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RESUMO

As helicbnias destacam-se como uma das espécies mais apreciadas pelos
consumidores de flores devido sua exoticidade, durabilidade pds-colheita e
beleza das inflorescéncias, além de apresentarem bracteas vistosas com
cores intensas e contrastantes. O trabalho objetivou caracterizar 15 familias de
meios irmaos de Heliconia bihai (HB), H. chartacea (HC) e H. wagneriana
(HW), por marcadores morfoagrondmicos e moleculares ISSR. Foram
observadas as maiores médias em HC3, HBg e HW,, para Namero de folhas
(NF) e Numero de perfilhos (NP). Para Comprimento do limbo (CPL) as
maiores médias foram obtidas em HC,, HBg e HWj5. HCg, HBg e HWy
atingiram as maiores meédias para Largura maxima do limbo (LML) e HC7, HBg
e HWy para Altura da planta (APL). Considerando-se o erro padréo
empregado para os caracteres morfoagrondbmicos na Ultima avaliacao,
verificou-se que dentre as familias de meios irméos, HB14 obteve maior valor de
NF, HBy e HC4 obtiveram maiores valores de CPL, todas as familias de H.
bihai e H. chartacea tiveram as melhores médias de LML e para APL nao foi
registrada diferenca entre as familias. Os caracteres morfoagronémicos
possibilitaram a deteccdo de variabilidade genética entre e dentro de familias
de meios irmaos das espécies de H. bihai, H. chartacea cv. Sexy Scarlet e H.
wagneriana. Os oligonucleotideos utilizados geraram 4023 fragmentos,
amplificando de 3 a 7 bandas por primer. O produto da analise de similaridade
genética com marcadores ISSR mostrou que os gendtipos foram agrupados
por espécies, sendo HB;11(5) e HC5(8) os mais divergentes, O polimorfismo
gerado com os marcadores moleculares ISSR mostrou variabilidade genética
entre e dentro de familias de meios irmdos das espécies de H. bihai e H.
chartacea cv. Sexy Scarlet estudadas, como também detectou a auséncia de
variabilidade genética dentro da familia de meios irméos dos gendétipos de H.
wagneriana, levando a suposicdo da elevada taxa de autofecundacdo na
referida espécie.

Palavras-chave: Melhoramento genético, diversidade genética, marcadores
moleculares, floricultura, flores tropicais.
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ABSTRACT

The heliconias stand out as one of the species most appreciated by consumers
due to its exoticity flowers, postharvest durability and beauty of the flowers, and
showy bracts present with intense colors and contrasting. The study aimed to
characterize 15 half-sib families of Heliconia bihai (HB), H. chartacea (HC) and
H. Wagneriana (HW), morphological and molecular markers by ISSR. Obtained
higher means in HC3;, HBg and HW;, for number of leaves (NL) and number of
tillers (NP). For the limb length (CPL) the highest averages were obtained in
HC,4, HBg and HW,o. HCg, HBy HW, and reached the highest averages for
maximum width of the lamina (LML) and HC;, HBg and HW, for plant height
(APL). Considering the standard error for the morphological characteristics used
in the last evaluation, it was found that among the half-sib families, HB14
obtained a higher value of NF, HBg and HC, obtained higher values of CPL, all
the families of H. bihai and H. chartacea had the best average to LML and APL
There was no difference between families. The morphological characteristics
enabled the detection of genetic variability among and within half-sib families of
the species H. bihai, H. chartacea cv. Sexy Scarlet and H. Wagneriana. The
oligonucleotides used 4023 fragments generated by amplifying 3-7 bands by
primer. The product of genetic similarity analysis with ISSR markers showed
that the genotypes were grouped by species, and HB1:(5) and HCs5(8) the most
divergent, polymorphism generated with ISSR markers showed genetic
variability between and within families sib species H. bihai and H. chartacea cv.
Sexy Scarlet evaluated, and detected the absence of genetic variability within
the family half-sib genotypes of H. Wagneriana, leading to the assumption of
high rate of selfing in this species.

Key words: breeding, genetic diversity, molecular markers, flowers, tropical
flowers.
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INTRODUCAO GERAL

O género Heliconia pertencente a ordem Zingiberales, contém cerca de
176 espécies de ocorréncia neotropical e seis nas ilhas do Pacifico (CASTRO
et al., 2007), sendo registrado em torno de 40 espécies nativas do Brasil
(KRESS, 1990b).

As heliconeaceae caracterizam-se como monocotileddneas, herbaceas e
perenes (ALONSO e SOUSA-SILVA, 2009), que possuem rizomas dos quais
surgem brotos, pseudocaule e uma Unica inflorescéncia terminal ereta ou
pendente, com diversidade de forma, tamanho e cor (BERRY e KRESS, 1991).
As flores sdo hermafroditas e polinizadas especialmente por beija-flores. Seus
frutos, de cor azulada a violeta quando maduros, contém sementes rigidas que
podem levar de 120 dias a trés anos para germinar (MARQUES et al., 2004).
Sao vegetais de reproducdo sexuada e assexuada que tem na propagacao por
meio de rizomas a principal forma de multiplicagdo com fins comerciais.

O estudo da variabilidade genética e a propagacao de helicbnias tém
sido auxiliado pelo emprego do cultivo de embrides zigdticos, que permite uma
propagacdo rapida, superacdo da dorméncia de sementes e propicia a
recuperacdo de plantas livres de doencas (TORRES et al., 2005). Esta forma
de propagacdo também auxilia nos estudos basicos de fisiologia do
desenvolvimento do embrido, programas de melhoramento genético e
recuperacdo de hibridos de interesse de cruzamentos incompativeis
(CARVALHO e ARAUJO, 2007).

