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RESUMO GERAL

MELLO, Vanessa dos Santos de; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; marco de 2018; Citogenética, indice meidtico e viabilidade polinica
em Heliconia spp.

Professora Orientadora: Isane Vera Karsburg; Coorientadora: Celice Alexandre Silva

Entre os grupos de plantas da flora brasileira tropical as heliconias despertam
grande interesse ornamental e econémico. Destacam-se Heliconia densiflora Verlot
e Heliconia psittacorum L. f. que possuem caracteristicas interessantes para o
mercado ornamental, e potencial para serem exploradas em programas de
melhoramento genético. No entanto, como sdo espécies silvestres e pouco
domesticadas € necessario realizar a caracterizacdo desses recursos genéticos,
incluindo a viabilidade polinica, indice meidtico e dados citogenéticos, os quais
possam subsidiar a conservacdo e melhoramento genético dessas espécies. Nesse
sentido, este estudo realizou a caracterizacdo citogenética de seis acessos de
Heliconia spp., estimou os parametros genéticos e a diversidade genética para
indice meiotico e viabilidade polinica. As metodologias citogenéticas permitiram
identificar 2n=24 cromossomos para 0S seis acessos de Heliconia spp., com
morfologia metacéntrica e submetacéntrica. A técnica de bandeamento Ag-NOR
possibilitou a identificacdo de duas NORs nos cromossomos de todos 0S acessos.
As andlises morfometricas mostraram diferencas interespecificas e intraespecificas
com relacdo ao tamanho e morfologia cromossdmica. Os indices de assimetria
cromossOmica possibilitaram identificar que os acessos da espécie H. densiflora
possuem cariétipos mais simétricos que H. psittacorum. A viabilidade polinica e IM
para a maioria dos acessos foi alta, acima de 90% o que refletem em alta fertilidade
e estabilidade genética. As estimativas de herdabilidade, foram de alta magnitude
para as caracteristicas de diade, triade, tétrade, IM, e viabilidade polinica, e
evidénciam variabilidade genética decorrente de controle genético, com
possibilidade de avancos genéticos expressivos com a selecdo das mesmas. A
correlacdo genética mostrou correlacfes negativas e altas em tétrades normais e IM
para todas as tétrades anormais, sendo um resultado favoravel ao selecionar
tétrades normais e IM, pois ndo serdo selecionadas indiretamente as variaveis de
tétrades anormais. Os agrupamentos demonstraram a existéncia de diversidade
genética e divergiram quanto a formacdo de numero de grupos. O método UPGMA
formou dois grupos distintos, e o0 meétodo de Tocher formou trés grupos. O
ordenamento para selecdo dos melhores acessos para viabilidade polinica e indice
meidtico mostra que os acessos 10, 15, 9 e 14 podem ser cruzados com 0S acessos
12, 5, 7, 6, 8 pois sédo os dois grupos mais divergentes e com altos percentuais de
viabilidade polinica e indice mei6tico. Os resultados mostram a ocorréncia de
variabilidade genética entre os acessos de Heliconia spp. para viabilidade polinica e
indice meidtico, que aliados aos dados citogenéticos podem direcionar 0s
cruzamentos entre 0s acessos em programas de melhoramento de Heliconias.

Palavras-chave: Citogenética classica, cromossomos metafasicos, biologia
reprodutiva



OVERVIEW ABSTRACT

Among the groups of plants of the Brazilian tropical flora the heliconia arouse great
ornamental and economic interests. The Heliconia densiflora Verlot and Heliconia
psittacorum L. f. which have interesting characteristics for the ornamental market and
potential to be explored in breeding programs are highlighted. However, due to the
fact that they are wild and little domesticated species, it is necessary to characterize
these genetic resources, including pollen viability, meiotic index and cytogenetic
data, which can support the conservation and genetic improvement of these species.
In this sense, this study performed the cytogenetic characterization of six accessions
of Heliconia spp., estimated the genetic parameters and the genetic diversity for
meiotic index and pollen viability. The cytogenetic methodologies allowed to identify
2n=24 chromosomes for the six accessions of Heliconia spp., with metacentric and
submetacentric morphology. The Ag-NOR banding technique allowed the
identification of two NORs in the chromosomes of all accessions. Morphometric
analyzes showed interspecific and intraspecific differences in size and chromosome
morphology. The chromosomal asymmetry indexes allowed to identify that the
accessions of the species H. densiflora have karyotypes more symmetrical than the
species H. psittacorum. The pollen viability and IM for most accessions was high,
above 90% reflecting on high fertility and genetic stability. Estimates of heritability
were of high magnitude for the characteristics of dyad, triad, tetrad, IM, and pollen
viability, and pollen viability, and evidence of genetic variability resulting from genetic
control, with the possibility of expressive genetic advances with its selection. The
genetic correlation showed negative and high correlations in normal tetrads and Mi
for all abnormal tetrads, being a favorable result when selecting normal tetrads and
MI, since the variables of abnormal tetrads will not be selected indirectly. The clusters
demonstrated the existence of genetic diversity and diverged regarding the formation
of number of groups. The UPGMA method formed two distinct groups, and the
Tocher method formed three groups. The arrangement for the selection of the best
accesses for pollen viability and meiotic index shows that accesses 10, 15, 9 and 14
can be crossed with accesses 12, 5, 7, 6, 8 since they are the two most divergent
groups with high percentages of pollen viability and meiotic index. The results show
the occurrence of genetic variability among the accessions of Heliconia spp. for
pollen viability and meiotic index, which together with the cytogenetic data can direct
the crossings between the accessions in Heliconia breeding programs.

Key words: Cytogenetic classic, chromosomes metaphasic, biology reproductive
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1.INTRODUCAO GERAL

As espécies tropicais representam uma das maiores riquezas da flora
brasileira (Jorge, 2012). Dentro desse grupo, destacam-se as espécies que
compdem o género Heliconia L., vistas como um dos mais apreciados grupos de
plantas herbaceas das florestas tropicais (Berry e Kress 1991). As helicbnias sao
utilizadas para ornamentacéo de jardins e como flores de corte na composicéo de
arranjos florais, ou envasadas (Costa, 2013). Elas apresentam grande interesse por
serem belas, terem aparéncia exotica e rusticidade, adaptarem-se as condi¢cdes
tropicais de cultivo (Paiva e Almeida, 2014), producdo de flores constante e em
grande quantidade, resisténcia durante o transporte, flores duraveis pos-colheita e
menor custo de aquisi¢cdo (Loges et al., 2005; Alonso e Sousa-Silva, 2009).

Atualmente o cultivo e comercializacdo de helicbnias encontra-se em
expansdo. Associado a isso, ha uma demanda pelo lancamento constante de
novidades e de produtos com qualidade para atender a um mercado extremamente
competitivo e dinamico, que objetiva melhorar a oferta nos produtos (Junior et al.,
2015; Beckmann-Cavalcante et al.,, 2016). O mercado de flores e plantas
ornamentais visa a producdo e desenvolvimento de produtos diversificados quanto
as variedades mais produtivas, novas coloracfes das bracteas e flores, maior
durabilidade e que possibilitem menos cuidados entre os consumidores (Junior et al.,
2015). Ainda buscam-se outras caracteristicas, como beleza, crescimento, vigor,
tamanho e formato (Criley e Broschat, 1992), além da selecdo de variedades
resistentes a pragas e doencas e com adaptacdo a diversas condicdes ambientais
(Dole e Wilkins, 2005).

Antes da execucdo de um programa de melhoramento genético de
helicbnias, € necessario caracterizar 0s recursos genéticos que serdo utilizados
como parentais. Nesse sentido, a caracterizacdo € uma etapa indispensavel no
manejo de germoplasma das cole¢fes ex situ e consiste em descrever, identificar e
distinguir acessos pertencentes a uma mesma espécie, gerando dados para a
conservagao e o uso dos recursos genéticos (Burle e Oliveira, 2010).

Dentre as formas de caracterizagdes, as analises citogenéticas permitem
caracterizar os recursos genéticos, fornecem base para o seu uso adequado em
programas de melhoramento genético e, complementam os mais variados tipos de

caracterizagOes, fornecendo informagbes tanto para 0 registro como para a
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documentacdo em banco de dados (Pinto-Maglio e Perozzi, 2015). Para realizar a
caracterizagao citogenética de recursos genéticos silvestres e cultivados, podem ser
citadas a determinacdo do numero cromossOmico, identificacdo de genotipos
poliploides/aneuploides, estabelecimento de caridtipos e estudo do comportamento
meidtico (Nass, 2001; Pinto-Maglio e Pierozzi, 2015).

Além dos dados citogenéticos, informacdes sobre a fertilidade do gendtipo,
como a viabilidade polinica sédo altamente importantes para 0 sucesso de programas
de melhoramento genético, por possibilitarem a conservacdo dos recursos genéticos
ou a melhor forma de utiliza-los em programas de melhoramento vegetal (Pinto-
Maglio e Pierozzi, 2015; Yadav e Kogje, 2015). Aliado a dados de viabilidade do
polen, o indice meidtico possibilita estudar a fomacéo de tétrades normais (produtos
finais da meiose) como subsidios para inferir sobre a instabilidade meidtica do
gendtipo (Love, 1949).

Os estudos citogenéticos, de viabilidade polinica e indice mei6tico, sdo muito
importantes para a caracterizacdo de espécies silvestres e nativas de Heliconias,
como Heliconia densiflora Verlot e Heliconia psittacorum L.f. porém, séo incipientes.
Tais dados podem subsidiar estudos taxondmicos, evolutivos, conservagcéo e
melhoramento genético, ampliando as possibilidades de uso da variabilidade

genética presente em espécies do género Heliconia L.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Familia Heliconiaceae

As helicdnias estavam incluidas na familia Musaceae, posteriormente, em
funcdo de suas caracteristicas particulares de individualizagéo, passaram a constituir
a familia Heliconiaceae, representada unicamente pelo género Heliconia (Lamas,
2004). A familia Heliconiaceae, juntamente com Musaceae, Strelitziaceae,
Lowiaceae, Zingiberaceae, Costaceae, Cannaceae e Marantaceae representa a
ordem zingiberales, abrangendo espécies que se distribuem em sub-bosques e
ambientes tropicais umidos (Berry e Kress, 1991; Costa et al., 2011).

Mesmo com estudos botanicos e taxondmicos referentes ao género Heliconia,
a determinacao do numero de espécies existentes é questionavel (Lamas, 2004). De
acordo com a ultima revisdo de espécies descritas para 0 género realizada por
Castro et al. (2007), sédo consideradas 182 espécies validas e 94 sao listadas como
endémicas.

O centro de origem das espécies situa-se ha América do Sul, confirmada pela
elevada quantidade de espécies encontradas nessa regiao (Kress, 1990; Castro et
al., 2007). No Brasil, a Bacia Amazbnica e a Mata Atlantica costeira ou litoranea
foram identificadas como as duas areas de distribuicdo geogréfica e diversidade,
com 21 e 20 espécies, respectivamente (Kress, 1990).

Além da sua importancia ornamental, a familia exerce também um importante
papel ecolégico dentro dos ecossistemas, atuando na composicdo da flora dos
bosques e sub-bosques das florestas tropicais e em ambientes abertos. Atua com
pioneira no processo de regeneracdo natural da vegetacdo e restauracdo de solo
degradado, bem como sustenta relagbes coevolutivas com outras espécies da flora

e fauna (Lamas, 2004).

2.2. O género Heliconia L.
O género Heliconia L. compreende uma grande variedade de espécies,

hibridos naturais e cultivares, que despertam interesse ornamental e comercial
(Berry e Kress, 1991). As comunidades locais denominam popularmente as
espécies do género como bananeira-de-jardim, bananeirinha-de-jardim, bico-de-
guard, falsa-ave-do-paraiso e paquevira, conforme a regido em que sao encontradas
(Sebrae, 2010).



As plantas do género sdo herbaceas, possuem rizomas, com porte ereto,
atingindo de 3 a 10 metros de altura conforme a espécie (Ribeiro et al., 2012). As
inflorescéncias sao terminais e podem se apresentar de forma ereta ou pendente,
composta por bracteas que possuem diversas cores, tamanhos, formatos, arranjos e
texturas (Figura 1). As bracteas sdo as estruturas da planta responséveis por
despertar o seu interesse e valor comercial (Berry e Kress, 1991).

As flores sdo hermafroditas, possuem coloracbes que variam de branco a
amarelo, que pouco se destacam, e sdo polinizadas por beija-flores (Berry e Kress,
1990; Paiva e Almeida, 2014), apresentam seis estames, sendo cinco férteis e um
estaminoide estéril (Criley, 1995). Para a maioria das espécies, o pblen permanece
maduro durante o dia (Sim&o et al., 2007) e as flores apresentam glandulas de

néctar (Berry e Kress, 1991).

£ AN '
Figura 1. Algumas espécies de Helicbnias com inflorescéncia de diferentes cores,
tamanhos e formatos, pertencentes ao banco de germoplasma da Universidade do
Estado de Mato Grosso. (A) H. psittacorum; (B) H. bihai; (C) H. densiflora; (D) H.
psittacorum; (E) H. psittacorum e (F) H. rostrata.

As heliconias se reproduzem por sementes e também pelos rizomas, que

crescem de forma horizontal, abaixo da superficie do solo, sendo os rizomas fonte



de acumulo de nutrientes e agua para garantir a sobrevivéncia das espécies durante
o desenvolvimento sazonal (Rundel et al., 1998; Ribeiro, 2012).

Crescem vigorosamente e formam uma grande populacéo de clones (Criley e
Broschat, 1992). E possivel a ocorréncia de variacdo entre os individuos da mesma
espécie quanto ao porte, o que depende do tipo de espécie ou forma de manejo da
cultura (Berry e Kress, 1991).

Os frutos das espécies sdo do tipo drupa, indeiscentes e apresentam
coloracdo azul escura quando maduros (Simao et al., 2006). Algumas espécies do
Pacifico Sul apresentam coloracdo dos frutos vermelha ou alaranjada. As
tonalidades fortes atraem passaros e mamiferos que atuam como dispersores das
sementes (Berry e Kress, 1991; Criley e Broschat, 1992).

As espécies ocorrem predominante em regides Umidas e alagadas, porém,
algumas espécies podem ser encontradas em areas secas. S80 encontradas
geralmente em bordas de florestas, matas ciliares e matas de galeria, em clareiras
constituidas por vegetacao pioneira, florestas montanhosas, ao longo de estradas e

em locais abertos com alta irradiacéo solar (Rundel et al., 1998; Alonso, 2009).

2.3. Descricao e distribuicdo de Heliconia psittacorum L.f. e Heliconia densiflora
Verlot
H. psittacorum L. f. € descrita como uma planta herbacea, delgada, de

crescimento ereto com aproximadamente 0,5 a 2,0 metros de altura, entouceirada.
As inflorescéncias séo eretas e bastante duraveis. As bracteas possuem forma de
barco, com variacdo em cores, como vermelho, amarelo ou rosa. As flores sdo retas
ou pouco curvadas, de cor amarela, alaranjada ou vermelha, com manchas verde
escuro em formato de olho no apice (Anderson, 1995; Lorenzi e Sousa, 2008).

E conhecida por nomes populares, como: tracod, caetezinho, helicdnia-
papagaio e planta-papagaio (Lorenzi e Sousa, 2008). De acordo com o
conhecimento popular, a espécie recebe esse nome por suas inflorescéncias
representarem um papagaio (Pinto, 2007).

Esta distribuida amplamente pelo territério nacional nas regibes Norte
(Amazonas, Amapda, Para, Rondbonia, Roraima e Tocantins), Nordeste (Alagoas,
Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Sergipe), Centro-Oeste
(Goias e Mato Grosso) e Sudeste (Espirito Santo e Minas Gerais). Ocorre em

diferentes dominios fitogeograficos (Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e



Pantanal (Braga, 2015), e em vegetacfes de area antrOpica, como nas clareiras,
ambientes florestais, planalto e vertentes (Costa et al., 2011).

H. psittacorum L. f. apresenta diversos hibridos e cultivares de grande
interesse no mercado floricultor (Kuhlmann et al., 2016). Segundo os autores, essa
espécie possui amplo uso para ornamentacdo e esta entre as espécies mais
cultivadas no Brasil como flor de corte. Seu destaque se deve a producédo ao longo
de todo o ano, possuir inflorescéncias eretas, com diversidade em cores e
quantidade de bracteas (Costa et al., 2007).

Heliconia densiflora Verlot € uma erva, de habito musoide, possui 5 a 10
bracteas por inflorescéncia, com raque ereta de 13,0 a 25,0 cm, nas cores vermelha
a alaranjada. Apresenta porte de 1,0 a 3,0 m de altura. As inflorescéncias sao
terminais e cada bractea possui 6 ou mais flores, de coloracdo amarela e glabra. O
fruto € do tipo drupa, de cor amarela ou vermelho alaranjado, azuis quando
maduros, apresenta cerca de 1-3 sementes por fruto (Andersson, 1985; Castro et al.,
2007; Sultana e Hassan, 2008; Braga, 2015). O florescimento ocorre durante o ano
todo, mas principalmente nos meses de setembro a marco (Andersson, 1985).

