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RESUMO

AMORIM, Gustavo Torres dos Santos. Modo de reproducéo preferencial em gendtipos de
vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don). 2019. 81p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia).
Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

A vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) distingue-se por ser fonte exclusiva dos alcaloides
vincristina e vimblastina, no entanto ocorrem em baixas concentracbes na espécie. Tais
alcaloides séo utilizados em quimioterapicos para o tratamento de tumores, leucemias e
linfomas. Sendo assim, € fundamental desenvolver um programa de melhoramento genético na
busca de genotipos superiores quanto a producdo de vincristina e vimblastina. Para isso, é
necessario, inicialmente, o estudo do modo de reproducdo preferencial da espécie para a
aplicacdo correta dos métodos de melhoramento. Diante do exposto, esta pesquisa teve como
objetivo estudar o modo de reproducéo preferencial em 10 gendtipos de vinca da cole¢édo de
germoplasma da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, com base na relacdo
polen:6vulo (P:0), histoquimica dos grdos de pdlen, emissdo e desenvolvimento de tubos
polinicos in vivo, viabilidade polinica e receptividade do estigma. Bem como estimar a
diversidade genética via marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) entre
0s genotipos analisados. Para estimar a razdo (P:0), anteras de cada flor foram excisadas, e 0s
graos de pdlen foram contados sob microscdpio; ovarios das mesmas flores foram dissecados,
e 0s vulos foram contados sob estereomicroscopio. Na andlise histoquimica dos grédos de pélen
utilizou-se os corantes Sudan IV e a solucdo de IKI para deteccdo de lipideo e amido,
respectivamente. A emissao e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo foram avaliados em
botGes florais e flores na antese, em microscopia de fluorescéncia, utilizando-se o fluorocromo
azul de anilina a 0,1%. Para a viabilidade polinica, em botbes florais, empregou-se a solu¢édo
tripla de Alexander e para a receptividade do estigma adotou-se a solucéo de acetato de alfa-
naftil, em flores fechadas e na antese. Na analise genotipica foram utilizados 15 primers ISSR.
A matriz fenética foi estimada pelo indice de dissimilaridade de Jaccard e o agrupamento dos
gendtipos foi realizado via UPGMA (Unweighted Pair Groups Method with Arithmetic Mean).
Verificou-se a consisténcia do padrdo de agrupamento através da correlacdo cofenética. Os
resultados da relacdo (P:O) indicaram que oito, dos 10 genoOtipos, apresentaram,
simultaneamente, autogamia facultativa e alogamia facultativa (modo de reproducdo misto).
Porém, dois gendtipos apresentaram somente um modo de reproducéo, alégamo facultativo, no
UFRRJ VINOO07, e autégamo facultativo no UFRRJ VIN0O4. Os estigmas receptivos e a
elevada viabilidade polinica em botBes florais estabeleceram condi¢bes favoraveis para a
ocorréncia da cleistogamia. Com base na emisséo e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo,
constatou-se que dos oito gen6tipos com modo de reproducdo misto, seis deles tiveram forte
tendéncia a alogamia e todos foram autocompativeis. Verificou-se também a ocorréncia da
cleistogamia em 50% dos gendtipos. No caso, do UFRRJ VIN004 tal ocorréncia foi acentuada,
0 que reforca a sua tendéncia a autogamia. Entretanto, observou-se que sete gendtipos,
incluindo o UFRRJ VINO0O7, exibiram forte tendéncia a alogamia. Diante disso, percebe-se
grande diversidade de estratégias reprodutivas em vinca, ja que tanto a autofecundacéo quanto
a alogamia podem estar presentes. A alta diversidade genética obtida pode ser explicada pela
forte tendéncia a alogamia constatada em 70% dos genotipos analisados.

Palavras-chave: Microscopia de fluorescéncia, marcadores ISSR, plantas medicinais,
cleistogamia, melhoramento genético.



ABSTRACT

AMORIM, Gustavo Torres dos Santos. Preferential reproduction mode in vinca genotypes
(Catharanthus roseus [L.] G. Don). 2019. 81p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia). Instituto
de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2019.

The periwinkle (Catharanthus roseus [L.] G. Don) is distinguished because it is exclusive
source of vincristine and vinblastine alkaloids, however they occur in low concentrations in the
species. Such alkaloids are used in chemotherapy for the treatment of tumors, leukemias and
lymphomas. Therefore, it is essential to develop a breeding program in search of superior
genotypes for vincristine and vinblastine production. For this, it is necessary, initially, the study
of the preferential reproduction mode of the species for the correct application of the breeding
methods. Given the above, this research aimed to study the preferential mode of reproduction
in 10 genotypes of periwinkle from the germplasm collection of the Federal Rural University
of Rio de Janeiro, based on the pollen:ovule (P:O) ratio, histochemical pollen, emission and
development of pollen tubes in vivo, pollen viability and receptivity of stigma. As well as to
estimate genetic diversity using ISSR molecular markers (Inter Simple Sequence Repeats)
among the analyzed genotypes. To estimate the ratio (P:0), anthers of each flower were excised,
and pollen grains were counted under a microscope; ovaries of the same flowers were dissected,
and the ovules were counted under stereomicroscope. In the histochemical analysis of pollen
grains were used the dyes Sudan IV and the solution 12Kl for the detection of lipid and starch,
respectively. The emission and development of pollen tubes in vivo were evaluated in flower
buds and flowers in anthesis, under fluorescence microscopy, using 0.1% aniline blue
fluorochrome. For the pollen viability, in flower buds, the triple solution of Alexander was used
and for the receptivity of the stigma was adopted the solution of alpha-naphthyl acetate, in
closed flowers and anthesis. In the genotypic analysis, 15 ISSR primers were used. The phenetic
matrix was estimated by dissimilarity index of Jaccard and the grouping of the genotypes was
performed by UPGMA (Unweighted Pair Groups Method with Arithmetic Mean). The
consistency of the clustering pattern was verified through the cophenetic correlation. The results
of the ratio (P:O) indicated that eight of the 10 genotypes presented both facultative self-
pollinated and facultative cross pollinated (mixed mating). However, two genotypes presented
only one mode of reproduction, facultative cross pollinated, in UFRRJ VINOO7, and facultative
self-pollinated in UFRRJ VINOO4. The receptive stigmas and the high pollen viability in flower
buds established favorable conditions for the occurrence of cleistogamy. Based on the emission
and development of pollen tubes in vivo, it was verified that of the eight genotypres with mixed
reproduction mode, six of them had a strong tendency to allogamy and all were self-compatible.
It was also verified the occurrence of cleistogamy in 50% of the genotypes. In the case of
UFRRJ VINO004 such occurrence was accentuated, which reinforces its tendency to autogamy.
However, it was observed that seven genotypes, including UFRRJ VINO0O7, showed a strong
tendency to allogamy. In view of this, a great diversity of reproductive strategies can be
observed in periwinkle, since both self-pollinated and allogamy may be present. The high
genetic diversity obtained can be explained by the strong tendency to allogamy found in 70%
of the analyzed genotypes.

Keywords: Fluorescence microscopy, ISSR markers, medicinal plants, cleistogamy, plant
breeding.
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1. INTRODUCAO GERAL

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que uma em cada seis pessoas morre
de cancer anualmente no mundo, o que equivale a cerca de 8,8 milhdes de pessoas (OMS, 2018).
Nesse cenario, medicamentos oriundos de plantas medicinais tém sido desenvolvidos para o
tratamento do cancer. Entre as plantas medicinais estudadas com este objetivo, a vinca ou
maria-sem-vergonha (Catharanthus roseus [L.] G. Don), espécie hermafrodita pertencente a
familia Apocynaceae, distingue-se por ser a Unica a produzir os principios ativos vincristina
(VCR) e vimblastina (VLB) dentre as 3000 espécies recomendadas no tratamento desta doenca
(SENBAGALAKSHMI et al. 2017). Tais alcaloides sao classificados como quimioterdpicos
citotoxicos que agem durante a mitose celular, permitindo-lhes atingir células cancerigenas de
crescimento rapido (BATES & EASTMAN, 2017).

A vinca € identificada por ser uma planta semi-herbacea, porte subarbustivo, de rapido
crescimento e ciclo de vida perene (MORGAN, 1994). Fisiologicamente, produz alcaloides
antineoplasicos importantes, como a vincristina e a vimblastina, presentes nas folhas e
alcaloides anti-hipertensivos (serpentina, ajmalicina e reserpina), encontrados nas raizes
(MISHRA et al. 2001). No entanto, mais de 130 alcaloides, chamados coletivamente de
terpenoid indole alkaloids (TIAs), ja foram extraidos da vinca (WANG et al. 2011). Alguns
desses alcaloides sdo utilizados para o tratamento de linfomas, leucemias, canceres de mama,
pulmao, testiculo e sarcoma de Kaposi (UNNATI et al. 2013).

Apesar da reconhecida importancia medicinal, esses alcaloides apresentam niveis muito
baixos na vinca (JUNAID et al. 2010). Segundo Tyler (1988) encontram-se concentragdes de
vincristina e vimblastina, de 20 mg.ton e 1g.ton de material vegetal, respectivamente. Esses
reduzidos niveis de vincristina e vimblastina estdo principalmente associados a separa¢do
espacial de locais biossintéticos (YU & DE LUCA, 2013). Os precursores biossintéticos,
catarantina e vindolina, dos referidos alcaloides, sdo produzidos em regifes distintas nas folhas.
A catarantina é acumulada quase exclusivamente nos exsudatos de cera na superficie da folha,
enquanto a vindolina é produzida em células foliares internas especializadas (ROEPKE et al.
2010). Um outro entrave é que a sintese total destes alcaloides em laboratério ndo é simples,
devido a complexidade estrutural das moléculas e etapas de reacdo que envolvem restricGes
estereoquimicas (VERMA et al. 2007).

Nesse sentido, busca-se construir bases de um programa de melhoramento genético da
vinca, uma vez que existem poucos trabalhos para o desenvolvimento de gendtipos com altos
niveis de alcaloides, a partir das abordagens convencionais de melhoramento (SREEVALLI et
al. 2002; VAN DER HEIJDEN et al. 2004). Para isso, € necessario o estudo do modo de
reproducdo preferencial da espécie, visto que os métodos de melhoramento aplicados para esse
fim, s@o especificos e diferentes, em funcdo do modo de reproducéo preferencial (ALLARD,
1960). Alguns estudos experimentais evidenciaram que a autopolinizacdo ndo ocorre na vinca
e os lepidopteros sdo os responsaveis pela polinizacdo (KULKARNI, 1999; SREEVALLI et al.
2000). Todavia, alguns genotipos que realizaram autofecundagdo também ja foram
identificados (KULKARNI et al. 2001, 2005a). Dessa forma, a vinca distingue-se por
apresentar grande diversidade quanto ao modo de reproducdo, sendo necessario conhecer como
0S genotipos deste estudo se comportam.

As espécies podem ser classificadas pelo seu modo de reproducdo como autégamas ou
albgamas, em ambas obrigatdrias ou facultativas, dependendo da forma de polinizacdo. As
espécies autdgamas desenvolveram mecanismos que favorecem a autopolinizagdo, entre eles a
cleistogamia, casmogamia e autocompatibilidade, por outro lado a alogamia pode ser
favorecida pela dicogamia, hercogamia e autoincompatibilidade (FRANKEL & GALUN,
1977).



Existem diversas metodologias para estudo e determinacdo do modo de reproducéo. De
acordo com Cruden (1977), arelacao pélen:évulo (P:O) é uma estimativa que prediz o provavel
sistema reprodutivo da espécie. Além disso, é um melhor indicador quando comparado a analise
da morfologia floral e do tamanho das flores. A razéo (P:O) foi usada para determinar o modo
de reproducéo preferencial em diferentes familias e espécies vegetais, incluindo Zingiberaceae
(Wang et al. 2004), Vaccinium ashei (BREVIS et al. 2006), Carica papaya L. (DAMASCENO
JUNIOR et al. 2009), Papilionoideae (ETCHEVERRY et al. 2012) e Aloe saponaria
(CORREDOR-PRADO et al. 2015).

A natureza histoquimica dos grédos de polen, lipidica ou amil&cea, juntamente com o
comportamento do polinizador sdo aspectos que podem auxiliar no estabelecimento do modo
de reproducdo (DAFNI, 1992). A receptividade do estigma e a viabilidade polinica sdo outros
fatores que devem ser analisados. Segundo Vaissiére et al. (2011), o nimero gréos de pélen
viaveis e o periodo de receptividade do estigma podem inferir sobre o nivel de polinizacéo.
Técnicas de microscopia de fluorescéncia tem sido aplicada como uma importante ferramenta
auxiliar na determinacdo do modo de reproducdo em espécies vegetais. Varios estudos
confirmaram a validade dessa ferramenta (DAMASCENO JUNIOR et al. 2009;
ABDELGADIR et al. 2012 e GAO et al. 2015). Nesse sentido, todas as metodologias descritas
acima servirdo de base no conhecimento do modo de reproducao preferencial em gendtipos de
Catharanthus roseus [L.] G. Don.

Além do estudo do modo de reproducdo preferencial, a existéncia de diversidade
genética também é essencial para a conducdo adequada de programas de melhoramento. Visto
que, 0 sucesso na selecdo de gendtipos € alcangado quando se dispde de diversidade genética.
Esta pode ser valiosa para inumeras aplica¢cdes, com destaque para a identificacdo de genitores
geneticamente distantes para cruzamentos e maior chance de recuperacdo de segregantes
superiores em geragdes avancadas (HALLAUER & MIRANDA FILHO, 1988).

A diversidade genética pode ser acessada através de marcadores moleculares, que
revelam polimorfismo ao nivel de DNA e nao sofrem influéncia ambiental (SANTANA et al.
2016). Marcadores dominantes, como os ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), sdo simples,
reprodutivel e revelam alto polimorfismo (TIWARI et al. 2015). Além de que podem ser
utilizados para estimar a distancia genética entre os genotipos e, assim, orientar a escolha de
genitores geneticamente complementares. Alguns autores utilizaram os marcadores ISSR para
estimar a diversidade genética entre genotipos de vinca (SHAW et al. 2009; LAL et al. 2011;
IBRAHIM et al. 2013). Em todos os casos, os resultados indicaram consideravel nivel de
polimorfismo na espécie em questdo. Mais recentemente, alguns mapas de ligacdo foram
confeccionados para a vinca (GUPTA et al. 2007; SHOKEEN et al. 2011; CHAUDHARY et
al. 2011).

Desse modo, dada a importancia da espécie na producéo dos principios ativos vincristina
e vimblastina, estudos que visam a organizacdo de uma colecdo de germoplasma, bem como o
conhecimento do modo de reproducéo e da diversidade genética entre os genotipos sao de suma
importancia quando se pretende o aumento da producéo dos referidos alcaloides em programas
de melhoramento da espécie.

2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por finalidade implantar uma colegéo de germoplasma de vinca
(Catharanthus roseus [L.] G. Don) na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ.
Assim como conhecer o modo de reproducéo preferencial e estimar a diversidade genética entre
dez gendtipos da colegdo, mediante o uso de marcadores de DNA do tipo ISSR.



3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho de dissertacdo objetivou-se conhecer o0 modo de reproducéo preferencial
de dez gendtipos (UFRRJ VIN004, UFRRJ VINO05, UFRRJ VIN007, UFRRJ VIN008, UFRRJ
VINO09, UFRRJ VINO014, UFRRJ VIN029, UFRRJ VIN037, UFRRJ VINO050 e UFRRJ
VINO055) da referida colecdo de germoplasma de vinca, a partir das seguintes analises:

e Relacéo polen:ovulo (P:0);
¢ Natureza histoquimica dos gréos de polen;
e Emissdo e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo;
¢ Viabilidade polinica;
e Receptividade do estigma.
Bem como, estimar a diversidade genética entre os gendtipos descritos acima, utilizando
marcadores de DNA do tipo ISSR, em duas etapas, ou seja, através da genotipagem e analise
estatistica dos dados.

4. JUSTIFICATIVAS

Uma das razdes que nortearam o desenvolvimento deste estudo sdo o0s baixos niveis
encontrados dos alcaloides vincristina e vimblastina. Dessa forma, esta pesquisa centra-se no
modo de reproducdo preferencial dos genoétipos da espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don,
posto que o modelo geral de um programa de melhoramento de cada espécie é tdo motivado
pelo seu modo de reproducdo, como por qualquer outra caracteristica exclusiva da espécie
(ALLARD, 1960). Assim sendo, o conhecimento do sistema reprodutivo é fundamental para a
conducéo de programas de melhoramento, pois os métodos de melhoramento sdo determinados
em funcdo da natureza al6gama e autdgama do material a ser melhorado. Essa compreensao é
ainda mais substancial, em virtude da diversidade de sistemas reprodutivos da vinca
encontrados na literatura.

A analise da diversidade genética entre 0s gen6tipos de vinca também é uma justificativa
marcante para a realizacdo deste estudo. J& que, a partir desta analise é possivel a escolha de
parentais de alta performance agronémica, uma vez que, quando cruzados, resultam num maior
efeito heterdtico. Além disso, possibilita a identificagdo de genitores geneticamente
complementares, que, ao serem intercruzados, poderdo originar populacdes com maior
variabilidade e com maior probabilidade de recuperacdo de gen6tipos superiores nas geraces
segregantes (CASTRO et al. 2011; CRUZ et al. 2012). Portanto, maior possibilidade de se
localizar, na colecdo, gendtipos contendo os principios ativos de interesse, vincristina e
vimblastina.

Isto posto, o estudo do modo de reproducdo preferencial e de diversidade genética
podem dar suporte, futuramente, para um programa de melhoramento genético da vinca na
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ, com a finalidade de identificar
gendtipos com niveis satisfatorios dos alcaloides vincristina e vimblastina.

5. HIPOTESES

A conclus@o do modo de reproducéo dos genotipos é uma das hipoteses provaveis. Ao
final deste estudo, seré possivel conhecer o modo de reproducéo preferencial dos genotipos de
vinca, ou seja, a existéncia de cleistogamia, autogamia obrigatoria, autogamia facultativa,
alogamia facultativa ou alogamia obrigatéria, através da natureza histoquimica dos graos de
polen, emissdo e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo, razdo pélen:dvulo (P:0),
receptividade do estigma e viabilidade polinica. Dessa maneira, gerar resultados expressivos ao
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definir os métodos de melhoramento mais adequados em funcdo do modo de reproducdo
preferencial dos gendtipos analisados.

A presenca de variabilidade genética no banco de germoplasma, da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ, constitui-se em uma outra hipotese plausivel, uma
vez que os genotipos foram coletados e adquiridos em seis locais distintos. Para tal, a estimacao
da diversidade genética podera fornecer gendtipos portadores de caracteristicas desejaveis, com
capacidade de inclusdo em programas de melhoramento da vinca. Caso contrério, sera
necessario a insercdo de novos gendtipos de vinca, essa introducéo teria por objetivo ampliar a
base genética, resultando em maiores chances de se identificar genotipos promissores quanto
aos principios ativos vincristina e vimblastina.

6. REVISAO DE LITERATURA

6.1. Aspectos gerais de Catharanthus roseus [L.] G. Don
6.1.1. Descricéo botanica e morfologica

A vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) é uma espécie herbacea ou semi-herbacea
pertencente a familia Apocynaceae e ao género Catharanthus, composto por 8 espécies
(ALLORGE et al. 2015). Esta espécie apresenta crescimento rapido, cuja altura varia de 75 cm-
1,00 m, sub-lenhosa na base e muito ramificada (KULKARNI et al. 2016). Seu caule é
arredondado, verde ou amarelo, as vezes vermelho ou roxo, levemente penugento (pubescente)
ou glabro. E uma planta ereta ou decumbente, geralmente com latex no caule e suas raizes
podem atingir até 70 cm de comprimento (PLAIZIER, 1981).

As folhas sdo opostas, usualmente elipticas a oblongas, com comprimento e largura de
2,50-9,00 e 1,00-3,50 cm, respectivamente. Estas folhas estdo conectadas a peciolos verdes ou
vermelhos, curtos, de 1,00-1,80 cm de comprimento. A superficie adaxial apresenta coloracéo
verde intenso, enquanto na superficie abaxial predomina o verde palido, com nervura central
também palida (NEJAT et al. 2015). A extremidade da folha é arredondada para aguda, com
um pequeno ponto que se prolonga a partir da nervura central, geralmente sdo pubescentes,
porém, as vezes, sem pelos (TOLAMBIYA & MATHUR, 2016). Os alcaloides presentes nas
folhas ocorrem em quantidades muito pequenas: vincristina em até 3 g.ton! de material vegetal
seco e vimblastina em uma quantidade ligeiramente maior (PROTA, 2015). Em contraponto,
Tyler (1988) e Lata (2007), descreveram concentracdes de vimblastina e vincristina de 1 g.ton
1 ¢ 20 mg.ton de material vegetal, respectivamente.

Segundo Kulkarni et al. (2016), as flores sdao hermafroditas, actinomorficas, completas
e pentameras. Apresentam cores variando de branco, rosa escuro e malva, a rosa tradicional
(NEJAT et al. 2015). As sépalas sdo ligeiramente fundidas na base com 3-5 mm de
comprimento, eretas e verdes. A corola é cilindrica de 2-3 cm de comprimento, alargando-se
perto do topo na insercdo dos estames e pode apresentar inimeras cores: rosa, roxo ou branco
com um centro roxo, vermelho, rosa, amarelo palido ou branco (FLORA OF CHINA
EDITORIAL COMMITTEE, 2015; PROTA, 2015). Os estames, que estdo inseridos na parte
mais larga do tubo da corola, séo muito pequenos, com 0,25-0,5 mm de comprimento. As
anteras séo livres, oblongas e obtusas na base, com uma dimensao de 2,30-3,00 a 1,00-1,30 mm
(PLAIZIER, 1981). A vinca possui morfologia floral Gnica, com anteras e estigmas néo visiveis
no exterior das flores (MIYAJIMA, 2004).