Castro et al. (2011), relataram que a Helinonia bihai, H. chartaceae e H.
wagneriana sdo as espécies mais utilizados na comercializacdo como flor de
corte. Bem cultivada no pais, com cerca de 40 cultivares, a H. bihai é tida como
uma planta de facil manuseio, embalagem e transporte, sendo portanto, bem
adaptada a comercializagcdo (CASTRO et al.,, 2007). A H. wagneriana
caracteriza-se como sazonal tendo a exploragéo das suas inflorescéncias entre
0S meses de janeiro a setembro, com picos de producdo de abril a maio

(CRILEY, 2000). Semelhante a H. bihai, a espécie H. chartacea tem seu
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florescimento durante todo o ano (MOSCA et al., 2005), permitindo que suas
inflorescéncias pendentes sejam exploradas com facilidade. Apesar destas trés
espécies ja serem amplamente exploradas como flor de corte, elas apresentam
ainda, certos caracteres indesejaveis para comercializacdo e devem, portanto,
serem utilizadas em pesquisas de selecédo entre e dentro de progénies, a
exemplo de meios irmaos, a fim de que o progresso genético dessas espécies
seja atingido de forma rapida e que genotipos promissores sejam selecionados
para integrarem programas de melhoramento genético vegetal ou de
hibridagdo, como também serem recomentados aos agricultores.

Guimarées (2011), afirma que os marcadores morfologicos vem sendo
empregados no processo de caracterizacdo de germoplasma de heliconias e
que a geracdo de um determinado banco de dados possibilita o
armazenamento e manejo de informagfes geradas ao longo de trabalhos
desenvolvidos com germoplasma destes bancos e colecdes. Além destes, 0s
marcadores moleculares de DNA tém sido aplicados nos mais variados campos
do estudo genético de espécies cultivadas, como por exemplo, em andlises de
diversidade genética (REZENDE et al., 2009), caracterizagdo e variabilidade
genética (MARQUES et al., 2004; GUIMARAES, 2011; GUTIERREZ et al.,
2011) e estudos de filogenia (MAROUELLI, 2009), com a vantagem de que as
analises podem ser efetuadas com amostra da planta em qualquer periodo do
seu desenvolvimento.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a variabilidade
genética existente entre e dentro de familias de meios irmaos das espécies de
H. bihai, H. chartacea cv. Sexy Scarlet e H. wagneriana obtidas a partir do
cultivo in vitro, por meio de marcadores morfoagrondmicos e moleculares do
tipo ISSR.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1. O GENERO Heliconia

Lineu, em 1771, estabeleceu o nome do género em alusdo ao Monte
Helicon da cidade grega de Bedcia. O género Heliconia era incluido na familia
das Musaceae, porém, por apresentar caracteristicas proprias e baseando-se
em caracteres como flores invertidas, estigma captado, um évulo por loculo e
sementes sem arilo, foi criada uma nova familia, a Heliconiaceae, na qual o
género Heliconia é o Unico representante (BERRY e KRESS, 1991).

O género Heliconia, pertencente a ordem Zingiberales, apresenta de 200
a 250 espécies de ocorréncia neotropical (KRESS, 1990a; ANDERSSON,
1998), com grande distribuicdo nas Américas Central e do Sul e um grupo
paleotropical contendo cerca de seis espécies, encontradas nas ilhas do
Pacifico Sul (KRESS, 1990a; ANDERSSON, 1998), que pertencem ao
subgénero Heliconiopisis. Castro et al. (2007), ao realizarem revisao sobre o
género, estipularam 182 espécies de helicbnias, com 176 de ocorréncia
neotropical e seis nas ilhas do Pacifico. A Colémbia foi a regido de maior
namero de espécies descritas (94), seguido pelo Equador (60), Panama (56),
Costa Rica (47), Brasil (37), Peru (32), Venezuela (26), Nicaragua (22),
Guatemala (16), Bolivia (15), Honduras e México com 14 e Suriname (13).

No Brasil, hd em torno de 40 espécies de helicbnias nativas, e a regido
da floresta atlantica costeira, cujo indice endémico de helicbnias € elevado, em
conjunto com a bacia do rio Amazonas, correspondem as primeiras areas de
distribuicdo do pais (KRESS, 1990b). Sdo denominadas popularmente de
bananeira de jardim, bananeirinha de jardim, bico de guara, falsa ave do
paraiso e paquevira (CASTRO, 1995). Também sao conhecidas como banana-
do-mato, banana de macaco, caeté, passaro-de-fogo, pacova, (MOSCA et al.,
2005) e pacé uvavu (MELLO FILHO e SANTOS, 1977).

Primariamente, Griggs utilizando critérios como habito e tamanho do
vegetal, orientacdo da inflorescéncia e morfologia das bracteas (ANDERSSON,
1992; KRESS et al.,1999), classificou o género Heliconia em dois subgéneros
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(Platychlamys e Stenochlamys) e seis taxas. Posteriormente, uma nova
classificagcado foi definida por Andersson (1985), onde foram considerados
quatro subgéneros: Heliconia (Platychlamys Baker); Taeniostrabus (Kuntze)
Griggs; Stenochlamys Bake; Griggsia L. Anders, 19 seccbes e grupos de
espécies vegetais melhor definidas. Nesta classificacdo, a bractea cimbiforme
ou lanceolado-conduplicada, foi um dos caracteres importantes na separagéo
dos quatro subgéneros. Hoje, o0 género contém cinco subgéneros,
Taeniostrobus (Kuntze) Griggs; Heliconia, Stenochalamys Baker; Griggsia L.
Anderss.; e Heliconiopsis (Mig.) Kress. (KRESS,1990b; ANDERSSON,1992).

