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Resumo - O mercado mundial de flores é atualmente um dos
grandes segmentos economicos do agronegocio. O comércio
internacional de plantas ornamentais alcan¢ca um valor
aproximado de trés bilhoes de dolares anuais, dos quais
consideravel parcela se deve a comercializacdo de espécies de
origem tropical (LOGES et al., 2003). A regido Norte apresenta
grande potencial para o cultivo de plantas ornamentais tropicais,
dentre elas a espécie Etlingera elatior, vulgarmente conhecida
como bastido do imperador. Entretanto ainda ha caréncia de
pesquisas que viabilizem o melhoramento da espécie. Assim, o
objetivo deste trabalho consistiu em estimar a variabilidade
genética existente em uma populacio de bastio do imperador
mantida em conservagdo no Banco de Germoplasma da Embrapa
Amazonia Oriental. Foram utilizados marcadores moleculares
RAPD (Polimorfismos de DNA Amplificados ao Acaso). As
amostras de DNA foram obtidas a partir de folhas utilizando um
protocolo inorgdnico. A selegio dos iniciadores foi realizada a
partir de um screening de quatro kits (OPG, OPA, OPJ e OPU)
dos quais foram selecionados os que apresentaram acima de
quatro polimorfismos. A andlise de similaridade genética foi
realizada com sessenta e sete marcadores RAPD, no programa
NTSYS-pc 2.0 utilizando o coeficiente de Jaccard. Foram obtidos
intervalos de similaridade genética variando de 8 a 86%, sendo
que os individuos mais divergentes foram o M32 com o M36 (8%)
e os mais similares o M38 com M39 (86%). Os resultados
indicam a existéncia de variabilidade genética a ser explorada em
programas de melhoramento genético para caracteristicas de
interesse econémico na espécie.

Palavras-chave: Dendrograma. Etlingera Elatior. Melhoramento
Genético. UPGMA.

I. INTRODUCAO

A floricultura abrange o cultivo de flores e plantas
ornamentais para os mais variados fins e formas de
apresentagdo incluindo desde o cultivo de flores e folhas para
o corte até a producdo de sementes, bulbos e mudas arbdreas
de grande porte destinadas a recomposi¢do ambiental e
paisagismo (COSTA; CAIXETA FILHO, 2002).

O mercado mundial de flores vem apresentando
crescimento desde a década de 90, tornando-se um dos
grandes segmentos econdmicos do agronegocio. O comércio
internacional de plantas ornamentais alcanga um valor
aproximado de trés bilhdes de dodlares anuais, dos quais
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consideravel parcela se deve a comercializagdo de espécies de
origem tropical. (LOGES et al., 2003).

A regido Norte apresenta grande potencial para o cultivo
de plantas ornamentais tropicais. Exemplo disso ¢ a espécie
Etlingera elatior, vulgarmente conhecida como bastdo do
imperador, que ocorre em matas de sub-bosque e apresenta
padrdes fenotipicos particulares quando cultivada na regido
amazonica, principalmente no que se refere a cor e ao formato
da inflorescéncia.

Etlingera elatior (Jack) RM Smith é uma planta
herbacea, rizomatosa, ereta, entouceirada, robusta, florifera e
perene que pode atingir de 3 a 6 metros de altura, cujas folhas
estdo dispostas em espiral (LAMAS, 2002), sendo as hastes
foliares frondosas e sempre verdes (KILLERPLANTS, 2003).
Cultivada isoladamente, em grupos ou renques, sendo
adaptada em locais umidos e solos férteis. Espécie muito
sensivel ao frio, sendo indicada para os tropicos (LORENZI;
SOUZA, 2001). A espécie pertence a familia Zingiberaceae e
apresenta vistosas inflorescéncias nas cores vermelha, branca
e rosa. Possui grande durabilidade e um forte apelo comercial.
As inflorescéncias t€m a aparéncia de uma tocha ou bastdo,
sendo por isto denominado de gengibre de tocha ou bastdo do
imperador (OLIVEIRA, 2007).

