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RESUMO

O género Heliconia L. (familia Heliconiaceae) possui cerca de 207 espécies,
principalmente de origem neotropical, com elevado interesse ornamental. Sua
identificacdo € realizada com dificuldade e diversas espécies sdo reconhecidas
como sinonimias. O presente trabalho teve por objetivo a caracterizacao citogenética
de 10 gendtipos de Heliconia mediante as técnicas de coloracdo com fluorocromos
CMA e DAPI e FISH para sitios de DNAr 45S e 5S. Os cariotipos foram simétricos,
com numero cromossémico para as espécies diploides de 2n = 2x = 24 e
comprimento médio dos cromossomos de 0,88 a 3,35 um. Em relacdo a coloracdo
CMA/DAPI e FISH, observou-se marcacdo proximal CMA*/DAPI®’/DNAr 5S em dois e
trés cromossomos pequenos, nos genotipos diploides e triploides, respectivamente.
Para as marcacdes CMA™'/DAPI/DNAr 45S, por sua vez, observou-se de dois a
guatro sitios por genotipo. Nas populacdes diploides de H. psittacorum observados
dois cromossomos com marcacdo subterminal e satélite distendido e para H.
spathocircinata foram encontrados quatro cromossomos com marcacgao terminal e
auséncia de satélite. Os hibridos de H. psittacorum x H. spathocircinata (‘Golden
Torch Adrian’ e ‘Golden Torch’) como esperado exibiram trés cromossomos com
marcacdo, dois semelhantes aos H. spathocircinata e outro ao de H. psittacorum.
Nos gendtipos triploides ‘Sassy’ e ‘Suriname Sassy’, foram observados trés
cromossomos com marcacao subterminal e presenca de satélite semelhante ao
encontrado para H. psittacorum. Para H. bihai, destacaram-se dois cromossomos
com marcacdo proximal. O hibrido H. caribaea x H. bihai cv. Jacquinii também
apresentou dois cromossomos portadores sitios de CMA™/DAPI/DNAr 45S
proximal, porém heteromorficos para tamanho e morfologia. A distribuicdo dos sitios
de DNAr 5S e 45S, ambos CMA positivos, corroborou a origem dos genétipos
triploides ‘Sassy’ e ‘Suriname Sassy’ a partir de gendtipos diploides de H.
psittacorum bem como de hibridos H. psittacorum x H. spathocircinata (‘Golden
Torch’ e ‘Golden Torch Adrian’) e H. caribaea x H. bihai cv. Jacquinii a partir de seus

respectivos parentais.

Palavras-chave: CMA/DAPI, FISH; hibridos; marcas cromossdmicas.
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ABSTRACT

Helinonia L. (family Heliconiaceae) comprises about 207 species, mostly of
Neotropical origin, with elevated ornamental interest. Their identification is performed
with difficulty and several species are recognized as synonyms. This study aimed to
characterize cytogenetically 10 genotypes of Heliconia, using fluorochrome staining
with DAPI and CMA and FISH with rDNA 45S and 5S probes. The karyotypes were
symmetric, with 2n = 2x = 24 chromosomes for diploid species, with average length
ranging from 0.88 to 3.35 pm. In relation to CMA/DAPI staining and FISH,
CMA*/DAPI°rDNA 5S proximal sites were observed in two and three small
chromosomes in diploid and triploid genotypes, respectively. For CMA™"/DAPI/rDNA
45S sites, two or four sites per genotype were observed. For H. psittacorum diploid
populations, two subterminal sites with distended satellite were found, and, for H.
spathocircinata, four terminal sites without satellite were found. Heliconia psittacorum
x H. spathocircinata hybrids (‘Golden Torch Adrian’ e ‘Golden Torch’), as expected,
showed three labeled chromosomes, two similar to H. spathocircinata and one to H.
psittacorum. For 'Suriname Sassy' and 'Sassy’, three terminal sites with satellite
similar to diploid H. psittacorum were observed. Heliconia bihai had two
chromosomes with proximal sites. Similarly, H. caribaea x H. bihai cv. Jacquinii
hybrid showed two proximal sites CMA™/DAPI/DNAr 45S, but with size and
morphology chromosome heteromorphism. The distribution of 5S and 45S rDNA
sites, both CMA positive, corroborated the triploid origin for 'Sassy Suriname' and
'Sassy' genotypes from diploid genotypes H. psittacorum as well as the hybrids H.
psittacorum x H. spathocircinata ('Golden Torch' and 'Golden Torch Adrian') and H.

caribaea x H. bihai cv. Jacquinii from their respective parents.

Keywords: CMA/DAPI, FISH; hybrids; Chromosome markers.



Xl

LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1: Distribuicdo geografica das helicbnias destacada em amarelo. 18
Figura 2: Ocorréncia de H. psittacorum nas Ameéricas Central e do Sul. 19
Figura 3: Aspectos morfolégicos das heliconias. 22
Figura 4: Classificacao das heliconias quanto a disposicao de suas folhas. 23

Figura 5: Tipos de inflorescéncias em Heliconia. A) Ereta em espiral; B) Pendente e

distica. 23
Figura 6: Esquema ilustrativo da técnica de hibridizacéo in situ fluorescente. 29
CAPITULO Il
Figura 1: Espécies caracterizadas por técnicas citogenéticas 42

Figura 2: Coloracdo CMA/DAPI (amarelo) e FISH com sondas de DNAr 45s em

verde e DNAr 5s em verrmelho. 46



Xl

LISTA DE GRAFICOS E TABELAS

CAPITULO |
Gréfico 1: Distribuicdo das espécies de Heliconia por estado brasileiro. 20
Gréfico 2: Distribuicdo das espécies de Heliconia por dominio fitogeografico. 21

Tabela 1: Espécies da familia Heliconiaceae com os respectivos nimeros

cromossOmicos. 31

CAPITULO Il

Tabela 1: Relacdo das espécies e seus respectivos niumeros de genotipo, nivel de
ploidia e sitios de DNAr 45S e 5S. 45



APTA

AT

BACs

BSA

CMA

DAPI

DNA

DNAr

FISH

GC

GISH

HSI

IAC

SSC

UFPE

UFRPE

XV

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios
Adenina-Timina

Cromossomos artificiais de bactéria (do inglés, Bacterial Artificial
Chromosome)

Albumina sérica bovina (do inglés, Bovine Serum Albumin)
Cromomicina Az

4’ 6-diamidino-2-fenilindol

Acido desoxirribonucleico

DNA ribossomico

Hibridizacdo In Situ Fluorescente (do inglés, Fluorescence In Situ

Hybridization)
Guanina-Citosina

Hibridizacdo Gendmica In Situ (do inglés, Genomic In Situ

Hybridization)

Heliconia Society Internacional

Instituto Agronémico de Campinas

Citrato de sodio salino (do inglés, Standard Saline Citrate)
Universidade Federal de Pernambuco