O género Heliconia agrupa vegetais que ocorrem em altitudes de 0 a
2.000m desenvolvendo-se em locais sombreados e a pleno sol, variando de
acordo com a espécie e distribuindo-se predominantemente nas bordas das
florestas e matas ciliares e clareiras ocupadas por vegetagao pioneira, com
poucos registros em campos, matas de galeria ou pantanos (CASTRO, 1995).
Podem ainda, desenvolver-se até em areas secas, em funcédo da sazonalidade
(ALONSO e SOUSA-SILVA, 2009). Em habitat de campo aberto, caracterizado
por alta irradiagéo solar, as heliconias podem apresentar mais de seis metros
de altura e formam densos agrupamentos com 50 perfilhos ou mais (RUNDEL
et al., 1998).

Castro e Graziano (1997) destacaram a existéncia de varios fatores que
tornam a identificacdo das espécies de helicbnias dificultada, como, por
exemplo, a ampla distribuicdo geogréfica; grande numero de espécies e
dificuldade de coleta e preservacao de inflorescéncias. No entanto, com a
criagdo da Heliconia Society International e mais atualmente com a visdo do
potencial econdmico e ornamental em projetos paisagisticos e em arranjos
florais, varios incentivos para pesquisas com este género vém sendo gerados
(TERAO et al., 2005) e ira favorecer a identificacdo de espécies e hibridos de

heliconias.

2. DESCRICAO BOTANICA E MORFOLOGIA DAS HELICONIAS
As heliconias sdo monocotileddneas, herbaceas, perenes e rizomatosas

gue apresentam porte ereto, com 0,5m a 10m de altura dependendo da
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espécie (ALONSO e SOUSA-SILVA, 2009; CASTRO, 1995). Seus rizomas
emitem brotacdes a superficie que podem se apresentar afastados ou préximos
ao pseudocaule da planta que o deu origem (COSTA, 2005; COSTA et al.,
2009a e 2009b). Esse pseudocaule possui folhnas e uma anica inflorescéncia
terminal que pode ser ereta ou pendente contendo bracteas arranjadas
disticamente ou em espiral e que variam em forma, tamanho e cor (BERRY e
KRESS, 1991).

As folhas geralmente verdes, contendo ou ndo cera na face abaxial,
apresentam-se opostas e distribuidas em duas fileiras (disticas), com longa
bainha basal e peciolo longo e expandido, podendo apresentar trés diferentes
habitos de crescimentos (Figura 1): a) Muséide: folhas com peciolos grandes,
em posicao vertical, tomando a aparéncia de musaceae; b) Candide: folhas
com peciolos curtos e meédios, disposi¢ao obliqua e aparéncia com plantas dos
géneros Canna e Alpinia; c) Zingiberéide: folhas com peciolo curto, disposicéo
mais horizontal, tomando a aparéncia de gengibre (ABALO, 1999). De acordo
com Pancoast (1991), espécies como H. chartacea, H. platystachys e H.

spissa, possuem o limbo foliar rasgado naturalmente.

Figura 1. Habitos de crescimento das heliconias: (A) Musoide; (B) Candide;
(C) Zingiberdide. Adaptado de Abalo, 1999.

Segundo Berry e Kress (1991), suas flores hermafroditas, tubulares
longas, com glandulas de néctar bem desenvolvidas possuem cor variavel de
amarelo a branco, contendo seis estames, dos quais, cinco séo férteis e um

modificado em estamindide estéril. A polinizacédo se déa principalmente por meio
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de beija-flores e morcegos. Os beija-flores sdo atraidos especialmente pela
coloracdo das bréacteas transferindo entdo o pdlen de uma planta para outra,
realizando a polinizacdo cruzada. Comprimento e curvatura da flor geralmente
determinam quais sdo as espécies de beija-flor que podem poliniza-las
(DOORN, 1999).

Os frutos séo drupas, indeiscentes com endocarpo lignificado, amarelos
ou verdes quando imaturos e, alaranjados, vermelhos ou de coloracdo azul
escura a violeta quando maduros (KRESS e ROESEL, 1987; CASTRO, 1995),
gue abrigam em torno de trés sementes, com aproximadamente 1,5 cm de
diametro cada uma (DANIELS e STILES, 1979). As sementes sao dispersas
por passaros, roedores, e esquilos que utilizam a polpa dos frutos como
alimento (ABALO, 1999).

3. PROPAGACAO DE HELICONIAS

As helicbnias apresentam um elevado crescimento vegetativo formando,
com facilidade, touceiras grandes de populacdo monoclonal com crescimento
simpodial, ou seja, com emissao de brotos laterais (CRILEY e BROSCHAT,
1992). A propagacao desses vegetais, pode se dar tanto por sementes quanto
por rizomas.

A propagacdo via rizomas € a forma mais utilizada na producéo
comercial das helicbnias para flor de corte, porém este tipo de propagacéo
vegetativa muitas vezes pode conduzir a disseminacdo e acimulo de agentes
causadores de doencas que sdo transmitidas e disseminadas entres o0s
plantios por meio de rizomas contaminados (TORRES et al., 2005).

A reproducdo sexuada embora seja uma das principais formas de se
obter a variabilidade genética, nas helicbnias, € um evento bem limitado
mesmo havendo a polinizacdo e fertilizacdo, haja vista que, as sementes
contidas nos frutos sédo revestidas por um endocarpo rigido. Isso dificulta o
processo de germinacdo que pode atingir o periodo de 120 dias a trés anos
para acontecer, como também os embribes contidos nessas sementes podem
nao estar desenvolvidos ou pouco desenvolvidos, o que leva a nao

germinacao (MARQUES et al., 2004). Salienta-se que a partir da variabilidade
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genética gerada por esta forma de propagacdo, plantas mais adequadas a
comercializagdo e com caracteristicas diferenciadas e que atendam ao
mercado, possam ser selecionadas através da selecdo massal de individuos.

A técnica de resgate de embries tem sido empregada no cultivo de
heliconias e vem contribuindo para resolver algumas restricbes, como o longo
periodo necessario para a germinacdo das sementes (TORES et al., 2005).