Apesar das vantagens competitivas & cadeia produtiva
da floricultura, a regido Norte ainda carece de estruturagdo e
pesquisas que norteiem o cultivo das espécies ornamentais,
principalmente de trabalhos envolvendo a caracterizagdo
molecular destas espécies, ja que é grande o niimero de
fenotipos de ocorréncia particular nessa regido. Para suprir as
necessidades deste mercado em expansdo ¢ fundamental um
programa de melhoramento genético sincronizado com as
exigéncias do mercado consumidor (BENNEMAN et al.,
2010).

Marcadores moleculares podem ser utilizados
habitualmente em programas de melhoramento genético.
Diversos empregos de marcadores em melhoramento de
plantas podem ser distribuidos em aplicagdes cujos resultados
apresentam expectativas de curto, médio e longo prazo. Os
marcadores permitem quantificar a variabilidade genética
existente ao nivel de sequéncia de DNA e correlaciond-la com
a expressio fenotipica (BOREM & CAIXETA, 2006).
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Estudos de divergéncia genética sdo importantes para o
conhecimento da variabilidade genética das populagdes e
possibilitam o monitoramento de bancos de germoplasmas
(CRUZ; CARNEIRO, 2003 ¢ REGO et al., 2003), pois geram
informagdes uteis para preservagdo e uso dos acessos
(TOQUICA et al, 2003). Estes estudos auxiliam na
identificagdo de possiveis duplicatas, e fornecem pardmetros
para escolha de progenitores, que ao serem cruzados,
possibilitam maior efeito heterdtico na progénie, isto &,
aumentam as chances de obtengo de genotipos superiores em
geragdes segregantes. Tais estimativas sdo de grande utilidade
nos programas de melhoramento (CRUZ; CARNEIRO,
2003).

O objetivo deste trabalho foi estimar a variabilidade
genética existente em quarenta e duas plantas de bastdo do
imperador, mantidas em conservagdio no Banco de
Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, tendo em vista
o grande potencial de utilizagdo da espécie como uma
ornamental tropical.

II. MATERIAL E METODOS

O material analisado foi composto de quarenta e duas
plantas de bastdo do imperador pertencentes ao Banco de
Germoplasma da Embrapa Amazonia Oriental, selecionadas
de acordo com duas -caracteristicas comerciais: cor e
formato da inflorescéncia.

O DNA foi extraido a partir de folhas utilizando um
protocolo inorganico modificado por Costa (2002). Os
DNAs extraidos foram quantificados em gel de agarose a
1,0%. A interpretacdo do gel foi baseada na intensidade das
bandas dos DNAs comparadas com as intensidades das
bandas do DNA lambda. Apds a quantificagdo, os DNAs
foram diluidos a partir de uma aliquota da amostra total com
tampdo TE para a concentragdo de trabalho, 5 ng uL”. As
amostras diluidas e concentradas foram armazenadas a —20
°C. As reagdes de amplificagdo foram desenvolvidas de
acordo com o protocolo de Williams er al. (1990) com
modifica¢des, num volume final de 12 wl contendo agua
destilada autoclavada, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM
KCL, 2,0 mM MgCI2, 200 uM de cada dNTP, BSA
purificada (2,5 mg/ml), 1,3 uM do iniciador arbitrario, 1U.I
Taq DNA polimerase e 15 ng de DNA gendmico.

Os iniciadores utilizados eram compostos por dez
nucleotideos, oriundos da Operon Tecnologies (Alameda,
CA, USA), contendo 60-70% de G+C. Para o uso corrente,
foram diluidos para a concentragdo de 1,3 uM. A selegdo foi
realizada a partir de um screening de quatro kits contendo
vinte iniciadores arbitrarios cada, totalizando 80, sendo os
kits: OPG, OPA, OPJ e OPU.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador
de DNA Eppendorf Mastercycler, sendo realizados 40 ciclos
de 1 minuto a 94 OC, 1’a37°%Ce2 a72°, seguidos de
mais 7 minutos a 72 °C para a completa extensio dos
produtos amplificados. O método utilizado para a separagdo
dos produtos amplificados foi a eletroforese horizontal em
gel de agarose. Apos a amplificacéo a cada 13 puL de reacéo,
foram adicionados 3 pL de azul de bromofenol para o
monitoramento da corrida no gel a 1,5 %, corado com
brometo de etidio 1mg/ml. Foi utilizado TBE 1X (Trizma-
base 0,1M; acido bérico 1M, ¢ EDTA 0,5M) como tampao
do gel e da cuba. Apds esta, os géis foram visualizados e
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fotografados em equipamento de foto documentagdo por
transiluminac¢do em ultravioleta.