Sua distribuicdo é mais restrita no territorio brasileiro em relacdo a H.
psittacorum. Distribui-se nas regides Norte (Acre, Amazonas, Para e Rondbnia),
Nordeste (Maranh&do) e Centro-Oeste (Mato Grosso), por toda a Amazonia, em

floresta de Igapd, de terra firme e de varzea (Castro et al., 2011; Braga, 2015).

2.4. Caracterizacdo cromoss6mica das espécies de helicdnias
2.4.1. Namero cromossémico

O patriménio biolégico, representado pelas plantas e flores nativas tropicais,
possui poucas informagdes com relagdo aos dados citogenéticos. A determinacéo
de nimeros cromossémicos do género Heliconia disponiveis na literatura consta um
grande grupo representado por espécies com 2n=24 cromossomos, caracterizado
como o numero mais frequentemente observado dentro do género (Andersson,
1984).

O numero cromossdmico 2n=22 é citado para algumas espécies como H.
arabica, H. hirsuta, H. metallica, H. wagneriana, H. rostrata, H. bihai e H
pasittacorum (Kaemwong e Eksomtramage, 1998; Dourado et al., 2013; Miranda et
al., 2013; Vieira et al., 2013; Nascimento et al., 2014). Também sao relatados alguns
hibridos triploides (2n = 3x = 36) oriundos de eventos naturais de hibridacdo, H.
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densiflora cv Fire Flash, H. psittacorum cv Petra, H. psittacorum cv. Sassy, H.
psittacorum cv. Suriname Sassy (Lee et al., 1994; Kaemwong e Eksomtramage,
1998; Costa et al., 2016).

Os estudos citogenéticos revelaram que as espécies do género sédo derivadas
do numero bésico de x = 12, evidenciando a predominancia de espécies diploides
(2n = 2x = 24). Diante disso, sugere-se a aneuploidia como a responsavel pela

evolucao do grupo (Andersson, 1984).

2.4.2. Morfometria cromossOmica

Levando em consideracdo a morfometria cromossdmica das espécies ja
estudadas, seus caridtipos sdo constituidos por cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos, e algumas espécies apresentam em seu cariotipo cromossomos
acrocéntricos (Miranda et al., 2013; Dourado et al., 2013; Vieira et al., 2013).

Na Tabela 2, sdo sumarizadas as espécies que possuem sua morfologia
guanto a posicdo do centrébmero e tamanho cromossémico descritos. Além destes,
Andersson (1984), em 31 taxons de heliconias, observou o tamanho cromossémico
variando de 0,7 a 1,7 um, onde observou cariétipos assimétricos. Segundo o autor a
presenca de satélites foi detectada nos bracos longos de um dos pares maiores,

porém nao foram verificados para todas as espécies estudadas.

Tabela 2. Férmula cariotipica e comprimento cromossémico (um) das espécies da
familia Heliconiaceae

- Formula Comprimento

Espécies o N
cariotipica cromossémico (um)

Heliconia bihai 7M+ 4 SM 0,67 - 3,96
12 SM 2,71-1,02
6 A+3 M+3SM 14-45

H. stricta 9SM + 2M -

H. rostrata 5SM+5M+1A -

H. hirsuta 6SM +4M+1A 0,28 - 4,36

H. psittacorum 4SM + 6M+ 1A 1,19 - 3,29

H. orthotricha cv. Lehua 12 M -

H. psittacorum cv. Nickeriensis 5M+ 7 SM -

H. caribaea x H.bihai cv. Hot Rio Nites 5M+7SM -

H. stricta cv. Iris Bannochie 8 M+ 4 SM -

H. collinsiana x bourgeana cv. Pedro Ortiz 5M+7SM -

H. caribaea x H.bihai cv Jacquinii 2M+ 12 SM -

H. psittacorum cv. Red Opal - 1,15 -2,64

H. psittacorum cv. Strawberries & Cream - 1,25-3,35




H. psittacorum - 1,14 -2,73

H. spathocircinata - 1,25-3,02
Tabela 2. Continuacéo...

H. spathocircinata x H. psittacorum cv. |- 1,44 - 2,98
Golden Torch

H. spathocircinata x H. psittacorum cv. |- 1,13-2,89
Golden Torch Adrian

H. caribaea x H. bihai cv. Jacquinii - 1,18 - 2.57
H. psittacorum cv. Suriname Sassy - 0,88 - 2,39
H. psittacorum cv. Sassy - 1,12- 2,53

(-) dados nédo existentes. (Mahanty, 1970; Guangsui et al., 2010; Dourado et al., 2013;
Miranda et al., 2013; Vieira et al., 2013; Nascimento et al., 2014; Costa et al., 2016).

2.4.3. Bandeamento Ag-NOR
As técnicas de bandeamento cromossdmico tém sido comumente utilizadas

na citogenética (Guerra, 2000). Entre eles, a impregnacdo com nitrato de prata
(AgNO:s) foi desenvolvida para revelar a posi¢do da regido organizadora do nucléolo
(NOR) (Howell e Black, 1980; Sumner, 2003). As informagbes obtidas por meio
dessa técnica permitem diferenciar espécies intra e interespecifica (Klinkhardt,
1998).

O bandeamento Ag-NOR foi aplicado somente para a espécie H. bihai (L.) L.
identificando e localizando a NOR nos dois primeiros pares cromossoémicos

(Nascimento et a., 2014).

2.5. Comportamento mei6tico

Trabalhos que avaliem o comportamento mei6tico ou instabilidade meiética
foram realizados apenas para algumas espécies de heliconia. Lee et al. (1994)
estudando as cultivares diploides (2n = 24 cromossomos) de Heliconia psittacorum
‘Tay’, ‘Andromeda’ e ‘Lady di’ verificaram microsporogénese normal, com formacgao
de tétrades de 99,60%, 99,70% e 100%, respectivamente, porém foram
consideradas parcialmente férteis pois apresentaram baixa producdo de frutos.
Algumas células anormais foram observadas como moénades e diades. Entretanto,
as cultivares triploides (2n = 36 cromossomos) ‘Petra’, ‘Sassy’ e ‘Iris’ foram
consideradas 100% estéreis, pois ndo apresentaram frutos. A percentagem de
tétrades foi baixa, com altas quantidades de irregularidades meiéticas encontradas.



Em H. pogonantha, foram observados cromossomos atrasados em tétrades
nas fases da anéfase | e Il. Células anormais com conjunto de 5 a 8 micrésporos
(poliades) também foram observadas. A espécie apresentou 35,90% de tétrades
anormais (poliades, diades e mbénades), porém maioria representada por tétrades
normais 64,09%. Em H. psittacorum, foram observadas tétrades em metafase | com
0os 12 bivalentes pareados normalmente. No entanto, encontraram poliades com
micrésporos de tamanhos desiguais, contendo varios nucleos ou micronucleos
(Franco et al., 2012).

2.6. Estudos de viabilidade polinica em Heliconia L.

Andlises da fertilidade de algumas espécies de helicbnias foram realizadas
por meio de testes colorimétricos para estimar a viabilidade polinica. Siméo et al.
(2007) verificaram em H. rivularis pouca quantidade de polen, inviaveis e com
variados tamanhos. Os autores relatam que estudos anteriores associados com
esses resultados reportaram as evidéncias de que H. rivularis é um hibrido. Ja as
espécies H. angusta e H. velloziana apresentaram grdos de pélens vidveis e em
grandes quantidades.

Em varias espécies e hibridos de helicbnias, a avaliacdo da viabilidade
polinica foi testada com o reativo de Alexander. As espécies H. subulata, H.
velerigera, H. episcopalis, H. flabellata, H. latispatha, H. lingulata, H. psittacorum Il
foram as mais férteis, contendo altas taxas de viabilidade polinica. Enquanto que H.
psittacorum |, viabilidade média e H. collinsiana, H. rivulares e H. raulineana,
percentuais baixos, além de verificarem que H. hibrido torto, H. imbricata e H.
orange torch séo totalmente estéreis (Franco et al., 2012).

Silva et al. (2015a) avaliaram a viabilidade polinica de H. bihai ‘Aurea’, H.
bihai ‘Chocolate Dancer, H. caribea x bihai, H. chartacea, H. latispatha, H. magnifica,
H. orthotricha, H. pendula, H. pogonantha, H. psittacorum x H. spathocircinata ‘Alan
Carle’, H. rauliniana ‘Citra’, H. rostrata e H. stricta, de botfes florais em estagio de
pré-antese, antese e pés-antese. Os autores concluiram que a maioria dos
genotipos possui alta viabilidade polinica em pré-antese, porém, em antese e pos-
antese, alguns acessos apresentaram decréscimo nas taxas de viabilidade dos
poélens.

Em Heliconia rostrata Ruiz & Pavan foram observados percentuais médios e

altos de viabilidade polinica estimados com diferentes corantes, de 59,26% a
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78,79%. A média percentual de germinagéo do tubo polinico foi de 74,93%, estando
em acordancia com o valor de viabilidade dos grdos de pdlen encontrada com o
reativo de Alexander (Mello et al., 2016a). Para essa mesma espécie, com o0 uso do
corante 2,3,5 cloreto-trifeniltetrazolio nas concentracbes de 0,075% e 0,30%,
verificou-se alta viabilidade polinica, com 96,75% e 95,80%, respectivamente (Mello
et al., 2016Db).

Em trés acessos de Heliconia psittacorum coletados em diferentes locais,
Nascimento et al. (2016a) verificaram alta porcentagem de viabilidade polinica, com
médias de 84,00% a 99,50%. Os autores inferem que 0s acessos possuem alta
capacidade de se reproduzir de forma sexuada.

2.7. Conservagéao do género Heliconia L.

Os ambientes de ocorréncia natural das espécies de helicbnias geralmente
séo regides de florestas tropicais Umidas, em beira de estradas, margens de rios,
matas de galeria e ciliares, bosques e sub-bosques, parcialmente abertos e com alta
irradiacdo solar (Rundel et al., 1998; Costa et al., 2011). Essas regifes representam
habitats que sofrem constantemente exploracdo excessiva associada ao
extrativismo ilegal das espécies.

A destruicdo desses habitats pode isola-las em “ilhas de floresta”, as quais
sdo pequenas para manter um numero razoavel de individuos de cada espécie.
Dessa forma, a reducdo da populacdo a torna com grandes chances de que ela
desapareca, seja por doencas, ataques de herbivoros e destruicdo do que sobrou do
habitat. Como resultado da diminuicAo da populacdo, a probabilidade de
cruzamentos entre individuos aparentados aumenta, o que pode causar varios
problemas genéticos e também a extincédo (Costa et al., 2011).

Até o momento, é incerto o nimero de espécies da ordem Zingiberales que
podem estar ameacadas de extincdo. As espécies endémicas estdo sob grande
risco de extingao, principalmente as de regides altamente modificadas pelo homem,
como € o caso das florestas tropicais, que abrangem a maior parte das Zingiberales,
e estd entre os ambientes mais ameacados do mundo (Costa et al.,, 2011).
Conforme Castro et al. (2007), 94 espécies sdo registradas como endémicas de
determinada regido, isso demonstra uma grande vulnerabilidade do género com

relacdo a conservagdo de germoplasma.
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Uma estratégia para preservar e diminuir o risco de erosdo genética do
género Heliconia € a conservacdo dessas espécies em bancos ativos de
germoplasma, que podem subsidiar estudos de seu potencial ornamental, e sua
utilizacdo em programas de melhoramento (Argblo, 2009). Assim, os bancos de
germoplasma sdo ferramentas que proporcionam a preservacdo maxima da

variabilidade genética, que é vital a pesquisa cientifica vegetal (Veiga et al., 2012).

2.8. Pré melhoramento e melhoramento genético de helicbnias no Estado de
Mato Grosso
O género Heliconia abrange espécies com grande variabilidade genética,

porém, pesquisas de pré melhoramento e melhoramento genético com enfoque
nesse género iniciaram-se ha pouco tempo no pais, estando restritos a poucas
instituicbes que desenvolvem pesquisas nesta area (Rocha, 2009).

O banco ativo de germoplasma da Universidade do Estado de Mato Grosso
(MT), Campus de Tangara da Serra, vem colocando em pratica atividades de pré
melhoramento em plantas tropicais como as helicbnias, alpinias e bastdo do
imperador. O banco conta com diversos acessos de H. densiflora e H. psittacorum,
que apresentam diversas coloracGes, tamanhos e formatos de bracteas, além de
outras espécies e hibridos do género coletadas em diferentes municipios ao longo
do Estado de Mato Grosso (Figura 2). Além disso, a Universidade realiza um projeto
de extensd@o com as flores tropicais, o0 MT horticultura, que apresenta aos produtores
rurais esses e outros produtos para serem comercializados, como uma alternativa de
renda.

Os acessos de Heliconia foram caracterizados e avaliados sob alguns
aspectos, como: diversidade genética (Silva, 2016), biologia floral e reprodutiva
(Nascimento, 2016b) e identificacdo de doencas ocorrentes em heliconias
(Nascimento et al., 2015; Silva et al., 2015b).

A producao de helicdnias no Mato Grosso € recente, porém ocorre em varias
cidades (Silva et al., 2015b), incentivando a producdo de hibridos para atender a
busca por novidades pelo mercado consumidor. Assim, contribui para a
disponibilidade de empregos e alternativa de renda aos produtores que desejam
produzi-las como plantas ornamentais. Nesse Estado, ha uma grande diversidade de
espécies de heliconias, amplamente distribuidas pelas condi¢cbes climaticas ideais

que favorecem o cultivo dessas plantas com alto potencial ornamental para o
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mercado floricultor e produtores que buscam novas opcdes (Ribeiro et al., 2010;
Silva, 2015b).

Figura 2. Alguns acessos de Heliconia pertencentes ao banco ativo de
germoplasma da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT). (A)
H. psittacorum; (B) H. densiflora; (C) H. rostrata e (D) H. psittacorum cv.
Golden Torch.

2.9. Parametros genéticos

Espécies domesticadas e que apresentam pouca ou nenhuma informacéao
sobre a variabilidade genética representam uma problemética para o melhoramento
(Maia et al., 2011). Segundo os autores, por meio da avaliacdo genética, é possivel
estimar parametros genéticos e predicdo de valores genotipicos para espécies
silvestres que auxiliam além dos programas de melhoramento genético a
conservacao das espécies. E, ainda, contribuem para uma sele¢cdo mais apropriada
e predizem o sucesso ou ndo de programas de melhoramento (Cruz e Carneiro,
2014).

A baixa precisdo de dados genéticos tem sido outro grande problema

relacionado a obtencédo de ganhos genéticos no melhoramento genético de plantas.
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Dessa forma, a utilizacdo de métodos genético-estatisticos mais aprimorados € uma
tendéncia a ser seguida no melhoramento genético de plantas, como forma de tornar
a selecdo mais eficiente (Pimentel et al., 2014). Nesse sentido, a estimativa de
parametros genéticos permite conhecer a acdo dos genes envolvidos na expressao
dos caracteres quantitativos e avaliar as diferentes formas de manipular esses
materiais com eficiéncia no melhoramento para obtencdo de ganhos genéticos e
manutencao da base genética (Costa, 2012; Cruz e Carneiro, 2014).

Dentre os parametros com maior importancia, destacam-se variancias
genéticas, correlacdes e as herdabilidades (Cruz e Carneiro, 2014; Laviola et al.,
2010). A correlagdo corresponde a associacao linear entre variaveis ou ao grau em
gue dependem uma da outra, podendo ocorrer de forma simultdnea ou contréria.
Logo, pode ser positiva, quando crescem ou diminuem juntas, ou entdo negativa,
com relacdo inversa (Steel e Torrie, 1980). Essa andlise permite a selecao indireta,
usada principalmente quando um determinado carater de interesse possui baixa
herdabilidade ou problemas de avaliacdo e mensuracao (Falconer e Mackay, 1996;
Cruz et al., 2012), e, também, contribuem para uma selecdo simultanea eficiente de
caracteristicas de interesse (Santos e Vencovsky, 1986).

A herdabilidade (h?) é classificada como um dos parametros de maior
importancia no melhoramento genético, visto que pode predizer o quanto que dada
caracteristica pertencente a um individuo pode se expressar em sua progénie. Uma
porcdo da variacdo fenotipica observada é decorrente da origem genética e uma
porcao refere-se a acdo ambiental sobre os genes (Resende, 2009). Esse parametro
pode ser definido em sentido amplo, quando todas as proporcbes genéticas da
viabilidade estéo inclusas, e no sentido restrito, quando se considera apenas a razao
dos efeitos aditivos dos genes (Borém, 2009; Resende, 2009). A escolha do método
do célculo da herdabilidade leva em consideracdo o tipo de forma reprodutiva da
espécie em estudo (Resende, 2009).