Por serem constituidos de tecidos com elevada totipoténcia, o0 emprego
da técnica de cultivo de embrides zigoticos permite uma propagacao rapida do
vegetal, superacdo da dorméncia das sementes e propicia a recuperacao de
plantas livres de doencas (TORRES et al.,, 2005), além disso, auxilia nos
estudos basicos de fisiologia do desenvolvimento do embrido, programas de
melhoramento genético e recuperacdo de hibridos de interesse de
cruzamentos incompativeis. Pode-se também citar como vantagens no cultivo
de embrido a obtencéo de informacfes precoces sobre o fenétipo, auxiliando a
escolha de gendtipos para cruzamentos e a consequente obtencdo de
populacdes segregantes com caracteristicas desejaveis (FERREIRA et al.,
1990; ULISSES et al., 2010).

4. ESPECIES DE HELICONIAS E O AGRONEGOCIO DA
FLORICULTURA

A floricultura brasileira vem apresentando notavel desenvolvimento, com
a producdo se destacando em crescimento e diversidade, capaz de atingir
novas regides de cultivo no pais (JUNQUEIRA e PEETZ, 2011). E um setor
gque vem apresentando-se com grande importancia econémica e social, por
proporcionar o desenvolvimento da agricultura familiar, fixando méo-de-obra no
campo, diversificando a producao e gerando emprego e renda.

Corresponde ao cultivo de plantas ornamentais, plantas em vaso,
producdo de sementes, bulbos, mudas de arvores de grande porte, flores de
corte (PEREIRA et al., 2006) e flores secas (COSTA, 2003), sendo uma das
melhores alternativas para investimento agricola segundo Santos et al. (2006),

pois demanda pouca area e o ciclo de producéo é geralmente curto, dando
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rapido retorno do capital investido. No entanto, é um setor bastante competitivo
que exige tecnologias avancadas, conhecimento técnico por parte do produtor,
sistema eficaz de distribuicio e comercializacdo (MATSUNAGA, 1995;
PEREIRA et al., 2006) e investimentos em pesquisas a fim de que novas
variedades sejam geradas com maior potencial produtivo, caracteristicas mais
atrativas, bem como auséncia de fatores fenotipicos que torne a
comercializacao limitada ou inviavel.

No Brasil a producédo esta dividida em flores de corte, flores de vaso,
sementes, plantas de interiores, plantas de paisagismo e folhagens (BATALHA
e BUAINAIN, 2007), ocorrendo principalmente nos Estados de Sao Paulo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Alagoas, Pernambuco, Bahia, Ceara, Rio Grande
do Sul e Santa Catarina. A regido sudeste, apresenta-se como a de maior
produgdo e consumo dos produtos da floricultura, no entanto, o Norte e
Nordeste apresentam-se como sendo as regides de maior potencial de
expansao do setor floricola, nessa ordem, devido as condicdes favoraveis de
clima e solo (BATALHA e BUAINAIN, 2007).

Das 200 espécies de flores mais cultivadas no territorio brasileiro, cerca
de 166 séo consideradas tropicais (CARLINI JUNIOR, 2003). De acordo com
Loges et al. (2005), caracteristicas como durabilidade, beleza, diversidade de
cores e formatos, foi 0 que levou as flores tropicais a ter grande aceitacéo pelo
mercado consumidor e elevado potencial de crescimento no mercado nacional
e internacional. Nesse contexto, as heliconias aparecem como uma das
espécies mais cultivadas pelos produtores e bem apreciadas pelos
consumidores (LOGES et al., 2007), contendo bracteas vistosas de cores
intensas e contrastantes (CASTRO et al., 2007). Sdo vegetais cultivados
principalmente nos Estados de Pernambuco, Alagoas, Ceara, Bahia, Sergipe,
Para, Amazonas, Rio de Janeiro, S&do Paulo e no Distrito Federal (JUNQUEIRA
e PEETZ, 2005).

Com investimentos no setor, o Estado de Pernambuco apresentou um
desenvolvimento significativo ndo apenas em producdo, mas também em
pesquisas e exportacdo de espécies de flores de corte das familias

Heliconiaceae, Zingiberaceae, Costaceae e Araceae, além de espécies com
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folhagens de corte (MEDEIROS et al., 2009; CASTRO, 2010). Segundo Castro
et al., (2011), dentre as espécies e hibridos mais utilizados na comercializacdo

como flor de corte no Brasil estdo: H. bihai, H. chartaceae, H. wagneriana, H.
acuminata, H. angusta, H. auriculata, , H. caribaea, H. hirsuta, H. latispatha, H.
marginata, H. orthotricha, H. pendula, H. psittacorum, H. rostrata, H. stricta, H.
velerigera, , H. xanthovillosa, e os hibridos H. psittacorum x H. spathocircinata
Golden Torch’, ‘Golden Torch Adrian’, ‘Alan Carle’, H. caribaea x H. bihai

‘Carib Flame’, Jacquinii’, ‘Richmond Red’.

4.1 Heliconia bihai L.

A H. bihai L. apresenta inflorescéncias eretas em um Uunico plano,
longas, com bracteas rijas, dispostas em um mesmo plano, de coloracao
vermelho a alaranjada e com tons de verdes em faixas na margem em direcao
ao apice em parte do dorso (Figura 2), com frutos brancos que quando
maduros apresentam coloracdo azulada (GUIMARAES, 2011, PAIVA, 1998).
Apresenta habito musoide, com 2,0 a 5,0 metros de altura, com ocorréncia
natural do nivel do mar a 1.500 metros no norte do pais, nos Estado do Para,
Amazonas, Amapa e Roraima, em margens de rios de florestas umidas, em
clareiras e mesmo na vegetacdo secundaria (CASTRO et al., 2011). Tem seu
florescimento natural entre os meses de outubro e fevereiro (ANDERSSON,
1981).