Aplicou-se em cada gel um marcador de peso
molecular conhecido, o ladder de 1Kb (Gibco-BRL) no
inicio e no final do gel para definir o tamanho aproximado
dos fragmentos gerados nas PCRs.

Inicialmente foi construida uma matriz para os
fragmentos polimorficos amplificados com (1) significando
presenca e (0) significando auséncia de banda. Somente
foram consideradas as bandas que ndo davam margens a
davidas. Bandas muito fracas, de dificil resolugdo, ndo
foram incluidas. A partir da matriz binaria foi feito o calculo
das similaridades genéticas usando o Coeficiente de Jaccard
por meio da Equagdo 1: Sgi= a/ atb+c, onde a = numero de
casos em que ocorre a presenca da banda em ambos os
individuos, simultaneamente; b = nimero de casos em que
ocorre a presenca da banda somente no individuo i; ¢ =
nimero de casos em que ocorre a presenga da banda
somente no individuo j.

Para analise das similaridades obtidas utilizou-se o
pacote estatistico NTSYS-pc (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System), versdo 2.02. A partir da
matriz de similaridade foi gerado o “cluster” pelo método
UPGMA  (“Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Average”), apresentado sob a forma de um
dendograma. Para cada par de acessos, a similaridade
genética foi estimada por simulagdes com reamostragens de
diferentes tamanhos (10, 20, 30, 40, 50 bandas) utilizando o
software GQMOL (CRUZ; SCHUSTER, 2004). O teste de
reamostragem do dendrograma foi baseado no programa
WinBoot (YAP; NELSON, 1996) com mil replicagdes.

III. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 80 iniciadores testados, 45 foram polimorficos,
mostrando-se vidveis para analisar a variabilidade na
espécie. Foram obtidas de uma a treze bandas totais e os
mais polimorficos foram OPA 06 e OPJ 14. Foram
selecionados: OPG 02, 04, 05, 06, 07, 08, 10, 13, 14, 16, 18,
OPA 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 10, 13, 16, 17, OPU 03, 06,
08, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 20 e OPJ 01, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 18, 19, que apresentaram acima de quatro
polimorfismos.

A figura 01 representa o padrdo polimorfico obtido
para a amplifica¢do com o iniciador OPU 10, nas quarenta e
duas amostras de bastdo do imperador, onde se observam os
polimorfismos verificados pela presenga de bandas em
alguns individuos e auséncia em outras.

THEEEE

Figura 01 - Amplificacdo das quarenta e duas amostras de bastdo do
imperador com o OPU 10. Belém, Embrapa Amazoénia Oriental, 2011

Um total de sessenta e sete fragmentos polimorficos,
com tamanhos variando de 250 a 2.200 pares de bases, foi
amplificado pelos quarenta e cinco iniciadores utilizados.
Segundo Dudley (1994), 53 marcadores polimorficos sdo
suficientes para a andlise de divergéncia genética, ja que o
autor considera que resultados no intervalo 50 a 100
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marcadores tendem a coincidir com informagdes baseadas
no pedigree das amostras.

O numero de fragmentos polimoérficos variou de 04
(OPG 06, 07, 08, 10,16, OPA 03, 07, 10 e 13) a 10 (OPA 06
e OPJ 14). Cobo (2004) avaliando a diversidade genética de
espécies de Heliconia spp com quatro microssatélites (GT,
CGA, AG, CA) obtiveram niimero de bandas variando entre
cinco e nove.

Nédo foram observadas, dentre os fragmentos
amplificados, a ocorréncia de bandas especificas a nenhum
gendtipo avaliado. Foram estimados os indices de
similaridade entre todos os genotipos (Figura 02).