O fruto é composto por dois foliculos cilindricos longos, divergentes ou paralelos, de
2,00-4,70 cm de comprimento, contendo de 10-30 sementes, deiscentes na maturidade. As
sementes sdo pequenas com 1,50-3,00 mm de comprimento, oblongas, cilindricas, ndo ariladas,
e com hilo em uma depresséo longitudinal (TOLAMBIYA & MATHUR, 2016; KULKARNI
et al. 2016).
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6.1.2. Aspectos agrondmicos de cultivo

No que diz respeito aos aspectos agrondmicos, existem poucas pesquisas na literatura
para a espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don (FERREIRA, 2003). De acordo com Lata
(2007), a qualidade e a concentracéo de alcaloides na vinca depende de fatores climaticos e de
solo, propagacdo, semeadura, plantio, fertilizacdo, irrigacdo e data de colheita. Também é
preciso mencionar a variabilidade genética existente, pois essa pode ser uma das causas da
producdo inconstante na espécie.

A vinca apresenta distribuicdo cosmopolita, se desenvolvendo em climas variados. No
entanto, o seu crescimento é facilitado nas areas tropicais e subtropicais (NMPB, 2014). Em
relacdo as necessidades hidricas, Naeem et al. (2017) descreveram que a cultura se estabelece
bem com precipitacdo média anual de 800 a 1400 mm, podendo ser encontrada desde o nivel
do mar até 1500 m de altitude.

A cultura se desenvolve em uma grande variedade de solos, exceto aqueles
excessivamente alcalinos ou encharcados (FAROOQUI, 2001). S&o preferidos os solos com pH
de 5,5-6,5, ricos em humus e de fertilidade média. Neste tipo de solo ndo ha apenas um melhor
desenvolvimento das raizes, mas também se torna facil tird-las no momento da colheita (NMPB,
2014; PROTA, 2015).

No tocante ao plantio e propagacdo da espécie, segundo Narkiewicz & Sadowska
(1991), é igualmente possivel por sementes e estacas. Sob as zonas tropicais e subtropicais,
consideradas mais adequadas para o cultivo de vinca, as sementes séo depositadas diretamente
no solo (MAITI et al. 2000). No entanto, em regides temperadas devem ser propagadas por
estacas, previamente preparadas em casa de vegetacdo (SADOWSKA, 1989). Esses diferentes
métodos de propagacao ndo tiveram influéncia sobre o rendimento dos alcaloides (PAREEK et
al. 1985). A taxa de semeadura para as sementes depositadas diretamente no solo ou para as
mudas transplantadas é de 2-3 kg/ha e 0,5 kg/ha, respectivamente (GUPTA, 1977). O
espacamento preconizado no plantio das sementes é de 45 x 30 cm ou 45 x 45 cm. Para mudas
de 45 a 60 dias de idade adota-se um espacamento de 45 x 20 cm (NEJAT et al. 2015). A
densidade de plantio mais recomendada é de 75000 plantas/ha (MAITI et al. 2000).

Dentre os tratos culturais empregados no cultivo da vinca destaca-se a adubacdo, uma
vez que a nutricdo mineral pode aumentar o teor e o rendimento de alcaloides (JANA, 1996).
Estes sdo compostos nitrogenados, portanto, o nitrogénio pode desempenhar um papel
importante na biossintese e acumulacdo de alcaloides nas plantas. Todavia, segundo Tebet et
al. (1996) e Sreevalli et al. (2004), a fertilizacdo promove um aumento na biomassa das plantas
e, com isso, ocorre maior rendimento de alcaloides e ndo no teor dos mesmos. Diante disso, ja
foram testadas diferentes aplicac6es de nitrogénio de 50 a 150 kg/ha com o objetivo de observar
o rendimento de alcaloides. Hassan et al. (2009) encontraram maior rendimento de vincristina
e vimblastina na dose de 150 kg/ha, o mesmo resultado foi observado nos trabalhos
desenvolvidos por Gholamhosseinpour et al. (2011) e Rajeswara Rao et al. (1990). No que se
refere a0 momento de aplicacdo, Gupta (1977) descreve que o nitrogénio pode ser fornecido
em duas parcelas (15 e 45 dias apés o plantio), enquanto Hedge (1986) propde trés aplicactes
(1/3 no plantio, 1/3 aos 60 dias e 1/3 aos 120 dias apds o plantio). Com relacdo aos outros
macronutrientes, como fosforo e potassio, estes apresentaram um menor efeito sobre o
rendimento dos alcaloides (LATA, 2007).

A irrigagdo configura-se como um fator importante no rendimento de alcaloides da
vinca. Ahmed e El-Hassen (2001) relataram em duas cultivares de Catharanthus roseus [L.] G.
Don que com o aumento do intervalo de irrigacdo a altura da planta foi significativamente
reduzida, j& o nUmero de ramos, 0 peso seco de raizes, a producgdo de folhas e o conteido de
alcaloides foram maiores. Ademais, condi¢cbes de déficit hidrico também podem causar
alteracdes relevantes na cultura. Para isso, a producdo de alcaloides foi monitorada frente a

5



condigOes de seca e os resultados mostraram diminuicdo do rendimento de alcaloides sob
estresse hidrico (FRISCHKNECHT et al. 1987). Portanto, em areas onde a precipitacdo é
restrita recomenda-se o uso da irrigacdo. Porém, nos locais onde as chuvas sdo bem distribuidas
esta pratica é dispensavel (NMPB, 2014).

A produtividade de folhas e raizes com irrigacdo é de 1,5 ton.ha? e 0,5 ton.ha™,
respectivamente e o rendimento de folhas e raizes sob condicdes de chuva é de 0,75 ton.ha
(NMPB, 2014). A colheita da vinca, para folhas e raizes, realiza-se cerca de 12 meses a partir
da semeadura. Esta atividade é efetuada arrancando-se toda a planta, porém as raizes sdo
separadas do resto da planta e ambas as partes sdo processadas separadamente. Se houver
apenas demanda por folhas, realiza-se duas colheitas, a primeira aos 6 meses e a segunda aos 9
meses, apos a semeadura (PROTA, 2015). Levy et al. (1983) relataram que 0 comportamento
dos componentes da parte aérea e da producéo de ajmalicina nas raizes, em diferentes linhagens
e hibridos, indica que o periodo 6timo de colheita se d& no alongamento da vagem. Nesta fase,
o teor de ajmalicina das raizes e o peso das folhas atingiram seus maximos. Além deste
resultado, os referidos autores observaram significativas correlagdes fenotipicas e ambientais
entre os pesos da folha e da raiz. Deste modo, permite o uso duplo da planta, isto &, folhas para
a extragdo de vincristina e raizes para a producao de ajmalicina.

As doencas sdo fatores limitantes para diversas plantas de interesse econdmico, nesse
sentido é fundamental mencionar as principais doenc¢as encontradas na espécie Catharanthus
roseus [L.] G. Don. Entre as doencas fungicas associadas a espécie, pelo menos 55 fungos
foram relatados em diversos paises do mundo (FARR et al. 2015). Segundo Alves (2016), no
Brasil, ja foram encontrados os seguintes fungos patogénicos relacionados a vinca: Cercospora
sp. (mancha foliar), Colletotrichum siamensi (necrose nas hastes), Colletotrichum truncatum
(mancha foliar), Corynespora cassiicola (mancha alvo) e Lasiodiplodia theobromicola
(podridao de colo). No Distrito Federal, outros fungos foram registrados por Reis & Henrique
(2007), a saber: Phytophthora nicotianae e Rhizoctonia solani. Contudo, no banco de dados
“Fungos Relatados em Plantas no Brasil”, apenas Botryosphaeria ribis estd listado como
fitopatdgeno (EMBRAPA, 2018). Além das doencas causadas por fungos, foram encontradas
algumas viroses como: Cucumber mosaic virus (CMV) e Catharanthus mosaic virus (CatMV),
provocando sintomas de ma formacao das folhas e de mosaico (SEABRA et al. 1999; MACIEL
etal. 2011).

6.1.3. Centro de origem e de diversidade

A coordenacdo das pesquisas iniciais sobre a distribuicdo geografica das espécies
cultivadas foi desenvolvida pelo geneticista russo Nicolay Ivanovich Vavilov (1887-1943). Na
sua concepcdo, o centro de origem de uma cultura correspondia a regido geografica onde o
ancestral de uma dada espécie apresentava elevada diversidade genética e a medida que se
aproximava da periferia da distribuicdo exibia menor variabilidade. Vavilov identificou essas
regides através de expedicOes de levantamento e coleta em todo 0 mundo. Nas Gltimas décadas,
tal afirmacdo proposta por Vavilov foi contestada em relagéo & algumas espécies. Para o milho,
por exemplo, ndo houve divergéncias quanto ao centro de origem. Mesmo assim, a teoria de
Vavilov dificilmente é validada pelos autores contemporaneos, uma vez que o centro de origem
de uma espécie pode ndo coincidir com a regido em que esta manifesta maior diversidade
genetica.

Alguns autores investigaram os denominados “centros de Vavilov”, entre eles
Zhukovsky (1965), um colaborador bem proximo de Vavilov, e, posteriormente Zeven e
Zhukovsky (1975). Estes autores propuseram 12 megacentros de diversidade e, basicamente,
acrescentaram mais quatro centros aos oito ja propostos por Vavilov. Mais a frente novas
consideracdes e criticas surgiram a respeito da teoria de Vavilov.



Uma das criticas a Vavilov foi feita por Harlan (1975), que sugere em certas culturas a
existéncia dos centros de origem e em outras ndo. A partir disso, Harlan criou a teoria dos
Centros e Nao-centros, apoiada nos componentes espaco e agdo humana como 0s principais
motivadores do modelo de distribuicdo geografica das espécies cultivadas. Em funcdo da
atividade humana, ou seja, formas de uso e manejo cultural das espécies, as civilizacbes
influenciavam a dispersdo geogréafica das espécies e, portanto, para este autor, devem ser
estudadas separadamente.

Hawkes (1983), também foi um critico da teoria de Vavilov mencionando que a
agricultura ndo teria se originado de uma Unica vez, e sim, provavelmente, concomitantemente
em inumeras regides do globo terrestre, devido a necessidade do estabelecimento dos povos em
um local fixo, deixando de ser nOmades. Para tanto, Hawkes apresentou 0s seguintes conceitos:
centros nucleares e regides de grande diversidade. Centros nucleares seriam 0s locais que a
agricultura teria se originado com provas arqueoldgicas da ocorréncia dos ancestrais silvestres
das espécies, enquanto regides de grande diversidade seriam as areas nas quais a agricultura
teria se dispersado junto com o processo de migragdo do homem, tanto por selecéo consciente
guanto inconsciente. Neste Ultimo, ndo ha sinais arqueoldgicos da presenca do ancestral
silvestre da espécie.

Atualmente, a definicdo proposta por Vavilov para centro de origem foi complementada
com a inclusdo da nova expressao centro de diversidade. O centro de origem seria a regido
geografica onde o ancestral silvestre de uma cultura distribui-se em estado nativo, e
compreende-se por centro de diversidade a regido geogréfica onde se concentra um numero
elevado de espécies de um género, ou de géneros de uma familia, contrastando com sua menor
frequéncia em outras regides (SALOMAO, 2010).

O género Catharanthus é composto por oito espécies, das quais sete sdo endémicas de
Madagascar e uma, Catharanthus pusillus, é originaria da india (NEJAT et al. 2015). Sendo
assim, a espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don é considerada autoctone das indias
Ocidentais, mas foi originalmente descrita em Madagascar (ROSS, 1999). A vinca foi
introduzida em Paris em 1757 e atualmente esta presente em muitas regifes tropicais e
subtropicais. Comercialmente é cultivada na Espanha, Estados Unidos, China, Africa,
Australia, india e Sul da Europa para fins medicinais (VAN DER HEIJDEN et al. 2004; DAS
et al. 2017). O Brasil pode ser considerado como uma area geografica onde existe diversidade
morfolégica e/ou genética na espécie, sendo assim, pode-se inferir que este pais se caracteriza
como um centro de diversidade.

6.2. Diversidade genética

Define-se diversidade genética como qualquer medida quantitativa ou diferenca
genética, ao nivel de sequéncia ou frequéncia alélica, que possa ser calculada entre individuos,
populacdes ou espécies (BEAUMONT et al. 1998; MOHAMMADI & PRASANNA, 2003).
Falconer (1987) afirma que a diversidade genética se encontra na diferenga entre as frequéncias
alélicas. Em programas de melhoramento o estudo de diversidade genética é fundamental, pois
permite a definicdo de estratégias de selecdo objetivando cruzamentos mais eficientes e a
localizacdo de genes/alelos de interesse (FERREIRA, 2007). Dessa maneira, € necessario o
conhecimento minucioso da diversidade genética para obtencdo de materiais genéticos
superiores. Segundo Milach (1998), o estudo da diversidade genética pode ser baseado em
caracteres agrondmicos ou moleculares, permitindo, desta forma, a obtencdo de gendtipos
superiores.

O conhecimento da diversidade genética em uma colecdo de germoplasma é muito
valido, pois proporciona a organizagdo dos bancos evitando genotipos muito proximos ou



duplicatas. De acordo com Beuselinck & Steiner (1992), a ocorréncia de duplicatas dentro de
colecdes de germoplasma aumentam os custos e dificulta a manutencéo adequada das mesmas.

Os estudos de diversidade genética apresentam grande relevancia no melhoramento
genético de plantas, por meio da quantificacdo da variabilidade genética e, assim, na
identificacdo de gendtipos superiores. Nas cole¢des de germoplasmas a estimacdo da
diversidade genética entre acessos, contribui na identificacdo de genitores com capacidades
combinatdrias ou complementacdo alélicas favoraveis, quando o propdsito é a exploracdo da
heterose em hibridos.

Cruz e Carneiro (2003) afirmaram que a andlise da diversidade genética permite
conhecer o grau de selecdo da variabilidade genética das populacGes vegetais e subsidia a
selecdo de genitores geneticamente mais divergentes, que poderdo ser utilizados em
intercruzamentos com possibilidade de aumentar a probabilidade de recuperacdo de segregantes
superiores em geracGes avancadas. Ainda segundo estes autores, esta andlise permite a
identificacdo de genitores divergentes e adequados para se obter hibridos de maior efeito
heterdtico.

Além de promover a identificacdo de genitores divergentes e possuidores de
caracteristicas complementares, a diversidade genética é de grande importancia para estudos
relacionados a evolucdo das espécies, fornecendo informacdes a respeito dos recursos
disponiveis, bem como para auxiliar na localiza¢éo e no intercdmbio desses recursos (CASTRO
etal. 2011).

Nesse sentido, a diversidade genética pode ser utilizada de maneira eficiente, apenas se
for corretamente avaliada e quantificada. Sendo a caracterizacdo molecular de acessos
fundamental para a exploracdo do potencial das cole¢des de germoplasma, tal caracterizagéo
pode ser realizada através de marcadores moleculares. Estes podem ser baseados em enzimas
(isoenzimas e aloenzimas) e em acidos nucleicos (marcadores de DNA) (PATERSON et al.
1991b).

6.2.1 Marcadores moleculares

Ferreira e Grattapaglia (1998) definiram marcador molecular como sendo “todo e
qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de
um segmento especifico do DNA, correspondente a regides expressas ou nao do genoma”. Seu
uso tem por finalidade revelar polimorfismos e avaliar diferencas entre dois ou mais individuos
(BERED et al. 1997). Para isso, tem sido aplicado a muitas questdes biol6gicas como o
mapeamento genético, genética de populacbes, analises de diversidade e divergéncia genética
(AGARWAL et al. 2008). J& em programas de melhoramento os marcadores moleculares
podem ser empregados em uma etapa inicial, permitindo o gerenciamento da diversidade
genética dos individuos utilizados, ou mesmo em etapas posteriores, como em trabalhos de
selecdo assistida por marcadores (SAM). Nas colecdes de germoplasma os marcadores
permitem a identificagéo e caracterizacdo dos acessos, além disso sdo uma ferramenta auxiliar
no processo de selecdo e obtengdo de ganhos genéticos (SOUZA, 2015).

Os primeiros marcadores a serem utilizados foram os morfoldgicos, estes séo
determinados por fendtipo de fécil identificacdo visual, normalmente identificados por um
unico loco e geralmente apresenta herdabilidade igual a 1,0 (RAMALHO et al. 2008). Porém,
seu uso tornou-se limitado devido ao reduzido nimero de marcadores, a influéncia do ambiente
na sua expressdo, nem sempre possuem herdabilidade igual a 1,0 e séo controlados comumente
por alelos dominantes (FREITAS & BERED, 2003).

Com a técnica de PCR (reagdo da polimerase em cadeia) baseada na duplicagdo
quantitativa da molécula de DNA, por meio de sua replicagdo in vitro, surgiram novos
marcadores moleculares (MULLIS & FALOONA, 1987). Podendo ser classificados, segundo
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Milach (1998), em dois grupos, os de hibridizacdo e os de amplificagcdo do DNA. Os principais
marcadores identificados por hibridizacdo sdo RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) e Minissatélites ou I6cus VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Outros
como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat), ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions) e STS (Sequence Tagged Sites) séo revelados por
amplificagdo, via PCR (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Estes diferentes tipos
diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade ao nivel do DNA, assim
como quanto a capacidade de gerar diferencas entre individuos (polimorfismo), custo,
facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (COSTA, 2010).

Deve-se ressaltar que cada marcador apresenta caracteristicas proprias que devem ser
consideradas na tomada de decisdo de qual utilizar em uma anéalise. Os marcadores RAPD séo
0s de menor custo. Além disso, por utilizar primers de sequéncia arbitréaria, os marcadores
RAPD permitem a realizacdo de analises genéticas sem a necessidade de conhecimento prévio
do DNA da espécie a ser estudada, porém como principal limitacdo apresentam um baixo
conteddo de informacdo genética por loco (LACERDA, 2002). Os marcadores AFLP sdo
extremamente robustos com a deteccdo de altos indices de polimorfismos, revelando grande
guantidade de locos e com alta repetibilidade, possui como desvantagem a heranca dominante
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Os marcadores microssatélites, também conhecidos
como SSR (Simple Sequence Repeats), sdo de alta repetibilidade e de custo médio, no entanto
a grande limitacdo esta no seu desenvolvimento demorado e trabalhoso, devido a necessidade
de construcdo de bibliotecas genémicas e screening de milhares de clones com sondas
apropriadas (KOLLIKER, 2001). Os marcadores ISSR s&o caracterizados por ser uma técnica
simples, rapida, eficiente, possuir alta reprodutibilidade e gerar altos indices de polimorfismo
(REDDY et al. 2002). Pode-se dizer que combinam a facilidade do RAPD com a robustez dos
marcadores AFLP e SSR.

Entretanto, avancos em biologia molecular tém levado a introducdo de outros tipos de
marcadores moleculares. Dentre eles, os marcadores microssatélites génicos (SSR-EST ou
SSR’s génicos), Single Nucleotide Polymorphism (SNP) e Target Region Amplification
Polymorphism (TRAP).

A presenca de microssatélites em sequéncias codantes foi relatada por Wang et al.
(1994) analisando repeticGes de microssatélites (mononucleotidicas e tetranucleotidicas) nos
bancos de dados de sequéncias de DNA de diversas espécies vegetais. O banco de dados obtido
é o resultado do sequenciamento de vérias bibliotecas de cDNA, isto €, sequéncias de DNA
correspondentes aos genes expressos nos diversos tecidos da planta em varios estagios de
desenvolvimento (RUDD, 2003). Estas colegoes de dados de sequéncias expressas (EST’s) tém
permitido o desenvolvimento de marcadores microssatélites a partir de sequéncias repetitivas
no proprio banco de dados. Os marcadores microssatélites provenientes das EST’s sdo também
conhecidos como SSR-EST ou SSR’s génicos. Tais marcadores apresentam certas vantagens
por serem desenvolvidos a partir de regides transcritas do genoma, pois um marcador derivado
de EST que esteja associado a um carater de interesse pode ser parte do proprio gene
controlando o carater (THIEL et al. 2003). Além disso, possuem uma maior transferibilidade
entre espécies correlacionadas podendo ser usados com sucesso no mapeamento comparativo
(YU et al. 2004).

Os SNP’s (Single Nucleotide Polymorphism) sdo varia¢6es de nucleotideos ou pequenas
insercOes/delecdes nas sequéncias de bases em fragmentos homologos de DNA (COLLINS et
al. 1998). Estudos recentes tém comprovado o potencial dos SNP’s, como o marcador com
maior potencial para detec¢do de variacdo entre genomas, sendo o tipo de polimorfismo de
sequéncia de DNA mais comum entre alelos (BROOKES, 1999). Por isso e pela grande
disponibilidade de EST’s (Expressed Sequence Tags) nos bancos de dados, sdo considerados
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um dos mais importantes marcadores para 0 mapeamento genetico, geracdo de mapas de alta
resolucdo e estudos de associacao (ZHU et al. 2007). Do ponto de vista pratico, os SNP’s sao
marcadores bialélicos e codominantes, de forma que o contetdo informativo em um tnico SNP
é limitado, em comparacdo com os marcadores microssatélites (SSR) que sdo polialélicos
(GUPTA et al. 2001; ORAGUZIE et al. 2007).