Castro et al.(2007) ressaltam que a H. bihai € uma das espécie mais
cultivada no pais, sendo tido como espécie de facil manuseio, embalagem e
transporte,cujas inflorescéncias resistentes ao transporte possuem rigidez na
haste e longevidade, sendo portanto uma das espécies mais bem adaptadas a
comercializagcdo com cerca de 40 cultivares. Embora as inflorescéncias de H.
Bihai apresentem beleza exuberante que refletem no seu valor comercial, suas
bracteas permitem o acumulo de agua, exsudados e partes florais, que formam
um micro-habitat ideal para presenca de insetos, o que acaba sendo um fator
limitante para comercializacdo das mesmas. (BERRY e KRESS, 1991;
OLIVEIRA et al., 2010).
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Figura 2. Inflorescéncia de Heliconia bihai L.

4.2 Heliconia wagneriana Petersen

De origem da América Central, Colémbia e possivelmente da Amazonia
brasileira, a H. wagneriana Petersen € classificada como arbusto, herbéaceo,
rizomatoso, entouceirada, capaz de atingir de 1,5 a 3,0 m de altura. S&o
plantas de dias curtos (CRILEY, 2000), com florescimento dando-se de janeiro
a setembro com picos de producéo de abril a maio (MOSCA et al., 2005).

Suas inflorescéncias sédo exploradas comercialmente, apresentando-se

eretas com bracteas em numero de seis a vinte com mancha vermelho-clara
lateral, quilha e ponta verdes e area da base amarela, haste vermelha e
sépalas com coloracdo verde-escura e branca na parte posterior (MOSCA et
al., 2005). A sazonalidade da espécie permite o planejamento comercial quanto
a obtencao das hastes florais por parte dos produtores.
Com isso, estes podem manter uma diversidade de gendtipos em sua area de
cultivo comercial, segundo os picos de producédo das espécies em diferentes
partes do ano, respondendo entdo, de forma positiva a comercializacdo e
evitando problemas de instabilidade de producdo como € relatado por Pizano
(2005).

Mesmo estando dentre as espécies mais exploradas para cultivo
comercial, a H. wagneriana apresenta caracteristicas desfavoraveis ao
comércio de suas hastes. As inflorescéncias classificadas como grandes ou
muito grandes, indicam um alto grau de dificuldade para o manuseio, preparo,
embalamento e o transporte (CASTRO et al., 2007).
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Figura 3. Inflorescéncia da espécie Heliconia wagneriana Petersen.

4.3 Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Scarlet

Plantas de origem das Guianas e regido Amazobnica a H. chartacea cv.
Sexy Scarlet, tem habito de crescimento do tipo muséide, apresenta de 4,5 a 6
m altura; folhas com peciolo 26 a 55 cm de comprimento, lamina 85-130 x 24-
32 cm e inflorescéncias longas e pendentes (Figura 4) com bracteas
escarlates em numero de 4 a 28 contendo faixa estreita verde claro e flores
verdes (ARRUDA et al., 2008). Ocorre naturalmente em altitudes de 100 a 800
metros, nos Estados do Amazonas e Para, em locais semi abertos de florestas
pluviais tropicais (CASTRO et al., 2011). Seu florescimento ocorre durante todo
o0 ano, se desenvolvem com 50% de sombra até completa exposicdo ao sol
(MOSCA et al.,2005).

Embora seja uma espécie bastante valorizada comercialmente, a H.
chartacea cv. Sexy Scarlet apresenta grande intensidade de cera nas bracteas,
carater negativo do ponto de vista comercial. Também é ressaltado por Castro
et al. (2007) que, essa espécie apresenta restricdes quanto ao embalamento,
que deve ser individual, a protecdo das bracteas, tamanho e ao transporte, que
quando é feito em mago provoca ruptura do eixo, queda de bracteas e atrito

entre inflorescéncias resultando na minimiza¢édo da qualidade do produto.
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Figura 4. . Inflorescéncia da espécie Heliconia chartacea Lane ex

Barreiros cv. Sexy Scarlet

5. CARACTERIZAGCAO DE HELICONIAS

No planejamento de um programa de melhoramento genético dois
fatores sdo fundamentais, primeiro a selecdo dos genitores, segundo, 0s
mecanismos de heranca dos caracteres a serem selecionados (BERED et al.,
1997). A caracterizacao e conhecimento da variabilidade genética existente séo
de fundamental importancia para selecao e escolha dos genitores.

Silva et al., (1999), afirmaram que as etapas de caracterizacdo e
avaliacao sao fundamentais a classificacao e a utilizacdo do germoplasma, pois
possibilitam a identificacdo de cultivares promissoras, sendo passiveis de
serem empregadas nos programas de melhoramento genético ou para que
sejam recomendadas aos produtores.

Guimaraes (2011), afirma que marcadores morfolégicos vém sendo
empregados no processo de caracterizacdo de germoplasma de heliconias, e
que esta caracterizacdo consiste em fornecer uma identidade para cada
acesso por meio do conhecimento de dados capazes de analisar a
variabilidade genética de cada amostra, constituindo uma etapa fundamental
para o efetivo uso dos recursos genéticos conservados em bancos de
germoplasma, propiciando o uso dos mesmos em programas de
melhoramento.

Um bom descritor deve possibilitar a diferenciagéo entre individuos de
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uma mesma cultura, ambientalmente estdvel, mono ou oligogénico e de
acessivel manipulacdo pelo melhorista (HOWES, 1981; CHAPMAN, 1989).
Estudos em helicbnias, a partir de avaliacbes por descritores
morfoagrondémicos, tem sido conduzido na Colecdo de Germoplasma de
Helicbnias da UFRPE desde 2003 (CASTRO et al., 2007; LOGES et al., 2007;
COSTA et al., 2009a; COSTA et al., 2009b; ROCHA et al., 2010; CASTRO et
al., 2011; LOGES et al., 2011; GUIMARAES, 2011) visando detectar

variabilidade genética.