Universidade Federal Rural de Pernambuco


http://www.apta.sp.gov.br/

XV

SUMARIO
CAPITULO | ottt ettt ettt s et e e e s e e ere e nens 15
ReVISA0 BIbIOGIAfiCa .........ueeiiiiiiiiiii s 15
Lo INEFOAUGAD ... 16
2. ReVISE0 DIDIOGIAfiCa.......ueeiiiieiiiiii s 18
2.1. Taxonomia e distribuicdo do género Heliconia..........ccccccvvvvvveiiiiiiiiiiiiiinnnnnne. 18
2.2. Descric@o botanica € MOrfolOgiCa ...........eeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 21
2.3. Importancia econdmica das plantas ornamentais .............cccceeevveeeeeeeeeeeennnnne. 24
2.3.1. Importancia econémica das helicOnias .........ccccccvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeee, 24
2.4. Bancos de germoplasma € COIEGOES. .........ccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeee 25
2.5. Analises moleculares em Heliconia..........cccuuvviiiiiiiiiiiieicece e 26
2.6. Importancia da citogenética na caracterizacao de germoplasma................. 27
2.6.1. Hibridizacao in Situ flUOreSCENLE ........cccvvveiiiiiiei e 28
2.7. Caracterizacao citogenética em HeliConia ..........ccoceevvvveiviiiiiiiieeeeeeeeiiiin 30
RETEIEINCIAS ... e 32
CAPTTULO 1 ottt 38
Caracterizacdo de genotipos de Heliconia L. mediante hibridizacdo in situ
LB L0 =2 ot =] o (PP PPPPPPPPPPPPP 39
RESUMO . ... e 39
o o [ o> Vo USSP 40
Material € METOUOS ... ..uuuuiiiiiiiii s 42
Material VEOELAL........ccooi e 42
Preparacao das laminas e coloragcdo CMA/ DAPI ........cooiviiiiiiiiiiiiiii e 43
Marcacao das SONUAS ..........uuuuuiiiii e e e e e e e e e e e e e e e eeaaa s 43
Hibridizacao in situ fluorescente (FISH) .......ccocooiiiiiiiiiiiii e 43
RESUITAAOS ... s 44
DISCUSSAO ...ttt e 48
RETEIBINCIAS ... s 50

CONCLUSOES .. .o e ettt ettt 54



CAPITULO |

15

Revisao Bibliografica



16

1. Introducéo

A floricultura tropical encontra-se em expansao devido a beleza peculiar e
exotica de seus produtos, gerando um mercado de exportacdo promissor (LOGES et
al., 2005). No Brasil, o mercado de flores tropicais tem ganhado qualidade e
competitividade em todas as regibes do pais. E considerada uma atividade de
importancia econdmica, destacando-se o estado de Pernambuco como um dos
principais produtores nacionais (BATALHA, BUAINAIN, 2007). Dentre as flores
tropicais, as helicbnias (género: Heliconia L.) possuem grande aprovagdo no
mercado internacional devido a beleza e a grande variacdo de cores e formas de
suas inflorescéncias (OLIVEIRA, 1996; LOGES et al., 2005, 2012).

O genéro Heliconia é o unico da familia Heliconiaceae (NAKAI, 1941),
amplamente distribuido na América Central e do Sul, também compreendendo um
pequeno grupo distribuido em algumas Ilhas do Pacifico (BERRY, KRESS, 1991).
Atualmente com 207 espécies aceitas, principalmente de origem neotropical, e 112
sinonimias registradas (THE PLANT LIST, 2010). No Brasil, existem 29 espécies de
helicbnias distribuidas nas cinco regides brasileiras, sendo popularmente conhecidas
como bananeira-de-jardim, bico-de-guarana, falsa-ave-do-paraiso e paquevira
(ANDERSSON, 1989; BRAGA, 2012, 2013). As helicbnias sdo destaque dentre as
flores tropicais por apresentarem alta durabilidade pdés-colheita e resisténcia ao
transporte (CASTRO, 1993; LOGES et al., 2005). Sao largamente utilizadas para
paisagismo, compondo jardins em forma de touceiras ou renques em muros, além
de serem usadas para ornamentacdo de ambientes e eventos, como plantas em
vasos ou como flor de corte compondo belos arranjos. As cultivares e hibridos de H.
psittacorum L.f., por exemplo, apresentam grande aceitacao por suas inflorescéncias
terminais e eretas, com numero variado de bracteas e flores de diferentes
coloracfes além de florescerem durante todo o ano (COSTA et al., 2007).

A diversidade de cores e formas das bractéas existente entre os individuos de
Heliconia tem dificultado a identificacdo das espécies, ndo sendo distinguiveis com
clareza (BERRY, KRESS, 1991). Atualmente, além dos descritores botanicos e
morfolégicos, marcadores moleculares e agrondmicos quantitativos tém sido
utiizados para a descricdo desses genotipos, promovendo contribuicdes ao
conhecimento do referido género (ROCHA et al., 2010; MAROUELLI et al., 2010;
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GUIMARAES et al., 2011; LOGES et al., 2012; ISAZA et al., 2012). Contudo,
diversas espécies tém sido reportadas na literatura como sinonimias (CASTRO,
GRAZIANO, 1997), levando a necessidade de outros estudos para uma melhor
classificacao das espécies de Heliconia.

Para os programas de melhoramento, a caracterizagdo e conservagdo do
germoplasma disponivel sdo de extrema importancia para a preservacao da
variabilidade genética existente e pode ser realizada mediante estudos de
diversidade e variabilidade, caracterizacdo agrondmica, molecular, bioquimica e
citogenética (CONTERATO, SCHIFINO-WITTMANN, 2006). A caracterizacdo
citogenética pode contribuir com informacdes importantes para os programas de
melhoramento, direcionando a conducdo dos experimentos de maneira mais
eficiente, bem como dos cruzamentos a serem realizados (PAGLIARINI, 2001).

Em Heliconia, foram realizados estudos de contagens cromossdmicas
encontrando um numero béasico x = 12, com predominancia de espécies diploides
(2n = 24), e algumas triploides (2n = 3x = 36) (LEE et al., 1994; CRILEY, 2000).
Recentemente, seis gendtipos do género foram analisados por coloracdo CMA/
DAPI e por FISH de DNAr 5S e 45S, diferenciando quatro tipos cromossémicos (T1,
T2, T3 e T4), o que demonstra a viabilidade do uso de técnicas citogenéticas em
Heliconia (LEITE, 2009). Nesse sentido, o presente trabalho teve como obijetivo
contribuir para a caracterizacdo de diferentes gendtipos de Heliconia, incluindo
hibridos e triploides, mediante andlise citogenética, com coloracdo com o0s
fluorocromos CMA (cromomicina A3) e DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol), FISH
(Hibridizac&o In Situ Fluorescente) para os sitios de DNAr 5S e 45S e GISH

(Hibridizacdo Genbmica in situ).
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2. Revisdao bibliografica

2.1. Taxonomia e distribuicdo do género Heliconia

A familia Heliconiaceae pertence a ordem Zingiberales, que € composta por
oito familias: Cannaceae (Canna), Costaceae, Heliconiaceae (Heliconia), Lowiaceae
(Orchidantha), Marantaceae, Musaceae, Strelitziaceae e Zingiberaceae. Heliconia,
pertencente anteriormente a familia Musaceae, € o0 Unico género da familia
Heliconiacea (NAKAI, 1941). E amplamente distribuido na América Central e do Sul,
desde o nivel do mar até 2.000 metros de altitude, além de apresentar um pequeno
grupo de espécies distribuido em algumas llhas do Pacifico até 500 metros de
altitude (Figura 1) (BERRY, KRESS, 1991).

Figura 1: Distribuicdo geografica das helicbnias destacada em amarelo. Baseado: http://www.mobot.org.

Em 1771, Linnaeus nomeou 0 género em mencdo ao Monte Helicon na
Grécia Central (WATSON, SMITH, 1979). Anteriormente o género era subdividido
em quatro subgéneros: Taeniostrobus Kuntze (Griggs), Stenochlamys Baker,
Heliconia e Pendulae Griggs (CASTRO, GRAZIANO, 1997). Com a inclusdo de
novas espeécies descritas, modificacdes foram propostas por Castro et al. (2007) e 0
género passou a ser constituido por cinco subgéneros: Heliconia, Taeniostrobus
kuntze (Griggs), Stenochlamys Backer, Griggsia L. Anderss e Heliconiopsis (Mig.)
Kress. Este Ultimo é composto pelas espécies das llhas do Pacifico. Os autores,
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sugeriram 176 espécies de Heliconia, de ocorréncia na regido neotropical e seis
espécies nas llhas do Pacifico, perfazendo 182 espécies, distribuidas nos cinco
subgéneros e em 23 se¢bes (CASTRO et al., 2007).