No inicio dos anos 2000, Hu & Vick (2003) desenvolveram a técnica Target Region
Amplification Polymorphism (TRAP), baseada em ferramentas de bioinformatica e dados de
EST’s (Expressed Sequence Tags) para obter marcadores a partir de sequéncias alvo de genes
candidatos. Esta técnica utiliza dois primers, um de natureza fixa e outro de natureza arbitréria.
Dessa maneira, o polimorfismo é produzido a partir da combinacdo de um primer fixo,
desenhado a partir de uma sequéncia EST de interesse, e um primer aleatorio.

Nesse sentido, torna-se evidente que existem diversas técnicas consolidadas para
estimar a diversidade genética, através do uso de marcadores moleculares. Sendo assim, é
possivel avaliar as relagbes genéticas, verificar ou predizer o nivel de variabilidade e sua
distribuicdo dentro das cole¢des de germoplasma com maior seguranca, rapidez e eficiéncia.

6.2.2. Diversidade genética em Catharanthus roseus [L.] G. Don

Apesar da variacao consideravel observada na espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don
em todo o mundo, até alguns anos atras, existiam poucos estudos sobre as relacdes genébmicas
da espécie (SHAW et al. 2009). Nesta investigacdo, em uma primeira tentativa, os autores
citados anteriormente estudaram a diversidade genética entre 14 cultivares de vinca, por meio
de marcadores RAPD e ISSR. Os primers RAPD resultaram na amplificacdo de 56 bandas,
entre as quais 46 (82%) foram polimorficas. J& os primers ISSR, amplificaram 31 loci, dos
quais 17 (55%) foram polimorficos e 14 (45%) monomdrficos. No dendrograma construido
baseado nos dados de RAPD e ISSR foram obtidos dois grupos. O menor grupo inclui as
cultivares Blue Pearl e Patricia White e o maior grupo foi subdivido em dois subgrupos com
First Kiss Polka Dot isolado do restante das cultivares. Portanto, os marcadores RAPD e ISSR
foram eficientes para discriminar as 14 cultivares, constatando a relevancia destes marcadores
no estudo da diversidade genética em vinca.

Lal et al. (2011) avaliaram a diversidade genética em nove cultivares de Catharanthus
roseus [L.] G. Don, a partir de marcadores moleculares RAPD, ISSR e SSR. Utilizando vinte
primers RAPD, seis amplificaram 592 bandas, das quais 466 eram polimadrficas, caracterizando
alto polimorfismo (78,71%) entre cultivares, tal fato € semelhante aos resultados de Shaw et al.
(2009). Com os marcadores ISSR e SSR, observou-se um polimorfismo de 78,94% e 76,62%,
respectivamente. Tais resultados indicam consideravel polimorfismo entre os genoétipos
estudados.

Ibrahim et al. (2013) adotaram as mesmas caracteristicas dos trabalhos relatados acima,
isto é, caracterizacdo molecular de seis cultivares de vinca utilizando marcadores moleculares
RAPD e ISSR. Estes autores observaram para os marcadores RAPD 18 bandas polimorficas
(44%). Ja com os marcadores ISSR, obtiveram 50 fragmentos amplificados, 30 deles foram
polimorficos (60%). O dendrograma da combinagéo dos marcadores RAPD e ISSR resultou em
dois grupos. O grupo menor incluiu a cultivar Crimson red e 0s grupos maiores as cultivares:
Milky white com halo vermelho, Dark pink, Milky white, Purple e Light pink. Os indices de
similaridade e analisando-se o dendrograma para as distancias genéticas, revelaram que a maior
similaridade foi de 92% entre cultivares Crimson red e Light pink, ja para as cultivares Milky
white com halo vermelho e Dark pink, a similaridade foi zero.

Nota-se que os trabalhos descritos acima efetuam poucas inferéncias em aspectos do
melhoramento genético e conduzem enfoque maior na biologia molecular. No entanto, mais
recentemente, trabalhos com mapas de ligagdo (GUPTA et al. 2007; SHOKEEN et al. 2011,
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CHAUDHARY et al. 2011) e identificagdo e mapeamento de QTLs na vinca (SHARMA et al.
2012; CHAUDHARY et al. 2013; BARIK & SAO, 2015) fornecem importantes informac6es
para programas de melhoramento da cultura, a partir da deteccdo de regides no genoma
associadas a caracteristicas quantitativas.

6.3. Modo de reproducao

O conhecimento do modo de reproducdo de uma espécie € essencial para a condugao
adequada de programas de melhoramento e conservacdo genética, ja que os métodos aplicados
para esse fim séo diferentes e especificos, em funcdo do sistema de reproducao prevalecente e
também € essencial para a compreensdo do processo de domesticacdo (SILVA et al. 2001;
FERREIRA et al. 2004).

Segundo Brown (1990), as espécies vegetais podem ser incluidas em cinco classes de
cruzamento, predominantemente alégama, predominantemente autégama, sistema misto de
reproducdo, parcialmente autdgamas nos gametdéfitos e parcialmente apomiticas. Fryxell (1957)
classificou em quatro os sistemas reprodutivos mais frequentes nas angiospermas: alogamia,
autogamia, apomixia e sistema misto. Enquanto, Cruden (1977) propbs uma classificacdo do
provavel modo de reproducdo das espécies em: cleistogamica, autbgama obrigatéria ou
facultativa, aldgama obrigatoria ou facultativa. Para este mesmo autor, as espécies autégamas
facultativas realizam autofecundacgdo com baixa taxa de polinizagdo cruzada, ao passo que as
alégamas facultativas efetuam polinizacao cruzada com baixa taxa de autofecundacéo.

De maneira geral, nas espécies autdgamas a reproducéo ocorre, preferencialmente, por
autofecundacdes naturais, podendo, no entanto, ocorrer até 5% de cruzamentos naturais, isto €,
realizam autofecundacdo acima de 95%. Por outro lado, as espécies alégamas reproduzem-se
via cruzamentos naturais e eventualmente por autofecundac@es naturais, representam aquelas
que, preferencialmente, realizam polinizacdo cruzada acima de 95%.

Dentre as diversas variacdes fisiologicas, morfoldgicas e até genéticas, relacionadas a
reproducdo, podemos ressaltar as que comumente vém sendo relatadas para favorecer a
alogamia, entre elas destacam-se: a dicogamia, monoecia, dioicia, hercogamia e a
autoincompatibilidade.

A dicogamia é uma estratégia encontrada, geralmente em flores hermafroditas, como
sendo uma separagdo temporal na maturacdo dos 6rgaos reprodutivos, podendo se apresentar
na forma de protandria (6rgdo masculino libera os grdos de polen antes da receptividade
estigmatica), e protoginia (6rgdo feminino esta pronto antes da abertura das anteras) (WEBB &
LLOYD, 1986; BARRETT, 1998).

A monoecia é a condicdo em que as plantas produzem flores femininas e masculinas
separadas espacialmente no mesmo individuo (BARRETT, 1998). Por outro lado, a dioicia é
um polimorfismo sexual no qual as populagcdes sdo compostas de plantas femininas e
masculinas, isto é, separa completamente o0s Orgdos sexuais, apresentando individuos
masculinos, com flores estaminadas, e individuos femininos, com flores pistiladas (BAWA,
1980; BARRETT, 1998). Dessa maneira, ambos os mecanismos favorecem a polinizacéo
cruzada.

Um outro mecanismo que impede a autofecundacéo e favorece a alogamia se da através
da separacéo espacial entre as anteras e estigma, chamado de hercogamia (FETSCHER, 2001).
A hercogamia também pode se apresentar na forma de heterostilia (WEBB & LLOYD, 1986).
Esta define-se como um polimorfismo floral controlado geneticamente em que as populagdes
podem ser compostas por dois (distilia) ou trés (tristilia) tipos florais que diferem na altura de
seus estigmas e anteras (GANDERS 1979; BARRETT, 1992; BARRETT & SHORE, 2008).
Grande parte das espécies heterostilicas s@o distilicas, e apresentam individuos com flores de
estames longos e estilete curto, denominado brevistila, e outros com flores de estames curtos e
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estilete longo, chamado longistila. Além da distilia, espécies heterostilicas podem exibir
mecanismos de incompatibilidade (BARRETT, 1992).

A autoincompatibilidade é a incapacidade de uma planta fértil formar sementes quando
fertilizada pelo seu proprio poélen, ou seja, é a falta de capacidade de uma planta fértil,
hermafrodita, produzir zigotos ap0s a polinizacéo. Esse processo é dado pela presenca de uma
séria alélica no loco S altamente polimoérfico (SCHIFINO-WITTMANN & DALL’AGNOL,
2002). E um dos mecanismos mais importantes e eficientes que as espécies vegetais
hermafroditas utilizam para evitar autofecundagdes e, assim, favorecer a alogamia,
promovendo, desta forma, a manutencao da variabilidade genética (LEWIS & JONES, 1992).

Existem dois tipos principais de autoincompatibilidade: gametofitica e esporofitica. No
sistema gametofitico, a incompatibilidade é controlada por um Unico alelo S e ndo h&a nenhuma
relacdo de dominancia entre eles. Quando um grao de pélen contém um alelo S, também
presente no estigma, o desenvolvimento do tubo polinico ndo acontece. Ja no sistema
esporofitico, 0 que determinaré a ocorréncia ou ndo da incompatibilidade ndo sera o alelo que
0 gréo de pdlen carrega, mas sim os alelos presentes no tecido diploide da planta mée. Neste
sistema existe relacdo de dominancia entre os alelos S. Portanto, ndo agem de forma
independente, isto €, dependem fortemente do genitor materno (SCHIFINO-WITTMANN &
DALL’AGNOL, 2002).

Por outro lado, as plantas autdgamas desenvolveram mecanismos que favorecem a
autogamia. Entre eles destaca-se a cleistogamia, um fendmeno comum em plantas cultivadas e
homogamicas, isto &, os grdos de pdlen e o0 estigma estdo receptivos ao mesmo tempo quando
a flor ainda esta fechada (FRANKEL & GALUN, 1977).

Sendo assim, percebe-se que as plantas exibem uma grande diversidade de sistemas
reprodutivos e para compreensao, além das andlises habituais de polinizacdo controlada e
natural, também é importante a investigacdo minuciosa de aspectos como: nimero de gréos de
polen por antera, viabilidade dos grdos de pélen, desenvolvimento do tubo polinico, razédo de
grdos de pélen por 6vulo, dimensBes do ovario, determinacao do periodo de receptividade do
estigma, dentre outros (CRUDEN & MILLER-WARD, 1981). Diante disso, algumas
metodologias foram desenvolvidas com a finalidade de conhecer 0 modo de reproducéo das
espécies.

A razdo polen:ovulo (P:0), segundo Cruden (1977) é uma estimativa que sugere o
provavel modo de reproducdo das espécies. Essa metodologia é a melhor forma de predizer o
sistema reprodutivo, quando comparado a caracteristicas morfoldgicas. Além disso, é uma
ferramenta rapida e de baixo custo em relacdo as técnicas que utilizam os marcadores
moleculares ou as que necessitam de realizar cruzamentos (CRUDEN, 2000).

Cruden (1977) estudou a razdo (P:O) em 80 espécies diferentes e propds uma
classificacdo baseada na proporcdo de grdos de polen por dvulos, e assim, classificou as
espécies em cleistogamica (P:O = 2,7 - 5,4), autégama obrigatéria (P:O = 18,1 - 39,0) ou
facultativa (P:O = 31,9 - 396,0), ou alégama obrigatéria (P:O = 2.108,0 - 195.525,0) ou
facultativa (P:O = 244,7 - 2.588,0). Ap0s este estudo, chegou a seguinte conclusao: quanto mais
eficiente for a transferéncia de pdlen para o estigma, menor serd a relacdo (P:0O). Portanto,
guanto maior o grau de autogamia, a espécie terd menor razao (P:O) e espécies de polinizagdo
cruzada indicavam maiores valores de relacéo (P:O).

Diversas pesquisas validaram a relagdo (P:O) como um estimador do modo de
reproducéo de plantas (MIONE & ANDERSON, 1992; LOPEZ et al. 1999; WANG et al. 2005;
GALLONI et al. 2007; BORGES et al. 2009; MICHALSKI & DURKA, 2009). No entanto,
alguns estudos afirmaram que a relagdo (P:O) nem sempre é um bom indicador (WANG et al.
2004; CHOUTEAU et al. 2006; BREVIS et al. 2006; HOKCHED & RAMIREZ, 2008;
ETCHEVERRY et al. 2011).
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Os resultados de Garcia et al. (2014) concordam parcialmente com a classificacdo de
Cruden (1977). Estes autores estudaram a razdo (P:O) em quatro espécies de Passiflora, sendo
duas autocompativeis (P. foetida e P. suberosa) e duas autoincompativeis (P. caerulea e P.
misera) e observaram que entre as autocompativeis e as autoincompativeis a razdo P:O diferiu
significativamente. Nas autoincompativeis a relacéo (P:O) foi maior e, portanto, estd de acordo
com a teoria de Cruden (1977), pois espécies autoincompativeis tém o valor da razéo (P:0)
superior as espécies autocompativeis. Entretanto, observaram que embora a razdo (P:O) tenha
sido superior nas autoincompativeis, esse indicador classificou a P. caerulea no intervalo entre
autégama facultativa e alégama facultativa e a P. misera como alégama facultativa. Tal fato
indica que relacdo (P:O) foi mais baixa do que deveria, ja que as espécies sdo autoincompativeis
e a autofecundacgdo ndo é viavel. Faife-Cabrera et al. (2016) também obtiveram resultados que
concordam parcialmente com Cruden (1977).

Os resultados em discordancia com a classificagdo de Cruden (1977) podem ser
explicados por fatores que influenciam no resultado da relacdo (P:O). Entre eles o ambiente,
eficiéncia dos polinizadores, mecanismo de polinizagdo, interacdo polinizador-flor e
morfologia floral (CRUDEN, 2000; JURGENS & GOTTSBERGER, 2002; CHOUTEAU et al.
2006; MICHALSKI & DURKA, 2009). Ademais, Cruden (2000) discute que o estimador (P:O)
pode ser confuso, especialmente para espécies aldgamas com baixa relacédo (P:0).

Segundo Cruden (1977), a razdo (P:O) é um dos fatores a ser analisado para estimar o
sistema reprodutivo das espécies. Portanto, mais estudos devem ser executados para afirmar
que a estimativa da relacdo (P:O) reflete o real modo de reproducédo da espécie. Como € o caso
da natureza histoquimica dos graos de polen, que pode ser uma ferramenta para predizer o modo
de reproducdo das espécies. De acordo com Dafni (1992), a histoquimica dos graos de pdlen,
sejam lipidicos ou amilaceos, e o comportamento do polinizador sdo fatores que podem estar
relacionados ao modo de reproducao.

De acordo com Baker & Baker (1979), duas classes de pdlen podem ser observadas nas
Angiospermas. Uma classe possui o polen, no momento da dispersdo, chamado de starchless,
isto é, contendo pouco ou nenhum amido. Enquanto, em alguns grupos, o pélen é disperso com
muito amido no citoplasma da célula vegetativa (starchy). Segundo os referidos autores, a
distribuicdo dos tipos de reserva possui relacdo com as estratégias ecoldgicas das espécies, por
exemplo, com os tipos de polinizadores. Quando os grdos de pdlen sdo parte ou toda a
recompensa recebida pelas abelhas, a selecdo favoreceu graos de pélen sem amido (rico em
lipidio) e, quando a nutricdo de insetos ndo esta envolvida, favoreceu o polen amilaceo (Baker
& Baker, 1979).

Baker & Baker (1979) relataram que grdos de polen amiladceos ocorrem em espécies
autdgamas e alégamas, cuja polinizacdo pode ser realizada pelo vento, por lepiddpteros ou por
aves. Ao passo que, grdos de pélen do tipo lipidico é caracteristico de espécies polinizadas por
abelhas e moscas.

A emissdo e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo é mais uma metodologia que
permite inferir sobre o sistema reprodutivo das espécies. Alem disso, possibilita verificar a
eficAcia de cruzamentos entre gendtipos ou se existe autoincompatibilidade, e até mesmo
cleistogamia. Dessa maneira, esta técnica permite acompanhar processos relativos a polinizagdo
e fertilizacdo das espécies.

Todo o processo de polinizacdo e fertilizacdo consiste em vérias etapas sucessivas
iniciadas apds a chegada do grao de pdlen no estigma, sua adesdo, hidratacdo e germinagao para
desenvolver tubos polinicos (ZHENG et al. 2018). Técnicas de microscopia permitem analisar
caracteristicas associadas ao desenvolvimento dos tubos polinicos e suas taxas de crescimento,
servindo tambeém para analisar hibridac6es efetivas em programas de melhoramento genético
e, assim, analisar algumas formas de autoincompatibilidade nas espécies (KEARNS &
INOUYE, 1993; BANDEIRA et al. 2011; VIEIRA et al. 2015). A técnica de microscopia de
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fluorescéncia, utiliza o fluorocromo azul de anilina e baseia-se na coloragéo da calose localizada
na camada interior do tubo polinico, que emite luz fluorescente quando € iluminada por
radiacbes no espectro da luz azul ou do ultravioleta, permitindo a visualizagcdo de tubos
polinicos no estigma e ao longo do estilete. Isto resulta em informagdes relacionadas com a
compatibilidade de gendtipos e viabilidade do polen (FANG et al. 2009; KALINGANIRE,
2000).

Muitos autores tém utilizado esta metodologia para acompanhar o desenvolvimento dos
tubos polinicos, apds polinizacdo, para averiguar 0 sucesso ou ndao do cruzamento entre
genotipos (GAO et al. 2015; VIEIRA et al. 2015; MARTINS et al. 2015) ou para verificar se
existe autoincompatibilidade na espécie de estudo (TANGMITCHAROEN & OWENS, 1997;
PRIMO & MACHADO, 2009; MILATOVIC et al. 2018; HERRERA et al. 2018). Também é
possivel observar a ocorréncia de cleistogamia por meio do uso da microscopia de fluorescéncia
(PHILBRICK et al. 2006; DAMASCENO JUNIOR et al. 2009).

Além das ferramentas descritas acima, estudos sobre a viabilidade polinica também
podem estimar o potencial reprodutivo de uma espécie. Estes estudos podem ser utilizados no
monitoramento dos grdos de pélen armazenados, com a finalidade de garantir a fecundacao no
cruzamento entre gendtipos de locais distantes ou com floragdo em diferentes épocas
(DANNER et al. 2011). Portanto, no melhoramento genético sdo fundamentais, pois permitem
direcionamento e confiabilidade nos cruzamentos efetuados e, assim, aumentar a eficiéncia na
obtencdo de hibridos, bem como auxiliar na identificacdo de gametas masculinos com potencial
para o0 uso em programas de hibridacdo (KRISHNAKUMAR et al. 1992).

A avaliacdo da viabilidade polinica é o primeiro passo no conhecimento das chances
que o grdo de polen tem para se desenvolver no estigma da flor, sendo uma fase essencial para
que a fertilizacdo ocorra (DAFNI, 1992). Sendo assim, existe uma gama de metodologias
utilizadas para estimar a viabilidade do gréo de pdlen (OLIVEIRA et al. 2001). De acordo com
Galetta (1983), a viabilidade polinica pode ser estimada através de quatro principais métodos:
métodos colorimétricos, germinacdo in vitro, germinacdo in vivo e porcentagem de frutificacao
efetiva.

O uso dos métodos colorimétricos para estimar a viabilidade polinica é o método mais
rapido, facil e, geralmente, o mais utilizado pelos pesquisadores. Estes métodos sdo bastante
usados para uma avaliacdo rapida, pois 0s corantes reagem muito facilmente com constituintes
celulares presentes nos graos de pélen (PAGLIARINI & POZZOBON, 2005). Contudo, para
alguns autores, esta metodologia ndo é adequada para estimar a viabilidade polinica (HESLOP-
HARRISON & HESLOP-HARRISON, 1970; GALLETTA, 1983; RODRIGUEZ-RIANO &
DAFNI, 2000). Diversos corantes como solucdo de lugol, método de reacdo fluorocromatica
(Fluorochromatic Reaction - FCR), solucéo tripla de Alexander e corantes vitais como o sal de
tetrazolio podem ser adotados (DAMASCENO JUNIOR et al. 2008).

Corantes como lugol (I2KI) e Sudan 1V podem ser utilizados em estudos de viabilidade
polinica (HUANG et al. 2004, MUNHOZ et al. 2008). De acordo com Johansen (1940), graos
de polen preto ou pdrpura sdo positivos para amido, quando reagem com I2KI. Ao passo que,
grdos de pélen com coloracdo vermelha indicam a presenca de lipideos, quando reagem
positivamente para Sudan IV (VAISSIERE, 1991). Todavia, estes testes baseiam-se apenas na
deteccdo de amido e lipideos, que podem estar presentes tanto em gréos de po6len viaveis como
nos inviaveis (RODRIGUEZ-RIANO & DAFNI, 2000).

O método de reacdo fluorocromatica, também conhecido como teste do FCR, por meio
da aplicacdo do corante diacetato de fluoresceina, esta intimamente associado a integridade da
membrana do grao de pélen, que participara do desenvolvimento do tubo polinico. Os graos de
polen pouco fluorescentes e sem fluorescéncia séo considerados invidveis e 0s graos de polen
fluorescentes sdo tidos como viaveis (HESLOP-HARRISON & SHIVANNA, 1984). Segundo
Damasceno Junior et al. (2008), o metodo FCR é o mais indicado para estimar a viabilidade, a
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germinacdo e a capacidade de fertilizacdo, em relagdo a outros corantes, em virtude da alta
correlagdo com o potencial de germinacdo de grdos de pélen maduros, refletindo assim uma
situacdo real in vivo. Este método tem como desvantagem a utilizacdo de fluorocromos e, dessa
maneira, é indispensavel microscopios equipados com fluorescéncia (DAFNI, 1992).