Os parametros genéticos foram aplicados com éxito em varios estudos com
heliconias, para caracteres de hastes florais, em cultivares e hibridos de H.
psittacorum (Costa et al., 2007; Rocha et al., 2010), H. bihai e H. stricta da colecao
de germoplasma de helicbnia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Lima,
2012). E, também, em acessos de Heliconia spp. em caracteristicas morfologicas
guantitativas e qualitativas, verificando a ocorréncia de variabilidade genética entre

0s acessos (Silva, 2016). Contudo, de modo geral, poucas espécies de helicbnias
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foram estudados sob os parametros genéticos, principalmente aplicados a dados de
citogenética.

2.1. Diversidade genética

O estudo da diversidade genética em acessos de bancos de germoplasma
permite conhecer a extensdo da variabilidade genética presente nesses materiais, a
qual reflete diretamente no uso para a criagdo de novas cultivares, com maior
probabilidade de progresso genético (Chen et al., 2012).

Para o inicio de um programa de melhoramento genético de plantas, a
escolha dos genitores € fundamental para a realizacdo dos cruzamentos, pois é
necessaria uma populacdo de base genética ampla para que ocorra a selecao dos
genadtipos (Correa e Gongalves, 2012). Nesse sentido, os estudos de diversidade
genética sao relevantes em programas de melhoramento, pois orientam o melhorista
por identificar genitores adequados a obtencao de hibridos (Cruz e Carneiro, 2014).

A partir da andlise multivariada, varios métodos podem ser empregados para
predizer a diversidade genética. Entre eles, técnicas de agrupamento baseadas na
distancia generalizada de Mahalanobis (D2), proposta por Mahalanobis (1936), e a
técnica de agrupamento pelo método de Tocher (Rao, 1952). Também podem ser
utilizadas técnicas de dispersdo grafica, envolvendo andlise por componentes
principais (Cruz et al., 2012; Monteiro et al., 2012). A escolha do método é
determinada de acordo com a precisdo desejada pelo pesquisador, facilidade da
analise e forma como os dados foram obtidos (Cruz et al., 2012). As medidas de
estudo da divergéncia genética sao Uteis quando aplicadas a avaliacdo de acessos
pertencentes a bancos de germoplasma, sendo possivel estabelecer relacdes entre
a diversidade genética e geografica (Nascimento et al., 2001). Propicia informacdes
aos programas de melhoramento genético e para a manutencdo e uso de acessos
(Cruz et al., 2012).

O presente estudo objetiva caracterizar citogeneticamente, estimar 0s
parametros genéticos e a diversidade genética em acessos de Heliconia
pertencentes ao banco ativo de germoplasma da Universidade do Estado de Mato
Grosso (UNEMAT), a fim de conservar e selecionar genotipos superiores para uso
em programas de melhoramento genético. Os capitulos tém como objetivos:

e determinar o numero cromossdmico, mensurar os dados morfométricos dos

Cromossomos e montar os cariogramas de seis acessos de Heliconia;
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mensurar o indice de assimetria cromossomica;

identificar o nimero das regides organizadoras nucleolares (NORS);

estimar o0s parametros genéticos e diversidade genética para as
caracteristicas de viabilidade polinica e indice meiético;

selecionar genoétipos superiores com base nos maiores percentuais de
viabilidade polinica e indice meiotico, sugerindo os possiveis parentais em

Ccruzamentos.
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4.1. CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE ACESSOS DE Heliconia densiflora
Verlot E Heliconia psittacorum L.f.

RESUMO

Estudos citogenéticos para o género Heliconia L. mostram nuimero basico de x=12,
com predominancia de espécies diploides apresentando 2n=24 cromossomos, e
alguns hibridos naturais triploides com 2n=36 cromossomos. Os dados citogenéticos
obtidos para esse grupo limitam-se a identificagcdo de nimero cromossémico, sendo
poucos estudos realizados quanto a morfometria e bandeamento Ag-NOR para as
espécies de Heliconia. Levando em conta a necessidade de ampliar o conhecimento
citogenético do género, os objetivos deste trabalho foram realizar a caracterizagédo
citogenética de acessos de Heliconia densiflora Verlot e Heliconia psittacorum L.f. As
analises citogenéticas foram conduzidas em seis acessos de Heliconia spp.. Foram
realizadas as etapas citogenéticas de tratamento com antitubulinico, maceracao
enzimatica, preparacdo e andlise das laminas e bandeamento Ag-NOR. Apés a
analise das metafases dos acessos foram realizadas as analises morfometricas,
classificacdo quanto a morfologia, célculos dos indices de assimetria
intercromossdmica Az e indice Al e montagem dos cariogramas. Os acessos de H.
densiflora e H. psittacorum apresentaram 2n = 24 cromossomos. Foram observadas
diferencas morfometricas a nivel interespecifico e intraespecifico quanto ao tamanho
e classes cromossOmicas, que podem ter sido causados por rearranjos estruturais
ou origem geografica diferente de cada acesso. Para o caridtipo dos acessos da
espécie H. densiflora foram encontrados cromossomos medindo de 1,77 a 5,79 um,
e 0s acessos de H. psittacorum de 4,45 a 1,46 um. Todos 0S acessos possuem
cariétipos constituidos de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, com um
par de NORs o que sugere possivelmente uma condi¢cdo diploide para esses
acessos. Os acessos de H. densiflora possuem os menores indices de assimetria.
Logo, possuem cariotipo mais simétrico quando comparado aos acessos de H.
psittacorum. Nesse sentido, como o0s acessos de H. densiflora apresentam
cariétipos mais simétricos, e a espécie pode ser considerada mais recente no
processo evolutivo do que H. psittacorum. Os dados de caracterizacao citogenética
permitiram diferenciar os acessos de H. densiflora e H. psittacorum que aliados a
outras caracterizacdes podem subsidiar a conservacdo de genétipos de interesse,
melhoramento genético e ampliar o conhecimento citogenético do género.

Palavras-chave: Citogenética classica, bandeamento Ag-NOR, morfometria
cromossOmica
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ABSTRACT

Cytogenetic studies for the genus Heliconia L. show a basic number of x=12, with a
predominance of diploid species presenting 2n=24 chromosomes, and some triploid
natural hybrids with 2n=36 chromosomes. The cytogenetic data obtained for this
group are limited to the identification of chromosome numbers, and few studies have
been done regarding morphometry and Ag-NOR banding for Heliconia species.
Considering the need to extend the cytogenetic knowledge of the genus, the
objectives of this study were to perform the cytogenetic characterization of the
accessions of Heliconia densiflora Verlot and Heliconia psittacorum L.f. Cytogenetic
analyzes were carried out on six accessions of Heliconia spp. Cytogenetic steps of
antitubulinic treatment, enzymatic maceration, preparation and analysis of slides and
the Ag-NOR banding were performed. After analyzing the metaphases of the
accesses, morphometric analyzes, classification of morphology, calculations of the
indexes of asymmetry Az and index Al and setting of the karyotypes were performed.
The accessions of H. densiflora and H. psittacorum presented 2n=24 chromosomes.
Morphometric differences were observed at interspecific and intraspecific level
regarding size and chromosomal classes, which may have been caused by structural
rearrangements or different geographical origin from each access. For the karyotype
of the accessions of the species H. densiflora were found chromosomes measuring
from 1,77 to 5,79 ym, and the accesses of H. psittacorum from 4,45 to 1,46 uym. All
accesses have karyotypes consisting of metacentric and submetacentric
chromosomes, with a pair of NORs which possibly suggests a diploid condition for
these accesses. The accessions of H. densiflora have the lowest asymmetry indexes.
Therefore, they have a more symmetrical karyotype when compared to the
accessions of H. psittacorum. In this sense, since the accessions of H. densiflora
present more symmetrical karyotypes, and the species may be considered more
recent in the evolutionary process than H. psittacorum. The cytogenetic
characterization data allowed to differentiate the accessions of H. densiflora and H.
psittacorum, which, together with other characterizations, may contribute to the
conservation of genotypes of interest, genetic breeding and to increase the
cytogenetic knowledge of the genus.

Keywords: Cytogenetics classical, banding Ag-NOR, morphometry chromosome
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INTRODUCAO
O género Heliconia L. conta com uma grande variedade de espécies, hibridos

naturais e cultivares com valor ornamental, comercial (Berry e Kress, 1991) e
ecologico (Lamas, 2004). Inicialmente, a identificacdo das heliconias € realizada com
base em caracteres morfolégicos e nas cores das flores e inflorescéncias que as
espécies apresentam. No entanto, sdo observadas variacdes naturais intra e
interespecificas entre as espécies, ocasionadas pelos isolamentos geogréficos,
acOes ambientais e nutricionais, as quais sao fatores que causam confusfes entre
0s produtores comerciais e colecionadores, bem como influenciam em uma correta
descricéo taxondmica (Berry e Kress, 1991; Siméo et al., 2007).

Nesse sentido, a caracteriza¢do citogenética permite descrever o conjunto de
cromossomos de uma espécie, o qual € uma representacdo esquematica dos
cromossomos. Essas informacdes sdo Uteis para a comparagdo citogenética de
diferentes espécies ou avaliacdo da variagdo cariotipica entre individuos
intraespecificos (Advincula, 2016). E, ainda, sdo muito importantes para
determinacdes taxondmicas pois fornecem informacdes sobre as relacbes de
parentesco e 0s mecanismos evolutivos cromossémicos nos mais variados grupos
vegetais e animais (Stebbins, 1971; Guerra, 1990). Os dados citogenéticos também
contribuem para a realizacdo de uma selecdo mais eficiente dos recursos genéticos,
disponiveis ou ndo em bancos ativos de germoplasma, que apresentam
possibilidades de uso em programas de melhoramento genético (Pinto-Maglio e
Pierozzi, 2015; Nass, 2001).

Apesar do grande interesse ornamental e econdmico do género e das amplas
contribuicdes da citogenética a maioria dos estudos para helicbnias esta relacionada
a caracterizaces morfoagronémicas e potencial ornamental, sendo escassos 0s
estudos citogenéticos e com enfoque maior no nimero cromossdmico. Segundo
Costa et al. (2016), 36 espécies possuem dados de numero cromossdmico,
representando cerca de 15% do total de espécies do género.

Os estudos citogenéticos apontam 2n = 24 cromossomos como 0 numero
cromossbmico mais frequententemente observado para as espécies do género
Heliconia L. (Andersson, 1984). E um grupo de hibridos naturais (H. densiflora cv
Fire Flash, H. psittacorum cv Petra, H. psittacorum cv. Sassy, H. psittacorum cv.
Suriname Sassy) com 2n = 36 cromossomos (Lee et al., 1994; Kaemwong e
Eksomtramage, 1998; Costa et al., 2016).
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Além do numero de cromossomos, em algumas espécies, foram feitas
analises morfométricas. Os caridtipos sao constituidos por cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos (Miranda et al., 2013; Dourado et al., 2013; Vieira
et al., 2013; Nascimento et al., 2014; Costa et al., 2016). Nas espécies H. hirsuta, H.
psittacorum e H. rostrata, foram encontrados alguns pares cromossémicos
acrocéntricos (Dourado et al., 2013; Miranda et al., 2013).

O bandeamento Ag-NOR consta na literatura apenas para a espécie H. bihai
(L.) L., a qual possui a regido organizadora do nucléolo (NOR), nos dois primeiros
pares cromossomicos (Nascimento et al., 2014). Esse tipo de informacé&o possibilita
a diferenciacéo intra e interespecifica de espécies (Klinkhardt, 1998), a qual € uma
ferramenta que pode ser aplicada para a diferenciacéo de espécies de heliconias.

Assim, esse estudo tem por objetivo realizar a caracterizacao citogenética de
acessos de Heliconia spp., por meio da determinacdo do numero e morfometria
cromossbmica, indices de assimetria cariotipica e bandeamento Ag-Nor, buscando
diferenciar e comparar os cariotipos entre 0s acessos para levantar informacdes que
possam auxiliar a conservacao, diferenciacdo taxébnomica e uso em programas de

melhoramento genético.
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MATERIAL E METODOS
Local de estudo

Os procedimentos citogenéticos foram realizados no Laboratorio de
Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade do Estado de Mato

Grosso (UNEMAT), Campus universitario de Alta Floresta.

Material vegetal

As andlises de caracterizagdo citogenética foram realizadas em dois acessos
de H. densiflora e quatro acessos de H. psittacorum. Os acessos séo oriundos do
Banco Ativo de Germoplasma da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus
de Tangara da Serra (14°39’ S e 57°25 W e altitude de 321 m), coletados em
diferentes cidades ao longo do Estado de Mato Grosso (Tabela 3).

Tabela 3. Dados de coleta dos acessos de Heliconia spp. conservados no banco
ativo de germoplasma da UNEMAT, Campus Tangara da Serra

Cores das Cidades de

Acessos Espécies . o Coordenadas
inflorescéncias coleta
2 Vermelho-laranjado Alta floresta S 9 051 4 / "
: W 56° 12' 04
H. densiflora o Bt pan
16 Vermelho-laranjado Alta floresta S 9° 52’ 43
W 56° 09' 22
~ S 10° 36’ 44”
4 Vermelho Nova Canaé W 55° 42’ 05"
] S 10° 46’ 55”
. oittacorum Vermelho Colider W 55° 27° 00"
6 P Vermelho Matupa S 107 12° 267
up W 54° 57’ 39"
10 . S 14° 35’ 59”
Laranja Santo Afonso W 57° 10’ 56"

Obtencao das metéafases

Para cada acesso, foram coletados trés rizomas que permaneceram em
baldes com &gua para emissdo de raizes novas. Quando os meristemas radiculares
atingiram de 0,5 a 1,0 cm de comprimento, foram pré-tratados em solucdo de
amiprofos-metil (APM), na concentragdo de 3 pM, a uma temperatura de 4°C,
permanecendo por 17 h para os acessos de H. densiflora e 16 h para os acessos de
H. psittacorum. Em seguida, as lavagens das raizes foram realizadas em agua
destilada, trés trocas de 15 min, para remoc¢do do excesso da solucdo. Tambéem

foram realizadas trés trocas, com duracdo de 15 min, de metanol: acido acético na
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proporcéo 3:1 (PA), ao final desse processo, as amostras foram armazenadas a 4°C
(Carvalho et al., 2007).

As raizes foram retiradas da solucao fixadora e passaram por trés lavagens
seguidas em agua destilada, com duracdo de 10 min cada troca. Apos, as raizes
foram transferidas para tubos do tipo Eppendorf®, contendo enzima Pectinase
Sigma® para os acessos 2 e 16 (H. densiflora), que permaneceram por 7 h em
banho maria a 35°C e, com pool enzimatico (74% pectinase + 7,4% hemicelulase +
18,5% macerozime) (1:45) 10 uL de pool e 450 uL de agua destilada para os
acessos 4, 5, 6, 7 e 10 (H. psittacorum), permanecendo por 3 h sob a mesma
temperatura. Logo apds a maceracdo enziméatica, as raizes foram novamente
lavadas, realizando-se trés trocas consecutivas em agua destilada e metanol: acido

acético, e armazenadas a 4°C, até o preparo das laminas.

Preparacéo e analise das laminas

As laminas foram preparadas conforme a metodologia descrita por Carvalho e
Saraiva (1993), pela técnica de dissociacdo celular do meristema radicular e secas
ao ar em movimentos rapidos. Apos 24 h, as laminas foram coradas com Giemsa
5% (Merck KGaA) em tampao de fosfato (pH 6,8) por 4 min, e, logo em seguida,
lavadas trés vezes consecutivas em agua destilada, e secas em placa aquecedora a
50°C durante 15 min.

Dez metafases de cada acesso, com cromossomos bem distribuidos sobre a
lamina e sem sobreposicdes, foram fotografadas com o uso de objetiva de 100X em
um microscopio Fotémico Binocular (Leica ICC 50) acoplado a um computador com
software LAZ EZ V1. 7.0.

Bandeamento Ag-NOR

Algumas laminas foram submetidas a solucdo de nitrato de prata (AgNOs3)
50% para o bandeamento Ag-NOR, segundo Funaki et al., (1975). A solugéo foi
gotejada sobre cada lamina que, posteriormente, foi coberta com laminula. O
material foi mantido em camara umida a 36°C por 18 h e 20 min. Finalizado o
periodo de incubacéo, as laminulas foram retiradas com jato de agua e as laminas

lavadas com agua destilada durante 2 min.
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Morfometria cromossomica

ApGs a obtencgéo das imagens, foram realizadas as medi¢cdes cromossdmicas
(tamanho do braco longo, bragco curto e tamanho total) com auxilio do programa
Micromeasure for Windows, version 3.3, (Reeves e Tear, 2000) e a classificacao
morfolégica realizada conforme nomenclatura proposta por Levan et al. (1964) e
revisado por Guerra (1986), efetuada com base na razdo entre os bragos (r), por
meio da formula: r = LL / LS, onde: r = razdo entre os bracos; LL = comprimento do
braco longo; LS = comprimento do braco curto. Também foram calculados os indices
centroméricos (IC) da seguinte forma: LS= comprimento do brago curto*100/
comprimento total. A partir dessas informagdes, o cariograma foi montado em ordem
decrescente de tamanho, com os pares alinhados pelo centrémero com auxilio do
programa Adobe® Photoshop® CC (2015).

indices de assimetria cromoss6mica

Foram calculados os indices de assimetria cromossdmica. O indice de
assimetria intercromossémica (Az) foi estimado usando o método proposto por
Romero Zarco (1986), por meio da formula: A2 = S/ X, em que Az = indice de
assimetria intercromossémica, S = desvio padrdo e X= média do comprimento
cromossomico.