Dentre as espécies validas o maior niumero de tdxons tem ocorréncia na
Colémbia (94), seguidos do Equador (60) Panama (56), Costa Rica (47), Brasil (37),
Peru (32), Venezuela (26), Nicaragua (22), Guatemala (16), Bolivia (15), Honduras e
México (14) e Suriname (13) (CASTRO et al., 2007). O elevado numero de espécies
na América do Sul confirma a regido como um dos centros de diversificagcdo do
género, pois das 182 espécies descritas, 94 sdo relatadas como endémicas
(KRESS, 1990). Atualmente, existem 207 espécies aceitas e 112 sinonimias
registradas (THE PLANT LIST, 2010).

O centro de diversidade do género vai da regido dos Andes (Colémbia e
Equador) até o sul da América Central (Panama e Costa Rica). No Brasil, existem
duas areas de distribuicdo geografica e diversidade para Heliconia: a Bacia
Amazonica e a Mata Atlantica costeira ou litoranea. Heliconia psittacorum (Figura 2)
e H. spathocircinata, duas de importancia ornamental, sdo comuns em ambas as
areas de distribuicdo e diversidade (KRESS, 1990).

Figura 2: Ocorréncia de H. psittacorum nas Américas Central e do Sul. Fonte: www.discoverlife.org

A maioria das espécies habita regides umidas ou chuvosas, mas algumas sao

encontradas em &reas sazonalmente secas. Geralmente atingem sua maior


http://www.discoverlife.orgmp20qsearch=heliconia+psittacorum/
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produtividade em baixas altitudes (inferiores a 500 m), mas também existem
espécies que se desenvolvem bem em médias e altas altitudes. Todavia, 0s
membros do género que mais se destacam habitam locais abertos, ao longo das
estradas, em lacunas de florestas e na beira de rios. Outros membros tém
crescimento restrito e habitam locais sombreados (ANDERSSON, 1989; BERRY,
KRESS, 1991; CASTRO et al., 2007).

No Brasil, 29 espécies sao aceitas, sendo cinco endémicas (H. adeliana
Emygdio & E. Santos, H. angusta Vell., H. farinosa Raddi, H. kautzkiana Emygdio &
E. Santos, H. pseudoaemygdiana Emygdio & E. Santos), além do registro de quatro
subespécies para H. acuminata Rich. As referidas espécies ocorrem naturalmente
nas cinco regides brasileiras (Grafico 1) e nos dominios fitogeograficos da
Amazbnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (Gréfico 2) (BRAGA, 2013,
2012). Sao popularmente conhecidas como bananeira-de-jardim, bico-de-guarana,
falsa-ave-do-paraiso e paquevira (ANDERSSON, 1989; BRAGA, 2012, 2013).
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Grafico 1: Distribuicdo das espécies de Heliconia por estado brasileiro. Adaptado: BRAGA (2013).
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Gréfico 2: Distribuicdo das espécies de Heliconia por dominio fitogeografico. Adaptado: BRAGA (2013).

2.2.Descricdo botanica e morfolégica

A variacao fenotipica natural existente entre os individuos de helicénia tem
ocasionado confusdo e dificuldade na identificacdo pelos produtores e
colecionadores da espécie uma vez que essa classificacdo € feita a partir de
caracteres, tais como coloracdo de flores e bracteas, que em alguns casos nem
sempre sdo distinguiveis com clareza e podem variar com o ambiente (BERRY,
KRESS, 1991).

De acordo com Criley e Broschat (1992), as heliconias sédo plantas herbaceas,
rizomatosas, perenes, com pseudocaule ereto, aéreo, formado por bainhas de folhas
sobrepostas. As folhas apresentam limbo, peciolo e bainha. S&o opostas e dispostas
em duas fileiras verticais, com altura variando de 0,5 a 10 m. No apice do

pseudocaule forma-se apenas uma inflorescéncia terminal (BERRY, KRESS, 1991).
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Figura 3: Aspectos morfolégicos do habito vegetativo das heliconias. Adaptado: Berry e Kress (1991).

As heliconias séo classificadas quanto a disposicdo das folhas, como: (1)
musoide, com folhas verticais em relagcdo ao pseudocaule e com peciolos longos,
gue ocorre na maioria das espécies de modo similar ao das bananeiras; (2) canoide,
com peciolo de comprimento curto ou médio, com posi¢cao obliqua a haste, e (3)
zingiberoide, com folhas dispostas horizontalmente de peciolos curtos (BERRY,

KRESS, 1991).
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Figura 4: Classificacdo das heliconias quanto a disposicao de suas folhas. Fonte: Abalo (1999).

As inflorescéncias das helicbnias sao terminais, podendo ser pendentes ou
eretas. Sao compostas pelo pedidnculo, que é a parte da planta que une o
pseudocaule a base das bracteas. Estas sédo folhas modificadas, com coloracdes
variadas unidas através da raquis, dispostas em um plano ou em mais de um plano,
envolvendo inimeras flores (Figura 5). Cada flor permanece aberta apenas por um
dia. Contudo, como existem varias flores por bractea e muitas bracteas por
inflorescéncia, a fase de florescimento € prolongada. As inflorescéncias apresentam
diversas cores, sendo algumas cores predominantes, como o amarelo, o vermelho e
os alaranjados (BERRY, KRESS, 1991; CRILEY, BROSCHAT, 1992).

\

Figura 5: Tipos de inflorescéncias em Heliconia. A) Ereta em espiral; B) Pendente e distica. Fonte:
Laflor (Laboratorio de Floricultura, UFRPE), adaptado de Berry e Kress (1991)
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As flores de helicbnias s&o hermafroditas e em sua maioria s&o
autocompativeis, estas por sua vez podem ser eretas e expostas, como em H.
psittacorum, ou quase escondidas como em outras espécies (BERRY, KRESS,
1991; CRILEY, BROSCHAT, 1992). As helicbnias sao plantas que se propagam
tanto por sementes como por rizomas (CASTRO, GRAZIANO, 1997).

2.3.Importéncia econdmica das plantas ornamentais

A floricultura tropical esta em expanséo, especialmente pela beleza exdtica de
seus produtos. Sua producdo se destaca nos paises de clima tropical, gerando um
mercado de exportacdo promissor para o Brasil (LOGES et al., 2005). A aceitacao
das flores tropicais pelo mercado consumidor e o elevado potencial de crescimento
no mercado nacional e internacional se deve as caracteristicas como durabilidade,
beleza, diversidade de cores e formatos. Portanto, as helicbnias aparecem como um
dos tipos de flores mais cultivados pelos produtores e bem estimados pelos
consumidores (LOGES et al., 2005, 2007, 2012).

No Brasil a floricultura ganhou qualidade e competitividade, expandindo-se
por todas as regides do pais, sendo hoje considerada uma atividade de importancia
econdmica. Atualmente, o estado de Sdo Paulo € o maior produtor e exportador de
plantas ornamentais do pais, enquanto Pernambuco o principal produtor nacional de
flores tropicais (BATALHA, BUAINAIN, 2007). Em relacdo ao mercado de exportacdo
de plantas e flores ornamentais, houve um ciclo de retragdo em 2012 decaindo
7,76% em relacdo ao total vendido ao exterior em 2011 e exibindo fechamento no
valor global de US$ 26,01 milhdes. Em 2012, o principal grupo de produtos setoriais
exportados pelo Brasil foi o de bulbos, tubérculos, rizomas e similares em repouso
vegetativo (55,93%), seguido pelo das mudas de plantas ornamentais (33,84%)
(JUNQUEIRA, PEETZ, 2013).