O método de Alexander (1969) é realizado com uma solugdo tripla, constituida por
verde malaquita, fucsina &cida e orange G. O primeiro tem afinidade pela celulose presente na
parede celular, corando-a de verde, enquanto o protoplasma € corado pela fucsina &cida e o
orange G é um intensificador. Desta forma, os gréos de pdlen inviaveis por ndo apresentarem
protoplasma, coram-se de verde.

O teste colorimétrico com 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) é fundamentado na
atividade de enzimas desidrogenases relacionadas com a atividade respiratoria de tecidos vivos
(COOK & STANLEY, 1960). A medida que o TTC reage com o hidrogénio oriundo da
respiracdo celular os graos de polen sdo corados de vermelho (HOEKSTRA & BRUINSMA,
1975). A coloracdo vermelha é resultado da reducdo da solucdo salina de 2,3,5- cloreto de
trifeniltetrazolio, por meio das enzimas ativas nos tecidos vivos. Dessa maneira, a cor vermelha
sugere graos de polens viaveis, enquanto tecidos mortos apresentam-se sem cor.

Embora os testes colorimétricos sejam métodos simples e rapidos, ndo proporcionam
informacdes acerca da capacidade germinativa dos gréos de polen. Tal fato, pode ser alcancado
através de testes de germinagdo in vitro. Este método utiliza meios de cultura que possibilitam
as condicdes necessarias para que os graos de polen desenvolvam seus tubos polinicos. Tais
condicBes variam entre as espécies e sao influenciadas por fatores como os componentes do
meio de cultura, a temperatura e o tempo de incubacdo (STANLEY & LINSKENS, 1974;
TAYLOR & HEPLER, 1997).

Os grdos de pdlen das angiospermas necessitam de alguma fonte de carbono, de boro e
de outros nutrientes para o seu desenvolvimento (MIRANDA & CLEMENT, 1990; FRANZON
et al. 2005). A sacarose, fonte de carbono, promove o equilibrio osmético entre os grdos de
polen e 0 meio de germinacado, assim como viabiliza o desenvolvimento dos tubos polinicos
(STANLEY & LINSKENS, 1974; NUNES et al. 2001). Por sua vez, o boro aumenta a
eficiéncia da sacarose no desenvolvimento dos grdos de polen e dos tubos polinicos
(ALMEIDA et al. 1987). Além disso, forma um complexo ioniz&vel com o aglcar denominado
acucar-borato, que reage mais rapidamente com as membranas celulares (ASKIN et al. 1990;
FRANZON et al. 2005).

Pelo fato de simular as condicdes do estigma e estilo, a germinacéo in vitro € a técnica
mais utilizada para estimar a viabilidade polinica (KEARNS & INOUVE, 1993;
MARCELLAN & CAMADRO, 1996). Ademais, a sua rapidez, eficiéncia, e a possibilidade de
apresentar alta correlagdo com a pegamento de frutos e sementes também contribuem para ser
um dos métodos mais utilizados (DAFNI & FIRMAGE, 2000). Enquanto, os métodos in vivo
e a porcentagem de frutificacdo efetiva sé@o procedimentos demorados e trabalhosos, dessa
maneira outros métodos sdo comumente empregados (KARAKAYA, 2011).

Além de estimar a viabilidade dos grdos de polen, avaliar a receptividade do estigma é
essencial para auxiliar o melhoramento genético e o desenvolvimento de hibridacGes
controladas. De acordo com Dafni (1992), a receptividade do estigma pode ser investigada para
identificar a melhor idade da flor para realizar polinizacao artificial e aumentar a eficiéncia da
polinizacdo. Para isso, é necessario que os graos de polen sejam transferidos para o estigma
receptivo, isto é, que o estigma permita o desenvolvimento dos grdos de pdélen viaveis e
compativeis (DAFNI & FIRMAGE, 2000; Y1 et al. 2006).

A superficie estigmatica e seus componentes tém um papel importante nos processos de
adesdo do polen, hidratacdo, germinacdo e desenvolvimento do tubo polinico no estigma
(CRISPIM et al. 2017). Os estigmas geralmente sdo classificados em dois grupos: estigmas
umidos, que s&o cobertos com celulas superficiais, que muitas vezes se lisam para liberar uma
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secrecdo superficial viscosa contendo proteinas, lipidios, polissacarideos e pigmentos. Os
estigmas secos sdo aqueles em que as células superficiais sdo intactas e sdo cobertas por uma
parede celular primaria, uma cuticula cerosa e uma pelicula proteica (EDLUND et al. 2004).

A receptividade do estigma esta relacionada a atividade de enzimas como peroxidase,
esterase e desidrogenase (HESLOP-HESLOP-HARRISON & SHIVANNA, 1977; DAFNI &
MAUES, 1998). A observacio da atividade dessas enzimas pode ser usada para caracterizar a
receptividade do estigma (DAFNI, 1992; KEARNS & INOUYE, 1993). No entanto, 0 método
usado para avaliar a receptividade estigmatica pode variar de acordo com a espécie e deve
considerar o desenvolvimento do grdo de poélen no estigma (STONE et al. 1995). O tempo de
receptividade pode variar de minutos a alguns dias (DAFNI, 1992; HESLOP-HARRISON,
1992; SHIVANNA, 2003). Segundo Shivanna (2003), detalhes da receptividade do estigma
foram estudados em apenas um numero limitado de espécies.

Grande parte das metodologias mencionadas acima foram utilizadas por Damasceno
Junior et al. (2009). Estes autores, com base na natureza histoquimica dos grdos de polen,
receptividade do estigma, teste de germinacdo in vivo dos grdos de p6len e na razdo polen:6vulo,
concluiram gue os genotipos hermafroditas de maméo analisados foram cleistogamos e 0 modo
preferencial de reprodugdo foi classificado como autégamo facultativo. Concluiu-se também
que os grdos de pdlen do mamédo foram de natureza lipidica. Os resultados obtidos sdo
fundamentais para os programas de melhoramento genético do mamao.

Dessa maneira, fica evidenciado que o conhecimento dos mecanismos reprodutivos das
espécies é primordial. Visto que, a aplicacdo correta dos métodos de melhoramento depende do
estudo do modo de reproducéo preferencial.

6.3.1. Modo de reproducdo em Catharanthus roseus [L.] G. Don

O conhecimento dos mecanismos de poliniza¢cdo, modo de reproducdo, presenca ou
auséncia de autoincompatibilidade sdo pré-requisitos essenciais para a compreensdo do
comportamento reprodutivo de Catharanthus roseus [L.] G. Don. A informacgédo sobre esses
aspectos é necessaria para o desenvolvimento de técnicas de hibridacdo e para a escolha e
execucao dos métodos de melhoramento da cultura.

O modo de reproducdo da espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don é marcado por
algumas divergéncias, dessa forma podem ocorrer diferentes afirmacdes quanto ao seu sistema
reprodutivo. Alguns autores, como Knuth (1909) e Boke (1949) afirmaram que a vinca realiza
autofecundacgdo. Mais a frente, tal fato também foi corroborado por Levy et al. (1983) e Milo
et al. (1985). No entanto, Nejat et al. (2015) declararam que se trata de uma espécie alégama e
que a polinizacgdo ocorre a partir de insetos, especialmente, borboletas e mariposas, adaptadas
a estrutura floral da vinca. Além disso, alguns trabalhos mencionam a existéncia de separacédo
fisica entre 0 estigma e as anteras, fendmeno conhecido como hercogamia (KULKARNI et al.
2001; SREEVALLL, et al. 2000). Uma outra justificativa encontrada na literatura diz respeito a
uma mucilagem presente na porcdo superior do estigma da vinca e, portanto, essa regiao
absorve os graos de polen. Sendo assim, esse processo evita a autopolinizacdo, uma vez que a
porcgéo receptiva se localiza apenas na base do estigma (KULKARNI et al. 2004).

Kulkarni et al. (2005) observaram que o estigma em trés variedades de vinca estava
receptivo antes e depois da abertura da floral. Nestes genotipos, o estigma foi receptivo 1 dia
antes da antese e até 2 dias apds a antese. Contudo, Bhattacharya & Mandal (2003) relataram
gue o periodo de receptividade maximo ocorre no segundo dia apds a antese. Sreevalli (2002)
observou que a maior receptividade ocorreu entre 06:00 e 10:00 horas e entre 15:00 e 17:00
horas.

Alguns genotipos que realizam autofecundagéo ja foram observados na vinca. Nestes
casos, a autopolinizacdo ocorreu apos a antese devido ao alongamento continuo do ovario ou
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do estilete, superando a separacao espacial do estigma e das anteras (KULKARNI et al. 2004).
Miyajima et al. (2004) investigaram a polinizacdo em duas cultivares de vinca, Parasol e Cooler
Peppermint, com o objetivo de melhorar a producdo comercial de sementes. Os autores citados
anteriormente concluiram que as flores dessas cultivares foram cleistdgamas.

Nejat et al. (2015) afirmaram que a vinca € uma espécie Unica por causa de sua
autocompatibilidade, ao contrario da maioria das outras espécies da familia. No entanto, existe
autoincompatibilidade envolvendo a hibridagdo interespecifica natural, sendo muito comum em
Madagascar (CHAUDHARY, 2011; PROTA, 2015).

Em vista disso, revela-se que a vinca exibe uma grande diversidade de mecanismos
reprodutivos, sendo necessario uma investigacdo criteriosa e minuciosa dos diferentes aspectos
relacionados ao sistema reprodutivo da espécie. Ainda ndo se sabe de maneira conclusiva se a
espécie é alogama ou autdgama. Assim sendo, tal fato precisa ser estudado.

6.4. Aspectos gerais do melhoramento genético de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don)

Apesar da expressiva importancia medicinal da espécie Catharanthus roseus [L.] G.
Don como fonte de alcaloides antineoplasicos, estudos sobre melhoramento e aspectos
genéticos dessa espécie eram poucos e esporadicos até o final da década de 1990 (KULKARNI
et al. 2016).

No primeiro estudo de melhoramento genético em Catharanthus roseus [L.] G. Don,
Levy et al. (1983) avaliaram os componentes de rendimento da parte aérea e o conteudo de
ajmalicina das raizes em trés linhagens endogamicas, com diferentes cores de flores, e nos seus
hibridos. Nesta pesquisa, observaram 29 e 24% de heterose significativa e positiva para peso
seco de folhas e raizes por planta, respectivamente, no hibrido F; envolvendo as linhagens
parentais (corola rosa x corola branca com halo vermelho). Porém, nenhuma heterose foi obtida
para o conteudo de ajmalicina nas raizes. Diante destes resultados, concluiram que a auséncia
de heterose para o teor de ajmalicina nas raizes ndo favoreceu o desenvolvimento de cultivares
hibridas de vinca.

A estimativa do teor de alcaloides, em vinca, pode ser demorada e, assim, limita o
nimero de plantas que podem ser avaliadas no programa de melhoramento. Sendo assim,
qualquer caracteristica com alta herdabilidade e com alta correlagdio com o contetdo de
alcaloides é util para a triagem preliminar dos principios ativos de interesse, tal como para a
sele¢do indireta dessa importante caracteristica (KULKARNI et al. 2016).

Sharma et al. (2012) avaliaram 197 linhagens endogamicas ao longo de dois anos com
0 objetivo de caracterizar a variabilidade de sete caracteristicas de biomassa e vinte e trés
caracteristicas do conteddo de alcaloides e de rendimento. No que se refere ao contetdo total
de alcaloides nas folhas e raizes foram encontradas baixas herdabilidades (5 e 13%,
respectivamente). No entanto, Dwivedi et al. (1999) ja encontraram altas herdabilidades no
sentido amplo para o rendimento foliar e para os contetdos totais de alcaloides, vindolina,
catarantina, vincristina e vimblastina, indicando que as diferencas entre os gendtipos analisados
sdo especialmente devidas a causas genéticas. Chaudhary et al. (2013) observaram altas
herdabilidades para o teor de vindolina, catarantina, vimblastina, vincristina, ajmalicina e
serpentina nas folhas. O mesmo se repetiu para o contetdo dos referidos alcaloides nas raizes,
exceto para ajmalicina. Altas herdabilidades também foram relatadas para o conteddo de
vindolina, catarantina, vincristina mais vimblastina nas folhas e catarantina e serpentina nas
raizes (BARIK & SAO, 2015).

Levy et al. (1983) constataram que 0s pesos das raizes, brotos e folhas foram
positivamente e significativamente correlacionados, mas nenhuma correlagéo significativa foi
encontrada entre o contetido de ajmalicina e 0 peso das partes vegetativas. Chaudhary et al.
(2013) relataram através da analise de correlacdo que o acumulo dos alcaloides (vindolina,
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catarantina, vimblastina, vincristina, ajmalicina e serpentina) nas folhas foi independente do
das raizes e vice-versa. No entanto, Sharma et al. (2012) observaram que a producéo de folhas
e raizes, producdo foliar e producdo de alcaloides nas folhas, producdo de raizes e produgéo de
alcaloides radiculares correlacionaram-se de maneira positiva. Isso indica que a melhora
concomitante desses pares de caracteres pode ser possivel através da sele¢do. Os referidos
autores tambeém verificaram que o teor de alcaloides foliares totais correlacionou-se
positivamente com os contetudos de catarantina, vindolina e percentual de vimblastina mais
vincristina nas folhas sugerindo que a selecao de alcaloides totais nas folhas deve ser efetiva na
melhora dos teores de catarantina, vindolina e percentual de vimblastina mais vincristina nas
folhas.

Mishra et al. (2001) encontraram altas correlacBes para area foliar e produgéo de folhas
com a producdo de alcaloides foliares e entre a producdo de raizes e o rendimento de alcaloides
radiculares. Neste estudo, outras correlagcGes também foram observadas como aquelas entre o
numero de folhas e o rendimento de vimblastina foliar, concentracdo de alcaloides nas raizes e
concentragédo de vimblastina foliar e rendimento de vincristina e vimblastina. Estas correlages
parecem favoraveis para a melhoria da producéo de alcaloides em Catharanthus roseus [L.] G.
Don.

Saadedin et al. (2018) avaliaram a producao de alcaloides e seus precursores nas folhas
de doze cultivares de Catharanthus roseus [L.] G. Don. A producéo de vincristina, vimblastina
e seus precursores, vindolina e catarantina, ndo se relacionaram com a cor das flores das
cultivares. Este resultado concorda com Magnotta et al. (2006), onde nenhuma relacéo foi
obtida entre a cor das flores e os teores de vindolina e catarantina em 50 cultivares de vinca.
Sevestre-Rigouzzo et al. (1993) encontraram altos teores de vindolina nas folhas e serpentina
nas raizes, independentemente da cor da flor. Entretanto, Idrees et al. (2010) e Bhutkar & Bhise,
(2011) afirmaram que as folhas de plantas com flor rosa apresentaram maior contetdo de
alcaloides em relacdo as flores brancas.

Em importante estudo no inicio dos anos 2000, Mishra et al. (2001) avaliaram 53
caracteres de crescimento, desenvolvimento, morfoldgicos e rendimento de alcaloides em duas
estacdes em 32 gen6tipos, oriundos de diferentes regies da india e de mais outros trés paises
proximos. Foram observadas grandes diferencas entre os genétipos para 6 caracteristicas
morfologicas e 14 agrondmicas, as quais mostraram-se altamente significativas. Estas variaces
foram de 3, 80 e 15 vezes entre 0s valores mais baixos e mais altos para o rendimento de matéria
seca de foliar, contetdo de vimblastina e vincristina nas folhas, respectivamente. O genétipo
Crc-31 apresentou teor de vincristina 74 vezes maior e vimblastina 12 vezes maior do que 0s
respectivos valores mais baixos entre todos os acessos. Além do referido acesso, 0s autores
recomendaram os genétipos Crc-1, Crc-10 e Crc-21 para a obtencdo de altos rendimentos de
vincristina e vimblastina.

O género Catharanthus apresenta oito espécies, entre elas Catharanthus roseus [L.] G.
Don, dessa maneira a exploracdo de hibridos interespecificos pode ser uma forma de
melhoramento genético da cultura para producdo de alcaloides. A hibridagéo natural entre as
espécies Catharanthus longifolius (Pichon) Pichon e Catharanthus roseus [L.] G. Don ja foi
observada em Madagascar. No entanto, Catharanthus roseus [L.] G. Don como genitor
feminino ndo conseguiu produzir frutos, sendo assim ndo foram observadas introgressdes de
Catharanthus longifolius (Pichon) Pichon para Catharanthus roseus [L.] G. Don. Ja na
utilizacdo de Catharanthus longifolius (Pichon) Pichon como genitor feminino, os cruzamentos
foram bem-sucedidos com alta producdo de sementes e boa capacidade germinativa no Fi
(SEVESTRE-RIGOUZZO et al. 1993). A avaliacdo dos hibridos interespecificos verificou
heterose significativa para os teores de ajmalicina, catarantina e serpentina nas folhas e nas
raizes e para o conteudo de vindolina nas folhas. Além disso, os hibridos também apresentaram
maiores rendimentos de raizes e folhas com relacéo aos parentais.
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Ao longo dos anos, estudos gendmicos estruturais, especialmente mapas de ligagéo,
sustentaram os programas de melhoramento de plantas em varias culturas, pois fornecem uma
base para a clonagem baseada em mapas e a selecdo assistida por marcadores (TANKSLEY et
al. 1989). O primeiro mapa genético de ligacdo de Catharanthus roseus [L.] G. Don foi
construido por Gupta et al. (2007). Neste estudo, o mapa de ligacdo foi construido a partir de
uma populacgéo F> de 144 plantas obtida do cruzamento entre Pink Delhi x gsr8. O mapa foi
composto de 125 marcadores moleculares (79 RAPD, 7 ISSR, 2 EST-SSR e 37 outros
marcadores de DNA baseados em PCR) e seis morfolégicos (pigmentacdo do caule,
pigmentacdo e forma da Iamina foliar, tamanho do peciolo das folhas e da vagem e cor da
pétala) e abrangeu 1132 cM do genoma em dois grandes (GL1 e GL2) e 12 pequenos grupos
de ligacdo (GL3 a GL14), totalizando 14 grupos de ligagdo. Observou-se ligacdo entre os
marcadores morfoldgicos relacionados com o tamanho do peciolo das folhas e a forma da
lamina foliar no GL1 e a pigmentacédo do caule, peciolo e das folhas e o tamanho da vagem no
GLS.

O segundo mapa de ligacdo genético foi desenvolvido por meio de 423 marcadores
moleculares codominantes (314 STMS, 64 GTMs e 45 STMS) em uma populacao F, composta
por 111 individuos através do cruzamento entre dois genétipos contrastantes (CrN1 x CrN82)
(SHOKEEN et al. 2011). Um total de 114 marcadores foram mapeados em oito grupos de
ligacdo que abrangeram uma regido de 632,7 cM do genoma com uma distancia média entre
marcadores de 5,55 cM. Este foi o primeiro relato do desenvolvimento em larga escala de
marcadores STMS e GTMs em Catharanthus roseus (L.) G. Don. Ademais, é a primeira vez
gue um mapa de ligacao foi baseado apenas em marcadores codominantes.

Outro mapa de ligacdo foi construido para a vinca por Chaudhary et al. (2011), onde a
populacdo de mapeamento consistiu em 191 linhagens endogamicas recombinantes na geracao
F..7, desenvolvida a partir do cruzamento entre a linhagem mutante (gsr-8) e a cultivar Delhi
Pink. O mutante gsr-8 foi redesignado como |li para a caracteristica morfoldgica de
inflorescéncia sem folhas. Nesta pesquisa, objetivou-se 0 mapeamento do loco inflorescéncia
sem folhas (lIi). O loco Ili foi localizado em um intervalo de 3,9 cM no meio do grupo de ligagédo
4 (GL4). Verificou-se também que os genotipos lli sdo agronomicamente superiores, uma vez
que a inflorescéncia é densamente povoada com flores abertas a cada dia em relacdo a
inflorescéncia das plantas LLI. Além disso, o mapa de ligacdo abrangeu 1790,4 cM do genoma
com 8 GLs e a distancia entre os marcadores foi de 10,3 cM.

A identificacdo e mapeamento de QTLs € uma poderosa abordagem genética para
identificar genes e/ou alelos favoraveis de caracteristicas de interesse com marcadores de DNA
e, assim, é possivel introgredir os alelos desejaveis associados aos QTLs ao germoplasma
medicinal por meio da selecéo assistida por marcadores (MAS) (LORZ & WENZEL, 2005). O
primeiro estudo de QTL em Catharanthus roseus (L.) G. Don foi desenvolvido por Sharma et
al. (2012). Estes autores utilizaram uma populacdo de 197 linhagens endogamicas
recombinantes as quais foram avaliadas quanto a sete caracteristicas de biomassa e 23
caracteristicas de conteldo de alcaloides e de rendimento. As referidas linhagens foram
genotipadas por meio de 178 marcadores de DNA que formaram um mapa genético com oito
grupos de ligacdo (GL), medindo 1786,5 cM, com uma distancia média de 10,0 cM entre os
marcadores. A aplicacdo da analise de marcador Gnico, mapeamento de intervalo simples e
mapeamento de intervalo composto identificou um total de 20 QTLsS, 11 em relacdo aos teores
de alcaloides nos seguintes orgédos da planta: folhas (qTAL), caules (qTAS) e raizes (QTAR), sete
para indices de colheita (qHIL, qHIS e qHIR) e dois para toda a caracteristica de biomassa
vegetal (QTDW). Os QTLs identificados foram associados a cinco dos oito GLs.