5.1 MARCADORES GENETICOS

Sao caracteres qualitativos, com heranca mendeliana simples,
facilmente reconhecidos, cuja expressao nao € influenciada pelo ambiente e
que podem ser empregados para avaliar diferencas genéticas entre dois ou
mais individuos (FREITAS e BERED, 2003; BOREM e CAIXETA, 2009). Dos
quatro tipos de marcadores utilizados em plantas, destacamos o0s marcadores
morfolégicos, que controlam a morfologia da planta, porém, seu emprego
depende do desenvolvimento do vegetal ou da expressdo génica, que esta
sujeita as variacdes do ambiente, e os marcadores moleculares, que vem
sendo utilizados para estimar a diversidade genética, facilitar a selecéo
genotipica, identificar germoplasma, construir mapas genéticos e obter
informacBes sobre a estrutura das caracteristicas quantitativas (ALMEIDA,
2007).

5.1.1 MARCADORES MOLECULARES
Os marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer
fendtipo molecular oriundo de um gene expresso, ou de um segmento
especifico de DNA, o qual pode corresponder a uma regido expressa do
genoma ou ndo (WUNSCH e HORMAZA, 2007; BOREM e CAIXETA, 2009).
Essa ferramenta da biotecnologia permite a obtencdo de um grande
namero de marcas moleculares com heranca dominante ou codominante, e

com ampla cobertura genémica. A tendéncia geral da utilizacdo de marcadores
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moleculares no melhoramento de plantas € a integracdo destes com as
técnicas classicas de melhoramento, levando em consideracdo as vantagens e
limitacdes de cada uma dessas técnicas. Assim, se um determinado marcador,
de facil identificacdo fenotipica, estiver fisicamente ligado a pequena distancia
de um gene que controla um carater de interesse agronémico, a selecdo deste
marcador resulta na selecdo indireta do gene de interesse (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998; OLIVEIRA et al., 2007).

Em heliconias, o uso de marcadores moleculares, vem favorecer a
detecgédo da variabilidade no inicio do desenvolvimento da planta de forma
rapida, ja que para se obter a variabilidade genética destas espécies em
campo, barreiras como rigidez do endocarpo das sementes e o0 tempo para
identificacdo do hibrido e a variabilidade resultante do cruzamento, s&o
enfrentadas (MARQUES et al., 2004).

De forma geral os marcadores moleculares tém sido utilizados nos mais
variados campos do estudo genético de espécies cultivadas, como por
exemplo, no estudo de diversidade genética em plantas ornamentais
(REZENDE et al., 2009), caracterizacao e variabilidade genética (GOWDA et
al., 2012; GUIMARAES, 2011; GUTIERREZ, 2011; MAROUELLI et al., 2010 ;
MARQUES et al., 2004) e estudos de filogenia (MAROUELLI, 2009).

5.1.1.1 MARCADORES MOLECULARES ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats)

Os Inter Simple Sequence Repeats ou simplesmente ISSR, tem sido
uma das técnicas moleculares que vem sendo amplamente utilizada para
estudos de variabilidade genética(MORAES FILHO et al., 2011). Concebido
pela primeira vez por Zietkiewicz et al.,(1994), baseia-se na amplificacdo de
fragmentos de DNA presentes em uma distancia amplificavel entre dois
microssatélites idénticos repetidos, orientados em dire¢des opostas (REDDY et
al., 2002). Os ISSR permitem a deteccdo de polimorfismos em locus
localizados entre os microssatélites simples repetidas como “primers”
(ZIETKIEWICZ et al.,, 1994). Estes marcadores ndo exigem informacdes

prévias de sequéncias de DNA da espécie-alvo e quando comparados com
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outros tipos de marcadores moleculares baseados em PCR, produzem
fragmentos com grande reprodutibilidade (WOLFE e LISTON, 1998), além
disso, exigem pouca infraestrutura laboratorial (SOUZA et al., 2008).

Assim sendo, os marcadores ISSR combinam as vantagens dos
marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple
Sequence Repeat) com a universalidade dos marcadores RAPD. Como
desvantagem, os ISSR sdo marcadores dominantes como os RAPD e AFLP
(BOREM e CAIXETA, 20009).

Diante do exposto, marcadores ISSR aparecem como sendo de
importancia significativa no estudo da variabilidade genética em heliconias,
porque além de ser uma técnica simples e de baixo custo, é informativa por
apresentar maior especificidade e ndo requer conhecimento preliminar para
desenho de primers (SALIMATH et al.,1995), além de possuir alta
reprodutibilidade e gerar altos indices de polimorfismo (REDDY et al., 2002;
MORAES FILHO et al., 2011).

Em plantas ornamentais e especialmente na ordem Zingiberales, familia
heliconeaceae, os marcadores ISSR tem sido usados, por exemplo, na
caracterizacdo e estudos filogenéticos, andlise de diversidade genética

(MONTES et al., 2011), divergéncia e similaridade genética, dentre outras.
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CAPITULO 2 — Caracterizagdo morfoagrondmica e molecular por ISSR de meios
irmaos de Heliconia bihai L., H. chartacea Lane ex Barreiros e H. wagneriana Petersen
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Caracterizacdo morfoldgica e molecular por ISSR de meios irm&os de Heliconia

bihai L., H. chartacea Lane ex Barreiros e H. wagneriana Petersen
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Resumo- Caracterizou-se 15 familias de meios irmédos de Heliconia bihai (HB), H.
chartacea (HC) e H. wagneriana (HW), por marcadores morfoldgicos e moleculares
(ISSR). A auséncia de pélos no pseudocaule, peciolo e folhas (limbo e nervura
principal) e a presenca de cera no pseudocaule foram observadas em todos 0s genotipos
das familias das trés espécies avaliadas. A nervura principal da face superior das folhas
apresentou uma coloracéo verde nas familias HB, HC e HW, no entanto, se mostrou
com tonalidade pdrpura nas de HW. Os primers utilizados geraram 4.023 fragmentos,
amplificando cada um de 3 a 7 bandas. A andlise molecular dos meios irmaos mostrou
0s genotipos agrupados por espécies, sendo o HB;1(5) e HC5(8) os mais divergentes. Foi
observada variabilidade genética entre e dentro das familias de meios irmédos das
espécies HB e HC, ndo tendo sido detectada dentro da familia de meios irmaos de HW.