O indice de assimetria (Al) foi calculado de acordo com a seguinte equacao:
Al = CVCL * CVCI / 100, onde CVCL (X/IC médio*100) é a variagdo no comprimento
cromossémico e CVCI (A=*100) é variacdo no indice centromérico (Paszko, 2006).
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RESULTADOS

Preparacéo citogenética e numero cromossémico

As metodologias citogenéticas empregadas desde a fixacado das raizes até a
preparacao da lamina resultaram em cromossomos morfologicamente preservados,
espalhados sobre o0 mesmo plano de foco e sem sobreposi¢des, sendo adequadas
para a analise citogenética dos acessos.

Os processos de tratamento com o antitubulinico APM e maceracao
enzimética foram diferentes para as espécies com relacdo ao tempo. Os acessos de
H. densiflora permaneceram por 17 h em APM, enquanto os acessos de H.
psittacorum, por 16 h.

Assim como para o tratamento com APM, o tempo de maceragdo enzimatica
também foi diferente entre os acessos. No entanto, foram utilizadas enzimas
distintas para esse processo. Em H. densiflora, os acessos permaneceram em
enzima pectinase por 7 h, e os acessos de H. psittacorum pool enziméatico
(pectinase + hemicelulase+ macerozime), durante 3 h.

As metafases coradas com corante Giemsa demonstraram que ndo houve
variacbes quanto ao numero cromossémico entre 0s acessos das espécies H.
densiflora e H. psittacorum, assim, todos apresentam 2n = 24 cromossomos (Figuras
3,4¢ebh).
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Figura 3. Metafase mitética de H. densiflora 2n = 2x = 24 cromossomos (A)
acesso 2 e (B) acesso 16, pré-tratados com 3 ym de APM por 17 h, corados com
Giemsa 5% por 4 min. Barra 10 ym.
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Figura 4. Metafase mitética de H. psittacorum 2n = 2x = 24 cromossomos (A) acesso 4 e (B)
acesso 5, pré-tratados com 3 um de APM por 16 h, corados com Giemsa 5% por 4 min. Barra
10 pm.
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Figura 5. Metafase mitética de H. psittacorum 2n = 2x = 24 cromossomos (A) acesso 7 e (B)

acesso 10, pré-tratados com 3 ym de APM por 16 h, corados com Giemsa 5% por 4 min.
Barra 10 um.

Morfometria cromossdmica

Os acessos possuem 0 mesmo numero de cromossomos, porém, foram
encontradas diferencas quanto ao tamanho e morfologia cromossémica quando
comparadas as espécies H. densiflora e H. psittacorum, inclusive a nivel
intraespecifico.

Os acessos de H. densiflora 2 e 16 apresentaram cromossomos medindo de

5,79 (cromossomo 1) a 2,75 pm (cromossomo 12) e 3,71 a 1,77 pum,
respectivamente (Tabelas 4 e 5).
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Em H. psittacorum, o acesso 4 apresentou de 3,59 (cromossomo 1) a 1,68 pum
(cromossomo 12, Tabela 6); acesso 5, de 4,17 a 2,38 um (Tabela 7); acesso 7, de
4,45 a 1, 75 um (Tabela 8) e acesso 10, de 3,85 a 1,46 um (Tabela 9). Os acessos
2, 5 e 7 apresentaram os maiores comprimentos totais dos cromossomos.

Todos 0s acessos apresentaram Cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos. No entanto, foram observadas diferengcas com relagdo a
quantidades das classes cromossOmicas. O acesso 2 (H. densiflora) possui dez
pares de cromossomos metacéntricos (1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11 e 12) e dois pares
submetacéntricos (4 e 9). O acesso 16 contém onze pares metacéntricos (1, 3, 4, 5,
6, 7, 8,9, 10, 11 e 12) e somente um par submetacéntrico (2). Assim, 0 acesso 2
apresenta a férmula cariotipica 10M + 2SM, e o acesso 16, 11M + 1SM.

Para a espécie H. psittacorum, o acesso 4 € constituido de nove pares
metacéntricos (1, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12) e trés submetacéntricos (1, 2 e 3). O
acesso 5, com cinco pares metacéntricos (7, 8, 9, 10 e 12), e sete submetacéntricos
(1, 2,3,4,5,6 e 11). O acesso 7, com onze pares metacéntricos (2, 3, 4, 5, 6, 7,8,
9,10, 11 e 12) e um submetacéntrico (1), e o acesso 10 tem dez pares metacéntricos
(2, 3, 4,6,7, 8 9, 10, 11 e 12) e dois submetacéntricos (1 e 5). As férmulas
cariotipicas para esses acessos sao 4 (9M+3SM), 5 (5M+7SM), 7 (11M+1M) e 10
(1OM+2SM).

O acesso 2 se diferencia do acesso 16 com relacdo a classe cromossémica
dos pares 2, 4 e 9. Todos o0s acessos de H. psittacorum (4, 5, 7 e 10) apresentam a
mesma morfologia cromossdmica apenas nos pares 7, 8, 9, 10 e 12 (cromossomos

metacéntricos).
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Tabela 4. Morfometria dos cromossomos metafasicos do acesso 02 (H. densiflora)

(2n = 24)
Bracos
Cromossomo  Total Longo Curto IC R Classe
(Lm)
1 5,79 3,32 2,47 42,66 1,34 M
2 5,36 2,97 2,39 44,59 1,24 M
3 4,82 2,81 2,01 41,70 1,40 M
4 4,35 2,62 1,73 39,77 1,51 SM
5 4,14 2,36 1,78 43,00 1,33 M
6 3,95 2,18 1,77 44,81 1,23 M
7 3,76 1,99 1,77 47,07 1,12 M
8 3,56 2,05 1,51 42,42 1,36 M
9 3,46 2,07 1,39 40,17 1,49 SM
10 3,34 1,87 1,47 44,01 1,27 M
11 3,10 1,72 1,38 44,52 1,25 M
12 2,75 1,53 1,22 44,36 1,25 M
TOTAL 48,38 27,49 20,89

IC (indice centromérico); r (Razao entre bragos); M (Metacéntrico); SM (Submetacéntrico).

Tabela 5. Morfometria dos cromossomos metafasicos do acesso 16 (H. densiflora)

(2n = 24)
Bracos
Pares Total Longo Curto IC R Classe
(Hm)

1 3,71 2,10 1,61 43,40 1,30 M
2 3,04 1,81 1,23 40,46 1,47 SM
3 2,98 1,67 1,31 43,96 1,27 M
4 2,74 1,56 1,18 43,07 1,32 M
5 2,59 1,46 1,13 43,63 1,29 M
6 2,47 1,36 1,11 44,94 1,23 M
7 2,26 1,32 0,94 41,59 1,40 M
8 2,25 1,28 0,97 43,11 1,32 M
9 2,18 1,23 0,95 43,58 1,29 M
10 2,11 1,18 0,93 44,08 1,27 M
11 1,94 1,10 0,84 43,30 1,31 M
12 1,77 0,99 0,78 44,07 1,27 M

TOTAL 30,04 17,06 12,98 M

IC (indice centromérico); r (Razao entre bragos); M (Metacéntrico); SM (Submetacéntrico)
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Tabela 6. Morfometria dos cromossomos metaféasicos do acesso 04 (H. psittacorum)
(2n = 24)

Bracos
Pares Total Longo Curto IC R Classe
(Lm)

1 3,59 1,98 1,61 44,85 1,23 M
2 3,30 2,11 1,19 36,06 1,77 SM
3 3,02 1,88 1,14 37,75 1,65 SM
4 2,88 1,80 1,08 37,50 1,67 SM
5 2,59 1,42 1,17 45,17 1,21 M
6 2,44 1,36 1,08 44,26 1,26 M
7 2,28 1,24 1,04 45,61 1,19 M
8 2,16 1,19 0,97 4491 1,23 M
9 2,07 1,19 0,88 4251 1,35 M
10 2,00 1,09 0,91 45,50 1,20 M
11 1,93 1,11 0,82 42,49 1,35 M
12 1,68 0,92 0,76 45,24 1,21 M

TOTAL 29,94 17,29 12,65 44,85 1,23 M

IC (indice centromérico); r (Razéo entre bragos); M (Metacéntrico); SM (Submetacéntrico)

Tabela 7. Morfometria dos cromossomos metaféasicos do acesso 05 (H. psittacorum)
(2n=24)

Bracos
Pares Total Longo Curto IC r Classe
(Lm)
1 4,17 2,69 1,48 35,49 1,82 SM
2 3,77 2,32 1,45 38,46 1,60 SM
3 3,63 2,21 1,42 39,12 1,56 SM
4 3,42 2,11 1,31 38,30 1,61 SM
5 3,34 2,10 1,24 37,13 1,69 SM
6 3,23 1,94 1,29 39,94 1,50 SM
7 3,15 1,82 1,33 42,22 1,37 M
8 3,06 1,68 1,38 45,10 1,22 M
9 2,88 1,64 1,24 43,06 1,32 M
10 2,71 1,59 1,12 41,33 1,42 M
11 2,61 1,60 1,01 38,70 1,58 SM
12 2,38 1,33 1,05 44,12 1,27 M

TOTAL 38,35 23,03 15,32
IC (indice centromérico); r (Razao entre bragos); M (Metacéntrico); SM (Submetacéntrico).
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Tabela 8. Morfometria dos cromossomos metaféasicos do acesso 07 (H. psittacorum)
(2n=24)

Bracos
Pares Total Longo Curto IC r Classe
(Lm)

1 4,45 2,80 1,65 37,08 1,70 SM
2 3,81 2,11 1,70 44,62 1,24 M
3 3,19 1,71 1,48 46,39 1,16 M
4 2,85 1,55 1,30 45,61 1,19 M
5 2,68 1,44 1,24 46,27 1,16 M
6 2,58 1,45 1,13 43,80 1,28 M
7 2,47 1,43 1,04 42,11 1,38 M
8 2,36 1,30 1,06 44,92 1,23 M
9 2,27 1,22 1,05 46,26 1,16 M
10 2,18 1,20 0,98 44,95 1,22 M
11 2,02 1,13 0,89 44,06 1,27 M
12 1,75 0,98 0,77 44,00 1,27 M

TOTAL 32,61 18,32 14,29

IC (indice centromérico); r (Razéo entre bracos); M (Metacéntrico); SM (Submetacéntrico).

Tabela 9. Morfometria dos cromossomos metafasicos do acesso 10 (H. psittacorum)
(2n=24)

Bracos
Pares Total Longo Curto IC r Classe
(Lm)
1 3,85 2,52 1,33 34,55 1,89 SM
2 2,54 1,39 1,15 45,28 1,21 M
3 2,19 1,17 1,02 46,58 1,15 M
4 2,07 1,12 0,95 45,89 1,18 M
5 2,02 1,19 0,83 41,09 1,43 SM
6 2,00 1,13 0,87 43,50 1,30 M
7 1,95 1,11 0,84 43,08 1,32 M
8 1,87 1,03 0,84 44,92 1,23 M
9 1,79 1,03 0,76 42,46 1,36 M
10 1,73 0,94 0,79 45,66 1,19 M
11 1,59 0,91 0,68 42,77 1,34 M
12 1,46 0,80 0,66 45,21 1,21 M

TOTAL 25,06 10,72 25,06
IC (indice centromérico); r (Razéo entre bracos); M (Metacéntrico); SM (Submetacéntrico)
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indices de assimetria cromossomica

A partir dos dados morfométricos dos acessos, foram estimados os indices de
assimetria intercromossdmica Az (Romero e Zarco, 1986) e Al (Pasko, 2006).

Com relacdo ao indice de A2, foram observados para os acessos de H.
densiflora 2 e 16 (0,22). Em acessos de H. psittacorum, foram observados para o
acesso 04 (0,24), 05 (0,16), 07 (0,28) e 10 (0,29) para esse mesmo indice.

O indice Al foi diferente para todos os acessos. Os acessos 2 e 16 possuem
0,46 e 0,27, respectivamente. E os acessos de H. psittacorum 04, 05, 07 e 10 com
0,33, 0,20, 0,49 e 0,41, respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10. indices de assimetria intercromossdmica (Az) e indice de assimetria (Al)
de sete acessos de Heliconia

indice de simetria

Acessos Espécies Ao Al
2 . 0,22 0,46
16 H. densiflora 022 027
4 0,24 0,33
5 H. psittacorum 0,16 0,20
7 ' 0,28 0,49
10 0,29 0,41

Bandeamento Ag-Nor
Em todos os acessos de H. densiflora e H. psittacorum foi obervado um par
de cromossomos com a presenca de NOR, o que sugere uma origem diploide nos

acessos estudados.
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DISCUSSAO

Preparacéo citogenética e numero cromossémico

Para a etapa de tratamento com o antitubulinico APM, o resultado deste
trabalho foi semelhante ao encontrado por Nascimento et al. (2014) para H. bihai,
que permaneceu durante 16 h na solucdo de APM. A utilizacdo do APM como
agente bloqueador em concentracbes micromolares evita a formacdo de mitoses
anormais e de micronudcleos (Planchais et al., 2000).

Conforme Carvalho et al. (2008), a concentracdo e o tempo do agente
antimitético sdo fundamentais para se obter preparacdes apropriadas para estudos
citogenéticos. Assim, esses requisitos podem variar conforme a espécie de
interesse, como observado neste estudo, sendo necessarios testes para verificar a
concentracdo e tempo que melhor se adeque a cada espécie.

Nascimento et al. (2014) relataram que o uso da enzima pectinase para
maceracao enzimatica durante 2 h em H. bihai resultou em células sem parede e
sem causar danos a cromatina, favorecendo a coloracdo adequada dos
cromossomos e, assim, as andlises morfométricas. O autor Lorenzoni (2016),
realizando preparacdes citogenéticas em Annona mucosa Jacquin., também utilizou
o pool enzimatico por um tempo baixo, sendo este de 2 h, o qual gerou
cromossomos prometafasicos com diferentes graus de compactacdo, cromossomos
individualizados sem sobreposicdes e constricbes secundarias definidas. Ambas as
enzimas podem ser usadas com eficiéncia para as preparacdes citolégicas, porém, o
pool enzimatico proporciona maceracao da parede celular de forma mais rapida, por
ser uma associacao de trés enzimas que degradam a pectina, a hemicelulose e a
celulose, sendo indicado para realizar a digestdo de forma mais rapida e para
espécies que possuem raizes espessas, como em Heliconia.

O numero cromossémico encontrado para os acessos de heliconia corrobora
com o de estudos anteriores para varias espécies do género. Andersson (1984)
determinou o numero de cromossomos de 31 taxons de Heliconia, incluindo H.
densiflora e H. psittacorum, e verificara para todas as espécies 2n=24 cromossomos.
Costa et al. (2016) também observaram 2n=24 cromossomos para H. psittacorum.
Esses resultados diferem do encontrado por Vieira et al. (2013), para H. psittacorum,
gue possui 2n = 22 cromossomos. O numero cromossémico 2n= 24 é descrito na

literatura para a maioria das espécies do género Heliconia L. (Venkatasubban, 1945;
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Andersson, 1984; Lee et al.,, 1984; Maranty, 1970; Kaemwong e Eksomtramage,
1998; Guangsui et al.,2010; Costa et al., 2016).

A partir de todos os estudos citogenéticos das heliconias, infere-se que as
espécies apresentam numero basico x = 12, evidenciando a predominancia de
espécies diploides (2n = 2x = 24), embora existam alguns hibridos triploides (2n = 3x
= 36) oriundos de eventos naturais de hibridacdo (H. densiflora cv Fire Flash, H.
psittacorum cv Petra, H. psittacorum cv. Sassy, H. psittacorum cv. Suriname Sassy
(Mahanty, 1970; Andersson, 1984; Lee et al., 1994; Kaemwong e Eksomtramage,
1998; Costa et al., 2016).

O numero basico x = 11 € sugerido como possivel nimero ancestral para a
ordem Zingiberales. A partir desse numero basico, surgiram os secundarios, como o
namero x = 12, por mecanismo de aneuploidia. Com isso, o nimero basico x = 12
para Heliconia L. possivelmente é derivado de x = 11, que esta presente em
algumas espécies do género (Mahanty, 1970; Andersson, 1984). De acordo com
observacdes citologicas realizadas para as Zingiberales, alguns grupos possuem
uma grande variacdo de numero cromossémico, como é o caso do género Costus,
com numeros que variam de 2n = 16 a 2n = 102 cromossomos (Boehm, 1931;
Vovide e Lascurain, 1995; Bhadra e Bandyopadhyay, 2016), embora, até o
momento, no género Heliconia L., ndo se observe essa variacdo expressiva em

termos de nimero cromossodmico.