Chaudhary et al. (2013) também identificaram 20 QTLSs, sendo cinco para concentragao
de catarantina nas folhas, quatro para as concentrac¢@es de vindolina nas folhas, quatro para as
concentragOes de catarantina e serpentina nas raizes, dois para ajmailicina nas raizes e 1 para
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vimblastina mais vincristina nas folhas, situadas em quatro grupos de liga¢do (GL1, GL3, GL4
e GL6). O gendtipo D54, neste estudo, apresentou altas concentracdes de vindolina (VL),
vimblastina (VBL) e catarantina (CL) nas folhas e de catarantina nas raizes (CR). Além disso,
a genotipagem mostrou que o genotipo D54 foi positivo para 13 dos 14 alelos de QTLs
detectados como favoraveis para as caracteristicas CL, VL, VBL e CR. O acesso D54 possuia
9 dos 14 marcadores de DNA identificados mais proximos a qCL2-qCL4, qVL2-qVL4, qVBL1,
gqCR2, qCR4, 4 identificados proximos a qVL1, qCR1 e qCR3 e ndo possuia 0s marcadores
identificados proximos a qCL1. O gendtipo citado anteriormente exemplificou as possibilidades
de executar selecdo assistida por marcadores (MAS) para genotipos com caracteristicas
melhoradas de VL, CL e CR. Portanto, os referidos autores demonstraram a viabilidade da
selecdo assistida por marcadores para caracteristicas associadas ao rendimento de alcaloides
pela primeira vez na vinca.

Provavelmente o estudo mais recente de QTLs em Catharanthus roseus (L.) G. Don foi
executado por Barik & Sao (2015). Estes autores observaram no mapa genético a identificacédo
de 20 QTLs, isto &, cinco para o teor de catarantina nas folhas, quatro para o teor de vindolina
nas folhas, um para o teor de vimblastina mais vincristina nas folhas. Ja nas raizes, quatro para
0 teor de catarantina e serpentina e dois para o teor de ajmailicina. Os QTLs foram detectados
apenas em 4 dos 8 GLs. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos por Chaudhary et al.
(2013).

Diante do exposto, nota-se que existem poderosas abordagens no melhoramento
genético de Catharanthus roseus (L.) G. Don. Dentre elas, a localizacdo de genes e/ou alelos
promissores com marcadores de DNA por meio da identificacdo e mapeamento de QTLSs.

7. MATERIAL E METODOS

7.1. Localizacdo da pesquisa e condicBes edafoclimaticas

O presente trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo no campo experimental do
Departamento de Solos (DSOLOS), do Instituto de Agronomia (1A) da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), no municipio de Seropédica — RJ (22°45' S; 43° 41' W)
(RAMOS et al. 1973), regido metropolitana do Estado do Rio de Janeiro. Os dados climaticos
do Municipio de Seropédica — RJ no periodo de realizacdo desta pesquisa sao apresentados na
Figura 1 (INMET, 2019).
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Figura 1. Dados climéaticos do Municipio de Seropédica — RJ entre outubro de 2017 a margo
de 2019. Fonte: INMET/SIPA/UFRRJ.

7.2. Colecéo de germoplasma e condicdes experimentais

O estudo do modo de reproducdo preferencial e a analise da diversidade genética foram
realizados a partir de gendtipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don pertencentes a colecao de
germoplasma de vinca do Departamento de Fitotecnia (DFITO), do Instituto de Agronomia
(IA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Atualmente, esta colecdo conta
com 55 gendtipos (Anexo B). Tais genotipos foram adquiridos e coletados em 6 diferentes
procedéncias (Petrépolis - RJ, Cabo Frio - RJ, Seropédica - RJ, Valenca - RJ, Volta Redonda -
RJ e Holambra - SP), no estado biolégico de mudas (Figura 2).

germoplasma do Departamento de Fitotecnia (DFITO), do Instituto de Agronomia (I1A) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). A) Gen6tipo UFRRJ VINOOS5,
adquirido em Petrdpolis — RJ. B) Gendtipo UFRRJ VINO048, adquirido em Holambra — SP. C)
Gendtipo UFRRJ VIN002, coletado em Volta Redonda — RJ. D) Genétipo UFRRJ VINOO6,
coletado em Cabo Frio — RJ. E) Genotipo UFRRJ VINO019, coletado em Valenca — RJ. F)
Genotipo UFRRJ VIN003, coletado em Seropédica — RJ.

As mudas foram transferidas para o campo experimental em outubro de 2017, onde
foram plantadas em vasos de 8 litros, de acordo com a procedéncia, contendo substrato na
proporcdo de 1:1:1 (areia, terra e esterco bovino curtido). Cada procedéncia possui um nimero
distinto de genotipos (Tabela 1). Sendo, cada planta tratada como um acesso.

Tabela 1. Colecdo de germoplasma de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ e respectiva diagramacédo dos acessos,
identificados com o nimero de entrada ou incorporacdo na colecéo.

035 040 010 013 016 X X X X X

045 046 047 048 049 051 006 011 021 033
050 019 002 022 027 038 041 042 043 044
018 020 023 026 030 031 032 036 037 039
052 053 054 055 001 028 034 003 012 015
004 005 007 008 009 014 017 024 025 029

Casa de Vegetacdo
Legenda: Petropolis — RJ, Cabo Frio — RJ, Seropédica — RJ,
Valenca — RJ, Volta Redonda — RJ, Holambra — SP.
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Ap0s a implementacgéo da colecdo de germoplasma, analisou-se 0s gen6tipos quanto ao
vigor, sanidade e producdo expressiva de flores. Dessa maneira, foram selecionados o0s
seguintes gendtipos: UFRRJ VIN004, UFRRJ VIN005, UFRRJ VIN007, UFRRJ VINO0O0S,
UFRRJ VIN009, UFRRJ VINO14, UFRRJ VIN029, UFRRJ VINO37, UFRRJ VINO50 e
UFRRJ VINO55, totalizando 10 acessos (Figura 3).

Figura 3. Dez gendtipos pertencentes a colegdo de germoplasma de vinca (Catharanthus roseus
[L.] G. Don) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ. A) UFRRJ VINO004.
B) UFRRJ VINOO5. C) UFRRJ VINO0O7. D) UFRRJ VINO0O08. E) UFRRJ VINO009. F) UFRRJ
VINO014. G) UFRRJ VIN029. H) UFRRJ VINO037. I) UFRRJ VINO050. J) UFRRJ VINO55.

Os dez gendtipos tiveram seus dados de passaporte preenchidos, conforme
recomendacdo do Bioversity International (2007). Os genoétipos foram devidamente
identificados com um ndmero de acesso, por meio de placas fixadas nos vasos. Cada nimero
de acesso representou um nome de acesso, caracterizado por “UFRRJ VIN” seguido do nimero
de entrada ou incorporacgdo dele nas dependéncias da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro - UFRRJ (Tabela 2). Esse processo também foi executado nos demais genotipos que
compdem a colecgdo de germoplasma (Anexo A).

Além dos dados de passaporte preenchidos, os genotipos UFRRJ VIN004, UFRRJ
VINO05, UFRRJ VINO07, UFRRJ VIN008, UFRRJ VIN009, UFRRJ VINO14, UFRRJ
VIN029, UFRRJ VINO037, UFRRJ VINO50 e UFRRJ VINO55 também foram registrados no
Herbério do Instituto de Botanica (UFRRJ, Brasil) com os respectivos cddigos: RBR 46264,
RBR 46263, RBR 46262, RBR 46261, RBR 46260, RBR 46259, RBR 46258, RBR 46257,
RBR 46256 e RBR 46255. Estes podem ser acessados eletronicamente
(http://rbr.jbrj.gov.br/v2/consulta.php).

Os dados aqui apresentados foram coletados entre outubro de 2017 e marco de 2019.
Neste periodo, as analises relativas ao modo de reproducdo preferencial e da diversidade
genotipica foram executadas no Laboratorio de Citogenética e Biologia Molecular de Plantas
(LCBMP) do DFITO/IA/UFRRJ (Figura 4).
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Figura 4. Laboratério de Citogenética e Biologia Molecular de Plantas (LCBMP) do
Departamento de Fitotecnia (DFITO), do Instituto de Agronomia (I1A) da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).
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Tabela 2. Dados de passaporte dos gendtipos de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) utilizados no estudo do modo de reproducéo preferencial
e na analise da diversidade genotipica.

NUmero ) N Data de Latitude do Longitude do Altitude Estado  Armazenamento
de Género Espécie Nome de acesso local de local de dolocal | . -
acesso coleta coleta coleta de coleta biologico  de germoplasma
112005 Catharanthus Cat:‘gsr:‘l?sthus UFRRJ VINOO4 30/09/2017 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34m  Muda A campo
112006 Catharanthus Cat:‘gsr:l?sthus UFRRJ VINOOS 30/09/2017 22°2334.1"S 43°07'51.9"W 68321m  Muda A campo
112008 Catharanthus Cat:‘gsr:l?sthus UFRRJ VINOO7 30/09/2017 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34m  Muda A campo
112009 Catharanthus Cat:‘gsr:l?sthus UFRRJ VINOO8 30/09/2017 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34m  Muda A campo
112010 Catharanthus Cat:‘gsr:l?sthus UFRRJVINOO9 30/09/2017 22°2334.1"S 43°07'51.9"W 68321m  Muda A campo
112015 Catharanthus Ca“r‘gsr:l:‘;hus UFRRJVINO14 30/09/2017 22°2344.7"S 43°08'10.7"W 679,39m  Muda A campo
112030 Catharanthus Ca“r]ssr:l:‘;hus UFRRJVINO29 30/09/2017 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34m  Muda A campo
112049 Catharanthus Ca“r]ssr:l:‘;hus UFRRJVINO37 19/09/2017 22°46'09"S ~ 43°41'38"W  22,00m  Muda A campo
112086 Catharanthus Ca“r]ssr:l:‘;hus UFFRJVINOSO 09/11/2017 22°45'35"S  43°41'48"W  38,8lm  Muda A campo
111794 Catharanthus CAMaranthus —eppsv/INOS5 30/00/2017 22°2204.1"S 43°0729.7°W 639,97m  Muda A campo

roSeus
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7.3. Relagéo polen:6vulo (P:O)

Com base na relacéo (P:O) os genotipos foram classificados, conforme Cruden (1977).
Esta metodologia classifica a espécie em cleistogamica (P:O = 2,7 - 5,4), autdgama obrigatéria
(P:O = 18,1 — 39,0), autogama facultativa (P:O = 31,9 — 396,0), alégama facultativa (P:O =
244,7 — 2.588,0), al6gama obrigatéria (P:O = 2.108,0 — 195.525,0) (Tabela 3).

Tabela 3. Raz&o entre o0 nimero de gréos de pdlen e o nimero de 6vulos (relagdo P:0), como
um indicativo do modo de reproducao preferencial (Cruden, 1977).

Modo de Reproducéo Relacéo P:O
Cleistogamia 2,7-54
Autégama obrigatdria 18,1-39,0
Autégama facultativa 31,9 - 396,0
Alogama facultativa 2447 - 2.588,0
Albgama obrigatoria 2.108,0 - 195.525,0

Para tal, botdes florais foram colhidos (Figura 5A), fixados em etanol 70% e
armazenados em geladeira a temperatura de 4°C até o momento de uso. A estimacdo do numero
de gréos de pdlen foi realizada, conforme Dafni (1992). Para isso, em estereomiscroscopio (Bel
Photonics, Itdlia) (Figura 5B), todas as anteras (cinco) foram excisadas (Figura 5C) e
transferidas para um tubo Eppendorf contendo 0,5 mL de uma solugdo composta de 0,36 mL
de solucdo de etanol 70%; 0,06 mL de solucdo de 0,5% de azul de metileno e 0,08 mL de
detergente Tween 80 P.S. (Figura 5D). O tubo Eppendorf foi agitado em vortex (Vixar
VM3000, Brasil), durante 60 segundos a 2000 rpm (Figura 5E). Em seguida, 1 microlitro (1
mL) da solucdo contendo grdos de pélen foi depositada em uma lamina (Figura 5F), e montado
0 conjunto lamina/laminula para observacdo em microscopio 6tico (Olympus BX43, USA)
(Figura 5G).

Foram utilizados 5 botdes florais (repeticbes) por gendtipo. Para cada botdo floral
preparou-se 10 laminas. Nestas laminas foram contados os grdos de polen (Figura 5H), que
foram multiplicados por 500 (fator de diluicdo), conforme Damasceno Junior et al. (2009).
Dessa maneira, estimou-se a média do nimero de gréos de pélen por botédo floral (NGPB) e por
antera (NGPA) de cada gendtipo.
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Figura 5. Relacdo polen:6vulo (P:O). A) Botdo floral (flor fechada) coletado. B)
Estereomiscroscopio (Bel Photonics, Italia). C) Cinco anteras excisadas. D) Tubo Eppendorf
contendo 0,5 mL de uma solu¢do composta de 0,36 mL de solucdo de etanol 70%; 0,06 mL de
solucdo de 0,5% de azul de metileno e 0,08 mL de detergente Tween 80 P.S. E) Vortex (Vixar
VM3000, Brasil). F) 1 microlitro (1 mL) da solucdo contendo grdos de pélen depositada em
uma lamina. G) Microscopio 6tico (Olympus BX43, USA). H) Graos de pdlen em uma lamina
para a contagem.

O numero de 6vulos foi obtido a partir do ovério dissecado dos mesmos botGes florais
de onde as anteras foram excisadas (Figura 6A). Para tanto, em estereomiscroscopio (Bel
Photonics, Italia) (Figura 6B), os ovarios foram excisados longitudinalmente em uma gota de
solucéo de 0,5% de azul de metileno (um corante basico, que se liga a moléculas carregadas
negativamente) para facilitar a observacdo durante a contagem dos 6vulos (Figura 6C e 6D).
Apbs isso, 0s Gvulos foram retirados e distribuidos em uma lamina (Figura 6E). Cada lamina
correspondeu a um botéo floral, sendo assim a média do nimero de 6vulos por botdo floral
(NOB) por gendtipo foi estimada.

Em seguida, a relacdo (P:O) foi obtida a partir da média de todos os botdes do NGPB
dividido pela média de todos os botées do NOB, por gendtipo. A determinacdo do modo de
reproducdo foi baseada na divisdo do numero de grdos de pdlen pelo numero de 6vulos,
conforme Cruden (1977).

As analises estatisticas foram realizadas no Programa R (R Development Core Team,
2011), onde as médias do numero de grdos de pdlen por botdo floral (NGPB), do nimero de
grdos de pdlen por antera (NGPA) e do nimero de 6vulos por botdo floral (NOB) foram
comparadas por meio do teste t-Student.
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Figura 6. Relagdo polen:dvulo (P:0). A) Mesmo botéo floral (flor fechada) de onde as anteras
foram excisadas. B) Estereomiscroscopio (Bel Photonics, Italia). C) Ovérios. D) Ovério
excisado longitudinalmente em uma gota de solucio de 0,5% de azul de metileno. E) Ovulos
distribuidos em uma lamina para a contagem.

7.4. Histoquimica de graos de polen

Dez botdes florais, proximos a antese, por genétipo, foram colhidos (Figura 7A), fixados
em solucdo de etanol 70% e conservados no refrigerador a 4°C até o momento de uso. Os botdes
florais (repeti¢fes) foram dissecados sob estereomicroscopio (Bel Photonics, Italia) (Figura
7B). Em seguida, duas anteras por botdo floral por genétipo foram excisadas em uma lamina
(Figura 7C) e, assim, obteve-se os grdos de polen (Figura 7D). Apods isso, adicionou-se aos
grdos de polen uma gota de solugdo de iodeto de potassio (I2KI) (Figura 7E) (JOHANSEN,
1940). Graos de poélen preto ou purpura sdo positivos para amido, quando reagem com I2KI.
Outras duas anteras do mesmo botéo floral foram excisadas e adicionou-se aos graos de polen
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uma gota de solucdo de Sudan IV (Figura 7F) (VAISSIERE, 1991). Grios de pélen com
coloracdo vermelha indica a presenca de lipideo, quando reagem positivamente para Sudan IV.

Foram preparadas dez laminas por gendtipo, as quais foram observadas em microscépio
otico (Olympus BX43, USA) (Figura 7G). Em cada lamina foram analisados 250 grédos de
polen, totalizando 2500 grdos de pdlen por gendtipo por metodologia de coloracdo. A partir da
coloracdo obtida, computou-se a porcentagem media de grdos de polen amilaceos e lipidicos
por genotipo.

No Programa R (R Development Core Team, 2011) executou-se o teste t-Student para
comparagao das porcentagens médias entre os genotipos analisados.

Figura 7. Histoquimica de gréos de pélen. A) Botédo floral, proximo a antese, coletado. B)
estereomicroscopio (Bel Photonics, Italia). C) Duas anteras excisadas em uma lamina. D) Graos
de pélen. E) Gréos de pdlen em uma gota de solugdo de iodeto de potassio (I2KI). F) Gréos de
po6len em uma gota de solucdo de Sudan 1V. G) Microscopio 6tico (Olympus BX43, USA).

7.5. Emissao e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo

Nesta andlise realizou-se a coleta de botdes florais e flores na antese. Em cada genétipo,
10 botdes florais (flores fechadas) e 10 flores na antese (protegidas por sacolas de papel) foram
analisados quanto a ocorréncia de cleistogamia e autopolinizagdo natural, respectivamente. No
que se refere a autopolinizacao artificial também foram analisados outros 10 bot6es florais, por
genotipo. As autofecundacdes artificiais foram efetuadas, conforme a Figura 8.
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Figura 8. Autopolinizagdo artificial. A) Botdo floral (flor fechada) submetido a autopolinizagédo
artificial. B) Corte longitudinal na corola do botdo floral realizado com agulha de uma seringa
para exposi¢do do estigma. C) Corte longitudinal (seta) na corola do botdo floral, em detalhe.
D) Exposicdo do estigma que serd autopolinizado (seta). E) Estigma que sera autopolinizado
em detalhe (seta). F) Por meio do corte realizado anteriormente, as anteras foram acessadas com
o0 auxilio de um pincel para retirada dos grédos de pdlen. G) Os graos de pélen aderidos ao pincel
foram transferidos para o estigma, efetuando-se a autopolinizacdo (seta). H) Graos de pélen
aderidos a superficie do estigma ap6s autopolinizacdo, em detalhe. 1) Identificacdo do botdo
floral autofecundado com uma linha de cor vermelha. J) Botdo floral autofecundado protegido
por sacola de papel.

Os referidos botdes florais e flores na antese coletadas (Figura 9A e 9B), foram fixadas
imediatamente em FAA (formalina a 37%, &cido acético e etanol a 30%, na proporcdo de
5:5:90) por no minimo 24 horas até 0 momento de uso. Apos as 24 horas foram enxaguados em
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agua destilada. Dos botdes florais e flores na antese, apds disseca¢do em estereomicroscopio
(Bel Photonics, Italia) (Figura 9C), somente os pistilos (Figura 9D) foram imersos em hidroxido
de sédio 8N por 12 horas. O excesso de hidroxido de sédio foi removido em &gua destilada,
para depois os pistilos serem imersos em fluorocromo azul de anilina a 0,1% por 4 horas (Figura
9E) (DAFNI, 1992). Cada pistilo foi esmagado entre o conjunto ldamina/laminula (Figura 9F) e
observados em microscopio 6ptico (Olympus BX43, USA) (Figura 9G), com filtros de
excitacdo de 370 nm e de emissao de 509 nm para deteccao de tubos polinicos.

Para cada botéo floral e para cada flor na antese (repeti¢cdes) preparou-se uma lamina.
Analisadas as laminas, computou-se o percentual do nimero de botdes florais (BF) e flores na
antese (FA) por gendtipo, que apresentaram pelo menos um feixe de tubos polinicos no estigma
(TPE), estilo (TPS) e ovario (TPO) de todos os pistilos analisados. Esta analise dara suporte
para a existéncia ou ndo da cleistogamia em botdes florais, assim como da
autoincompatibilidade nos bot6es florais submetidos & autofecundacéo artificial.

Figura 9. Emissao e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo. A) Botao floral (flor fechada)
coletado. B) Flor na antese (protegida por sacola de papel) coletada. C) Estereomicroscépio
(Bel Photonics, Italia). D) Pistilo (estigma, estilo e ovario). E) Fluorocromo azul de anilina a
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0,1%. F) Pistilos esmagados entre o conjunto lamina/laminula. G) Microscépio Optico
(Olympus BX43, USA).

7.6. Viabilidade polinica

Para avaliar a viabilidade dos gréos de polen utilizou-se a solugdo tripla de Alexander
(ALEXANDER, 1969). Tal solucéo ¢ constituida por verde malaquita, fucsina acida e orange
G. O primeiro tem afinidade pela celulose presente na parede celular, corando-a de verde,
enquanto a fucsina &cida cora o protoplasma de vermelho/purpura e o orange G é um
intensificador.

Nesta analise dez botdes florais por genoétipo (Figura 10A), foram fixados em etanol
70%, em frascos previamente identificados, e conservados a 4°C até o momento de uso. Os
botBes florais mencionados anteriormente foram dissecados em estereomicroscépio (Bel
Photonics, Italia) (Figura 10B) para retirada das cinco anteras. Estas foram hidratadas em agua
destilada por 1 hora (Figura 10C). Em seguida, as anteras, de cada botéo floral, foram excisadas
e, assim, obteve-se os grdos de polen (Figura 10D). Aos mesmos adicionou-se uma gota da
solucdo tripla de Alexander (Figura 10E). Prosseguindo, o excesso de corante e debris foram
retirados da Iamina. Apos cinco minutos, o conjunto ldmina/laminula foi montado e observado
em microscopio éptico (Olympus BX43, USA) (Figura 10F).

