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RESUMO

O presente trabalho apresenta as atividades desenvolvidas no estagio curricular
obrigatorio, o qual foi realizado no Instituto de Floricultura, pertencente ao Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria — INTA, na cidade de Hurlingham, Argentina, no periodo de
verdo de 2017. O objetivo principal do estadgio foi o acompanhamento e realizacdo de
atividades relacionadas ao melhoramento genético de plantas ornamentais e um ensaio de
instalagcdo de telhados verdes com a utilizacdo de espécies nativas com potencial ornamental.
O estagio proporcionou aprendizado, experiéncia e crescimento profissional e pessoal.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as flores e plantas ornamentais vém ganhando um espaco
consideravel no mercado, visto que as pessoas vém decorando suas casas, 0S escritorios, ou
até mesmo fazendo jardins mais sofisticados, 0 que torna os ambientes mais convidativos.
Além disso, algumas espécies melhoram a qualidade do ar, diminui o estresse e melhoram o
animo das pessoas (MORISIGUE et al., 2012).

No Brasil ndo existe um sistema legal de comercializacdo de espécies nativas. Esse fato
acaba por acarretar num comércio ilegal das mesmas, como as bromélias e orquideas, que séo
cotadas para o comércio exterior, principalmente Japdo e Europa. A floricultura entra nesse
espaco com uma funcédo ecoldgica, a fim de preservar estas espécies através da domesticacédo
e comércio das mesmas, evitando a extracdo (TERRA e ZUGE, 2013).

A maioria das espécies comercializadas como flores ou plantas ornamentais é exotica,
tanto na Argentina como no Brasil. Entretanto, é importante salientar que tanto a Argentina
guanto o Brasil possuem uma grande diversidade bioldgica, devido seus diversos habitats e
climas. Esta diversidade é ainda pouco aproveitada, podendo ser explorada por meio de
pesquisas e melhoramento genético, visto que a atividade floricola argentina, assim como a
brasileira, depende de variedades estrangeiras, implicando em pagamento de royalties. Se for
possivel criar novas cultivares ou substituir as plantas ornamentais, ndo ha a necessidade de
pagar os royalties, utilizando espécies mais adaptadas aos nossos ambientes.

O estagio curricular obrigatério foi realizado no Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria — INTA, no Instituto de Floricultura, no municipio de Hurlingham, Provincia de
Buenos Aires, Argentina. O mesmo desenvolveu-se no periodo de 04 de janeiro a 24 de
fevereiro de 2017, sob supervisdo da Pesquisadora Eng®. Agr. Dré. Gabriela Rosa Facciuto e
orientacdo académica do Professor Eng®. Agr. Dr. Gilmar Schéfer.

O objetivo do estdgio foi acompanhar, principalmente, as atividades de pesquisa no
ramo do melhoramento genético no género Alstroemeria, participando de atividades como
cruzamentos dirigidos, estudos de viabilidade de pélen, crescimento de tubos polinicos com
diferentes técnicas de polinizacdo, contagem de dvulos para o célculo de eficiéncia
reprodutiva, avaliacdo citogenetica de algumas entradas da colecdo (mitose e meiose).
Também foi possivel participar de um ensaio de inducdo de poliploidia por tratamento de
sementes com agentes mutagénicos, da avaliacdo colorimétrica de flores de hibridos obtidos e

progenitores, manutencdo da colecdo de plantas, coleta de germoplasma em uma reserva



natural urbana, visita a estabelecimentos produtivos e de comercializagdo de plantas

ornamentais, e na implantagdo de um experimento de telhados verdes.

2. CARACTERIZACAODA REGIAO

2.1 Localizacao

O Instituto de Floricultura pertence ao Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) e esta localizado no municipio de Hurlingham, pertencendo & Provincia de Buenos
Aires, Argentina. A provincia de Buenos Aires possui uma éarea fisica de 307.571 km?2
(INDEC, 2014), contando com aproximadamente 15.625.084 habitantes (INDEC, 2010). O
municipio de Hurlingham possui uma area fisica de 36 km2, contando com aproximadamente
181.241 habitantes (HURLINGHAM, 2010) e fica localizado a aproximadamente 32 km da

Cidade de Buenos Aires.

2.2 Situacao Socioecondmica

A Argentina possui uma populagdo de 43,42 milhdes de habitantes. A economia
argentina é bastante diversificada, onde o Produto Interno Bruto (PIB) de 2015, no valor de
583,2 bilhdes de ddlares, crescendo 2,4% anual, foi incrementado por diversos setores
(BANCO MUNDIAL, 2017).