2.3.1. Importancia econdmica das heliconias

Dentre as plantas ornamentais, as inflorescéncias das heliconias apresentam

grande aceitacdo no mercado externo, devido a aparéncia exotica, a grande
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variacao de cores e formas de suas bracteas e ao apelo ecoldgico (OLIVEIRA, 1996;
LOGES et al.,, 2005). Estas sdo utilizadas para paisagismo, na composicdo de

jardins ou para ornamentacéo como flores de corte.

Os principais paises produtores de helicbnias sdo: Costa Rica, Estados
Unidos, Honduras, Jamaica, Porto Rico, Suriname e Venezuela (BERRY, KRESS,
1991) O Brasil, apresenta destaque na producdo regional, com cultivo
principalmente nos estados de Pernambuco, Alagoas, Ceard, Bahia e Sergipe, além
do Para, Amazonas, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Distrito Federal (JUNQUEIRA,
PEETZ, 2005). As espécies e os hibridos mais comercializados como flor de corte
sdo: H. psittacorum, H. bihai, H. chartacea, H. caribea, H. wagneriana, H. angusta,
H. hirsuta, H. orthotricha, H. stricta, H. rostrata, H. x Nickeriensis (H. psittacorum x H.
marginata), H. psittacorum x H. spathocircinata cultivares ‘Golden Torch’ e ‘Red
Torch’ (CASTRO, 1995; CASTRO et al., 2011).

2.4.Bancos de germoplasma e colecdes

Bancos de germoplasma sdo os locais onde 0Ss recursos genéticos sao
conservados. Essa conservagao pode ser realizada tanto “in situ” quanto “ex situ”.
No primeiro, a conservacdo € realizada no habitat natural e, no segundo, a
conservacao ocorre em habitat diferente, sendo esta a principal forma de
conservacao (VALOIS, 1996; VILELA-MORALES, VALOIS, 2000).

A existéncia de variagdo genética € fundamental nos programas de
melhoramento genético para a obtencdo de cultivares agronomicamente superiores.
Nesse sentido, a caracterizacdo dos acessos € uma etapa de extrema importancia,
gue pode ser realizada mediante analises agronémicas, moleculares, bioguimicas ou
citogenéticas. Estas analises auxiliam tanto na determinacdo da diversidade e da
variabilidade existente quanto na escolha do método de melhoramento adequado
(CONTERATO, SCHIFINO-WITTMANN, 2006), permitindo uma selecdo mais
eficiente dos recursos genéticos e um melhor gerenciamento do “pool” génico
(BENKO-ISEPPON, 2001).

Existem colecbes e bancos de germoplasma de helicbnias distribuidos

mundialmente com o objetivo de conservar 0s genotipos para servir como fonte de
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pesquisa e proporcionar o intercambio de materiais. A Heliconia Society
Internacional (HSI), localizada na Fldrida (EUA), tem cadastrado colecdes publicas
ou privadas de gendtipos de Heliconia, destacando-se seis bancos de germoplasma
oficiais que podem ser acessados pelo “National Tropical Botanical Garden” (com
mais de 200 acessos): o (1) “Andromeda Garden” no oeste da india; (2) “Flamingo
Gardens” em Fort Lauderdale nos EUA; (3) “Harold L. Lyon Arboretum” em Honolulu
(Havai); (4) “Pacific Tropical Botanical Gardens” no Kauai (Havai); o (5) “Robert and
Catherine Wilson Botanic Garden” na Costa Rica, e (6) “Jurong Bird Park” em
Singapura. Destaca-se ainda o “The Marie Selby Botanical Gardens”, na Florida
(KRESS, 1986, 1987; BANNOCHIE, 1987; LORENCE, 1999).

No Brasil, os bancos de germoplasma sado encontrados em sua maioria em
instituicbes de ensino e pesquisa, por colecionadores e em jardins. A colecédo de
Heliconia foi iniciada em 1987, no Sitio de Burle Marx no Rio de Janeiro, e 0s
principais bancos institucionais sdo mantidos no Instituto Agronémico de Campinas-
IAC (com 180 acessos de 60 espécies), no Instituto de Botanica do Estado de Sao
Paulo, em centros regionais da EMBRAPA, em Universidades Federais e em alguns
Jardins Botanicos (BERRY, 1989; CASTRO, 2009). Em Pernambuco, destaca-se a
Colecao de Heliconias da UFRPE, localizada na Fazenda-Bem-Te-Vi no municipio
de Camaragibe em Aldeia — PE, que foi instaurada em 2003 sendo os gendtipos
adquiridos de produtores do estado de Pernambuco e também coletados em
Alagoas, Bahia, Rio de Janeiro, S8o Paulo e Para. Atualmente contém cerca de 50

genotipos.

2.5. Analises moleculares em Heliconia

O género Heliconia L. é constituido por uma grande diversidade de espécies,
incluindo hibridos, variedades e cultivares de importancia econémica. Contudo, tem
sido alvo de revisdes taxonbmicas devido a incertezas sobre o niumero e a relacéo
entre as espécies (MAROUELLI et al., 2010).

Estudos a nivel molecular tém sido utilizados para a determinacédo do padrao
de diversidade genética e para uma melhor compreensdo dos processos de
especiacdo e dos limites entre as espécies, contribuindo para analises filogenéticas

e taxonébmicas (MAROUELLI et al., 2010). Estudos moleculares em espécies de
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Heliconia identificaram a familia Heliconiaceae como um grupo monofilético (KRESS
et al., 2001; MAROUELLI et al., 2010). Apenas o subgénero Stenochlamys foi
considerado polifilético por Marouelli et al. (2010) em analise da variabilidade
genética e das relacdes filogenéticas em 124 acessos (variedades, hibridos e
cultivares) do género mediante marcadores RAPD e sequenciamento de DNA de
cloroplasto e nuclear. Estas evidéncias foram corroboradas posteriormente por
andlises por marcadores AFLP de 67 acessos de Heliconia (IZARA et al., 2012).

2.6.lmportancia da citogenética na caracterizacdo de germoplasma

Do ponto de vista citogenético, dados importantes podem contribuir para
programas de melhoramento genético, tais como nuamero e morfologia
cromossOmica, definicho do numero basico, nivel de ploidia, caracteristicas de
coloracédo, determinacao de afinidade gendmica entre acessos e em hibridos intra e
interespecificos, avaliacdo do comportamento meiotico e fertilidade do pdlen
(STACE, 2000; CONTERATO, SCHIFINO-WITTMANN, 2006). A citogenética pode
ainda auxiliar na transferéncia de genes, em estudos de efeito de dosagem génica e

na manipulacéo de sistemas genéticos (PAGLIARINI, 2001).

Varias técnicas citogenéticas podem ser utilizadas na caracterizacdo de
germoplasma, tais como o bandeamento C e a coloracdo diferencial com
fluorocromos CMA e DAPI, possibilitando avaliar a quantidade e a distribuicdo do
DNA altamente repetitivo (heterocromatina) bem como a identificacdo de
cromossomos, em funcdo do padrdo de distribuicdo e tamanho das bandas
(GUERRA, 1988; MORAES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2012). Essas técnicas
proporcionam uma analise mais completa dos conjuntos cromossémicos e fornecem
uma melhor caracterizacdo dos recursos genéticos e ampliacdo do conhecimento a

ser empregado em estudos de melhoramento genético.