Morfometria cromossOomica

Os acessos apresentaram uniformidade quanto ao nimero cromossdmico,
porém o tamanho e morfologia cromossdmica foi heterogénea a nivel interespecifico
e intraespecifico, o que representa dados importantes para futuros estudos de
citogenética molecular nestes acessos. Chakravorti (1960) também observou
diferencas na estrutura dos cromossomos entre os cariotipos de diferentes espécies
de Heliconias.

Diferengcas no cariotipo de uma mesma espécie podem ser causados por
variacOes genéticas entre populacdes, dando origem a diversidade caribtipica a nivel
intraespecifico resultante de rearranjos estruturais (Moscone, 1990; Cid e Palomino,
1996). EI-Bok et al. (2014), estudando a citogenética de 15 taxons do género Vicia,
também verificam diferencas estruturais intraespecificas e citam como possivel

causa a origem geografica diferente de cada taxon. Neste estudo, todos 0s acessos
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foram coletados em diferentes localidades no Estado de Mato Grosso, o que, além
de rearranjos estruturais, a origem de coleta de cada acesso deste estudo sugere-se
como possiveis causas das variacOes estruturais observadas.

Os tamanhos dos cromossomos de H. psittacorum sdo semelhantes a alguns
ja descritos na literatura para essa espécie, como 3,29 a 1,19 um (Vieira et al., 2013)
e 2,73 a 1,14 pm (Costa et al., 2016). Além disso, os resultados dos acessos do
presente estudo corroboram com o0s encontrados para outras espécies do género.
Em H. bihai, 3,96 a 0,67 um (Nascimento et al.,, 2014); H. hirsuta, 4,36 a 0,28
(Dourado et al., 2013); H. spathocircinata, 3,02 a 1,25 um; H. psittacorum cv. Red
Opal, 2,64 a 1,15 um; H. psittacorum cv. Strawberries & Cream, 3,35 a 1,25 um; H.
spathocircinata x H. psittacorum cv. Golden Torch, 2,98 a 1,44 um; H.
spathocircinata x H. psittacorum cv. Golden Torch Adrian, 2,89 a 1,13 um; H.
caribaea x H. bihai cv. Jacquinii, 2,57 a 1,18 um e H. psittacorum cv. Suriname
Sassy 2,39 a 0,88 um (Costa et al., 2016). Além destes, Andersson (1984), em 31
espécies de heliconias, observou o tamanho cromossémico variando de 1,7 a 0,7
pgm.

Considerando a morfometria cromossdmica das espécies do género Heliconia
L., seus caribtipos sdo constituidos por cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e trés espécies possuem em seus cariftipos Cromossomos
acrocéntricos (H. hirsuta, H. psittacorum e H. rostrata) (Dourado et al., 2013; Miranda
et al., 2013). As cultivares H. orthotricha cv. Lehua, H. psittacorum cv. Nickeriensis,
H. stricta cv. Iris Bannochie, H. collinsiana x bourgeana cv. Pedro Ortiz, H. caribaea
x H.bihai cv Jacquinii e as espécies H. bihai e H. stricta apresentam cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos (Miranda et al., 2013; Nascimento et al., 2014;
Costa et al., 2016).

As informacdes citogenéticas dos acessos do presente estudo, aliadas a
dados moleculares, sdo importantes para a identificacdo taxonémica das espécies
do género Heliconia L., o qual apresenta incerteza quanto ao numero exato de
espécies que possui, causada pelas caracteristicas morfolégicas serem muito
semelhantes e dificultarem uma correta classificagdo. Aléem disso, podem subsidiar a

conservacgao desses genotipos e insercao em programas de melhoramento genético.
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indices de assimetria cromossomica

Os indices de assimetria cariotipica inter e intra cromossémica tém sido
amplamente empregados para comparar a assimetria entre e dentro dos diferentes
taxons (Paszko, 2006). Como o resultando presente neste trabalho, em que de
forma geral, verifica-se que os acessos de H. densiflora possuem 0s menores
indices de assimetria, tanto para o indice Az quanto o Al. Nesse sentido, 0s acessos
de H. densiflora possuem cari6tipo mais simétrico quando comparadas aos acessos
de H. psittacorum.

Espécies que apresentam maior indice de assimetria cariotipica podem
indicar plantas mais primitivas evolutivamente, em contrapartida as de menor indice
caracterizam-se como mais recentes (Stebbins, 1971). A diminuicdo quanto ao
tamanho cromossémico e o aumento no grau de assimetria sdo indicativos da
evolucdo cariotipica da espécie (Morales, 2008). Nesse sentido, os acessos de H.
densiflora apresentam caridtipos mais simétricos e a espécie pode ser considerada
mais recente no processo evolutivo do que H. psittacorum.

indices altos de assimetria cromossémica podem ser causados pelas
mudancas que ocorreram quanto a posi¢cao do centrdbmero e diferencas quanto ao
tamanho dos cromossomos, 0 que da origem a cariétipos mais heterogéneos. Essas
mudancas podem ter sido ocasionadas por eventos, como translocagcdes
robertsonianas, inversdes e translocacfes desiguais detectaveis (Paszko, 2006).
Assim, sdo algumas possiveis causas das diferencas com relacdo aos indices de
assimetria observados nos acessos de H. psittacorum.

Paszko (2006) realizou a comparacdo de varios métodos para avaliar a
assimetria cariotipica. Segundo este autor, Romero Zarco (1986) propréem-se 0s
indices A1 (intracromossomica) e Az (intercromoss6mica), porém, somente o indice
Az descreve corretamente a variagdo no comprimento cromossémico. O indice Az é
um desvio padrao do comprimento cromossémico, estatisticamente, € um parametro
sensivel, que possibilita uma adequada avaliacdo da variagdo do comprimento
cromossOmico existente em um complemento (Paszko, 2006).

O indice Al € um indice novo proposto por Paszko (2006), que mede a
heterogeneidade do comprimento cromossdmico e da posi¢cado centromeérica em um
cariétipo. Segundo o autor, esse indice tem como vantagem um alto grau de
precisao e sensibilidade para avaliar a assimetria cariotipica. Por isso o interesse em

utiliza-lo para estimar a assimetria nos acessos de Heliconia L. O indice Al foi
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aplicado e gerou resultados adequados para comparar cariétipos de diferentes
espécies (Paszko, 2006; Kumari e Roy, 2010; Grabiele et al., 2015; She e Jiang,
2015).

Bandeamento Ag-Nor

Todos os acessos possuem um par de NORs. Esse resultado corrobora com
os encontrados por Nascimento et al. (2014), em H. bihai, localizado na porcéo
média do centrdbmero do primeiro par de cromossomos, e Santos (2018), que
também verificou, em espécies da ordem zingiberales Costus arabicus L. e Costus

spiralis (Jacq.) Roscoe, um par de NORs em cada espécie.
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CONCLUSAO

A caracterizacdo citogenética dos acessos das espécies H. densiflora e H.
psittacorum mostrou que todos apresentam 2n = 24 cromossomos e um par de
cromossomos com NORs, o que sugere um comportamento diploide para esses
acessos.

As variagbes morfométricas foram observadas a nivel interespecifico e
intraespecifico quanto ao tamanho e classes cromossdémicas. Os acessos da
espécie H. densiflora apresentaram comprimento total variando de 5,79 a 1,77 um e,
entre os acessos de H. psittacorum, de 4,45 a 1,19 um. Os cari6tipos sao
constituidos de cromossomos classificados como metacéntricos e submetacéntricos.

Os dados de assimetria cromossOmica mostram que 0S acessos de H.
densiflora possuem cari6tipos mais simétricos quando comparados aos acessos de

H. psittacorum.
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4.2. INDICE MEIOTICO E VIABILIDADE POLINICA EM ACESSOS DE Heliconia
Spp.

RESUMO

As espécies Heliconia densiflora e Heliconia psittacorum apresentam caracteristicas
de grande interesse para o mercado de flores ornamentais e potencial de uso em
programas de melhoramento genético. No entanto, sdo espécies silvestres e ainda
com pouca domesticacdo. Logo, surge a necessidade de caracteriza-las quanto ao
indice meidtico e viabilidade polinica, possibilitando informagdes sobre a fertilidade e
instabilidade genética desses acessos voltados para a conservacdo em banco de
germoplasma e uso em programas de melhoramento vegetal. Objetivou-se com este
trabalho estimar os parametros genéticos e a diversidade genética para indice
meidtico e viabilidade polinica. Foram analisadas tétrades normais, anormais
(mbénade, diade, triade e poliade), calculado o IM e viabilidade polinica em 14
acessos de Heliconia spp. A maioria dos acessos analisados apresentou IM alto e
regular acima de 90%, com poucas tétrades irregulares, exceto o acesso 11 que
apresentou IM moderado e maior frequéncia de irregularidades. Com relacdo a
viabilidade polinica, todos os acessos da espécie H. densiflora apresentaram médias
consideradas baixas, variando de 0,24% a 10,88%. Os acessos de H. psittacorum
apresentaram médias acima de 90%, exceto o acesso 11, que apresentou
percentual médio de 69,93. As estimativas de herdabilidade no sentido amplo, foram
de alta magnitude para a grande maioria das variaveis, mostrando que a
variabilidade genética € decorrente de controle genético sobre as mesmas, e ha
possibilidade de avancos genéticos expressivos com a selecdo sobre as
caracteristicas de diade, triade, tétrade, IM, e viabilidade polinica. As estimativas de
herdabilidade de moénade e poliade foram de moderada e baixa magnitude,
indicando pequenos progressos genéticos pela selecdo. Para as variaveis tétrades
normais e IM ocorreram correlacbes negativas e altas para todas as tétrades
anormais, o que é favoravel para a préatica de selecdo com base nas variaveis
tétrades normais e IM, pois ndo serdo selecionadas indiretamente as variaveis
indesejadas, como as tétrades anormais. O primeiro componente principal reteve
69,96% da variacdo total dos dados para as caracteristicas de tétrades, IM e
viabilidade polinica, e o segundo reteve 20,57%, incluindo as caracteristicas de
monade, diade, triade e poliade. O agrupamento pelo método UPGMA formou dois
grupos distintos, diferente do agrupamento pelo método de Tocher que formou trés.
Ambos os métodos demonstraram a existéncia de diversidade genética entre os
acessos. Recomenda-se a realizacdo de cruzamentos entre os acessos 10, 15, 9 e
14 com os acessos 12, 5, 7, 6, 8 pois sdo os dois grupos mais divergentes. Os
resultados mostram a ocorréncia de variabilidade genética entre os acessos de
Heliconia spp. para viabilidade polinica e indice meidtico, caracterizando acessos de
interesse para serem conservados e com potencial para serem usados em
programas de melhoramento com o intuito de criar novos hibridos de helicénias.

Palavras chave: Diversidade genética, Irregularidade meiotica, tétrades
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ABSTRACT

The species Heliconia densiflora and Heliconia psittacorum present characteristics of
great interest for the ornamental flowers market and potential of use in breeding
programs. Nevertheless, they are wild species and still with little domestication.
Therefore, the need to characterize them in terms of meiotic index and pollen viability
arises, providing information on the fertility and genetic instability of these accesses
for germplasm bank conservation and use in plant breeding programs. The objective
of this study was to estimate genetic parameters and genetic diversity for meiotic
index and pollen viability. Normal, abnormal tetrads (monad, dyad, triad and polyad)
were analyzed, the MI and pollen viability were analyzed in 14 accessions of
Heliconia spp. The majority of accesses analyzed had high and regular MI above
90%, with few irregular tetrads, except for access 11 that presented moderate MI and
a higher frequency of irregularities. Regarding pollen viability, all accesses of the
species H. densiflora presented averages considered low, varying from 0,24% to
10,88%. The accessions of H. psittacorum showed averages above 90%, except for
access 11, which presented an average percentage of 69,93. Heritability estimates in
the broad sense were of high magnitude for the vast majority of variables, showing
that genetic variability is due to genetic control over them, and there is a possibility of
expressive genetic advances with selection on the characteristics of dyad, triad ,
tetrad, MI, and pollen viability. Estimates of heritability of monad and polyad were of
moderate and low magnitude, indicating small genetic progress by selection. For the
normal tetrads and MI variables, there were negative and high correlations for all
abnormal tetrads, which is favorable for the selection practice based on the normal
tetrads and IM variables, since the undesired variables, such as abnormal tetrads,
will not be selected indirectly. The first main component retained 69,96% of the total
data variation for the characteristics of tetrads, Ml and pollen viability, and the second
retained 20,57%, including monad, dyad, triad and polyad characteristics. The
grouping by the UPGMA method formed two distinct groups, different from the
grouping by the Tocher method that formed three. Both methods demonstrated the
existence of genetic diversity among accessions. It is recommended to carry out
crossings between accesses 10, 15, 9 and 14 with accesses 12, 5, 7, 6, 8 as the two
groups are the most divergent. The results show the occurrence of genetic variability
among the accessions of Heliconia spp. for pollen viability and meiotic index,
characterizing accesses of interest to be conserved and with potential to be used in
breeding programs with the intention of creating new hybrids of Heliconia.

Keywords: Diversity genetical, irregularity Meiotic; tetrad
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INTRODUCAO
A familia Heliconiaceae compreende 182 espécies vélidas, 94 endémicas,

distribuidas em um Unico género, o Heliconia L. (Lamas, 2004; Castro et al., 2007).
Séao consideradas por representar uma grande riqueza da flora brasileira tropical e
estdo entre um dos grupos de plantas herbaceas mais apreciados como flores
ornamentais (Berry e Kress 1991).

Dentre as espécies do género, destacam-se Heliconia densiflora Verlot e
Heliconia psittacorum L. f., que possuem inflorescéncias com diversidade em cores,
sao pequenas, leves, eretas, com grande quantidade de bracteas e muito duraveis,
além de produzirem durante todo o ano (Lorenzi e Sousa, 2008; Costa et al., 2007a).
Essas sdo caracteristicas de grande interessante para o mercado ornamental e para
o melhoramento genético dessas espécies.

Buscando subsidiar os programas de melhoramento genético voltados para
as espécies de helicbnias, o estudo meidtico complementa a viabilidade polinica,
permite avaliar a fertilidade e estabilidade genética da planta de interesse e, ainda,
estimar o sucesso em hibridaces com combinacfes apropriadas. Logo, esse tipo de
caracterizacéo pode gerar informac¢des para indicar formas de conservar 0s recursos
genéticos ou de como utilizd-los em programas de melhoramento vegetal (Pinto-
Maglio e Pierozzi, 2015; Yadav e Kogje, 2015).

Damasceno et al. (2010) inferiram que séo esperadas maiores taxas de
células anormais nas fases da meiose e pds-meiose em plantas silvestres ou com
pouca domesticacdo. Essas irregularidades refletem diretamente na viabilidade
polinica e, como consequéncia, influenciam na formacgéo de frutos e sementes em
cruzamentos e autofecundacdes (Pozzobon et al., 2015).

Nesse sentido, o indice meidtico (IM) e a viabilidade polinica surgem como
uma alternativa rapida e simples para essas avaliacbes (Love, 1949; Alves et al.,
2016), bem como ajudam o melhorista na tomada de decisdo quanto a eliminacéo
de genodtipos que ndo sao interessantes e/ou sao instaveis, como na selecao
especifica de gendtipos que possuem caracteristicas superiores (Brambatti et al.,
2016). O IM analisa o percentual de tétrades normais (produtos finais da meiose).
Como inferéncia para a instabilidade meiotica (Love, 1949) e a viabilidade polinica
estimada por testes colorimétricos, verifica o potencial da célula reprodutiva

masculina na eficacia da fecundacéo e fertilizacéo (Biondo e Battistin, 2001).

51



Em programas de melhoramento, as etapas de pré-melhoramento, como
caracterizagéo e avaliacdo, sdo fundamentais para conhecer a variabilidade genética
de acessos conservados em bancos de germoplasma. Assim, resultam em
informacdes para criacdo de estratégias de conservacdo, manutencao do banco de
germoplasma ou selecdo de acessos promissores para futuros cruzamentos na
obtencao de hibridos superiores (Burle e Oliveira, 2010; Borges et al., 2011).

Dessa forma, os parametros genéticos e diversidade genética constituem
analises importantes para o estudo de acessos de helicbnias quanto ao indice
meiotico e viabilidade polinica, permitindo selecionar acessos superiores para essas
caracteristicas. As estimativas de parametros genéticos evidenciam se 0s genes
envolvidos no controle das caracteristicas quantitativas sdo de origem genética ou
ambiental e, a partir dessas respostas, permitir que os melhoristas estabelecam
estratégias de melhoramento que geram ganhos genéticos e manutencao de uma
base genética ampla para trabalho (Cruz e Carneiro, 2014).