Termos para indexacdo: Melhoramento genético, diversidade genética, marcadores
moleculares, floricultura, flores tropicais.

*Autores para correspondéncia. Email: fraper21@gmail.com. Tel:(083)88455135.
Email: vloges@yahoo.com. Tel: (081)33206250

Molecular ISSR and morphological characterization of half-sib Heliconia bihai L.,
H. chartacea Lane ex Barreiros and H. wagneriana Petersen

Abstract - Characterized 15 families half sib Heliconia bihai (HB), H. chartacea (HC)
and H. Wagneriana (HW), by morphological and molecular markers (ISSR). The
absence of hair on the pseudostem, leaves and petioles (leaf blade and midrib) and the
presence of wax in pseudostem were observed in all genotypes of the families of the
three species evaluated. The midrib of upper leaves showed a green color families HB,
HC and HW, however, showed purple in tinted HW. The primers 4023 fragments
generated by amplifying each of bands 3-7. Molecular analysis of sib showed genotypes
grouped by species, but the HB11 (5) and HC5 (8) the most divergent. Genetic
variability was observed among and within half-sib families of HB and HC species has
not been detected within the family half sib of HW.

Index terms: Genetic breeding, genetic diversity, molecular markers, floriculture,
tropical flowers.
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Introducéo

No contexto da floricultura tropical, as espécies do género Heliconia destacam-
se por serem apreciadas pelos consumidores devido a exoticidade, durabilidade pds-
colheita e beleza das inflorescéncias (Loges et al., 2007), além de apresentar brécteas
vistosas com cores intensas e contrastantes (Castro et al., 2007).

Heliconia bihai L., H. chartacea Lane ex Barreiros e H. wagneriana Petersen
estdo incluidas entre as espécies de heliconias mais cultivadas e comercializadas como
flor de corte (Castro et al., 2007). Estas e outras espécies do género Heliconia
apresentam algumas caracteristicas indesejaveis que poderiam ser melhoradas para
melhor adequacdo para exploragéo como flor de corte.

As heliconias sdo plantas que se propagam tanto por sementes quanto por
rizomas. A multiplicagdo por rizomas tem sido empregada intensamente na producéao de
genotipos como flor de corte, mas a reproducdo sexuada é interessante por se constituir
na principal forma de geracdo de variabilidade genética (Araujo et al.,2012). Devido a
dureza do endocarpo e a presenca de embribes ndo desenvolvidos ou imaturos, a
obtencdo de plantas por sementes € dificil no género Heliconia (Marques et al., 2004).
Desta forma, o emprego do cultivo de embribes zigoticos em helicdnias, favorece a
propagacao (Torres et al., 2005), permitindo a caracterizacdo e escolha de genétipos em
um programa de melhoramento genético vegetal de forma mais precoce.

Os marcadores morfologicos vém sendo empregados na caracterizacdo de
germoplasma a fim de se obter uma identidade para cada acesso, por meio do
conhecimento de dados que possibilitem o estudo da variabilidade genética entre os
gendtipos amostrados. Isso constitui uma etapa fundamental para o efetivo uso dos recursos

genéticos conservados em bancos de germoplasma, propiciando a utilizacdo dos mesmos
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em programas de melhoramento (Guimaraes, 2011), permitindo assim a identificacdo de
cultivares promissoras, passiveis de serem recomendadas aos produtores.

Embora haja escassez no uso de marcadores genéticos cuja base seja a PCR
(Polymerase Chain Reaction) no estudo da variabilidade genética de heliconias,
(Guimardes et al., 2011), estes possibilitam a obtencdo de um grande nimero de marcas
moleculares com heranca dominante ou codominante e com ampla cobertura genémica,
que auxiliam no estudo da variabilidade e diversidade genéticas, caracterizacdo de
gendtipos e estudos filogenéticos das espécies. Portanto, marcadores morfologicos e
moleculares podem contribuir na identificacdo de individuos promissores e na
diferenciacdo dos mesmos, de forma mais eficaz.

O presente trabalho teve como objetivo determinar a variabilidade genética
existente entre e dentro de familias de meios irmdos das espécies de H. bihai, H.
chartacea e H. wagneriana, obtidas a partir do cultivo in vitro de embrides zigoticos,
por meio de marcadores morfolégicos e moleculares do tipo ISSR.

Material e Métodos

Sementes das espécies de Heliconia bihai (HB), H. chartacea cv. Sexy Scarlet
(HC) e H. wagneriana (HW) foram coletadas em éarea de producdo comercial no
municipio de Paulista-PE, entre 0os meses de setembro de 2009 e mar¢o de 2010.

Por meio do cultivo de embribes zigéticos, gerou-se oito familias de meios
irmdos de HB (1 a 8), cinco de HC (1 a 5) e duas de HW (1 a 2), cada uma contendo de
8 a 10 gendtipos por familia (Tabela 1).