Os fluorocromos séo corantes com propriedades fluorescentes e com grande
afinidade por DNA e essas coloracfes evidenciam de preferéncia as regides de
heterocromatina constitutiva. Os fluorocromos usados mais comumente na
citogenética vegetal sdo o DAPI (4'-6°-diamidino-fenilindol), que evidencia regides

ricas em bases AT, e o CMA (cromomicina A3), que evidencia as regides ricas em
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bases GC possibilitando a analise da constituicdo das regifes observadas,
determinando se estas s&o ricas ou ndo em sequéncias AT e GC (SCHWEIZER,
AMBROS, 1994; SUMNER 2003). A utilizacdo combinada de dois ou mais
fluorocromos possibilita a avaliagdo com maior eficiéncia da composicdo do DNA
altamente repetitivo nos cromossomos e auxilia na identificacdo de pares
cromoss6micos dentro de uma mesma espécie e cromossomos que se mantém ao
longo da evolucdo em espécies proximas por intermédio do padrdo de bandas
(SCHWEIZER, 1976; SUMNER 2003; MORAES et al., 2007).

2.6.1. Hibridizag&o in situ fluorescente

A técnica de hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) ampliou a atuacdo da
citogenética vegetal, permitindo o uso de novos tipos de marcadores
cromossomicos. A FISH consiste na desnaturacdo do DNA alvo e posterior
pareamento com a sonda adequada previamente marcada e desnaturada (Figura 7)
(GUERRA, 2008). Tem sido amplamente utilizada para a localizacdo de genes e
sequéncias repetitivas ao longo dos cromossomos, nha construcdo de mapas
citogenéticos para diferentes espécies de plantas (CARDOSO, 2007; BONIFACIO et
al., 2012; BORTOLETI et al., 2012).



29

L =)
y

PP (b) Preparagio
(a) Obtengdo e dalamina
marcagdo da ‘
sonda
‘ (d) Desnaturagao
R S
cromossomal
(c) Desnaturacio vivrvrivirrrie ‘
dasonda

B
\mm
ST T

(e) Hibridizagao
‘ in situ

g P (f) Detecgiao
W dasonda
. [+]
2
& V4 (g) Visualizagdo no
L 3 ‘g% % / microscopio
i

Figura 6: Esquema ilustrativo da técnica de hibridizag&o in situ fluorescente. Fonte: Santelmo
Vasconcelos, adaptado de GUERRA (2008).

Sondas de DNA repetitivo, como DNA ribossomal (DNAr) 5 e 45S, por
exemplo, tém sido bastante utilizadas na diferenciacdo de espécies. Em Musa
(banana), a localizacdo dos sitios de DNAr 45S tem sido util na sua classificacéo
taxondmica (BARTOS et al., 2005) e na rapida identificacdo do nivel de ploidia. Na
secdo Eumusa, por exemplo, os clones diploides mostraram um anico par de sitios
de DNAr 45S, os triploides trés sitios, enquanto um hibrido tetraploide apresentou
dois pares (OSUJI et al.,, 1998). Adicionalmente, um mapa citogenético de alta
resolucdo foi desenvolvido para duas espécies pertencentes a diferentes secdes de
Musa, mediante FISH utilizando como sondas clones BACs (cromossomos artificiais
de bactérias), selecionados de duas bibliotecas genémicas de banana. Os autores

demonstraram a aplicabilidade da técnica no estudo da complexidade genética no
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género Musa, incluindo informagbes sobre colinearidade e rearranjos
cromossomicos, a fim de facilitar a producdo de novas cultivares (CAPDEVILLE et
al., 2009).

2.7.Caracterizacdo citogenética em Heliconia

Existe uma caréncia de conhecimento citogenético para espécies de Heliconia
bem como para seus hibridos interespecificos. Contagens cromossémicas para
cerca de 30 espécies foram relatadas (Tabela 1) e revelam nimero basico de x = 12,
com predominancia de espécies diploides (2n = 24), como observado em cultivares
de H. bihai, H. psittacorum e H. caribaea (LEE et al., 1994; CRILEY, 2000; Index to
Plant Chromossome Number - http://www.tropicos.org/Name/21500011). Outras
cultivares de H. psittacorum, por exemplo, ‘Petra’, ‘Sassy’ e ‘Iris’, s&o triploides (2n =
3x = 36) e caracterizadas por apresentarem meiose anormal e por serem,

consequentemente, estéreis (LEE et al., 1994).

Em estudo anterior realizado por Leite (2009), seis gendtipos do género foram
analisados por coloracdo CMA/ DAPI e por FISH de DNAr 5S e 45S: H.
spathocircinata; H. psittacorum; dois hibridos resultantes do cruzamento entre essas
duas espécies (‘Golden Torch’ e ‘Golden Torch Adrian’), e dois gendtipos triploides
da espécie H. psittacorum (‘Suriname Sassy’ e ‘Sassy’). Mediante estas analises,
foram identificados quatro tipos cromossémicos (T1, T2, T3 e T4) que podem ser
Uteis para a diferenciacdo dos genotipos analisados, mostrando a viabilidade de
realizar analises citogenéticas em Heliconia, com o intuito de encontrar marcas
cromossOmicas para as diferentes espécies e de caracterizar a constituicao

genbmica de espécies diploides, triploides, além de hibridos interespecificos.
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Tabela 1: Espécies da familia Heliconiaceae com os respectivos nimeros cromossdmicos. Fonte:
Index to Plant Chromosome Number (http://www.tropicos.org/Name/21500011) and Lee et al. 1994.

Espécie 2n Ploidia Autor
Heliconia acuminata 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. aemygdiana 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. arabica 22 2X (SARKAR, CHATTERJEE, 1972)
H. bihai 24 2X (OMANAKUMARI, MATHEW,
1976; ANDERSON, 1984)
H. chartacea 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. densiflora 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. imbricata 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. irrasa 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. latispatha 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. longiflora 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. lourteigiae 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. marginata 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. mariae 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. monteverdensis 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. nigripraefixa 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. nutans 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. pendula 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. pogonantha var. 24 2X (ANDERSON, 1984)
Holerythra
H. pogonantha var. 24 2X (ANDERSON, 1984)
Veraguasensis
H. psittacorum 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. psittacorum cv. Tay 24 2X (LEE et al., 1994)
H. psittacorum cv. Lady Di 24 2X (LEE et al., 1994)
H. psittacorum cv. 24 2X (LEE et al., 1994)
Andromeda
H. psittacorum cv. Petra 36 3x (LEE et al., 1994)
H. psittacorum cv. Sassy 36 3x (LEE et al., 1994)
H. psittacorum cv. Iris 36 3x (LEE et al., 1994)
H. ramonensis 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. reticulata 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. richardiana 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. riopalenquensis 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. rodriguensis 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. spathocircinata 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. tortuosa 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. rostrata 24 2X (HANSON et al., 2001)
H. venusta 24 2X (ANDERSON, 1984)
H. virginalis 24 2X (ANDERSON, 1984)

H. xanthovillosa 24 2X (ANDERSON, 1984)
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RESUMO

O género Heliconia L., o Unico da familia Heliconiaceae, inclui plantas ornamentais e
com crescente aceitacdo do mercado externo. Contudo, a identificacdo dos
genotipos, baseada principalmente em caracteristicas morfologicas, tem gerado
sinonimias, havendo uma necessidade de utilizar novas técnicas para diferenciacéo
dos gendtipos. O presente trabalho teve por objetivo a caracterizacdo citogenética
de 10 gendtipos de Heliconia, mediante técnicas de coloracdo com fluorocromos
CMA e DAPI e FISH para sitios de DNAr 45S e 5S. Oito gendtipos foram diploides
(2n = 2x = 24) e dois foram triploides (2n = 3x = 36). Os caridtipos foram simétricos,
com cromossomos variando de 0,88 a 3,35 um. Em relacdo a coloracdo CMA/DAPI
e FISH, observou-se a presenca de uma banda CMA*/DAPI’’DNAr 5S na regi&o
proximal de dois e trés cromossomos pequenos, nos gendtipos diploides e triploides,
respectivamente. As marcagdes CMA™*/DAPI/DNAr 45S variaram de dois a quatro
sitios por gendtipo, observando-se alguns heteromorfismos interessantes. A
distribuicdo dos sitios de DNAr 5S e 45S, ambos CMA positivos, corroborou a
origem dos genotipos triploides ‘Sassy’ e ‘Suriname Sassy’ a partir de genétipos

diploides de H. psittacorum bem como de hibridos H. psittacorum x H.
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spathocircinata (‘Golden Torch’ e ‘Golden Torch Adrian’) e H. caribaea x H. bihai cv.