Figura 02 - Dendrograma gerado pelo método de analise de cluster
UPGMA para o coeficiente de Jaccard, para as 53 bandas polimorficas
obtidas nos RAPDs

A variabilidade genética variou de 8 a 86%. Valores
similares a estes foram obtidos por Costa et al. (2007) ao
avaliar a variabilidade genética, herdabilidade e correlagdes
entre caracteres de hastes florais relevantes para o
melhoramento de cultivares e hibridos de Heliconia
psittacorum. Neste estudo, encontraram coeficientes de
variacdo genética variando de 97,33% a 16,89%.

Beckmann et al. (2006) estudando diversidade genética
em mini-roseiras, a partir de marcadores AFLP, observaram
a partir da analise de agrupamento a formagdo de um Unico
grupo, sendo a maior similaridade genética encontrada de
96%. Neste trabalho, houve a nitida separagdo das amostras
em dois grandes grupos e dentro do primeiro grupo houve a
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formagdo de subgrupos. No segundo grupo consta somente o
gendtipo M36, sendo este o mais divergente. Benemann et
al. (2010) avaliando a variabilidade genética entre acessos
de gérbera pelo método UPGMA, a partir de marcadores
microssatélites, observaram a separacdo do material em
cinco grupos principais, todos também estreitamente
relacionados as caracteristicas fenotipicas.

Pode-se afirmar que o primeiro grande grupo
caracterizou-se pela auséncia, quase total, de plantas com
inflorescéncia do tipo tulipa. A Unica excecdo foi a planta de
numero 40. Ja o segundo grupo foi caracterizado pela planta
com inflorescéncia tipo tulipa. Este fato sugere que o
fenotipo inflorescéncia tulipa, possivelmente, esta ligado a
caracteristicas genéticas, constituindo-se em um tipo bem
diferente dos demais dentro da espécie, sendo um padrdo
genético fixado na populagéo.

No primeiro subgrupo, formado no grande grupo I,
todas as plantas apresentam inflorescéncia roseo-clara. Ja no
segundo  subgrupo todos os individuos possuem
inflorescéncia roseo-escura. E interessante notar que a
planta de niimero 2, apesar de possuir inflorescéncia roseo-
escuro ficou isolada das demais.

Nas outras subdivisdes se observa duas plantas sendo
do tipo porcelana e réseo-clara, tendendo ao porcelana. O
M27 tem padrio de coloracdo bem diferente de todas as
demais com inflorescéncia mesclada com os dois tons de
rosa (forte e claro) presentes na populagéo.

A amostra M40 ¢ do tipo tulipa, enquanto a amostra
M42 apresenta uma inflorescéncia até entdo nunca
encontrada dentre as plantas do banco de germoplasma,
apresentando rara beleza. Ela possui muitas bracteas finas,
dando a impressdo de que estas bracteas estdo dobradas e
superpostas, sendo por isso apelidada de “Dobradinha”, isto
sugere que este tipo de fendtipo, possivelmente, pode ser
derivado de um tipo de mutag¢do que ocorre em plantas com
inflorescéncia do tipo tulipa, ja que este ocorreu
aleatoriamente em uma populagdo de plantas tipo tulipa.
Entretanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para
confirmar ou ndo esta hipotese, de modo a monitorar o
aparecimento de plantas “Dobradinha”, que ¢ um fendtipo
de ocorréncia rara com grande valor comercial.

O gendtipo M36 possui inflorescéncia tulipa metade
verde e metade roseo-escuro cuja coloragdo ainda ndo havia
sido observada em outras plantas e pelo seu isolamento dos
demais grupos, pode indicar um tipo genético distinto dos
demais.

A caracteristica inflorescéncia tipo tulipa foi marcante,
sendo observada variagdo de coloragdo, sugerindo, neste
caso, a dominadncia do formato em relacdo as demais
caracteristicas fenotipicas.

IV. CONCLUSOES

A populagdo analisada possui variabilidade genética
para ser explorada em programas de melhoramento e na
escolha de genitores para o mapeamento de genes que
controlam caracteristicas de importancia econdmica para a
espécie.

E de fundamental importincia a realizagio de outros
estudos genéticos para a comprovagao de todas as hipoteses
levantadas neste trabalho, dando énfase ao fendtipo
“Dobradinha”, por sua raridade e relevancia comercial.
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