Ap0s 90 dias de aclimatizacdo em telado os genoétipos foram transplantados para
vasos de 8 litros contendo substrato comercial Plantmax e areia lavada na proporgéo

1:1. Cada vaso continha duas plantulas do mesmo gendtipo oriundas de propagacao in
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vitro e foram mantidas em casa de vegetacdo localizada no Departamento de
Agronomia, Area de Fitotecnia da UFRPE.

Aos 120 dias de cultivo das plantas, estas foram transferidas para o campo
experimental na Colecdo de Germoplasma de Heliconias da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (CGH-UFRPE) localizado na fazenda Bem-Te-Vi no municipio de
Camaragibe-PE, latitude 8°1°19” Sul e longitude 34°59°33* Oeste ¢ a 100 m de
altitude. A temperatura média anual da regido € de 25.1 °C e a precipitacdo média
mensal de 171 mm, com maxima de 377 mm e minima de 37 mm (ltep, 2008).

Os genotipos de cada familia de meios irméos foram cultivados a pleno sol, com
espacamento de 2,0m entre plantas e 4,0m entre linhas, em trés &reas experimentais,
uma para cada espécie.

Caracterizacdo morfoldgica

Com as plantas em campo, as avaliagdes dos descritores morfolégicos foram
realizadas por seis meses, quinzenalmente. baseada em dezesseis descritores
qualitativos (Tabela 2) (Loges et al., 2007, Costa et al., 2009 e Guimarées, 2011).
Caracterizagdo molecular

O DNA dos diferentes genotipos parentais e meios-irmaos foi extraido a partir
de amostras de folhas jovens, utilizando-se o protocolo proposto por Doyle e Doyle,
(1991) com modificagdes propostas por Guimaraes (2011). A quantificacdo do DNA foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%, por comparacdo da intensidade de
fluorescéncia de amostras de concentragdes conhecidas do fago lambda, coradas com
Syber Gold (Invitrogen) e visualizada em transluminador de luz ultravioleta.

Considerando que 10 gendtipos ndo sobreviveram em campo, as analises por

marcadores ISSR foram realizadas com 140 gendtipos, sendo 125 meios-irméos e 15
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parentais das familias, utilizando-se 20 pares de primers (Tabela 3), selecionados dos 37
testados previamente.

As reagdes com os primers (BIONEER OLIGO SYNTHESIS REPORT) foram
realizadas para um volume total de 25 pL, contendo: 10 ng de DNA gendmico, 0,15
mM de cada oligonucleotideo, 0,20mM de dNTP, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI
pH 8,3, 1 unidade de Tag DNA polimerase e 1 a 1,25 mM de MgCl,, conforme descrito,
para cada um dos pares de primers utilizados. Durante a reagdo de PCR, as amostras
foram submetidas a uma desnaturagéo inicial de 95°C por 15 minutos, seguindo-se 30
ou 35 ciclos (de acordo com a especificacdo de cada primer) de 30 segundos a 95°C
para desnaturagdo, 45 segundos a 50°C para anelamento e 72°C a 2 minutos para
extensdo. Ao final do nimero de ciclos foram submetidas durante 7 minutos a 72°C
para extensao final.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese horizontal, em
géis de agarose a 1,2% em tampdo TBE (0,09M de Tris, 0,09M de acido borico e 2 mM
de EDTA). Os géis foram corados com SYBER Gold (Invitrogen), visualizados em
transluminador de luz ultravioleta e fotografados em fotodocumentador digital Vilber
Lourmat. Para anélise dos dados foram considerados os produtos de PCR com tamanho
na faixa de 100 a 3000 pb, tendo estes sido tabulados como 1 ou 0, correspondendo a
presenca e auséncia de bandas, respectivamente.

A partir dos dados obtidos, foi construida uma matriz de similaridade genética,
com base no coeficiente de Jaccard. Para a constru¢do do dendrograma, foi utilizado o
método de agrupamento UPGMA (Unweighted pair Group Method with Arithmetic
Average) no programa Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System-

NTSYS, verséo 1.70, Exeter software, NY, USA (Rohlf, 1992).
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Resultados e Discusséo

Com base na caracterizacdo morfologica, pbde-se constatar que a pilosidade no
pseudocaule, peciolo e folhas (limbo e nervura principal), era ausente em todos 0s
genotipos das familias. Essa caracteristica torna-se importante, pois como é relatado por
Castro et al. (2007), a presenca de pélos, especialmente em excesso, interfere
negativamente nas atividades de manuseio e transporte, por exigir limpeza adicional, j&
que estas estruturas promovem a retencao de detritos.

A cerosidade foi constante no pseudocaule das familias de meios irmaos das trés
espécies avaliadas. Guimardes (2011) observou esta caracteristica nas espécies H.
wagneriana, H. bihai, e hibridos interespecificos de H. bihai como H. caribaea x H.
bihai cv. Carib Flame. No entanto, a cerosidade no peciolo das folhas esteve presente
apenas nos gendtipos das familias de meios irmaos de H. wagneriana e H. chartacea.

A nervura principal da face superior das folhas apresentou uma coloracéo verde
nos genotipos de H. bihai e H. chartacea, no entanto, mostrou-se com tonalidade
parpura nos individuos das familias de H. wagneriana. Ja a nervura principal da face
inferior de cor verde predominou nas trés espécies, a excecdo dos gendtipos HBo(7),
HB13(9), HB14(8), HB15(4), HB16(4), HB17(7,8) e HB15(2) que apresentaram tonalidade
purpura nesta face da nervura. Guimardes (2011) verificou as mesmas caracteristicas,
quanto a coloracdo pupura da nervura principal para H. wagneriana e verde para H.
bihai, em sua pesquisa. Estes resultados apontam que esta caracteristica morfoldgica
poderia ser usada como um marcador para distingdo entre meios irméos de H. bihai.

A presenga de cera na nervura principal foi observada exclusivamente nos
genotipos das familias