Jacquinii a partir de seus respectivos parentais.

Palavras-chave: CMA/DAPI, FISH; hibridos; marcas cromossémicas.

Introducao

As flores tropicais estdo em expansao, ganhando qualidade e competitividade
em paises de clima tropical, sendo hoje considerada uma atividade de importancia
econdmica e promissora no mercado da floricultura (LOGES et al., 2005; BATALHA,
BUAINAIN, 2007). Dentre as flores tropicais, as helicbnias apresentam grande
aprovacao devido a beleza exuberante de suas inflorescéncias, ao exotismo, a
grande variacao de cores e formas (OLIVEIRA, 1996; LOGES et al., 2005) e por
apresentarem alta durabilidade pés-colheita e resisténcia ao transporte (CASTRO,
1993; LOGES et al., 2005).

Heliconia de acordo com Nakai (1941) € o UuUnico género da familia
Heliconiacea. E um grupo monofilético (KRESS et al., 2001; MAROUELLI et al.,
2010), destacando apenas o subgénero Stenochlamys de origem polifilética
(MAROUELLI et al., 2010; IZARA et al., 2012). E amplamente distribuido na América
Central e do Sul, com um pequeno grupo em algumas llhas do Pacifico. Possui
como centro de diversidade a regido dos Andes até o sul da América Central
(KRESS, 1990; BERRY, KRESS, 1991; CASTRO, 2007) e inclui atualmente 207
espécies aceitas (THE PLANT LIST, 2010).

Contudo, a variacdo natural de cores e formas existente entre as
inflorescéncias dos individuos de helicénia tem gerado confusGes taxonémicas e
incertezas sobre 0 numero de espécies, uma vez que a classificacéo é feita em geral
a partir de caracteristicas fenotipicas (botanicas, morfolégicas e agronémicas), tais
como coloracdo de flores e bracteas, que em alguns casos nem sempre S&o

distinguiveis com clareza ou variam com o ambiente (BERRY, KRESS, 1991). Cento
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e doze sinonimias tém sido apontadas (THE PLANT LIST, 2010) e, por essa razéo,
a descricdo e a classificagdo taxondmica do género tem sido incrementada com o
emprego de marcadores moleculares (MAROUELLI, 2010; ROCHA et al., 2010;
GUIMARAES et al., 2011; LOGES et al., 2012; ISAZA, et al. 2012).

Os gendtipos ‘Golden Torch’ e ‘Golden Torch Adrian’, por exemplo, vém
sendo descritos na literatura como hibridos entre H. spathocircinata Aristeguieta e H.
psittacorum L. f. (COSTA et al., 2007; ISAZA et al., 2012; MAROUELLI et al., 2010) e
em trabalhos utilizando marcadores moleculares mostraram um bom agrupamento
com 0s seus possiveis parentais (ISAZA et al., 2012; MAROUELLI et al., 2010).
Contudo, ainda existem incertezas em relagdo aos genaétipos parentais dos referidos
hibridos, uma vez que H. psittacorum €& constituida por diferentes genotipos com
caracteristicas fenotipicas divergentes e nem sempre bem definidos. O genotipo H.
psittacorum cv. Red Opal, por exemplo, é citado por Costa et al. (2007) e Isaza et al.
(2012) como uma populacéao de H. psittacorum e por Marouelli et al. (2010) como um

hibrido entre H. spathocircinata e H. psittacorum.

As analises citogenéticas existentes para o genéro Heliconia sdo escassas e
referem-se basicamente a numeros cromossémicos para cerca de 30 espécies. O
género possui um namero basico x = 12, com grande maioria de espécies diploides
(2n = 2x = 24), destacando-se alguns citotipos triploides (2n = 3x = 36), como 0S
gendtipos de H. psittacorum ‘Sassy’ e ‘Suriname Sassy’. A Unica excecdo é a
espécie H. arabica com 2n = 22 (LEE et al.,, 1994; CRILEY, 2000; Index to Plant
Chromossome Number - http://www.tropicos.org/Name/21500011). Seis genotipos
do género foram analisados por técnicas citogenéticas de coloracdo com o0s
fluorocromos CMA (cromomicina As) e DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) CMA/ DAPI
e FISH (Hibridizacdo In Situ Fluorescente) para DNAr 5S e 45S, demonstrando a
exequibilidade do uso das técnicas em espécies do género (LEITE, 2009). Dessa
forma, o presente trabalho teve por objetivo analisar citogeneticamente 10 genoétipos
de Heliconia, incluindo hibridos, seus possiveis parentais e gendtipos triploides, a
fim de contribuir para sua caracterizacdo e elucidacdo a respeito das provaveis
origens, mediante técnicas de coloracdo CMA e DAPI e FISH de DNAr 5S e 45S.


http://www.tropicos.org/Name/21500011
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Material e métodos

Material vegetal

Dez gendtipos de Heliconia foram analisados, sendo oito diploides (incluindo
trés descritos como hibridos e seus provaveis parentais), e dois triploides (Figura 1;
Tabela 1). Os rizomas dos gendétipos diploides H. psittacorum cv. Red Opal, H.
psittacorum cv. Strawberries & Cream, H. bihai, dos hibridos H. spathocircinata x H.
psittacorum (‘Golden Torch’ e ‘Golden Torch Adrian’) e H. caribaea x H. bihai
(‘Jacquinii’), e dos dois gendtipos triploides H. psittacorum cv. Suriname Sassy e H.
psittacorum cv. Sassy foram coletados da Colecdo de Heliconias da UFRPE
(Fazenda-Bem-Te-Vi, Camaragibe, Pernambuco). Rizomas do gendétipo diploide H.
spathocircinata foram cedidos pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC/APTA,
SP) e do diploide H. psittacorum (‘Paquevira’) coletados proximo ao Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

&
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Figura 1: Espécies caracterizadas por técnicas citogenéticas: A) Heliconia psittacorum cv. Red Opal;
B) H. psittacorum cv. Strawberries & Cream; C) H. psittacorum cv. Paquevira; D) H. spathocircinata;
E) H. psittacorum x H. spathocircinata cv. Golden Torch; F) H. psittacorum x H. spathocircinata cv.
Golden Torch Adrian; G) H. psittacorum cv. Suriname Sassy; H) H. psittacorum cv. Sassy; I) H. bihai;
J) H. caribaea x H. bihai cv. Jacquinii. Fontes: (A, B e E) Laflor (Laboratério de Floricultura, UFRPE);
(C, F, G e H) Fotos da autora; (D, | e J) http://www.heliconiasocietypr.org/.
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Preparacédo das laminas e coloracao CMA/ DAPI