Foram preparadas dez laminas por genotipo e em cada lamina analisou-se 500 gréos de
polen. Conforme Alexander (1969), grdos de pdélen com a coloracdo vermelho/purpura foram
considerados viaveis e graos de pdlen corados de verde/azul foram considerados inviaveis.
Visto que, o grédo de pdlen inviavel cora-se desta forma por ndo apresentar protoplasma. A partir
da coloracdo obtida, computou-se a porcentagem média de graos de p6len viaveis (% GPV) por
gendtipo. No Programa R (R Development Core Team, 2011) executou-se o teste t-Student para
comparacao das referidas porcentagens médias entre os gendtipos analisados. Deve-se ressaltar
que todos os botdes florais utilizados nesta metodologia também foram usados na metodologia
abaixo citada, “Receptividade do estigma”.
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Figura 10. Viabilidade polinica. A) Botdo floral (flor fechada) coletado. B) Estereomicroscopio
(Bel Photonics, Italia). C) Cinco anteras hidratadas em agua destilada. D) Graos de p6len em
uma lamina. E) Gréos de pdlen em uma gota da solucao tripla de Alexander. F) Microscépio
optico (Olympus BX43, USA).

7.7. Receptividade do estigma

Nesta analise duas situacdes foram utilizadas: uma com botdes florais (flores fechadas)
e outra com flores na antese (Figura 11A e 11B). Em ambas as situagdes utilizou-se um controle
para comparar a coloracdo dos estigmas apds imersdo na solucdo de acetato de alfa-naftil, com
a dos estigmas ndo submetidos a esta solucdo (controle). Foram analisados, quanto a
receptividade, estigmas de 10 flores na antese e de 10 flores fechadas, por genétipo (Figura 11C
e 11D).

A receptividade foi analisada emergindo os estigmas na solucao de acetato de alfa-naftil
(Figura 11E), por 5 minutos (PEARSE, 1953). Os estigmas foram observados sob um
estereomicroscopio (Bel Photonics, Italia) (Figura 11F). Sendo classificados como receptivos
0s estigmas que apresentaram coloracdo escura, o que indica a atividade da enzima esterase
(Figura 11G) (DAFNI, 1992).

32



Cabe ressaltar que antes de submeter os estigmas a solucdo de acetato de alfa-naftil,
estes eram previamente observados em estereomicroscopio (Bel Photonics, Italia). Isto foi
realizado para evitar que algum dano no tecido vegetal pudesse levar a um falso resultado.

Figura 11. Receptividade do estigma. A) Botéo floral (flor fechada) coletado. B) Flor na antese
coletada. C) Estigma de flor na antese. D) Estigma de botéo floral (flor fechada). E) Solucéo de
acetato de alfa-naftil. F) Estereomicroscopio (Bel Photonics, Italia). G) Estigma receptivo com
coloracdo escura.

7.8. Diversidade Genética
7.8.1. Genotipagem

Para a genotipagem utilizou-se os mesmos 10 gendtipos de vinca (Catharanthus roseus
[L.] G. Don) que compdem o estudo do modo de reprodugéo preferencial.

7.8.2. Coleta e extracéo de DNA gendmico

No inicio da manha foram coletadas folhas jovens dos referidos geno6tipos. Estas folhas
foram envolvidas em papel aluminio, identificadas e colocadas em caixas de isopor contendo
gelo em escama. Logo em seguida, foram levadas para o Laboratério de Citogenética e Biologia
molecular de Plantas (LCBMP) do Departamento de Fitotecnia (DFITO), do Instituto de
Agronomia (IA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), para o inicio da
extracdo do DNA gendmico. O protocolo de extracdo adotado foi o CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) proposto por Doyle e Doyle (1990), com algumas
modificacdes.

Uma vez no laboratério foram macerados cerca de 100 mg de tecido vegetal em
nitrogénio liquido, até formar um po fino gelado. Este pd foi transferido para tubos Eppendorf
de 2 mL, previamente identificados. Aos tubos Eppendorf, contendo as amostras, foram
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adicionados 850 ul de tampdo de extracdo, pré-aquecido a 65°C e incubado em banho-maria a
65°C por quarenta minutos e agitados suavemente a cada dez minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas em microcentrifuga (Hettich MIKRO 120, Alemanha) a 14.000 rpm por
cinco minutos. Apos esse processo, o sobrenadante foi transferido para novos tubos de 1,5 mL,
onde adicionou-se 800 ul de cloroférmio: alcool isoamilico (CIA/24:1). Estes tubos foram
suavemente invertidos por aproximadamente 10 minutos. A fase aquosa superior foi transferida
para novos tubos de 1,5 mL e em cada tubo foram adicionados 400 ul de isopropanol gelado,
seguido da inversdo suave e seu armazenamento em freezer a - 20°C, por duas horas e meia.

Os tubos com a solucdo incubada foram retirados do freezer e centrifugados por 10
minutos a 14.000 rpm, apds isso o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado trés
vezes. Sendo uma vez com 200 ul de etanol 95% e duas vezes com 200 pl de etanol 70%. Apds
o0 descarte do ultimo sobrenadante o material no tubo foi seco em temperatura ambiente, sobre
papel toalha, até que o etanol evapore.

Os precipitados foram ressuspendidos em 200 ul de TE [1 mL de Tris-HCI (1 M/pH
8,0), 0,2 mL de EDTA (0,5 M/pH 8,0)] contendo RNAse e incubados em banho-maria a 37°C
por 30 minutos. Posteriormente, acrescentou-se ao material 20 pl de NaCl (Sm/L) e 150 pl de
isopropanol gelado. Feito isso, os tubos foram armazenados em freezer a -4°C por um periodo
over night.

No dia seguinte procedeu-se uma nova centrifugacdo por 10 minutos a 14.000 rpm e
repetiu-se o processo de lavagem com etanol e secagem do precipitado, conforme descrito
anteriormente. Por fim, os precipitados foram ressuspendidos em 200 ul de TE [1 mL de Tris-
HCI (1 M/pH 8,0), 0,2 mL de EDTA (0,5 M/pH 8,0)], com o auxilio de um vértex (Vixar
VM3000, Brasil) e armazenados em tubos de 1,5 mL e acondicionados em freezer. Assim,
finalizou-se o processo de extragdo do DNA gendmico.

7.8.3. Quantificacdo do DNA gendmico

A integridade do DNA foi observada por eletroforese em gel de agarose a 2%, onde
utilizou-se 5 pl de DNA e 2 pul de uma solucdo de gel red e blue juice. As concentragdes de
DNA nas amostras foram estimadas em espectrofotdmetro (Thermo Scientific Nanodrop 2000,
EUA). Em seguida, o0 DNA foi diluido para a concentracdo de 5ng.uL™! para as reacdes de
polimerase em cadeia (PCR).

7.8.4. Selecéo de primers ISSR

Foi realizado um screening com 38 primers do tipo ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) dos quais 15 apresentaram polimorfismo. As sequéncias e temperaturas de anelamento
encontram-se descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Relagdo de primers do tipo ISSR utilizados com respectivas temperaturas de
anelamento (TA).

Sequéncia 5’ - 3’ TA (°C)
(GAA)AA 52°C
(GTG)sGC 52°C

(GACA)4 50°C
C(GA), 50°C
(AC)sT 50°C

(GATA)2(GACA): 48°C

(GGAT)3:GA 48°C
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(GA)YT 47°C
(AG)sC 45°C
(GAG)sGC 45°C
(CT)sG 44°C
(GA)CC 42°C
(CT)sAC 40°C
(CT)sTG 40°C
(AC)sYG 40°C

Legenda: Y =Cou T.

7.8.5. Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR)

As reacdes de amplificacdo foram realizadas conforme Williams et al. (1990), com
algumas modificacGes. As concentracdes adotadas para um volume final de reacdo de 13 pl de
solugéo foram: 1,5 pl de solucdo de DNTPs; 1,5 ul de solugdo tampao 20x para PCR; 0,5ul de
Cloreto de Magnésio; 0,12 ul da enzima Tag DNA Polimerase, 6,38 pl de agua ultra-pura, 2 pl
de DNA (5ng.ul™) e 1 pl de primer.

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler Pro,
Alemanha), conduzidas da seguinte maneira: um minuto a 94°C para a desnaturacdo inicial,
seguida de 40 ciclos, um composto por um minuto a 94°C, 40-52°C por um minuto (dependendo
do primer ISSR utilizado) e trés minutos a 72°C. Por fim, a extensdo final por sete minutos a
72°C.

7.8.6. Fotodocumentacéo e obtencdo da matriz binaria

Os produtos das reacdes de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2% e visualizados ap6s coloracdo com gel red e blue juice. Os produtos amplificados foram
fotodocumentados por meio do equipamento Bio-imaging System, MiniBis 16mm, Israel, e as
imagens, de alta resolucdo, foram capturadas no programa GelCapture. Os perfis ISSR foram
obtidos pela presenca ou auséncia de bandas de alta intensidade.

Todos os géis obtidos foram avaliados manualmente, e as bandas polimoérficas foram
caracterizadas como presenca (valor 1) ou auséncia (valor 0). Somente as bandas com alta
fluorescéncia foram consideradas. Apds analise das bandas foi obtida a matriz binaria, a qual
foi submetida a analise estatistica.

7.8.7. Andlises estatisticas da diversidade

Formada a matriz de dados binarios, a matriz de distancia genética foi calculada
utilizando o indice de dissimilaridade de Jaccard (1908). A analise de agrupamento foi realizada
usando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Groups Method with Arithmetic Mean)
(SOKAL & MICHENER, 1958). Para estimar o nimero 6timo de grupos no dendrograma foi
utilizada a tecnica de Kelley et al. (1996) (Kelley-Gardner-Sutcliffe penalty function). A
consisténcia do padrdo de agrupamento foi verificada através do grau de ajuste entre a
representacdo grafica da matriz de distancia original (matriz fenética) e a matriz de
agrupamento obtida (matriz cofenética), por meio do coeficiente de correlacdo cofenética
(SOKAL & ROHLF, 1962), utilizando o Teste de Mantel com 1000 permutagdes (MANTEL,
1967).
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Todas as analises estatisticas descritas acima foram realizadas no Programa R, versao
1.7.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

8. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da estatistica descritiva com os valores minimos, maximos, medios,
desvio padréo e coeficiente de variagdo do numero de gréos de polen por botéo floral (NGPB),
numero de gréos polen por antera (NGPA), numero de 6vulos por botéo floral (NOB) e relacéo
polen:ovulo (P:0O) sdo apresentados na Tabela 5.

As médias do NGPB, NGPA, NOB e relagéo (P:O) foram de 11.049,00; 2.209,80; 34,78
e 329,6755, respectivamente. A média da razdo (P:O) definiu o modo de reproducdo
preferencial como autégamo facultativo/alégamo facultativo (modo de reproducdo misto),
conforme Cruden (1977). Verificou-se que o valor maximo e minimo para NGPB foi de
13.050,00 e 6.650,00, nesta ordem. O NGPA apresentou valor maximo de 2.610,00 e minimo
de 1.330,00. O valor méximo para o NOB foi de 48,00 e minimo de 22,00. Para a relagéo (P:0),
o0s valores maximo e minimo foram de 500,00 e 176,1905, respectivamente.

Entre as varidveis NGPB, NGPA, NOB e relacdo (P:0), observou-se 0s seguintes
coeficientes de variacdo (CV): 12,45711; 12,45711; 18,95036 e 23,44561%, respectivamente
(Tabela 5). Pode-se observar que a relacdo (P:O) apresentou alta variabilidade, apontada por
seu coeficiente de variacdo (CV) acima de 20%. Isso pode ter ocorrido porque para estimar
esta razdo estdo envolvidas duas variaveis distintas, ou seja, NGPB e NOB. Essa relacdo pode
ter elevado o valor do CV.

Tabela 5. Tabela descritiva do nimero de graos de pdlen por botéo floral (NGPB), numero de
grdos pdlen por antera (NGPA), nimero de évulos por botédo floral (NOB) e relagdo polen:6vulo
(P:O) em dez genotipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don.

Variaveis Minimo Maximo Média Desvio padrao  CV (%)
NGPB 6.650,00 13.050,00  11.049,00 1.376,386 12,45711
NGPA 1.330,00 2.610,00 2.209,80 275,2772 12,45711
NOB 22,00 48,00 34,78 6,590934 18,95036

P:O 176,1905 500,00 329,6755 77,29445 23,44561

CV (%) = Coeficiente de variacdo; NGPB = numero de graos de polen por botédo floral; NGPA = nimero
de grédos pdlen por antera; NOB = numero de évulos por botdo floral; P:O = relacdo polen:6vulo.

Os valores médios e o teste t-Student ao nivel de 5% de probabilidade das variaveis
NGPB, NGPA e NOB estdo presentes na Tabela 6.

Os gendtipos de maiores médias para 0 NGPB e NGPA foram: UFRRJ VIN005, UFRRJ
VINOO7, UFRRJ VINO037 e UFRRJ VINO50. O teste t (p >0,05) mostrou que ndo houve
diferenga significativa entre os acessos anteriormente citados. O genétipo UFRRJ VINOO4
obteve as menores médias para 0 NGPB e NGPA. Estas médias diferem estatisticamente
(p<0,05) de todos 0s acessos.

Para 0 NOB o0s acessos com as maiores médias foram os seguintes: UFRRJ VINO0O4,
UFRRJ VINO009, UFRRJ VIN029 e UFRRJ VINO037. J4 as menores médias foram observadas
nos gendtipos: UFRRJ VIN0O5, UFRRJ VINOO7 e UFRRJ VINO55.

36



Tabela 6. Média do numero de gréos de p6len por botdo floral (NGPB), numero de gréos pdlen
por antera (NGPA) e numero de évulos por botdo floral (NOB) referente a avaliacdo de dez
genotipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don.

Gendtipos NGPB NGPA NOB
UFRRJ VIN004 8.150d 1.630d 36,60ab
UFRRJ VIN0O05 12.250a 2.450a 31,60bcd
UFRRJ VINO007 11.680ab 2.336ab 26,80bcd
UFRRJ VINOOS 11.030bc 2.206bc 34,00bc
UFRRJ VIN009 10.730c 2.146bc 41,80a
UFRRJ VIN014 10.090c 2.018hc 33,20bc
UFRRJ VIN029 10.920bc 2.184bc 38,20a
UFRRJ VINO37 12.290a 2.458a 41,60a
UFRRJ VINO50 12.290a 2.458a 36,00bc
UFRRJ VINO55 11.060bc 2.212bc 28,00bcd

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente
entre si, de acordo com o teste t-Student, a=0,05 de significancia.

Os resultados da relacéo (P:O) indicaram que oito (UFRRJ VINO0O5, UFRRJ VINOQOS,
UFRRJ VIN009, UFRRJ VINO14, UFRRJ VIN029, UFRRJ VINO037, UFRRJ VINO50 e
UFRRJ VINO055), dos 10 genoétipos, apresentaram, simultaneamente, autogamia facultativa e
alogamia facultativa (modo de reproducédo misto). Porém, dois genétipos apresentaram somente
um modo de reproducéo, alégamo facultativo, no UFRRJ VIN0O07, e autogamo facultativo no
UFRRJ VIN0O4 (Tabela 7).

A razdo (P:O) reflete a probabilidade dos grdos de pdlen atingirem o estigma. Uma
transferéncia de graos de polen mais eficiente resultarda em uma menor relacdo (P:O). Assim,
plantas autgamas devem ter uma relacdo (P:O) menor que as plantas de polinizacdo cruzada
(CRUDEN, 1977). Isto foi observado no genétipo UFRRJ VINO0O04, classificado como
autégamo facultativo (Tabela 7).

Miyajima et al. (2004) estudaram a polinizacéo da vinca nos gendtipos Parasol e Cooler
Peppermint, com o objetivo de melhorar a produgdo comercial de sementes. Estes autores
utilizaram a classificacdo sugerida por Cruden (1977) e observaram razdo (P:0) de 80-150.
Dessa maneira, tais genotipos foram classificados como autégamos facultativos, assim como o
gendtipo UFRRJ VINOO4.

Diante do exposto, observou-se predominancia do modo de reproducdo preferencial
misto nos genotipos de vinca analisados. No entanto, os geno6tipos UFRRJ VIN004 e UFRRJ
VINOOQ7 apresentaram tendéncia para a autogamia e alogamia, respectivamente. Tal fato indica
diversidade no que se refere ao sistema reprodutivo dos genotipos estudados, pois podem
realizar autofecundagdo bem como polinizacéo cruzada.

Tabela 7. Relacéo polen:ovulo (P:O) e modo de reproducao preferencial de dez gendtipos de
Catharanthus roseus [L.] G. Don, segundo a metodologia de Cruden (1977).

Genotipos P:O Modo de Reproducéo Preferencial
UFRRJ VINO004 222,67 Autdgama facultativa
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UFRRJ VIN0O5 387,66 Autdgama facultativa/Al6gama facultativa
UFRRJ VINOOQ7 435,82 Albgama facultativa

UFRRJ VIN0O08 324,41 Autdgama facultativa/Alogama facultativa
UFRRJ VINO09 256,70 Autogama facultativa/Alogama facultativa
UFRRJ VINO14 303,91 Autogama facultativa/Aldgama facultativa
UFRRJ VIN029 285,86 Autogama facultativa/Aldgama facultativa
UFRRJ VINO037 295,43 Autogama facultativa/Aldgama facultativa
UFRRJ VINO050 341,38 Autdgama facultativa/Alogama facultativa
UFRRJ VIN055 395,00 Autdgama facultativa/Alogama facultativa

Os grdos de pélen analisados reagiram, na sua totalidade, negativamente quando na
presenca de Sudan IV (Figura 12A), e positivos a solucdo de iodeto de potassio (12K1) (Figura
12B). Portanto, a natureza histoquimica dos gréos de polen foi amilacea em todos os genotipos
analisados. Como todos os graos de pdlen (100%) reagiram positivamente a solucdo de 12K,
ndo foi necessario realizar o teste t-Student para comparacao das porcentagens médias de gréos
de pdlen amilaceos entre os genoétipos estudados.

Baker & Baker (1979) relataram que grdos de polen do tipo amildceo ocorrem em
espécies autbgamas e aldégamas, cuja polinizacdo pode ser realizada pelo vento, por lepidopteros
ou por aves. Tal fato, refor¢ca 0 modo de reproducéo preferencial misto observado na Tabela 7.

Vaérias espécies, como Solanum pennellii, Solanum lycopersicoides e Solanum sitiens
(GARCIA, 2007), Hedychium spicatum e Hedychium spicatum var. Acuminatum (WANG et
al. 2004) também apresentaram graos de polen do tipo amilaceo.
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Figura 12. Natureza histoquimica dos graos de polen de Catharanthus roseus [L.] G. Don. A)
Gréos de polen corados com Sudan 1V ndo mostrando reacdo. B) Gréos de pdlen corados com
I.KT com reagdo positiva. Escala = 80pm.

A partir do percentual de botdes florais e flores na antese com tubos polinicos no
estigma, estilo e ovario foi possivel observar tendéncias quanto ao modo de reproducéo
preferencial nos genotipos analisados (Tabela 8).

Os gendtipos UFRRJ VIN004, UFRRJ VINO009, UFRRJ VINO14, UFRRJ VIN029 e
UFRRJ VINO037 tenderam a autofecundacdo natural, reforcada pela cleistogamia. Visto que,
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em 70,00, 20,00, 20,00, 30,00 e 10,00% dos botdes florais apresentaram tubos polinicos no
estigma, respectivamente. Portanto, pode-se inferir que a cleistogamia ocorreu em 50% dos
genotipos estudados. Nestes, apenas em UFRRJ VINO14, UFRRJ VINO029 e UFRRJ VINO37
verificou-se, em botdes florais, a presenca de tubos polinicos no estigma chegando até o estilo
(Figura 13A, 13B e 13C). Foi constatado a auséncia de tubos polinicos no ovéario de botdes
florais de todos os genotipos (Figura 13D).

Os acessos UFRRJ VIN005, UFRRJ VINO50 e UFRRJ VIN055 foram os unicos em
que a autofecundacdo natural ocorreu somente em flores na antese. Cabe ressaltar que nos
gendtipos UFRRJ VINO04 e UFRRJ VINO029 o percentual de autofecundacéo entre o botéo
floral e flor na antese se manteve. O primeiro, em flores na antese, apresentou tubos polinicos
entendendo-se desde o estigma, estilo até o ovério (Figura 14A, 14B, 14C e 14D), sendo o Unico
gendtipo com tal comportamento em flores na antese. Embora tenha sido observado a presenca
de autofecundacdo natural em botdes fechados e flores na antese (protegidas), estes
apresentaram percentuais pequenos de autogamia na maioria dos genotipos (Tabela 8). Na
verdade, 0s gendtipos tenderam a taxas de polinizacdo aberta maiores que as de autofecundacéo,
exceto para UFRRJ VIN004, UFRRJ VIN005 e UFRRJ VINO055. Dessa forma, em 70% dos
genotipos analisados as taxas gerais de polinizacdo dependeram mais da polinizacdo cruzada
do que da autofecundacdo. Especialmente nos genétipos UFRRJ VINOO7 e UFRRJ VINOQO0S,
uma vez que o percentual de botdes florais e flores na antese com tubos polinicos no estigma
foi de 0,00%. Sendo assim, tais gendtipos exibem uma forte tendéncia a polinizacdo cruzada.