Neste contexto, objetivou-se estimar os parametros genéticos e a diversidade
genética para indice meidtico e viabilidade polinica a fim de selecionar os acessos
que podem ser recomendados como parentais em cruzamentos na obtencédo de

novos hibridos de helicOnias.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Os acessos caracterizados estdo mantidos em campo experimental do banco
de germoplasma da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus
de Tangara da Serra, no Estado de Mato Grosso (14°39’ S e 57°25’ W e altitude de
321 m). Dentre as varias espécies que a colecdo possui, foram selecionadas de
interesse para este estudo as espécies Heliconia densiflora Verlot que possui
apenas uma coloracdo de inflorescéncia (Figura 6A), e Heliconia psittacorum L.f.,
que apresenta varias coloracdes (Figura 6 B C e D), totalizando 14 acessos
analisados. Os gendtipos foram resgatados em diferentes localidades no estado de
Mato Grosso, compreendendo trés biomas: Cerrado, Floresta Amazonica e Pantanal
(Tabela 11).

Tabela 11. Dados de coleta dos acessos de Heliconia spp. conservados no banco
ativo de germoplasma da UNEMAT

- . Cidade de
Acessos Espécies Cores das bracteas coleta/Coordenadas

1 Vermelho-laranja Alta floresta

S 9°51 05" W 56° 12" 31"
2 Vermelho-laranjado Alta floresta

H. densiflora : S 97517 4r W 567 12" 04"

3 ' Vermelho-laranjado Carlinda

S 10° 10’ 58" W 55° 48’ 53”
16 Vermelho-laranjado Alta floresta

S 9° 52 43" W 56° 09' 22"
5 Vermelho Colider

S 10° 46’ 55" W 55° 27’ 00”
6 Vermelho Matupa

S 10° 12’ 26" W 54° 57’ 39”
7 Vermelho Guaranté Norte

S 9°46’ 02" W 54° 53’ 55”
8 Vermelho Peixoto Azevedo

S 10° 16’ 59" W 55° 01’ 15”
9 Vermelho Terra Nova do Norte

H. psittacorum . S 10° 44’ 45" W 55° 08’ 43”

10 Laranja Santo Afonso

S 14° 35 59" W 57° 10’ 56”
11 Vermelho escuro Nova Marilandia

S 14° 21’ 05" W 57° 02’ 017
12 Laranja Tangara da Serra

14° 42 02" W 57° 47" 31"
14 Laranja Porto Estrela

15° 18 51" W 57° 10" 11"

15 Laranja Porto Estrela

S 15° 24 02" W §7° 11’ 517
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Figura 6. Cores das inflorescéncias dos acessos de Heliconia.

H. densiflora: (A) vermelho alaranjado; H. psittacorum: (B)
Vermelho; (C) laranja e (D) vermelho escuro.

indice meidtico (IM)

As inflorescéncias para o estudo foram coletadas no campo experimental da
Universidade do Estado de Mato Grosso, municipio de Tangara da Serra, MT (14°39’
S e 57°25’ W e altitude de 321 m), em que se encontra o banco de germoplasma.
Para cada acesso, foram coletados 10 bot6es florais jovens em pré-antese as 11:30
h, medindo 1,20 cm para os acessos de H. densiflora, e 1,00 cm para os acessos de
H. psittacorum, e, logo em seguida, fixados em solu¢do de metanol e acido acético
PA (3:1) e armazenados em refrigerador por 4°C até o momento da preparacao das

[Aminas.
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Antes do preparo das laminas, as anteras foram lavadas em agua destilada,
realizando trés trocas com intervalos de 15 min. ApGs os processos de lavagem, as
anteras foram retiradas dos botdes florais e, em cada lamina, trés anteras foram
maceradas com bastao de vidro em uma gota de orceina acética 2%.

Em um microscopio optico com lente objetiva de 40x, foram contabilizadas 300
células-mée do grdo de polen normais e anormais pelo método de varredura. As
tétrades com quatro micrésporos com tamanhos uniformes foram classificadas em
normais e as que apresentaram nimeros menores que quatro, como ménades (um),
diades (dois), triades (trés), e maiores que quatro, como poliades, foram
consideradas anormais, além de outras irregularidades, como microsporos com
tamanhos desiguais e micronucleos.

Apoés a andlise das laminas, foi realizado o indice meiético (IM) para cada
acesso, calculado de acordo com Love (1949), em que se divide o numero de
tétrades normais pelo numero total de tétrades contabilizadas multiplicando o total
por 100. Os acessos que apresentaram percentuais de IM acima de 85% foram
considerados com comportamento meiético estavel e percentuais inferiores, como
instaveis citologicamente.

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), sendo contabilizadas aleatoriamente 300 células mées de pélen (tétrades) por
lamina com 10 repeticbes para cada acesso, totalizando 42.000 produtos poés-

meioticos analisados.

Viabilidade polinica

O experimento de viabilidade polinica foi conduzido no laboratério de Botanica
da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Tangara da Serra —MT, e
as andlises realizadas no laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais,
Campus de Alta Floresta — MT.

A viabilidade dos gréos de polen foi estimada mediante a coloracdo de 2,3,5-
cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) (Dafni, 1992), nas concentracdes de 0,075% e
0,30% para determinar a concentracdo mais eficiente para estimar a viabilidade dos
acessos. Foram coletados 40 botbes de flores hermafroditas em pré antese, sendo
20 botbes para cada concentracdo, e 0 experimento conduzido imediatamente apos
a coleta dos botbes florais, uma vez que 0 corante reage em enzimas

desidrogenases ativas.
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As anteras foram removidas dos botbes florais e colocadas em placas de
cultura de células em contato com 3,0 mL de cada concentracdo de TTC testada e,
em seguida, levemente maceradas (Guerra e Souza, 2002). O ensaio permaneceu
em ambiente de temperatura controlada de 23°C, durante 3 h, em contato com as
concentracdes de TTC.

Para a preparacdo das laminas uma gota de 0,5 mL de cada tratamento foi
depositada em cada lamina e, a seguir coberta com uma laminula. A coloracdo dos
graos de polen foi determinada pelos viaveis apresentarem a tonalidade de rosa a
avermelhado no protoplasma, enquanto que os inviaveis, exine corada ou totalmente
incolores. Os acessos que apresentaram médias iguais ou acima de 70% foram
considerados com percentuais altos de viabilidade (Ruggiero, 1973).

Foram contabilizados 300 gréos de pdlen por lamina, com 5 repeticdes para
cada concentragcdo de TTC e por acesso, totalizando 2.100 graos de pdlens
analisados. Os graos de polen foram contabilizados em um microscépio 6ptico em
aumento de 40x pelo método de varredura.

O experimento foi instalado em um delineamento em esquema fatorial duplo
14 x 2 (acessos x concentracdes de TTC) com 5 repeti¢cées por concentracdo, sendo
cada lamina considerada repeticdo. Ao final das andlises, foi calculada a
percentagem de pélens viaveis, sendo o numero de grdos corados dividido pelo

namero de graos contados, multiplicando o total por 100 (Damasio et al., 2016).

Obtencao das imagens

As imagens foram fotografadas com a objetiva de 40x, em um microscopio
fotbmico binocular (Leica ICC 50) acoplado a um computador com o software LAZ
EZV.17.0

Analises genético-estatisticas

Os dados de viabilidade polinica e IM foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, analisados em
software R, versédo 3.3.2 (R Core Team, 2016), com o auxilio do pacote ExpDes,
verséo 1.1.2 (Ferreira et al., 2013).
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Modelo estatistico

Para a obtencdo dos componentes de variancia e das estimativas dos
pardmetros genéticos para os acessos de Heliconia, os dados obtidos de moénades,
diades, triades, tétrades, indice meiotico e viabilidade polinica (concentracdo de
0,30% de TTC) foram submetidos &s andlises por meio do método da Maxima
Verossimilhanca Restrita/Melhor Preditor Linear N&o Viesado (REML/BLUP),
conforme descrito por Resende (2002), considerando o modelo 20, sendo:

y=Xr+Zg+e

em que y € o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como
fixos) somados a média geral, g é o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como
aleatérios) em que, g ~ N (0, G) , sendo G = Icr;, e € o vetor de erros ou residuos
(aleatorios) sendo que e ~ N (0, R) e R = lg.. X e Z s&o matrizes de incidéncia que
relacionam, respectivamente, os efeitos de r e g ao vetory.

Distribuicdes e estruturas de médias e variancias:
¥y Xr 2

- Ia 0

Hl =0 Var [g] = [ g ,.l

- 0 e 0 Io?
Equacbes de modelo misto:

[X‘X X'z ] r]_[X’}’] :
Z1X Z'Z+ A, Lg ~ Lzry) €M AuE

E

h; = —Ff— = herdabilidade individual no sentido amplo de parcelas individuais;
og+og

g, = variancia genotipica;
o2 = variancia residual entre parcelas;

Estimadores de componentes de variancia por REML via algoritmo EM:

_ [}_r}__ﬁrxr}__gﬂr zr}]

[W—rix)] !

O
W opa

» g g§+8% er 0]

g

»

; em que:
C22 advém de:

o1 = [Cn Cli]_l _ [511 Cig]
Cyy Cp ==l

C = matriz dos coeficientes das equacdes de modelo misto;

tr = operador traco matricial,
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r(x) = posto da matriz X;
N,q = numero total de dados e numero de genotipos, respectivamente.
Todas as analises foram realizadas por meio do software SELEGEN-

REML/BLUP (Resende, 2016).

Analise de deviance

Na metodologia de modelos mistos, o teste recomendado para os efeitos
aleatorios é o teste da razdo de verossimilhanca (LRT), por meio de uma analise de
deviance. Portanto, realizou-se analise de deviance (ANADEV) (Resende, 2007). As
deviances foram obtidas, rodando-se o modelo com e sem os valores de h? para
cada variavel e, em seguida, subtraindo-os e confrontando-os com o valor do Qui-

guadrado com um grau de liberdade a 5% de probabilidade.

Intervalos de confianca dos valores genotipicos

Os valores genotipicos preditos, em conjunto com a estimativa SEP foram
usados para a obtencdo de intervalos de confianca dos valores genotipicos e seu
ordenamento através da equacao:

IC=VG £t XSEP

Onde: IC = Intervalo de confianca dos valores genotipicos; VG = valor
genotipicos (4 + g); t = valor da distribuicdo t de Student associado a determinado
nivel de confianca, usado 1,96, para 95% de confianca; SEP = desvio padrdo do
valor genotipico predito, assumindo auséncia de perda de parcelas.

Todas as analises foram realizadas por meio do software SELEGEN-

REML/BLUP (Resende, 2016).

Correlagcbes genéticas e analise multivariada.
Com os valores genéticos preditos, foi obtida a correlagdo genética entre as
variaveis analisadas por meio do modelo 102. Para a analise multivariada da
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divergéncia genética foi verificado os componentes principais e agrupamentos
através dos valores genotipicos, com uso dos modelos 103 e 104, respectivamente.
Todas as analises foram realizadas por meio do software SELEGEN-

REML/BLUP (Resende, 2016).
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RESULTADOS
indice meiético

A analise do IM dos 14 acessos do género Heliconia evidencia que a maioria
dos acessos analisados apresenta IM acima de 90%, portando tétrades com quatro
micrésporos de tamanhos uniformes (Tabela 12; Figura 7 D e H).

Comparando as médias de IM para os acessos de H. densiflora, verificou-se
que o acesso 16 se diferenciou significativamente dos demais, por resultar um
percentual menor de IM com 91,83%. Entre os acessos dessa espécie, foram
observadas células anormais como monades (Figura 7A), diades (Figura 7B) e
triades (Figura 7C).

Tabela 12. NUmero de tétrades normais e anormais, e médias de indice meibtico
para 14 acessos de Heliconia spp. pertencentes ao banco ativo de germoplasma da
Universidade do Estado de Mato Grosso

Espécie Acesso Mobnade Diade Triade Poliade PCCA Tétrade IM (%)

1 0 34 37 0 2,37 2929 97,63a
H. densiflora 2 29 21 23 0 2,43 2927  97,56a
16 67 116 47 15 8,17 2755 91,83b
3 5 50 73 2 4,33 2870 95,66a
5 9 55 49 0 3,77 2887 96,23a
6 13 37 52 0 3,40 2898  96,60a
7 5 58 60 0 4,10 2877  95,90a
8 9 60 26 0 3,17 2905 96,83a
H. psittacorum 9 2 21 30 0 1,77 2947  98,23a
10 5 21 21 0 1,57 2953 98,43a
11 58 306 242 6 20,40 2388 79,60c
12 24 30 39 0 3,10 2907  96,90a
14 0 24 39 0 2,10 2937 97,90a
15 0 39 26 0 2,16 2935 97,83a

TOTAL 226 872 764 23 40,11

CV (%) 2,59

Médias seguidas de letras iguais nado diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de significancia. PCCA
(Percentual total de células anormais) IM (Indice meidtico).

Entre os acessos de H. psittacorum, 0 acesso 11 apresentou o0 percentual
mais baixo de IM, com 79,60%, diferindo significativamente dos demais acessos.
Para todos os acessos, também foram visualizadas as mesmas tétrades irregulares
observadas em H. densiflora, como monades (Figura 7E), diades (Figura 7F), triades
(Figura 7G).

60



Figura 7. Produtos pds-meidticos encontrados em acessos de Heliconia spp. H.
densiflora: (A) monéade; (B) diade; (C) triade e (D) tétrade. H. psittacorum: (E)
monade; (F) diade; (G) triade e (H) tétrade. Barra = 10 um.

Foram observados, nos acessos 3 (H. densiflora) e 13 (H. psitacorum),
maiores percentuais de células anormais, com 8,17% e 20,40%, respectivamente.
Para os demais acessos, também foram verificadas tétrades irregulares, porém em
baixas frequéncias.

Pela analise do IM, os acessos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14 e 15
apresentaram comportamento mei6tico altamente regular, o acesso 3 também esté
incluso, pois, apesar de uma frequéncia maior de tétrades anormais encontradas,
nao foi o suficiente para influenciar negativamente no IM, dessa forma, essas
irregularidades ndo comprometem a fertilidade desse acesso.

Outros tipos de irregularidades das citadas anteriormente, também foram
encontradas como poliades com 5 (Figura 8 A e F), 6 (Figura 8 C), 7 (Figura 8 B) e
10 (Figura 8 E) micrésporos, micrésporos com tamanhos desiguais (Figura 8 D e E),
micrésporos fragmentados ou nédo divididos (Figura 8 A, B e E) e algumas células
com a presenca de micronacleos (Figura 8 D). Esses fendbmenos foram citados para
H. pogonantha, com poliades composta de 5 a 8 microsporos.
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Figura 8. Poliades encontrados em acessos de Heliconia spp. H. psittacorum: (A) 5
microsporos ndo separados; (B) formag&o de 7 micrésporos ndo separados; (C) 6
micrésporos; (D) 4 micrésporos com tamanhos desiguais e um micronucleo; (E) 10
micrésporos fragmentados de tamanhos diferentes e (F) H. densiflora com 5
micrésporos. Barra = 10 um.

Viabilidade polinica

As médias de viabilidade polinica para os 14 acessos de Heliconia spp. para
as duas concentracbes de TTC utilizadas estdo expressas na tabela 13. Para a
espécie H. densiflora, ndo houve diferencas significativas entre as médias de
viabilidade estimadas pelas duas concentracbes de TTC. Todos 0s acessos
apresentaram médias consideradas baixas, variando de 0,24% a 10,88%.

Os acessos de H. psittacorum possuem diferencas significativas para as
médias tanto para a concentracdo de 0,075% quanto para 0,30%. Porém, a
concentracdo de 0,075% proporcionou as menores meédias obtidas, mostrando que
essa concentragdo ndo é adequada para estimar a viabilidade polinica dos acessos
de Heliconia spp. deste estudo. Com o uso da concentragcao de 0,30%, foram
observadas médias acima de 90% para os acessos de H. psittacorum, exceto o 11,

gue apresentou percentual médio de 69,93.
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Tabela 13. Viabilidade polinica de 14 acessos de Heliconia spp. estimados com
concentracbes de TTC

Viabilidade polinica (%)

Espécies Acessos TTC 0,075% TTC 0,30%

1 0,24c 10,88¢c

H. densiflora 2 0,68¢ 1,64c
16 0,52c 0,32c

3 4,24c 4,68c

5 2,48¢c 95,53a

6 21,08ab 96,38a

7 26,47ab 95,82a

8 19,40ab 93,64a

H. psittacorum 9 24,12ab Ir.4la
10 28,31a 94,68a

11 17,40b 69,93b

12 20,16ab 93,36a

14 2,00c 94,37a

15 20,85ab 94,55a

CV (%) 12,43

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Os graos de pdlen viaveis e inviaveis de H. densiflora e H. psittacorum
coraram com maior intensidade na concentracdo de 0,30% (Figura 9 C e D, G e H).
A diferenciacdo dos grdos de polen com esse corante se deu pelos viaveis
apresentarem coloracdes de vermelho, pois se encontram em intensa respiracao
celular, enquanto que os pdlens que ndo apresentam cor, pela falta desse processo,

indicam, portanto, que sao inviaveis.
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Figura 9. Graos de poélens corados com 0,075% e 0,30% de TTC. H. psittacorum:
0,075% (A) pélen viavel, (B) inviavel; 0,30% (C) viavel e (D) inviavel. H. densiflora:
0,075% (E) viavel e (F) inviavel; 0,30% (G) viavel e (H) inviavel. 10 um

Parametros genéticos, ANADEV e correlagdes genéticas

Os parametros genéticos das caracteristicas analisadas foram estimados e
estédo representados nas tabelas 14 e 15.