Pontas de raizes jovens de plantas envasadas foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (8-HQ) 2 mM, por 1 h a temperatura ambiente e 21 h a 8 °C.
Posteriormente, as raizes foram fixadas em etanol: acido acético (3:1, v:v), por 24 h
a temperatura ambiente e estocadas a — 20 °C. Posteriormente, as pontas de raizes
foram lavadas em agua destilada, digeridas com solucédo de celulase 2% e pectinase
20% a 37 °C por 2 h e 30 min, lavadas e submetidas a &cido acético 60% por 1 h.
Em seguida, as raizes foram esmagadas em &cido acético 45%. As melhores
laminas foram selecionadas, envelhecidas por trés dias, coradas com CMA (0,5
mg/mL, 1 h) e DAPI (2 pg/mL, 30 min), montadas em tampao Mcllvaine-glicerol (1:1)
e estocadas por mais trés dias (SCHWEIZER, AMBROS, 1994). Apds andlise e
captura das imagens das melhores células, as laminas foram descoradas em etanol:
acido acetico (3:1, v/iv) por 30 min, seguido por imersdo em etanol absoluto a

temperatura ambiente por 1 h e estocadas a — 20 °C.

Marcacado das sondas

Na técnica de FISH, R2, um fragmento de 6,5 Kb, contendo a unidade de
repeticdo de DNAr 18S-5,8S-25S, oriunda de Arabidopsis thaliana (WANZENBOCK
et al., 1997), e D2, um fragmento de 500 pb da unidade de repeticio DNAr 5S de
Lotus japonicus (PEDROSA et al., 2002), foram utilizados como sonda. As sondas
foram marcadas por nick translation (Roche Diagnostics, Life Technologies), sendo
as de DNAr 45S com digoxigenina-11-dUTP (Roche) e as de DNAr 5S com biotina-
16-dUTP (Sigma).

Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

As laminas previamente utilizadas na coloracdo com os fluorocromos CMA e
DAPI foram pré-tratadas como descrito por Pedrosa et al. (2001). A desnaturagdo

dos cromossomos e das sondas, os banhos pdés-hibridizacdo e a deteccdo foram
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efetuados de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991), exceto pela lavagem de
estringéncia que foi realizada em 0,1x SSC a 42°C. As misturas de hibridizacéo
consistiram de: formamida 50% (v/v), dextran sulfato 10% (p/v), 2x SSC e 2-5 ng/uL
de sonda. As laminas foram desnaturadas por 10 min a 90°C e submetidas a uma
série etilica gelada (70% e 100%) por 5 min cada e hibridizadas durante a noite a
37°C. As sondas marcadas com digoxigenina foram detectadas com
antidigoxigenina rodamina (Roche) em BSA 1% (p/v). A sonda marcada com biotina
foi detectada com estreptavidina Alexa flior 488 (Invitrogen) também em BSA 1%
(p/v). Ao final do processo, as preparacoes foram montadas com 2 ug/mL de DAPI

em Vectashield (Vector), na proporgéao de 1:1.

As células foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB
e imagens das melhores células foram capturadas com uma camera Leica DFC
340FX, usando o programa Leica CW 4000. As imagens foram tratadas para melhor

brilho e contraste com o Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Incorporated).

Resultados

Os genotipos analisados apresentaram 2n = 2x = 24 cromosSsSomos para 0S
gendtipos diploides e 2n = 3x = 36 para os triploides (Tabela 1), com comprimento
do complemento total variando de 42,89 a 52,37 um, nos diploides. Os genaétipos
triploides apresentaram comprimento total de 66,65 e 56,83 ym em ‘Sassy’ e
‘Suriname Sassy’, respectivamente (Tabela 1). De um modo geral 0s cromossomos
metafasicos apresentaram cariétipo simétrico, com cromossomos variando de 0,88 a
3,35 um (Tabela 1). Todos os gendtipos apresentaram um padrdo de condensacéo

proximal, observado tanto na coloracdo com CMA quanto com DAPI (Figura 2A).
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Tabela 1: Relagdo das espécies e seus respectivos nimeros de genétipo, nivel de ploidia e sitios de DNAr 45S e 5S.

Tamanho ... N.Sitios
_ Complemento . Nivel de CMA'/ CMA™/
Espécies Subgenéro* cromossomico o de DNAr
total (um) Ploidia DAPI DAPI

(um) 45S 5S

H. psittacorum cv. Red Opal Stenochlamys 43,06 2,64 -1,15 2x =24 2 2 2 2
H. psittacorum cv. Strawberries & Cream Stenochlamys 42,89 3,35-1,25 2x =24 2 2 2 2
H. psittacorum (Paquevira) Stenochlamys 43,87 2,73-1,14 2x =24 2 2 2 2
H. spathocircinata Heliconia 46,50 3,02-1,25 2x =24 2 4 4 2
H. bihai Heliconia 51,08 2,71 -1,02 2x =24 2 2 2 2
H. spathocircinata x H. psittacorum cv. Golden Torch Hibrido 52,37 2,98-1,44 2x =24 2 3 3 2
H. spathocircinata x H. psittacorum cv. Golden Torch Adrian Hibrido 46,55 2,89-1,13 2x =24 2 3 3 2
H. caribaea x H. bihai cv. Jacquinii Hibrido 42,73 2.57-1,18 2x =24 2 2 2 2
H. psittacorum cv. Suriname Sassy Stenochlamys 56,83 2,39-0,88 3x =36 2 3 3 3
H. psittacorum cv. Sassy Stenochlamys 66,65 253-1,12 3x =36 2 3 3 3

*De acordo com Kress et al. (1993); Marouelli et. al., (2010) e Isaza et. al. (2012).



Figura 2: Coloragdo CMA (amarelo)/DAPI (pseudocolorido em cinza) e FISH com sondas de DNAr
45s em verde e DNAr 5s em verrmelho em metafases de: A (apenas CMA/DAPI), B) H. psittacorum
cv. Strawberries & Cream; C) H. psittacorum (Paquevira) (metéfase incompleta com 23
cromossomos); D) H. psittacorum cv. Red Opal; E) H. spathocircinata; F) H. bihai; G) H. caribaea x H.
bihai cv. Jacquinii; H) H. psittacorum x H. spathocircinata cv. Golden Torch; I) H. psittacorum x H.
spathocircinata cv. Golden Torch Adrian; J) H. psittacorum cv. Suriname Sassy; K) H. psittacorum cv.
Sassy. Cromossomos em caixas continuas (H, 1) correspondem a cromossomos com bandas CMA
positivas pertencentes a outras células. Insertos (B-G, J, K) correspondem a0 mesmo cromossomo
corado com CMA/DAPI aumentado em 20%. Cromossomo na caixa pontilhada em K corresponde a
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um cromossomo afastado. As setas em J e K apontam o sitio de DNAr 5S mais fraco. Barra em K
corresponde a 10 pm.

Com relagdo a coloracdo CMA/DAPI e FISH de DNAr 5S, observou-se a
presenca de uma banda CMA*/DAPI° na regido proximal colocalizada com sitio de
DNAr 5S em dois e trés cromossomos pequenos, nos genotipos diploides e
triploides, respectivamente. Nos triploides, a terceira banda/sitio era mais fraca em
relacdo as demais (Figura 2J, K). Para os hibridos ‘Golden Torch’ e ‘Golden Torch
Adrian’, os sitios apresentaram heteromosfismo de intensidade (Figura 2H, I).