Diante do exposto, pode-se inferir que a cleistogamia ocorreu em 50% dos acessos
estudados, com destaque para 0 UFRRJ VIN004, onde 70,00% dos botdes florais analisados
apresentaram tubos polinicos no estigma. Porém, as taxas de polinizacdo aberta, de modo geral,
foram maiores que as de autofecundacdo. Sendo assim, existem genotipos com tendéncia a
autofecundagdo bem como para a polinizacdo cruzada, o que sugere diversidade quanto as
estratégias reprodutivas nos genotipos analisados.
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Tabela 8. Porcentagem do numero de botdes florais (BF) e flores na antese (FA), para verificacdo de cleistogamia e autofecundacéo natural, com
grdos de polen no estigma (GPE), tubos polinicos no estigma (TPE), tubos polinicos no estilo (TPS) e tubos polinicos no ovario (TPO) em dez

genotipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don.

Gendtipos GPE TPE TPS

BF (%) FA ) BF (%) FA ) BF (%) FA () BF (%) FA ()
UFRRJ VINOO4 70,00 70,00 70,00 70,00 0,00 30,00 0,00 20,00
UFRRJ VINOO5 0,00 60,00 0,00 60,00 0,00 40,00 0,00 0,00
UFRRJ VINOO7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
UFRRJ VINOO8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
UFRRJ VINOO09 20,00 40,00 20,00 40,00 0,00 0,00 0,00 0,00
UFRRJ VINO14 20,00 30,00 20,00 30,00 20,00 30,00 0,00 0,00
UFRRJ VINO029 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00 0,00 0,00 0,00
UFRRJ VINO37 10,00 30,00 10,00 30,00 10,00 0,00 0,00 0,00
UFRRJ VINO50 0,00 40,00 0,00 40,00 0,00 0,00 0,00 0,00
UFRRJ VINO55 0,00 80,00 0,00 80,00 0,00 40,00 0,00 0,00
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Nos botoes florais submetidos a autopolinizacao artificial, observou-se tubos polinicos
no estigma, estilo e ovario em todos os genotipos analisados (Tabela 9). Portanto, a polinizacéo
cruzada n&o foi reforcada por nenhum sistema autoincompativel. De acordo com Nejat et al.
(2015), a vinca é autocompativel ao contrario da maioria das outras espécies da familia.

Os gendtipos UFRRJ VIN005, UFRRJ VINO009, UFRRJ VINO014, UFRRJ VINO29,
UFRRJ VIN037, UFRRJ VIN050 e UFRRJ VINO55 tiveram todos os bot6es florais analisados
com tubos polinicos no estigma (100%) (Tabela 9). Também foi observado que 0s acessos
tiveram mais de 50% de seus botdes florais com tubos polinicos no estilo, exceto UFRRJ
VINOO05, UFRRJ VINOO07, UFRRJ VINO008 e UFRRJ VIN029. Quanto aos botdes florais com
tubos polinicos no ovario, apenas UFRRJ VINO50 exibiu o percentual de 100%.

O gendtipo UFRRJ VINO50 foi o unico que apresentou todos os botBes florais
analisados com tubos polinicos no estigma, estilo e ovario (Figura 15A, 15B, 15C e 15D).

Tabela 9. Porcentagem de botdes florais, submetidos a autopolinizacdo artificial, para
verificacdo da autoincompatibilidade, com tubos polinicos no estigma (TPE), tubos polinicos
no estilo (TBS) e tubos polinicos no ovario (TPO) em dez gendtipos de Catharanthus roseus
[L.] G. Don.

Genotipos TPE (%) TPS %) TPO %)
UFRRJ VINO004 80,00 60,00 20,00
UFRRJ VINO005 100,00 30,00 30,00
UFRRJ VINOO7 70,00 20,00 20,00
UFRRJ VINO0O8 70,00 30,00 30,00
UFRRJ VINOO09 100,00 70,00 30,00
UFRRJ VINO14 100,00 60,00 30,00
UFRRJ VINO029 100,00 50,00 50,00
UFRRJ VINO37 100,00 70,00 30,00
UFRRJ VINO50 100,00 100,00 100,00
UFRRJ VINO055 100,00 60,00 30,00
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Figura 13. Emissdo e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo. A) Presenca de tubos
polinicos no estigma e no estilo em pistilo de botéo floral (flor fechada), no genétipo UFRRJ
VINO14. B) Graos de pdlen (seta pequena) e tubos polinicos no estigma (setas grandes) em
pistilo de botdo floral. C) Tubos polinicos no estilo (seta grande) em pistilo de botéo floral. D)
Auséncia de tubos polinicos no ovario em pistilo de botao floral. Escala = 200um.




Figura 14. Emissdo e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo. A) Presenca de tubos
polinicos no estigma, estilo e ovario em pistilo de flor na antese, protegida por sacola de papel,
no gen6tipo UFRRJ VINOO04. B) Grdos de pdlen (seta pequena) e tubos polinicos no estigma
(seta grande) em pistilo de flor na antese, protegida por sacola de papel. C) Tubos polinicos no
estilo (seta grande) em pistilo de flor na antese, protegida por sacola de papel. D) Presenca de
tubos polinicos no ovario (seta grande) em pistilo de flor na antese, protegida por sacola de
papel. Escala = 200pm.
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Figura 15. Emissdo e desenvolvimento de tubos polinicos in vivo. A) Presenca de tubos
polinicos no estigma, estilo e ovario em pistilo de botdo floral, submetido a autopolinizacéo
artificial, no genotipo UFRRJ VINO050. B) Graos de polen (seta pequena) e tubos polinicos no
estigma (seta grande) em pistilo de botdo floral, submetido a autopolinizagdo artificial. C)
Tubos polinicos no estilo (seta grande) em pistilo de botdo floral, submetido a autopolinizacéo
artificial. D) Presenca de tubos polinicos no ovario (setas grandes) em pistilo de botéo floral,
submetido a autopolinizagdo artificial. Escala = 200pum.

Nas figuras 16A, 16B, 16C e 16D ¢ possivel observar a distin¢do entre graos de pdlen

viaveis e inviaveis em solugédo tripla de Alexander. Os viaveis apresentaram coloragéo
vermelho/pdrpura, ao passo que os grdos de pdlen inviaveis ficaram corados de verde/azul.
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Figura 16. Graos de pélen viaveis e inviaveis de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) ap6s
coloracdo com a solucdo tripla de Alexander (ALEXANDER, 1969). A) Graos de pélen
inviaveis (setas pequenas) em menor porcentagem em relacdo aos viaveis (setas grandes).
Escala = 80um. B) Graos de podlen viaveis (seta grande) apresentaram coloracdo purpura e
paredes integras. O gréo de pélen inviavel (seta pequena) apresentou citoplasma retraido e nao
corado. Escala = 40um. C) Grao de polen viavel (seta grande) mostrando o citoplasma
totalmente corado e grdo de polen invidvel mostrando o citoplasma plasmolizado (seta
pequena). Escala = 20pum. D) Graos de polen vidveis (seta grande) e inviavel (seta pequena).
Escala =20um.

As porcentagens médias de graos de pdlen viaveis (%GPV) e o teste t-Student ao nivel
de 5% de probabilidade, em dez gendtipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don sao
apresentados na Tabela 10.

A média geral da viabilidade polinica obtida para botdes florais foi de 96,50%,
denotando-se, portanto, elevado valor de gréos de pdlen viaveis. Os genétipos UFRRJ VIN0O7,
UFRRJ VIN029 e UFRRJ VINO55 apresentaram as maiores medias, a saber: 97,65; 97,70 e
98,55%, respectivamente. O teste t (p >0,05) mostrou que ndo houve diferenca significativa
entre 0s gendtipos anteriormente citados. Até mesmo UFRRJ VINOO08, que exibiu a menor
média (93,10%) denotou uma alta viabilidade. Segundo Souza et al. (2002), é considerado como
alta viabilidade polinica valores acima de 70%; como media, valores de 31 a 69% e valores até
30% como baixa viabilidade. Portanto, todos 0s gendtipos demostraram alta viabilidade
polinica em botdes florais.

Outros autores também relataram elevados percentuais de viabilidade polinica. Nunes
et al. (2012) obtiveram valores superiores a 89% em dez gendtipos de Lolium multiflorum Lam
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e Dalla Nora et al. (2014) ao estudarem a viabilidade polinica de sete cultivares de feijao
encontraram altas porcentagens de viabilidade polinica (>99%).

Lima et al. (2016) explicam que os elevados valores de viabilidade polinica séo
consequéncias de regularidade na meiose. O curso normal da meiose nas células-mae do polen,
incluindo a formagdo bivalente regular e a citocinese normal, sugere alta viabilidade polinica
(PAGLIARINI, 2000). Por sua vez, o surgimento de grdos de polen anormais, ou inviaveis,
pode ser resultado de aberragdes estruturais e numéricas, decorrentes de anormalidades durante
a pre-meiose, meiose e pos-meiose (HORNER & PALMER, 1995).

Damasceno Junior et al. (2010) apontaram que apenas gendtipos com médias altas de
viabilidade polinica e de indice meiotico sejam incorporados em programas de melhoramento
genético que envolvam cruzamentos.

Tabela 10. Porcentagem média de grdos de pdlen viaveis (%GPV) de botGes florais em dez
gendtipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don.

Genotipos %GPV
UFRRJ VIN004 97,02%bc
UFRRJ VIN005 95,65%c¢
UFRRJ VINOO7 97,65%ab
UFRRJ VINO00O8 93,10%d
UFRRJ VINO009 95,42%c
UFRRJ VINO014 97,30%b
UFRRJ VIN029 97,70%ab
UFRRJ VINO037 96,60%bc
UFRRJ VINO050 96,00%c
UFRRJ VIN055 98,55%a

Média geral = 96,50%
Médias seguidas por letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente
entre si, de acordo com o teste t-Student, 0=0,05 de significancia.

Os estigmas de flores na antese reagiram, na sua totalidade, positivamente a solucdo de
acetato de alfa-naftil nos dez gendétipos. Dessa maneira, os referidos estigmas apresentaram
coloracdo preta em relacdo ao controle (Figuras 17A e 17B). Os estigmas de botdes florais
(flores fechadas) foram positivos, em sua plenitude, quando na presenca da solucdo de acetato
de alfa-naftil em relacdo ao controle, em todos os genétipos (Figuras 17C e 17D). Portanto, 0s
resultados indicaram que todos estigmas foram receptivos em flores fechadas e flores na antese
nos dez gendtipos estudados.
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Figura 17. Receptividade dos estigmas de flores na antese e de botdes florais (flores fechadas)
corados com alfa-naftil em Catharanthus roseus [L.] G. Don. A) Estigma flor na antese que
ndo foi submetido a solucao de alfa-naftil (controle). B) Estigma receptivo de flor na antese. C)
Estigma de botéo floral (flor fechada) que nao foi submetido a solucdo de alfa-naftil (controle).
D) Estigma receptivo de botéo floral (flor fechada). Amplificacdo = 15x.

A receptividade 6tima do estigma € variavel e pode ocorrer antes e/ou apds a abertura
floral (Y1 et al. 2006). Kulkarni et al. (2005) observaram em trés variedades de vinca, que 0
estigma foi receptivo 1 dia antes da antese e até 2 dias ap6s a antese. Contudo, Bhattacharya &
Mandal (2003) relataram que o periodo de receptividade méximo ocorre no segundo dia apds a
antese. Sreevalli (2002) observou que a maior receptividade ocorreu entre 06:00 e 10:00 horas
e entre 15:00 e 17:00 horas. Kulkarni & Baskaran (2013) afirmaram que a porcao receptiva esta
na base do estigma. No entanto, observa-se com base na metodologia empregada, que toda a
superficie estigmatica, antes e depois da antese, estava receptiva (Figuras 16B e 16D). Dessa
maneira, a cleistogamia pode ocorrer. Visto que, antes da abertura floral, os estigmas estavam
receptivos e a viabilidade dos gréos de polen estava elevada nos dez genotipos analisados.

A relacdo de primers de marcadores ISSR utilizados com o nimero de marcas
registradas, nimero de marcas monomorficas, nimero de marcas polimorficas e porcentagem
de polimorfismo dos fragmentos amplificados de DNA gendmico de Catharanthus roseus [L.]
G. Don estdo presentes na Tabela 11.

Dos 38 primers do tipo ISSR inicialmente testados, 15 mostraram-se adequados para
acessar a diversidade genética nos genotipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don, uma vez que
exibiram fragmentos de boa intensidade e com bom perfil de amplificacdo. Sendo assim, foram
amplificados 284 fragmentos ISSR. Desses, 256 (90,14%) foram polimdrficos e 28 (9,86%)
monomorficos, com uma média de 18,93 fragmentos por primer (Tabela 11). Esta elevada
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média de fragmentos por primer e a baixa porcentagem de fragmentos monomorficos
evidenciaram a grande variabilidade genética entre os 10 gendtipos de vinca. Portanto, maiores
serdo as chances de se identificar gendtipos promissores quanto aos principios ativos vincristina
e vimblastina com capacidade de inclusdo em programas de melhoramento genético da vinca.
Ja que, o sucesso na selecdo de gendtipos é alcangado quando se dispBe de diversidade genética.

Tabela 11. Relacdo de primers de marcadores ISSR utilizados com nimero de marcas
registradas, numero de marcas monomorficas e polimorficas e porcentagem de polimorfismo
dos fragmentos amplificados de DNA genémico de Catharanthus roseus [L.] G. Don.

A Ne de Ne de marcas Ne de marcas . .
Sequéncia 5’ - 3’ . e % polimorfismo
marcas monomorficas polimarficas
(GAA)sAA 09 01 08 88,89%
(GTG):GC 21 0 21 100,00%
(GACA)4 39 0 39 100,00%
C(GA)7 08 02 06 75,00%
(AC)sT 09 0 09 100,00%
(GATA)2(GACA): 29 0 29 100,00%
(GGAT):GA 15 05 10 66,67%
(GA)}YT 14 05 09 64,28%
(AG)sC 19 01 18 94,74%
(GAG):GC 25 01 24 96,00%
(CT)sG 25 01 24 96,00%
(GA)CC 35 03 32 91,43%
(CT)sAC 08 02 06 75,00%
(CT)eTG 17 02 15 88,23%
(AC)sYG 11 05 06 54,54%
Média 18,93 1,87 17,06 86,05%
Total 284 28 256 90,14

Segundo Colombo et al. (2000), bandas polimoérficas no intervalo entre 50 a 100 é
considerado suficiente para estimar relacbes genéticas entre e dentro de espécies vegetais. No
presente estudo, conforme mencionado anteriormente, obtivemos 256 bandas polimorficas,
portanto, pode-se inferir que as estimativas de diversidade genética entre 0s genotipos
estudados denotam uma boa preciséo. Lal et al. (2011) ao estudarem a diversidade genética, por
meio de marcadores ISSR, entre nove cultivares de Catharanthus roseus [L.] G. Don
encontraram um total de 342 bandas, sendo 270 polimorficas e 72 monomodrficas, indicando
polimorfismo de 78,94%. Os mesmos autores também estimaram a diversidade genética via
marcadores RAPD e SSR, e obtiveram 78,71 e 76,62% de bandas polimorficas,
respectivamente. Contudo, Ibrahim et al. (2013) e Shaw et al. (2009) estimaram a diversidade
genética entre cultivares de vinca e observaram polimorfismo total de 60 e de 55%, nesta ordem.
Sendo assim, este polimorfismo ndo foi tdo elevado comparado aos nossos resultados (90,14%).

O menor numero de bandas foi encontrado nos primers C(GA)7 e (CT)sAC, ambos com
oito bandas, e 0 maior, no primer (GACA)4com 39 bandas, todas elas polimorficas (Tabela 11,
Figura 18). Além de (GACA)4, 0s primers (GTG)3GC, (AC)sT e (GATA)2(GACA)2, tambeém
exibiram 100% de polimorfismo. Tal polimorfismo gerado reflete 0 bom desempenho dos
primers ISSR na avaliacéo da diversidade genética.
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Figura 18. Padrdo de amplificagdo pelo primer (GACA)4 de ISSR em gel de agarose de dez
genotipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don.

O resultado referente ao coeficiente de correlacdo cofenética entre as matrizes fenética
e cofenética, foi igual a 0,92, significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Mantel. A alta
correlacdo indica que o dendrograma apresentou um bom ajuste entre as matrizes fenética e
cofenética. De acordo com SOKAL e ROHLF (1962), valores de correlacdo cofenética
superiores a 0,80 indicam um bom ajuste entre as matrizes originais de distancia e a analise de
agrupamento resultante.

Por meio do algoritimo de Kelley-Gardner-Sutcliffe (KELLEY et al. 1996) determinou-
se, no dendrograma, o nimero de grupos 6timos. Com base no referido algoritimo, foi
observado a formacdo de 3 grupos estatisticamente distintos (Figura 19). O grupo | formado
por 01 dos 10 gendtipos estudados (10%), grupo Il por 02 gendtipos (20%) e o grupo Ill, o
maior grupo, por 07 gendtipos (70%). No dendrograma pode-se observar que o grupo | (UFRRJ
VINO029) foi o mais distante.

As dissimilaridades genéticas entre os 10 genotipos variaram de 0,568 a 0,774 e a
distancia genética média foi estimada em 0,722. A menor dissimilaridade ocorreu entre 0s
gendtipos UFRRJ VINO09 e UFRRJ VINO14, com distancia de 0,568. Enquanto a maxima
dissimilaridade (0,774) foi observada entre UFRRJ VIN029 com todos os demais gendtipos.
Lal et al. (2011) obtiveram distancias genéticas que variaram de 0,352 - 0,743; 0,269 - 0,802 e
0,264 - 0,739, via marcadores ISSR, RAPD e SSR, respectivamente. Ao passo que, Shaw et al.
(2009) relataram a menor dissimilaridade no valor de 0,030 e a maior igual a 0,600, através de
marcadores RAPD.

Além da diversidade genética entre os grupos formados, também verificou-se a
existéncia de diversidade intragrupos. Visto que, a distancia genética média no grupo 111 foi de
0,684. O grupo Il apresentou dissimilaridade de 0,695 entre os gen6tipos UFRRJ VINO050 e
UFRRJ VINO055. Deste modo, tais resultados refletem a variabilidade genética entre o0s
gendtipos, tanto intra como intergrupos, o que indica uma ampla base genética.

Nesse sentido, fica evidenciado a consideravel diversidade genética entre os 10
gendtipos de vinca. Tal fato, é explicado por meio do nivel de polimorfismo (90,14%), da

49



distancia genética média e a existéncia de diversidade intragrupos. Apesar da boa distancia
média, o nimero de grupos per se indica o contrario. Porém, ainda ha razoavel distancia dentro
do grupo I11, que concentrou 0 maior nimero de gendtipos.

Cluster Dendrogram

0.70

0.55

UFRRJ WINO37
UFRRJ VINOO4
UFRRJ VINODS
UFRRJ VINOOS
UFRRJ VINOO7
UFRRJ VINOOS
UFRRJ VINDO14

UFRRJ VINOSS

— | UFRRJ VINDZ22
UFRRJ VINOSO

Figura 19. Dendrograma de dissimilaridade genética, obtido a partir da distancia de Jaccard e
0 método de agrupamento UPGMA, de dez genotipos de vinca (Catharanthus roseus [L.] G.
Don), pertencentes a Colecéo de Germoplasma da UFRRJ.

Os resultados aqui obtidos indicam que os gendtipos da espécie Catharanthus roseus
[L.] G. Don podem ter como modo de reproducio preferencial a autogamia e/ou alogamia. E
certo que 80% dos gendtipos analisados apresentaram modo de reproducdo misto (autbgamo
facultativo/alégamo facultativo), conforme a classificacdo proposta por Cruden (1977) (Tabela
7). Assim sendo, em Catharanthus roseus [L.] G. Don, tanto a autogamia quanto a alogamia
podem estar presentes em uma mesma planta. Diversas espécies apresentam modo de
reproducdo misto, como Verbena stricta, Verbena hastata e Verbena urticifolia (CRUDEN et
al. 1990), Tetracentron sinense Oliv. (GAN et al. 2013), Carica papaya L., cultivar Tainung 01
(DAMASCENO JUNIOR et al. 2009), Asplenium scolopendrium (WUBS et al. 2010) e
Fumana hispidula (CARRIO & GUEMES, 2013). Espécies com modo de reproducdo misto
podem produzir frutos oriundos de autofecundacdo e/ou poliniza¢do cruzada em uma mesma
planta (SCHOEN & BROWN, 1991). A explicagdo mais comum para a manutengéo de sistemas
mistos de reproducdo é a hipdtese de garantia reprodutiva exercida pela autofecundacao,
guando os polinizadores sdo escassos (CRUDEN & LYON, 1989; HOLSINGER, 1996).

A predominancia do sistema de reproducdo misto na maioria dos genoétipos deste estudo
é reforcada pela natureza histoquimica amil&cea dos grdos de pélen analisados (Figura 12B).
Uma vez que grdos de pblen amilaceos ocorrem em espécies autdbgamas e alogamas, cuja
polinizacao pode ser realizada pelo vento, por lepiddpteros ou por aves (Baker & Baker, 1979).
A espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don possui como agentes polinizadores as borboletas e
mariposas (lepiddpteros), adaptados a sua corola. Miyajima et al. (2004) relataram alguns
lepiddpteros que efetuaram a polinizacdo da vinca, entre eles, Papilio xuthus, Papilio protenor,
Macroglossum stellatarum e Parnara guttata. Estudos demonstraram que flores com tubos da
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corola longos coevoluiram com polinizadores de probdscides longas (PAUW et al. 2009). Os
lepidopteros sdo conhecidos por ndo fazerem qualquer uso nutricional de pélen. Quando os
grdos de pélen sdo parte ou toda a recompensa recebida pelas abelhas, a sele¢do favoreceu graos
de polen sem amido (rico em lipidio) e, quando a nutricdo de insetos ndo estd envolvida,
favoreceu o pélen amilaceo (BAKER & BAKER, 1979).