A estimativa de variancia genotipica (-:r;) mostrou altos valores para esse
coeficiente, indicando que a variabilidade existente entre 0os acessos € decorrente de
fatores genéticos para a maioria das caracteristicas avaliadas, mostrando que ha
possibilidade de selecdo com sucesso para esses caracteres. A variancia residual
(¢7), de forma geral, foi baixa, permitindo inferir que houve uma boa precisdo
experimental e baixa interferéncia ambiental sobre as caracteristicas (Tabelas 14 e
15).

As magnitudes de herdabilidades individuais séo classificadas em: baixa,
(0,01 a 0,15), média ou moderada (0,15 a 0,50) e alta, (igual ou maior que 0,50)
(Resende, 2015). Levando essa classificacdo em consideracdo, a maioria das
variaveis apresentou um alto valor de herdabilidade individual no sentido amplo,
sendo diade (H2g =0,78), triade (H2g = 0,73), tétrade (H2g = 0,81), IM (H2g = 0,81), e
viabilidade polinica (H2g = 0,99). Mbnade apresentou valor de herdabilidade
moderado (H2g = 0,45) e poliade, valor baixo de herdabilidade (H2g = 0,07).
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Tabela 14. Estimativas de parametros genéticos para os caracteres monade (MON),
diade (DIAD), triade (TRIA) obtidos em gendtipos de Heliconia

Componentes de MON DIAD TRIA
variancia genetica
o2 4,3654 61,5944 33,8506
o’ 5,2406 17,0028 11,9620
oF 9,6060 78,5971 45,8126
h2g 0,4544 +0.1611 0,7837 +0,2116 0,7389 +0,2055
h2mg* 0,8290 0,9036 0,8968
Acgen* 0,9105 0,9506 0,9470
CVyi% 128,8588 123,3164 105,6469
CVe% 141,1866 64,7903 62,8023
CV, 0,9127 1,9033 1,6822
Média geral 1,6214 6,3643 5,5071

Z z
Em que: %s: variancia genotipica; o2 variancia residual; %f: variancia fenotipica
individual; h?g: herdabilidade individual no sentido amplo; h?mg*: herdabilidade da média de
clone corrigida de acordo com .FAM; Acgen*: acuracia genética na selecdo de clones
corrigida de acordo com .FAM; CVy (%): Coeficiente de variagdo genotipica; CVe (%):
Coeficiente de variacdo experimental; CVr: Coeficiente de variacao relativa; e Média geral.

Tabela 15. Estimativas de parametros genéticos para os caracteres tétrade (TETR),
poliade (POL), indice meidtico (IM) e viabilidade polinica (VP) obtidos em gendtipos
de Heliconia

Componentes de

A " TETR POL IM VP
variancia genetica
ﬂ'; 238,6474 0,2122 26,5180 1757,3876
. 52,6246 2,5367 5,8472 14,0332
o 291,2720 2,7489 32,3653 1771,4208
h2g 0,8193 +0,2164 0,0772 +0,0664 0,8193 +0,2164 0,9921 +0,3392
h?mg* 0.9086 0,4229 0,9086 0,9272
Acgen* 0.9532 0,6503 0,9532 0,9629
CVgi% 5,3966 184,2659 5,3968 62,2279
CVe% 2.5342 637,0842 2,5342 5,5607
CVr 2,1295 0,2892 2,1296 11,1906
Média geral 286,2571 0,2500 95,4192 67,3672

2z
Em que: "szt: variancia genotipica; o2 variancia residual; ?f: variancia fenotipica
individual; h?g: herdabilidade individual no sentido amplo; h?mg*: herdabilidade da média de
clone corrigida de acordo com .FAM; Acgen*: acuricia genética na selecdo de clones
corrigida de acordo com .FAM; CVy (%): Coeficiente de variagcdo genotipica; CVe (%):
Coeficiente de variacéo experimental; CVr: Coeficiente de variacao relativa; e Média geral.

As estimativas de parametros das variaveis avaliadas foram calculadas com
acuracias (Acgen), que apresentaram valores de 0,42 a 0,92 e foram classificadas
conforme Resende e Duarte (2007), que consideram como alta valores = 70%,

moderada para valores = 50% e baixa com <50% (Resende e Duarte, 2007). Logo,
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as acuracias foram muito altas para diade (0,90), tétrade (0,90), IM (0,90) e
viabilidade polinica (0,92), altas para moénade (0,82) e triade (0,89), e baixa para
poliade (0,42).

Para todas as caracteristicas avaliadas nesse estudo, os valores de CV(i%
foram acima de 1,0, o que confirma mais uma vez a possibilidade de selecéo de
gendtipos de heliconias pelas caracteristicas analisadas. Por meio do coeficiente de
variacao relativa (CVr) (razdo entre CVgi e CVe), as caracteristicas com maiores
valores foram viabilidade polinica (11,19), tétrade (2,12) e IM (2,12), seguidos de
diade (1,90) e triade (1,68).

A andlise de Deviance avaliada pelo teste qui-quadrado, aplicado sobre a
razdo entre as verossimilhancas (LRT) do modelo completo, mostrou que o0s
acessos apresentaram efeito altamente significativo para as variaveis monade,
diade, triade, tétrade, IM e viabilidade polinica (Tabela 16 e 17). Somente a variavel

poliade ndo apresentou diferenca estatistica significativa (Tabela 16).

Tabela 16. Analises de deviances para os caracteres ménade (MON), diade (DIAD),
triade (TRIA) obtidos em gendtipos de Heliconia

Efeito . MON .DIAD . TRIA
Deviance LRT! Deviance LRT! Deviance LRT?
Genotipos? 450,5 49,74 723,75 152** 653,58 130,66**
Modelo Completo 400,76 571,75 522,92

Em que: ! Teste da razédo da verossimilhanca, com distribuicdo com 1 grau de liberdade; **
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de X2 (1% = 6,63; 5% = 3,84); ? Deviance do
modelo ajustado sem os efeitos de genétipos.

Tabela 17. Andlises de deviances para os caracteres tétrade (TETR), poliade (POL),
indice meidtico (IM) e viabilidade polinica (VP) obtidos em gendtipos de Heliconia

Efeito . TETR . POL _ IM _ VP
Deviance LRT! Deviance LRT Deviance LRT! Deviance LRT!
Geno6tipos? 894,04 172,56** 287,85 2.540" 608,41 172,57** 55405 224,36**
Modelo Completo 721,48 285,31 435,84 329,69

Em que: ! Teste da razéo da verossimilhanca, com distribuicdo com 1 grau de liberdade; **
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de X2 (1% = 6,63; 5% = 3,84); ™ nao
significativo; 2 Deviance do modelo ajustado sem os efeitos de genétipos.

As correlacdes genéticas foram observadas para as caracteristicas de
tétrades normais, anormais (ménade, diade, triade e poliade), IM e viabilidade
polinica (Figura 10).

Correlagbes positivas e altas foram observadas para as tétrades anormais,

sendo moénade e diade (0,73), triade e diade (0,95), poliade e mbénade (0,82);
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positivas e moderadas para ménade e triade (0,58), poliade e diade (0,48) e baixa
para poliade e triade (0,27). Também foram observadas correlacdo positiva e alta
entre IM e tétrades (0,99).

As correlacbes negativas e altas ocorreram entre tétrade e moénade (-0,77),
tétrade e diade (-0,99) e tétrade e triade (-0,96), assim como para IM e mbnade (-
0,77), IM e diade (-0,99), e IM e triade (-0,96). A viabilidade polinica apresentou
correlacdo negativa baixa para moénade (-0,39) e para poliade (-0,48); para as
demais caracteristicas, tanto as correlagcbes positivas quanto negativas foram

baixas.

MON DIAD | TRIA TETR| POL IM VP 10
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Figura 10. CorrelagBes genotipicas entre os caracteres ménade (MON), diade (DIAD), triade
(TRIA), tétrade (TETR), poliade (POL), indice meidtico (IM) e viabilidade polinica (VP) para
genotipos de Heliconia. OBS: A cor azul nos circulos representa correlacfes genotipicas
positivas e a cor vermelha correlacdes negativas. O tamanho dos circulos e a intensidade
das cores representam a magnitude de cada correlacgéo.

Diversidade genética

Os valores genotipicos entre os acessos foram representados em dispersao
grafica em relacdo aos eixos representativos dos componentes principais (Comp.1 e
Comp.2) (Figura 11). Os dados apresentados foram semelhantes aos agrupamentos

estabelecidos pelo método UPGMA com base nas distancias generalizadas de
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Mahalanobis e Tocher. O primeiro componente principal reteve 69,96% da variacéo
total dos dados para as caracteristicas de tétrades, IM e viabilidade polinica, e o
segundo reteve 20,57%, incluindo as caracteristicas de moénade, diade, triade e
poliade.

Cerca de 88,52% da variabilidade dos acessos para as variaveis estudadas
foram explicadas em relacdo aos eixos representativos dos componentes principais

(Comp.1 e Comp.2).

-4 -2 0 2
- ]
16 |
i
I
I
0 | [
e POL i
| — ©d
|2
MON |
= I
1
:3 ETR
8 o T N S
Ewn O =1
S o AT
o | S50
DIA 7
* Rt
TRIA :
11 i )
w I
o |
] I
i
i
I = T
I
I
| 1 |
-0.5 0.0 0.5
Comp.1
(69.96%)

Figura 11. Dispersado gréfica dos 14 gendtipos de Heliconia spp. em relacao
aos eixos representativos dos componentes principais (Comp.1 e Comp.2)
relativos ao valor genotipico das variaveis ménade (MON), diade (DIAD),
triade (TRIA), tétrade (TETR), poliade (POL), indice meidtico (IM) e viabilidade

A Figura 12 representa a contribuicdo relativa das caracteristicas analisadas
para a diversidade, utilizando-se o critério proposto por Singh (1981), baseado na
analise de quantificacdo da distancia de Mahalanobis (D?). As variaveis analisadas
com maiores contribuicbes para a expressdo da variabilidade genética entre os
acessos foram tétrade, com 25,16% e mbnade, com 21,96%, seguidos de

viabilidade polinica 19,11%, poliade 18,69%. Diade e triade apresentaram as
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estimativas de menor magnitude de contribuicdo, com 13,71% e 1,36%,

respectivamente, e o indice meiotico ndo apresentou nenhuma contribuicdo 0,00%.
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Figura 12. Contribuicdo relativa das variaveis ménade (MON), diade
(DIAD), triade (TRIA), tétrade (TETR), poliade (POL), indice meidtico (IM)
e viabilidade polinica (VP) para diversidade (Singh, 1981), baseado na
Distancia Generalizada (D?) de Mahalanobis.

Pelo agrupamento, gerado pelo método UPGMA com base na distancia
generalizada de Mahalanobis e linha de corte estabelecida de acordo com Mojena
(1977), foi possivel visualizar os graus de similaridade e dissimilaridade para os
acessos dentro dos grupos formados. Esse método formou dois grupos distintos e
reuniu a maior quantidade de acessos distribuidos no grupo 2, com acessos de H.
densiflora e H. psittacorum (11, 3, 10, 1, 15, 9, 14, 2, 12, 5, 7, 6, 8), sugerindo que
esses acessos possuem maior grau de similaridade; e o outro grupo composto por
apenas um acesso de H. psittacorum (16), que € o acesso com maior divergéncia

genética (Figura 13).

69



100

50

25

16 11 3 10 1 15 9 14 2 12 5 7 6 8

Figura 13. Andlise de agrupamento de 14 acessos de Heliconia estabelecido pelo
método UPGMA com base nas distancias genéticas generalizada de Mahalanobis,
calculadas através dos valores genéticos padronizados e correlacfes genéticas das
variaveis ménade (MON), diade (DIAD), triade (TRIA), tétrade (TETR), poliade (POL),
indice meiético (IM) e viabilidade polinica (VP). A linha tracejada representa a divisdo
dos grupos, calculada através de Mojena (1977). Correlagdo cofenética = 0.89

O grupo 2, apresentou 4 subgrupos, o primeiro formado pelo acesso 11;
segundo, pelos acessos 3, 10, 1, 15, 9, 14; terceiro 2 e 12, e quarto, pelos acessos
5,7, 6, e 8. Os acessos que formam esse grande grupo apresentam caracteristicas
gue sdo desejaveis para 0s gendétipos e muito semelhantes entre si, como a
guantidade de tétrades normais, percentuais de IM e baixas quantidades de tétrades
anormais observadas, exceto para o acesso 11, o qual, entre todos os acessos
desse grupo, ficou bem distante de todos. Dessa forma, o grupo 2 apresenta
variabilidade genética, observada pela formacéo de subgrupos dentro desse grupo.

O agrupamento pelo método de Tocher formou trés grupos distintos
envolvendo os 14 acessos de Heliconia. O grupo 1 abrangeu o maior nimero de
acessos (9, 14,7, 5, 10, 15, 6, 12, 8, 1, 3 ,2), e 0s outros dois grupos, 2 (11) e 3 (16),

foram constituidos por apenas um acesso cada (Tabela 18).
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Tabela 18. Agrupamento (Tocher) de Distancias de Mahalanobis Genéticas, com
base nos valores genotipicos das varidveis ménade (MON), diade (DIAD), triade
(TRIA), tétrade (TETR), poliade (POL), indice mitético (IM) e viabilidade polinica (VP)
de acessos de Heliconia

Grupos Gendtipos

1 9 14 7 5 10 15 6 12 8 1 3 2
2 11

3 16

O meétodo de agrupamento UPGMA se diferenciou de Tocher pela quantidade
de grupos formados, o UPGMA formou 2 grupos; e Tocher, 3 grupos; e modificacdes
na ordem de apresentacdo dos acessos no grupo 1. Os dois métodos de
agrupamento, apesar de nao apresentarem distribuicdo idéntica dos acessos, se

mostraram muito semelhantes.

Ordenamento de acessos superiores

Os 14 acessos de Heliconia foram ordenados quanto ao IM e viabilidade
polinica, baseados em seus valores genotipicos livre de interacdo (u + g) (Figura
14). Para as variaveis IM e viabilidade polinica, sdo ordenados 0s acessos com
maiores médias. Logo, para a caracteristica IM, é possivel visualizar os melhores
acessos, sendo 10, 9, 14, 15, 1, 2, 12, 8, 6, 5, 7, 3, e 16. O acesso 11 possui a
menor média. Os acessos superiores para viabilidade polinica sdo, apenas, 9, 6, 7,
5, 10, 15, 14, 8, 12 (H. psittacorum); e 0s com menores médias sdo 0s acessos 1, 3,
2 e 16 (H. densiflora).
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Figura 14. Valores genotipicos (e,0, u + g) e limites superior e inferior dos
intervalos de confianga (LSIC, LIIC), com nivel de significancia de 5%, a
partir das analises do ordenamento dos 14 gendtipos das caracteristicas (A)
indice meidtico (IM, %) e (B) viabilidade polinica (VP, %) de gendtipos de
Heliconia.
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DISCUSSAO
indice meiotico

A maioria dos acessos apresentou comportamento meidtico altamente
regular, considerando esse mesmo comportamento na megasporogénese, Cujos
acessos néo apresentam problemas de produtividade e viabilidade de sementes,
garantindo, assim, a formagdo de novas geracdes (Battistin e Matos, 2002). No
entanto, algumas irregularidades foram observadas para os acessos deste estudo e
esses resultados sdo similares aos obtidos por Lee et al. (1994) e Franco et al.
(2012) em espécies e cultivares de H. psittacorum.

Pozzobon et al. (2015) e Pagliarini (2000) relacionaram essas irregularidades
causadas por fatores ambientais e mutacdes, ou até mesmo as formas de manejo
realizadas, que podem causar estresse, afetando o metabolismo das plantas (Picoli
et al.,, 2003). Além desses fatores, os componentes ativos, como defensivos
agricolas e metais pesados no solo, também podem levar a fragmentacdo do
material genético, gerando células com micronucleos (Diegues et al., 2015).