Com relacdo a coloragdo CMA/DAPI e FISH de DNAr 45S, observou-se nas
populagbes de H. psittacorum dois cromossomos com marcacdo CMA™/DAPI
subterminal colocalizada com sitios de DNAr 45S, caracterizados por apresentar
satélite, sendo um deles em geral de constricdo secundaria mais distendida (Figura
2B-D). No gendtipo ‘Red Opal’ observou-se heteromorfismo de tamanho entre esses
dois cromossomos (Figura 2D). Em H. spathocircinata, verificou-se quatro
cromossomos com marcacgdo CMA™/DAPI" terminal colocalizado com sitio de DNAr
45S e com auséncia de satélite, sendo distinguiveis pelo tamanho dos
Cromossomos, um par maior e outro menor (Figura 2E). Para os hibridos H.
psittacorum x H. spathocircinata ‘Golden Torch’ e ‘Golden Torch Adrian’, foram
observados trés cromossomos com marcacdo CMA™*/DAPI colocalizadas com DNAr
45S, dois deles com marcacdo terminal e auséncia de satélite (um de tamanho
menor e outro maior), e o terceiro com satélite e constricdo secundaria distendida
(Figura 2H, 1). Nos genotipos triploides ‘Suriname Sassy’ e ‘Sassy’, foram
observados trés cromossomos portadores de marcagdo CMA™/DAPI" subterminal
colocalizada com os sitios de DNAr 45S e caracterizados pela presenca de satélite
CMA°/DAPI°, porém de forma mais destacada em apenas um dos cromossomos
(Figura 2J, K). Em ‘Sassy’ os satélites foram mais evidentes (Figura 2K). Heliconia
bihai apresentou dois cromossomos com marcacdo proximal CMA™/DAPI
colocalizada com os sitios de DNAr 45S (Figura 2F). O hibrido H. caribaea x H. bihai
cv. Jacquinii também apresentou dois cromossomos portadores sitios de
CMA™/DAPI/DNAr 45S proximal, porém heteromorficos para tamanho e morfologia
(Figura 2G).
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Discussao

Estudos citogenéticos no género Heliconia revelam namero basico x = 12,
com predominancia de espécies diploides (2n = 2x = 24), além de alguns triploides
com 2n = 3x = 36 (LEE et al.,, 1994; KAEMWONG et al.,, 1998; CRILEY, 2000),
confirmado pelos dados do presente estudo. Nas espécies analisadas, observou-se
um padrdo de condensacdo proximal, que em plantas, em geral, esta associado a
regides de heterocromatina constitutiva (GUERRA, 1988; SUMNER, 2003). Apesar
disso, a coloracdo CMA/DAPI nao revelou a presenca de bandas pericentroméricas

heterocromaticas.

Existe uma dificuldade dos taxonomistas em relacdo a classificacdo do
namero de espécies de Heliconia, observando-se 207 espécies aceitas e 189
sinonimias (THE PLANT LIST, 2010). Essa dificuldade ocorre pelo embasamento de
sua descricdo principalmente morfologica, embora ja existam diversas analises
moleculares realcando as relacbes genéticas entre as espécies, demonstrando o
bom agrupamento dos hibridos e seus possiveis parentais, bem como a
identificacdo dos subgenéros de cada espécie (MAROUELLI et. al., 2010; GOWDA
et. al., 2012; ISAZA et. al., 2012).

Embora as cultivares de H. psittacorum ‘Red Opal’, ‘Strawberries & Cream’ e
‘Paquevira’, apresentem grandes diferengcas morfolégicas, como a coloragdo das
bracteas e o tipo de inflorescéncia, as mesmas foram citologicamente muito
semelhantes, mostrando ligeiras diferencas em relacdo a constricdo secundaria.
Apenas Red Opal’ apresentou heteromorfismo de tamanho para o par
cromossomico portador do sitio de DNAr 45S. Em andlises por marcadores
moleculares Marouelli et al. (2010), sugeriram que este Ultimo gendtipo seria um
hibrido entre H. psittacorum e H. spathocircinata. As analises por CMA/DAPI/FISH
nao corrobaram essa sugestdo, uma vez que ‘Red Opal’ apresentou dois sitios
CMA™/DAPI/DNAr 45S ao invés de trés, como esperado para um hibrido de H.
psittacorum x H. spathocircinata. Contudo, o heteromorfismo de tamanho sugere
uma alteracdo estrutural envolvendo o referido par cromossémico ou uma possivel

origem hibrida envolvendo H. psittacorum e um terceiro genaétipo.
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Alguns genotipos sdo descritos na literatura como triploides, a exemplo de
‘Petra’, ‘Sassy’ e ‘Iris’ (LEE et al., 1994), ou como hibridos, a exemplo de ‘Golden
Torch’, ‘Golden Torch Adrian’, ‘Alan Carle’ e ‘Jacquinii’, sendo para alguns
apontados seus possiveis parentais (COSTA et al., 2007; MAROUELLI et al., 2010;
ISAZA et al., 2012). Do ponto de vista citogenético, nos genaétipos triploides, ‘Sassy’
e ‘Suriname Sassy’, observou-se a presenca de trés cromossomos maiores
portadores de marcagdo CMA™/DAPI/DNAr 45S subterminal adjacente a um satélite
CMAYDAPI° terminal, caracteristica tipica das populacbes diploides de H.

psittacorum, corroborando a origem sugerida.

Para os gendtipos ‘Golden Torch' e ‘Golden Torch Adrian‘ que sao relatados
como hibridos naturais entre H. psittacorum x H. spathocircinata, baseado em
aspectos morfologicos e em trabalhos de marcadores moleculares (BERRY, KRESS,
1991; MAROUELLI et al., 2010), foram observados trés cromossomos portadores de
marcagdo CMA™/DNAr 45S. Duas marcagdes eram terminais em cromossomos de
tamanhos diferentes, semelhantes aos cromossomos portadores de DNAr 45S em
H. spathocircinata e a terceira estava presente em cromossomo portador de satélite,
com constricAo secundaria sempre distendida, caracteristica do cromossomo

portador em H. psittacorum.

No possivel parental H. bihai e no hibrido, H. caribaea x H. bihai cv. Jacquinii,
foram identificados dois cromossomos com marcacio CMA™/DNAr 45S. Contudo,
Jacquinii’ apresentou heteromorfismo de tamanho e morfologia para o par, sendo
um dos cromossomos semelhante ao encontrado em H. bihai, 0 que corrobora a
sugestdo de H. bihai como um dos possiveis parentais proposta por Marouelli et al.

(2010) em anélises moleculares.

Muitas espécies de Heliconia correspondem a sinonimias pela dificil
classificacao e identificacdo dos diferentes genotipos de mesma espécie, mesmo
subgénero ou mesmo de subgéneros diferentes. A caracterizacdo citogenética com
utilizacdo de sondas de DNAr mostrou-se eficiente na diferenciacdo de gendtipos e
na identificacdo de possiveis parentais, espécies hibridas e triploides mediante
padrao de sitios e de tipos cromoss6micos caracteristicos. Dessa forma, observa-se
que a integracdo de diversas informacdes acerca das espécies, tais como:
morfoldgicas, agronbmicas, moleculares e citogenéticas se completam para uma

correta identificacdo dos genotipos.
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CONCLUSOES

1. As analises citogenéticas dos genotipos triploides ‘Sassy’ e ‘Suriname Sassy’

corroboram sua origem a partir de gendtipos diploides de H. psittacorum.

2. Os cariotipos dos hibridos ‘Golden Torch Adrian’ e ‘Golden Torch’ corroboram

sua origem a partir do cruzamento H. psittacorum x H. spathocircinata.

3. O cari6tipo do hibrido ‘Jacquinii’ indica o genétipo de H. bihai como possivel

parental do hibrido, corroborando os trabalhos de genética molecular.