Observou-se também, que, em menor frequéncia, ha genétipos que foram autégamos ou
alégamos. Neste caso, no minimo, os resultados desta pesquisa apontaram para uma diversidade
do modo de reproducdo dos gendtipos de vinca. Este foi o caso do gendtipo UFRRJ VIN004
classificado como autégamo facultativo e do UFRRJ VINO007, classificado como alégamo
facultativo. Porém, de acordo com Cruden (1977), ndo se pode descartar a ocorréncia de
alogamia em UFRRJ VIN0O04 e de autogamia em UFRRJ VINOO7. No entanto, a frequéncia de
alogamia e autogamia nos respectivos gendtipos sera reduzida.

Percebe-se na Tabela 8 que o genétipo UFRRJ VIN0O04, classificado como autégamo
facultativo, apresentou um alto percentual de tubos polinicos no estigma de botdes florais, em
relacdo aos demais genoOtipos. Isso indica, neste genétipo, uma real possibilidade de
cleistogamia. De acordo com Cruden (1977), as espécies autdgamas facultativas tendem a se
autofecundar antes ou durante a abertura das flores e os polinizadores tém acesso ao estigma
receptivo apos a autofecundacéo ter ocorrido. J4 o UFRRJ VINOQO7, classificado como alogamo
facultativo, mostrou-se altamente dependente da polinizacdo aberta (alogamia). Na Tabela 8,
observa-se para 0 UFRRJ VINOO7 que, tanto em botbes florais quanto em flores protegidas
(flores na antese), ndo houve, sequer, a presenca de grdos de p6len no estigma. Isto reforca a
sua acentuada tendéncia a alogamia, que também é observada no genotipo UFRRJ VINOOS.

A existéncia do modo de reproducdo misto e dos gendtipos UFRRJ VIN0O4 e UFRRJ
VINOO7 indicam diversidade quanto aos sistemas reprodutivos observados, embora tenha
ocorrido predominéncia do sistema misto. Segundo Allard (1960), variedades dentro da mesma
espécie podem apresentar grandes diferencas nas propor¢des de cruzamentos naturais, além
disso a taxa de cruzamento pode ser influenciada pelo ambiente. Damasceno Junior et al.
(2009), observaram sistemas reprodutivos distintos em duas cultivares de mamao. A cultivar
Tainung 01 foi classificada com um sistema misto (autégama facultativa/alogama facultativa),
ao passo que a cultivar Golden foi definida como autégama facultativa. 1sso também foi
observado em Vaccinium vitis-idaea (STEPHENS et al. 2012). Dessa forma, o modo de
reproducdo preferencial em algumas espécies ndo é absoluto e pode apresentar plasticidade.

Os resultados obtidos a partir de marcadores ISSR apontaram também para uma alta
diversidade genética entre os genotipos analisados, ou seja, 0s gendtipos utilizados na pesquisa
sdo bem divergentes (Figura 19). Portanto, maiores podem ser as chances de identificar
genotipos contendo os principios ativos de interesse, vincristina e vimblastina. Além disso, a
consideravel diversidade genética também € interessante quando se pretende estudar a
possibilidade de ocorréncia de diferentes modos de reproducdo em uma espécie. Em vista disso,
0s 10 gendtipos foram suficientes para observar estratégias reprodutivas distintas.

Entre os genotipos analisados, 50% deles (UFRRJ VIN004, UFRRJ VINO009, UFRRJ
VINO14, UFRRJ VINO029 e UFRRJ VINO037) apresentaram certo nivel de cleistogamia (Tabela
8). Tal fato, reforca uma certa obrigatoriedade de ocorréncia de autofecundacdo nestes
gendtipos, ja que tubos polinicos foram detectados nos estigmas dos seus respectivos botdes
florais. Além disso, antes da abertura floral, os estigmas dos referidos genotipos estavam
receptivos (Figura 17D) e as médias de viabilidade dos grdos de p6len mostraram-se elevadas
(Tabela 10). Essas ocorréncias indicam a possibilidade de cleistogamia.

As flores cleistogamicas podem apresentar a vantagem da garantia reprodutiva, quando
o0s polinizadores séo raros ou ausentes e onde as condi¢cdes ambientais sdo desfavoraveis (JAIN,
1976; CULLEY & KLOOSTER, 2007). Ademais, a depressdo por endogamia possivelmente é
baixa em espécies cleistogamicas com altas taxas de autopolinizagéo, pois os alelos deletérios
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podem ser eliminados por geragdes sucessivas de autofecundacdo (OAKLEY et al. 2007). No
entanto, a cleistogamia pode levar a diminuicdo da variabilidade genética e aumento da deriva
genética (CULLEY & KLOOSTER, 2007).

Essa mesma tendéncia de autofecundacdo também € notada nos genotipos UFRRJ
VIN005, UFRRJ VIN050 e UFRRJ VINO055. Contudo, nestes trés genoétipos, provavelmente, a
obrigatoriedade de autofecundacdo, ou taxa de autofecundacdo, € inferior a dos gendtipos
UFRRJ VIN004, UFRRJ VINO009, UFRRJ VINO014, UFRRJ VIN029 e UFRRJ VINO037. Isto
decorre pelo fato da autogamia no UFRRJ VIN005, UFRRJ VIN050 e UFRRJ VINO55 néo ser
reforgcada pela cleistogamia. Visto que, os tubos polinicos foram notados apenas nas flores em
antese, e ndo nos botdes florais (fechados). Apesar do refor¢o da autofecundacao para o sucesso
da polinizagdo, nota-se na Tabela 8 que, na maioria dos gendtipos acima citados, a
autofecundacéo ocorreu em menos da metade dos botdes florais e flores protegidas, exceto no
UFRRJ VINO04, UFRRJ VINOO5 e UFRRJ VINO55. Portanto, existiu uma predominancia da
alogamia na maioria dos gendtipos analisados classificados como modo de reproducdo misto.
Esta tendéncia a alogamia pode explicar a alta diversidade genética obtida via marcadores ISSR.
Em Tetracentron sinense Oliv., a alogamia também predominou no modo de reproducdo misto
e a autofecundacdo desempenhou um papel auxiliar na reproducdo, quando as condicdes de
polinizacdo foram desfavoraveis, como mudanca de condi¢bes ambientais, ou quando o0s
polinizadores foram escassos (GAN et al. 2013).

De acordo com Charlesworth (2006), o sistema reprodutivo é um dos fatores mais
importantes que influenciam a composicao da estrutura genética das populagcdes, bem como a
evolucdo dos genomas. As populacbes alégamas transmitem apenas os seus alelos para as
geragdes seguintes, enquanto as autdgamas, em estadios avancados de autogamia, transferem
seus genotipos integralmente fixando-os em geracdes atraves de autofecundacgdes sucessivas.
Os métodos de melhoramento aplicados a essas populacdes sdo, de maneira geral, diferentes,
uma vez que o modo de reproducéo preferencial de plantas autégamas e alégamas é distinto.

Outra diferenca importante entre espécies autégamas e alégamas é o efeito da
endogamia nas plantas de acasalamento ao acaso sobre a estrutura genética destas populacdes.
Espécies alogamas tendem a apresentar efeitos da depressdo por endogamia sobre 0s seus
individuos. De modo geral, a depressao por endogamia tende a ser maior em espécies de
polinizacdo aberta ou com modo de reproducdo misto do que naquelas com altas taxas de
autofecundacgédo (WINN et al. 2011).

As plantas alégamas em uma populacdo em acasalamento ao acaso (panmixia) sdo
altamente heterozigotas e tendem ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, desconsiderando-se
eventos de selecdo, deriva genética, migracdo e mutacao, ou seja, sem fatores que afetam as
frequéncias genotipicas e génicas. Programas de melhoramento que utilizam em larga escala a
producdo de hibridos a partir de linhagens, lancam méo das autofecundacgdes para se atingir um
alto nivel de homozigose. No entanto, a homozigose, em plantas alégamas, pode ndo ser o
estado genético natural, sendo assim torna-se dificil a obtencdo de linhagens endogamicas
(VENCOVSKY & BARRIGA, 1992).

Segundo Hallauer & Miranda Filho (1988), quando se trabalha com populagcfes
(alégamas) que apresentam depresséo por endogamia, o alcance de um alto nivel de homozigose
em poucas geracOes de autofecundacOes pode tornar-se uma desvantagem, uma vez que
linhagens potencialmente Uteis sdo eliminadas nas primeiras geracbes como uma consequéncia
da manifestacdo de genes letais e deletérios de grande efeito. Em suma, a ocorréncia de
endogamia em plantas alogamas pode resultar em aumento da frequéncia de homozigotos
recessivos deletérios, que antes estavam encobertos nos loci em heterozigose. Tendo como
efeito, na pratica, a perda de vigor. Tal fato, pode ser verdadeiro nos genotipos de vinca com
predominancia da alogamia aqui analisados. Este é o caso dos genétipos UFRRJ VINOO7 e
UFRRJ VINO0O8. Nestes, tanto em botdes florais quanto em flores na antese, ndo foi observado
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a presenca de grdos de pdlen no estigma (Tabela 8), sugerindo um comportamento bastante
alégamo.

Por outro lado, populagcfes de plantas autdgamas exibem um aumento progressivo de
homozigose genotipica com o avango das autofecundacdes ao longo das geracGes. Sendo assim,
a frequéncia de loci heterozigotos deve ser progressivamente baixa, pois a cada geracdo de
autofecundacdo a proporcéo esperada de individuos heterozigotos é reduzida pela metade,
quando se considera apenas um loco. Isso resulta na formacdo de linhagens endogamicas, um
dos objetivos da maioria dos programas de melhoramento de plantas autdgamas. O gendtipo
UFRRJ VINOO04, parece ser o mais indicado para tal, pois é aquele com certa obrigatoriedade
de autofecundacéo, alias, muito reforcada pela cleistogamia.

Segundo Allard (1960), a estrutura genética das popula¢fes aldgamas permite melhor
adaptacdo em face a mudancas de longo prazo no ambiente do que as autdgamas, que sdo
geneticamente menos flexiveis. De acordo com este autor, as autdgamas se originam de plantas
alébgamas, uma vez que as autégamas, em virtude da sua uniformidade acompanhada de
homozigose, sdo capazes de grande adaptacdo imediata. Isso pode explicar o contexto das
plantas cultivadas, muitas delas autdgamas, devido a grande importancia que é dada a adaptacédo
imediata nas condicdes de cultivo impostas.

Mesmo com a predominancia da alogamia, alguns genotipos apresentaram tendéncia a
uma obrigatoriedade de autofecundacdo devido a presenca de cleistogamia, mesmo que em
frequéncias pequenas. Sendo assim, tanto o desenvolvimento de hibridos quanto de linhagens
endogamicas nos gendtipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don pode ser viavel. J& que, ha
uma tendéncia de que o sistema misto prevaleca na espécie. Ademais, todos os gendtipos de
vinca analisados sdo autocompativeis, uma vez que a polinizagdo cruzada néo foi reforcada por
nenhum sistema autoincompativel (Tabela 9). Isso sugere que tais gendtipos podem aceitar a
autofecundacgédo. No entanto, deve-se saber se a autofecundacgdo natural ou artificial conduz a
depressdo por endogamia, especialmente nos genotipos com certo predominio da alogamia. Isto
ndo deve ser verdadeiro para 0s gendtipos com certa obrigatoriedade de ocorréncia de
autofecundagdo em virtude da cleistogamia, como por exemplo no genétipo UFRRJ VINOO4.

Em suma, pode-se inferir que os genotipos estudados de Catharanthus roseus [L.] G.
Don apresentaram modo de reproducdo misto, reforcado pela natureza histoquimica amilacea
dos grdos de polen. Tais gendtipos, de maneira geral, tenderam a alogamia. Todavia, alguns
destes apresentaram tendéncia a uma obrigatoriedade de autofecundacédo devido a presenca de
cleistogamia, mesmo que em frequéncias pequenas. Na verdade, estes gendétipos tenderam a
taxas de polinizagcdo aberta maiores que as de autofecundacao e, dessa forma, suas taxas gerais
de polinizacao dependerdo mais da alogamia do que da autogamia. Sendo assim, esta tendéncia
a alogamia, constatada em 70% dos gendtipos analisados, pode explicar a alta diversidade
genética obtida via marcadores ISSR. Estudos relacionados a heteroestilia e de polinizacédo sdo
ainda necessarios para elucidacdo das causas que levam a uma tendéncia maior ou menor de
autogamia em sistemas mistos de reproducao.

9. CONCLUSAO

Pode-se concluir que 50% dos gendtipos estudados foram cleistdgamos. Contudo, as
provaveis taxas de polinizacdo aberta serdo maiores que as de autofecundacgéo. Tal fato, pode
explicar a elevada diversidade genotipica observada. O modo de reproducéo preferencial misto
predomina entre os genoétipos analisados, no entanto também existe tendéncia para a autogamia
em UFRRJ VINOO04, reforgada pela cleistogamia, e alogamia nos genotipos UFRRJ VINOO7 e
UFRRJ VINO008. Diante disso, percebe-se grande diversidade de estratégias reprodutivas em
vinca, j& que tanto a autofecundagdo quanto a alogamia podem estar presentes. Dessa forma,
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em programas de melhoramento é possivel o desenvolvimento de hibridos e linhagens
endogamicas nos genotipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don aqui analisados.
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11. ANEXO

Anexo A. Dados de passaporte da colecdo de germoplasma de vinca (Catharanthus roseus [L.]
G. Don) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro -
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Anexo B. Colecdo de germoplasma de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) da
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Anexo A. Dados de passaporte da colecdo de germoplasma de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) da Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro — UFRRJ.

NUmero de Acesso Género Espécie Subtaxa Nome de acesso Data de Aquisicdo Localizacdo precisa da coleta
112002 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINOO01 Cabo Frio-RJ
112003 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN002 Volta Redonda-RJ
112004 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO03 Seropédica-RJ
112005 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJVINO04 30/09/2017 Petrépolis-RJ
112006 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VINO05 30/09/2017 Petrépolis-RJ
112007 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO06 Cabo Frio-RJ
112008 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VINOO7 30/09/2017 Petrépolis-RJ
112009 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VINO08 30/09/2017 Petropolis-RJ
112010 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJVINO09 30/09/2017 Petropolis-RJ
112011 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO10 Seropédica-RJ
112012 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO11 Cabo Frio-RJ
112013 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO12 Seropédica-RJ
112014 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO13 Seropédica-RJ
112015 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJVINO14 30/09/2017 Petropolis-RJ
112016 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO15 Seropédica-RJ
112017 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO16 Seropédica-RJ
112018 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJVINO17 30/09/2017 Petropolis-RJ
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Continua.

Numero de Latitude do Longitude do Altitude do Data de . E?t‘?‘do Tipo de

ACESso local de coleta  local de coleta local de Coleta biolégicodo  Fonte de coleta armazenamento de
coleta acesso germoplasma

112002 22°50'12,4"S  42°00'38,8"W 26,17 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112003 22°30'10,8"S 44°05'20,6"W 376,43 m 24/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112004 22°46'09"S 43°41'38"W 22'm 19/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112005 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
112006 22°23'34,1"S 43°07'51,9"W 683,21 m Muda Floricultura A campo
112007 22°50'12,4"S 42°00'38,8"W 26,17 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112008 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
112009 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
112010 22°23'34,1"S 43°07'51,9"W 683,21 m Muda Floricultura A campo
112011 22°45'35"S 43°41'48"W 38,81 m 14/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112012 22°50'12,4"S 42°00'38,8"W 26,17 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112013 22°45'35"S 43°41'48"W 38,81 m 18/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112014 22°45'35"S 43°41'48"W 38,81 m 18/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112015 22°23'44,7"S 43°08'10,7"W 679,39 m Muda Floricultura A campo
112016 22°45'35"S 43°41'48"W 38,81 m 18/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112017 22°45'35"S 43°41'48"W 38,81 m 18/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112018 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
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Continua.

Namero de Género Espécie Subtaxa Nome de acesso Dat.a_dfz challzagao
Acesso Aquisicao precisa da coleta
112019 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VINO18 09/11/2017 Seropédica-RJ
112020 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO019 Valenga-RJ
112021 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN020 10/11/2017 Seropédica-RJ
112022 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN021 Cabo Frio-RJ
112023 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN022 06/11/2017 Holambra-SP
112024 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN023 09/11/2017 Seropédica-RJ
112025 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN024 30/09/2017 Petropolis-RJ
112026 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN025 30/09/2017 Petropolis-RJ
112027 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN026 09/11/2017 Seropédica-RJ
112028 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN027 06/11/2017 Holambra-SP
112029 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN028 Cabo Frio-RJ
112030 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN029 30/09/2017 Petropolis-RJ
112041 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN030 Seropédica-RJ
112042 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN031 Seropédica-RJ
112043 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN032 Seropédica-RJ
112044 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VINO033 Cabo Frio-RJ
112045 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN034 Cabo Frio-RJ
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Continua.

Numero de Latitude do Longitude do Altitude do Data de . E?t‘?‘do Tipo de

ACESso local de coleta  local de coleta local de Coleta biolégico do  Fonte de coleta armazenamento de
coleta acesso germoplasma

112019 22°45'35"S 43°41'38"W 38,81 m Muda Floricultura A campo
112020 22°20'23,8"S 43°41'05,3"W 379,51 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112021 22°46'09"S 43°41'38"W 38,81 m Muda Floricultura A campo
112022 22°50'12,4"S 42°00'38,8"W 26,17 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112023 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112024 22°46'09"S 43°41'38"W 38,81 m Muda Floricultura A campo
112025 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
112026 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
112027 22°46'09"S 43°41'38"W 38,81 m Muda Floricultura A campo
112028 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112029 22°50'12,4"S 42°00'38,8"W 26,17 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112030 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
112041 22°46'09"S 43°41'38"W 38,81 m 19/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112042 22°46'09"S 43°41'38"W 38,81 m 19/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112043 22°46'09"S 43°41'38"W 38,81 m 19/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112044 22°50'12,4"S 42°00'38,8"W 26,17 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112045 22°50'12,4"S 42°00'38,8"W 26,17 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
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Continua.

Namero de Género Espécie Subtaxa Nome de acesso Data de Aquisigéo challzagao
Acesso precisa da coleta
112046 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN035 Cabo Frio-RJ
112048 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN036 Seropédica-RJ
112049 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN037 Seropédica-RJ
112050 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN038 06/11/2017 Holambra-SP
112051 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN039 Seropédica-RJ
112052 Catharanthus Catharanthus roseus Silvestre UFRRJ VIN040 Valenga-RJ
112053 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN041 12/11/2017 Holambra-SP
112054 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN042 12/11/2017 Holambra-SP
112055 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN043 12/11/2017 Holambra-SP
112056 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN044 12/11/2017 Holambra-SP
112059 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN045 12/11/2017 Holambra-SP
112081 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN046 12/11/2017 Holambra-SP
112082 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VINO047 12/11/2017 Holambra-SP
112083 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN048 12/11/2017 Holambra-SP
112084 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN049 12/11/2017 Holambra-SP
112086 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFFRJ VINO50 09/11/2017 Seropédica-RJ
112087 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFFRJ VINO51 12/11/2017 Holambra-SP
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Continua.

Numero de Latitude do  Longitude do local Altitude do Data de . E,stgdo Tipo de

ACESSO local de coleta de coleta local de Coleta biolégico do  Fonte de coleta armazenamento de
coleta acesso germoplasma

112046 22°50'12,4"S 42°00'38,8"W 26,17 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112048 22°46'09"S 43°41'38"W 38,81 m 19/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112049 22°46'09"S 43°41'38"W 22,00 m 19/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112050 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112051 22°46'09"S 43°41'38"W 38,81 m 19/09/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112052 22°20'23,8"S 43°41'05,3"W 379,51 m 06/11/2017 Muda Jardins Publicos A campo
112053 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112054 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112055 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112056 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112059 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112081 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112082 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112083 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112084 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
112086 22°45'35"S 43°41'48"W 38,81 m Muda Floricultura A campo
112087 22°38'38,8"S 47°03'13,8"W 617,06 m Muda Floricultura A campo
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Ntmero de Género Espécie Subtaxa Nome de acesso  Data de Aquisicio challzagao
Acesso precisa da coleta
111791 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN052 30/09/2017 Petropolis-RJ
111792 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VINO53 30/09/2017 Petropolis-RJ
111793 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VIN054 30/09/2017 Petrépolis-RJ
111794 Catharanthus Catharanthus roseus Variedade UFRRJ VINO055 30/09/2017 Petropolis-RJ

Continua.
NUmero de Latitude do  Longitude do local Altitude do Data de . E,stgdo Tipo de
local de biologico do  Fonte de coleta armazenamento de
Acesso local de coleta de coleta Coleta
coleta acesso germoplasma

111791 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
111792 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
111793 22°23'18,5"S 43°07'54,8"W 689,34 m Muda Floricultura A campo
111794 22°22'04,1"S 43°07'29,7"W 639,97 m Muda Floricultura A campo
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Anexo B. Colecdo de germoplasma de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ.
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