As variacfes de umidade também podem ser causadores da formacao de
microndcleos na fase de tétrades (Spdésito et al., 2015). Em estudo meidtico com
trigo, Omidi et al. (2014) observaram que as variedades apresentaram a menor
guantidade de irregularidades em condigbes ambientais adequadas. Com o aumento
da temperatura, houve um aumento significativo de alteracbes meibticas em
diversas variedades. A formacdo de micronicleos se deve a alteracdes
cromossOmicas, muitas vezes ligadas a fatores ambientais (Majer et al., 2001).
Assim, as causas citadas podem ser fatores que induziram as irregularidades

meidticas observados nos acessos deste estudo.

Viabilidade polinica

A viabilidade polinica estimada pela coloracdo de TTC na concentracdo de
0,30% e 0,075% para acessos de H. densiflora foram baixos, sendo necessario
adequar essa metodologia em estudos posteriores de viabilidade polinica, como
tempos e temperaturas de exposicao as concentracbes de TTC. Essa ineficiéncia
em estimar a viabilidade dos polens também pode estar relacionada a fatores
genéticos dos acessos. Resultados similares foram verificados em Heliconia rostrata
Ruiz & Pavan, cuja estimativa da viabilidade dos grdos de podlen foi alta com o uso

da concentracdo de 0,30% de TTC, porém, na concentracdo de 0,075%, os
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percentuais foram baixos e médios (Mello et al., 2016). No entanto, Ramos et al.
(2016), ao avaliarem o uso do TTC como teste colorimétrico em Passiflora cristalina
Vanderpl. & Zappi, verificaram maior viabilidade polinica com a concentracdo de
0,075%.

O corante TTC cora os pdlens viaveis quando as enzimas desidrogenases,
especificamente a do acido malico, reduz os sais de tetrazdlio e entra em contato
com tecidos vivos, formando o formazan, um composto de cor vermelha. Quando
esse evento acontece, indica que ha atividade respiratoria nas mitocéndrias,
comprovando que ha viabilidade celular e tecidual. Nesse sentido, as células ou
tecidos nédo viaveis nao reagem e, como resultado, ndo apresentam cor (Costa et al.,
2007b; Zonta et al., 2009; Santos et al., 2016). Por ocorrer uma rea¢do enzimatica e
indicar a viabilidade por meio da respiracdo celular, é considerado um corante
confiavel para estudos de viabilidade polinica.

Os estudos realizados a fim de investigar a viabilidade polinica de Helicbnias
utilizando o corante TTC somente foram realizados até o momento para a espécie H.
rostrata (Mello et al., 2016). Além de Heliconia, o teste com TTC foi eficiente para
outras espécies, como Bixa orellana L. (Fernandes et al., 2016), Momordica
charantia L. (Ramos et al., 2017), Jacaranda copaia (Aubl.) (Leite et al., 2016), e até
para outras espécies da ordem Zingiberales, como Costus spiralis (Jacq.) Roscoe
(Santos et al., 2016) e Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt & Smith (Macedo et al., 2016).

O acesso 11, assim como se diferenciou na analise do IM com relacdo aos
outros acessos, também divergiu quanto a viabilidade polinica. O percentual baixo
de viabilidade polinica encontrada para esse acesso pode ser explicado pelo alto
namero de produtos pds-meidticos anormais do tipo diade e triade. O mesmo
resultado foi observado para o acesso 16. A instabilidade genética, diminuicdo da
endogamia e mutacbes podem ser causadores de esterilidade polinica (Yadav e
Kogje, 2015). Além de causas genéticas, podem estar envolvidos muitos fatores,
como a idade do pdlen e exposicdo a estresses ambientais, como temperatura e
umidade (Stone et al., 1995; Kelly et al., 2002).

O teste de TTC leva em consideragcdo as condi¢cdes fisiologicas do grdo de
polen, assim, esse corante ndo é afetado por diversas condi¢cdes que geralmente
prejudicam os testes de viabilidade, como o pdlen abortado ainda conter alguma

substancia de reserva e ser corado, subestimando os percentuais de viabilidade,
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além disso, é diferencial por apresentar clara diferenciacdo do viavel e inviavel, o

que ndo pode n&o ser possivel em alguns corantes.

Parametros genéticos e ANADEV
As caracteristicas diade, triade, tétrade, IM e viabilidade polinica apresentam

elevado controle genético, com possibilidade de obtencdo de ganhos genéticos com
a selecdo de acessos para esses caracteres. No entanto, isso ndo pode ser
observado para ménade e poliade, que, se usadas para a selecdo, apresentam
menores ganhos genéticos, e a heranca dessas caracteristicas pela proxima
geracdo sera baixa, pois ha uma maior influéncia ambiental atuando sobre essas
duas caracteristicas.

Os percentuais de viabilidade polinica para os acessos de H. densiflora (1, 2,
3 e 16) foram baixos. Por meio dos parametros genéticos, pode-se observar para
essa caracteristica um maior controle genético do que ambiental. Logo, a viabilidade
polinica encontrada sofreu acdo de fatores ambientais, mas de pequena escala,
sendo os fatores genéticos os maiores responsaveis pela baixa viabilidade nesses
acessos.

Para o melhoramento genético, um dos fatores importantes que esta
relacionado ao sucesso dos cruzamentos € a selecdo de gendtipos com alto
percentual de células reprodutivas viaveis (Techio et al., 2006). Isso implica em
acessos que possuem um comportamento meiético regular, com formacdo de
tétrades normais, dando origem a células reprodutivas funcionais (pélens viaveis).
Desse modo, a viabilidade polinica é usada como medida de fertilidade do gameta
masculino (Oliveira et al., 2001). Nesse sentido, as tétrades normais, IM e viabilidade
polinica sdo caracteristicas desejaveis e necessarias ao sucesso dos cruzamentos
em programas de melhoramento genético vegetal e, neste estudo, apresentaram
alta herdabilidade.

Conforme Horner e Palmer (1995), grédos de polen anormais ou inviaveis
podem ser resultado de alteracdes no numero e estrutura dos cromossomos. Essas
alteracdes decorrem de irregularidades que podem ocorrer durante as fases de pre-
meiose, meiose e pés-meiose. Como, por exemplo, as mdnade, diade, triade e
poliade, que s&o produtos pos meidticos anormais e afetam diretamente a
viabilidade polinica, se encontradas em alta quantidade. Vale ressaltar, entdo, que

essas caracteristicas sao indesejaveis, pois alteram o0s genétipos levando-os a
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instabilidade meidtica. Esse fator dificulta os cruzamentos em programas de
melhoramento por levar a perda de material genético (Defani-Scoarize et al., 1996).
Assim, a baixa herdabilidade observada para ménade e poliade é um resultado
muito satisfatério ao utilizar os acessos de H. densiflora e H. psittacorum como
parentais em programas de melhoramento genético. Como os parametros genéticos
foram estimados com acuréacias alta e muito alta para a maioria das caracteristicas
avaliadas, elas podem ser recomendadas para selecdo dos gendtipos superiores,
exceto poliades.

Para o coeficiente de variacdo genética individual (CVgi%), a obtencdo de
altos valores é desejavel, e indica se ha possibilidade de sele¢do quando o valor for
superior a 1,0. Contudo, quanto maior o percentual de CVgi, maior a probabilidade
em identificar gendtipos que proporcionem ganhos da selecado favoraveis (Resende,
2002; Pimentel et al., 2014; Vencovsky e Barriga, 1992). As caracteristicas
analisadas possuem percentuais de CVgi superiores aos percentuais de CVe, desse
modo, mostram pouca interferéncia ambiental atuando sobre essas caracteristicas e
evidenciam condi¢des adequadas para ganhos na selecdo, com excecdo de moénade
e poliade, com percentuais CVe menores que 1,0.

As acBGes ambientais atuam sobre as caracteristicas de mbnade e poliade e
podem ser decorrentes das praticas de manejo realizadas nos acessos, que podem
causar algum estresse, afetando o metabolismo das plantas e, inclusive,
componentes presentes no solo, como defensivos agricolas ou metais pesados
(Pagliarini, 2000; Picolo et al., 2003; Pozzobon et al., 2015; Diegues et al., 2015).

A andlise de deviance demonstrou a existéncia de variabilidade genética para
monade, diade, triade, tétrade, IM e viabilidade polinica, logo, os acessos de H.
densiflora e H. psittacorum s&o promissores para uso em programas de
melhoramento genético, podendo selecionar acessos por meio dessas
caracteristicas. No entanto, a variavel poliade ndo contribuiu para a divergéncia
genética entre 0s acessos, portanto, ndo é adequado usa-la como critério de

selecéao.

Correlagcbes genéticas
Pesquisas com correlagBes genéticas estimam o comportamento de uma

caracteristica quando se realiza a selecdo em outra correlacionada (Oliveira et al.,
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2011). Dessa forma, estdo associadas a natureza herdavel, que é dos grandes
interesses para programas de melhoramento genético (Nogueira et al., 2012).

Conforme Falconer (1996), uma das causas para altas correlacbes é o
pleiotropismo, em que um mesmo gene influencia na expressdo de mais de um
carater. Assim, de acordo com os resultados obtidos, se o IM for selecionado,
resultard em selecdo indireta de tétrades ou vice e versa. Essa informagéo é util em
programas de melhoramento, pois, a medida que duas ou mais caracteristicas tém
correlacdo genotipica positiva, podem-se obter ganhos simultaneos pela selecao
indireta de uma caracteristica que esta associada a outra (Oliveira et al., 2011;
Nogueira et al., 2012).

Esses resultados sao favoraveis a pratica de selecdo das caracteristicas de
tétrade e IM, pois, selecionando-as, ndo se esta selecionando indiretamente as
tétrades anormais (mbénade, diade, triade e poliade), que ndo séo caracteristicas
interessantes para 0S acessos. Isso ocorre por tétrades e IM estarem
correlacionadas geneticamente entre si, assim, 0s genes que expressam essas duas

caracteristicas ndo sdo 0s mesmos que expressam as demais.

Diversidade genética

Como os dois primeiros componentes principais permitiram estimativas acima
do minimo (80%), o percentual encontrado no presente estudo € satisfatorio e
explica com confiabilidade a variabilidade entre os acessos (Cruz e Regazzi, 1997,
Cruz et al., 2012).

A utilizacdo simultdnea de métodos de dispersao grafica com os de
agrupamentos € uma forma mais adequada para estimar a diversidade genética.
Especificamente, a analise de dispersao grafica por componentes principais é muito
usada no melhoramento genético, pois simplifica os conjuntos de dados de forma
resumida nas variaveis em poucos componentes, que Sao responsaveis por reterem
0 maximo da variacao disponivel (Cruz e Carneiro, 2014).

Estimar a diversidade genética dos acessos de heliconia é importante para
um melhor aproveitamento desse recurso em programas de melhoramento do
género. Logo, a diversidade genética existente em acessos de cole¢cdes e banco de
germoplasma ex situ reflete indiretamente no progresso genético, na obtencéo de

gendtipos melhorados (Chen et al., 2012).
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As caracteristicas de tétrade, moénade, viabilidade polinica e poliade sao
descritores eficientes para explicar a divergéncia existente entre 0s acessos, pois
apresentaram as maiores contribuicdes para a divergéncia genética.

Segundo Rocha et al. (2016), o método da distancia de Mahalanobis (D?)
considera que as variaveis de maior contribuicdo expressam maior variabilidade e
menores contribuicdes, menor variabilidade. No entanto, alguns fatores podem
limitar a capacidade dos descritores de estimar a diversidade genética existente em
uma espécie, como 0 proprio gendtipo de interesse e as acdes ambientais sobre o
carater (Nagalakshmi et al., 2010; Mafakheri et al., 2017).

As caracteristicas de tétrades e viabilidade polinica sdo altamente desejaveis
e importantes, pois estdo totalmente relacionadas com a quantidade de podlens
produzida pela espécie, necessaria a sua fertilidade e manutencéo. Nesse estudo,
as contribuicdes para esses caracteres foram altas, assim, esses descritores podem
ser priorizados e utilizados para a selecdo dos acessos superiores para programas
de melhoramento genético de heliconias.

O agrupamento gerado pelo método UPGMA formou dois grupos, grupo 1,
com o0 acesso 16, e o grupo 2, com os acessos 11, 3, 10,1, 15,9,14,2e 12,5, 7, 6,
e 8. Os acessos que formam o grupo 2 apresentam caracteristicas que sao
desejaveis para os genétipos e muito semelhantes entre si, como a quantidade de
tétrades normais, percentuais de IM e baixas quantidades de tétrades anormais
observadas, exceto para o acesso 11, o qual, entre os acessos desse grupo, ficou
bem distante dos demais. Dessa forma, o grupo 2 apresenta variabilidade genética,
observada pela formacao de subgrupos dentro desse grupo.

O isolamento do acesso 16 é decorrente do alto percentual de tétrades
anormais encontradas para esse acesso e, consequentemente, baixo valor de IM.
Os acessos com elevados numeros de irregularidades ndo sdo 0s mais
recomendados para serem utilizados como parentais em cruzamentos nos
programas de melhoramento genético, uma vez que essas irregularidades alteram o

material genético e consequentemente influenciam na expressao de genes.
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O agrupamento pelo método de Tocher também mostrou que existe
variabilidade genética entre os genotipos. Os dois métodos de agrupamento, apesar
de ndo apresentarem distribuicdo idéntica dos acessos, se mostraram muito
semelhantes e permitiram explicar a ocorréncia de diversidade genética para 0s
acessos de H. densiflora e H. psittacorum.

Nascimento (2016) identificaram variabilidade genética a nivel de espécie em
Heliconia com a analise de agrupamentos e inferiram que a obtencdo desses
resultados possibilita a utilizagdo dos acessos de Heliconia em cruzamentos para
obtencdo de ganhos genéticos, com o objetivo de criar hibridos visando ao mercado
ornamental. Estudos de diversidade genética desempenham um papel muito
importante para o melhoramento genético, avaliacdo de impactos nos recursos
genéticos vegetais, esclarecem mecanismos evolutivos atuantes na diversificacao
das espécies, manutencdo de bancos de germoplasma e para a conservacao da
biodiversidade, j4 que tais estudos de diversidade objetivam entender as relactes

genéticas (Lorenzoni, 2016).

Ordenamento de acessos superiores

Com base nas informa¢6es do método hierarquico UPGMA, observou-se que
0s acessos 10, 15, 9 e 14 (subgrupo 1) sdo mais divergentes que os acesso 12
(subgrupo 2), e acesso 5, 7, 6, 8 (subgrupo 3), e representam potencial para serem
utilizados como parentais em cruzamentos nos programas de melhoramento
genético de Heliconia. Os acessos do sugrupo 1 podem ser cruzados com 0S
acessos do subgrupo 2 e 3, sendo assim, ha varias possibilidades de cruzamentos
entre 0S acessos, ja que eles apresentam altas médias de IM e viabilidade polinica,

assim como divergéncia genética.
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CONCLUSAO

Os acessos deste estudo sdo promissores para uso em programas de
melhoramento genético com relacdo a viabilidade polinica e IM. A maioria das
caracteristicas tem alto controle genético, e mostra que ha possibilidade de utiliza-
las como descritores para a selecdo de gendtipos com sucesso, principalmente para
tétrades e viabilidade polinica, que sdo caracteristicas altamente desejaveis e
importantes, as quais devem ser priorizadas para a selecdo de acessos superiores,
na criacao de novos hibridos de heliconias.

Os acessos que apresentaram maiores médias para IM foram 10, 9, 14, 15, 1,
2, 12, 8, 6,5, 7, 3, e 16. Enquanto que para viabilidade polinica sdo apenas 0s
acessos 9, 6, 7, 5, 10, 15, 14, 8 e 12 (H. psittacorum). Todo os acessos de H.
densiflora apresentaram as menores médias de viabilidade polinica.

Recomenda-se o uso dos acessos 10, 15, 9 e 14 com os acessos 12, 5, 7, 6,
8, pois apresentam altas médias de IM e viabilidade polinica e sdo grupos formados
por acessos com maior divergéncia, as quais podem ser usados como parentais em

cruzamentos nos programas de melhoramento genético de Heliconia.
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5. CONCLUSOES GERAIS
O banco ativo de germoplasma da Universidade do Estado de Mato Grosso

conserva acessos de H. psittacorum e H. densiflora promissores para uso em
programas de melhoramento genético com base em dados citogenéticos, de IM e
viabilidade polinica.

Os acessos estudados apresentam variabilidade para caracteristicas de
grande interesse para o melhoramento de plantas, como alto indice meidtico e
viabilidade polinica. Logo, alguns podem ser selecionados para cruzamentos com
obtencéo de ganhos genéticos.

Os acessos apresentam o mesmo ndamero cromossdémico 2n = 24, com um
par de NORs, 0 que sugere um possivel comportamento diploide. As variacfes
citolégicas foram observadas quanto ao tamanho cromossémico e morfologia a nivel
intra e interespecifico. Os caridtipos sdo constituidos de cromossomos com
classificacdo metacéntrica e submetacéntrica.

Os dados de assimetria cromossémica mostraram que 0s acessos de H.
densiflora possuem cari6tipo mais simétrico quando comparados aos acessos de H.

psittacorum.
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