 026 032
30 037 056 045 036 042 036 041 049 052 033 033 046 038 033 035 042 040 050 042 027 055 051 059 045 038 042 0.00 046 035 038 032 053 043 040 040 054 042 037
31 050 0.55 057 052 056 046 055 055 053 049 050 050 053 048 051 055 055 051 049 049 064 062 060 055 053 056 046 0.00 049 051 055 064 055 046 050 0.66 0.55 0.50
32 027 0.56 040 031 041 030 038 045 050 028 034 031 031 029 030 044 043 046 027 040 050 051 060 029 039 020 035 049 000 0.19 043 049 043 041 026 051 023 0.27
33 029 058 041 032 043 034 037 043 049 028 037 030 034 030 032 043 041 047 023 043 049 051 060 031 042 021 038 051 019 0.00 046 051 041 044 024 049 028 0.29
34 045 056 054 044 051 044 047 057 059 043 043 053 042 043 039 052 051 045 050 019 055 049 067 047 049 045 032 055 043 046 000 048 055 036 049 052 044 045
35 048 0.60 047 044 053 048 043 062 057 044 045 054 043 045 042 055 056 054 054 051 047 053 070 049 053 048 053 0.64 049 051 048 0.00 055 055 053 045 049 048
36 037 0.62 027 038 029 033 030 053 033 035 038 047 038 032 039 018 020 054 041 050 047 034 064 047 029 051 043 055 043 041 055 055 000 055 040 038 046 0.37
37 044 056 053 045 051 040 049 055 056 043 044 052 043 043 041 052 051 048 048 031 053 052 066 048 048 046 040 046 041 044 036 055 055 0.00 050 055 043 044
38 030 0.58 044 034 045 035 040 044 049 032 037 029 035 030 034 044 043 049 021 047 052 055 060 035 042 032 040 050 026 024 049 053 040 050 0.00 053 034 030
39 047 0.61 035 046 040 048 036 062 042 047 046 053 044 045 041 039 041 053 052 053 046 031 068 047 043 051 054 066 051 049 052 045 038 055 053 000 0.50 047
40 033 059 045 036 049 037 041 048 054 036 041 034 036 035 036 047 047 043 032 043 048 051 060 026 047 026 042 055 023 028 044 049 046 043 034 050 0.00 0.33
41 000 055 036 028 039 023 031 046 046 026 032 036 024 023 025 037 037 042 030 043 047 047 062 036 035 032 037 050 027 029 045 048 037 044 030 047 033 0.00
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Tabela 18: Matriz de dissimilaridade entre genotipos de H.

do indice de coincidéncia simples. Manaus, AM. 2017.

chartacea, baseado em caracteres morfologicos qualitativos e o complemento aritmético

Genétipos 1 2 3 4 5 6 7 9 100 1 12 13 14 15 17 18 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41
1 0,00 034 041 038 031 021 024 028 028 0,17 0,14 027 038 024 010 024 020 024 0,17 024 041 028 024 031 038 034 034 021 031 034 041 0,69 000 020 021 028 027 024
2 034 0,00 007 003 010 028 017 021 024 031 031 040 034 024 038 024 047 0,14 034 031 024 024 041 017 017 014 010 021 028 034 021 079 000 047 021 034 040 0,31
3 041 007 000 003 0,10 034 024 014 017 024 038 027 028 017 031 017 033 021 034 034 017 017 034 024 010 021 017 028 034 028 0,14 079 000 033 028 028 027 0,38
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