2.2.1 Importéancia da floricultura na Argentina

A floricultura argentina possui diversas regides produtoras e com uma ampla gama de
diversidade de espécies cultivadas, uma vez que seu clima também é bastante amplo. O
cultivo pode se dar a céu aberto ou em estufas. A implantacdo de estufas vem crescendo
bastante na area de flores e plantas ornamentais, pois permite o cultivo de espécies de maior
valor, como gérbera e lirio, além da producdo em periodos invernais, cujo tem um preco
maior no mercado. A Provincia de Buenos Aires € a zona tradicional de producdo, tanto de
flores de corte quanto de vasos. A producdo em escala comercial data dos anos 20 do século
20. Nos entornos da Cidade de Buenos Aires se encontra ao redor da metade dos produtores
do pais (MORISIGUE et al., 2012).
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A superficie total a que se destina & floricultura é de aproximadamente 1940,55 ha em
todo o pais. Disso, aproximadamente 1541,91 ha sdo destinados a cultivo a campo (79,5%),
346,06 ha para cultivo em estufas (17,8 %), e 52,58 ha para cultivo em “umbraculos”, o qual
seria uma espécie de estufa escura (2,7 %). A Provincia de Buenos Aires é uma das regides de
maior producéo, contando com 911,26 ha de &rea cultivada com plantas ornamentais, onde a
maior parte se concentra com cultivos a campo, com 774,94 ha (85%) e 116,66 ha em estufas
(12,8%) (INTA e JICA, 2003).

E importante salientar que o comércio de espécies nativas melhoradas vem crescendo na
Argentina, gragas aos estudos que o INTA vem desenvolvendo neste ramo. Isso porque
muitas variedades comercializadas por empresas privadas, mesmo que utilizem espécies
nativas da America do Sul como progenitoras, sao desenvolvidas para climas diferentes dos
que sdo submetidas na Argentina ou Brasil. Assim, com um programa de melhoramento com
as espécies nativas, além de ndo pagar royalties para as empresas privadas, tém-se um produto
adaptado para os ambientes dos referidos paises. Além disso, o INTA, desenvolvedor da
variedade, e a provincia a qual € extraida a espécie nativa utilizada no programa de
melhoramento, receberdo um pagamento, ficando dentro do pais o dinheiro e estimulando a
criagdo de novas variedades (GREPPI, 2013; PAKOCA, 2014).

2.3 Solo, Clima e Ecossistemas

Segundo a Classificacdo Americana de Solos, os solos argentinos podem ser
classificados como: Vertisoles, Alfisoles, Molisoles, Entisoles, Aridisoles, Andisoles e
Espodosoles, Oxisoles e Ultisoles, Roca aflorante, Histosoles, e Gelisoles. Na provincia de
Buenos Aires, ha a predominancia de solos Molisoles, Vertisoles, Alfisoles e Aridisoles
(PANIGATTI, 2010).

Na Argentina hd uma grande variedade de climas. Segundo a classificacdo de Kdppen-
Geiger, tendo maior predominancia de subtropical imido (Cfa), arido frio (BWK), semi-arido
frio (BSK), entre outros. Na Provincia de Buenos Aires, o clima é caracterizado como Cfa e
Cfb (temperado maritimo umido) (PEEL et al., 2007).

Os ecossistemas da Argentina estdo compostos por diversas ecoregides, dentre elas
estdo: Altos Andes, Puna, Monte de Sierras y bolsones, Selva de l&s Yungas, Chaco seco,
Chaco himedo, Selva paranaense, Esteros del lberd, Campos y Mazelales, Delta y Islas Del

Parana, Espinal, Pampa, Monte de Llanuras y Masetas, Estepa patagOnica, Bosques
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patagénicos, e Islas del Atlantico Sur. J& a vegetacdo da Provincia de Buenos Aires é
composta por campo de Espinais e Pampa (PANIGATTI, 2010).

3. CARACTERIZACAO DO INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA
AGROPECUARIA (INTA)

O INTA é uma das principais instituicbes de pesquisa agropecuaria no pais, e €
dependente do Ministério de Agroinddstria da Nacdo. Teve sua criagdo em 1956, e desde
entdo desenvolve acdes de investigacdo e inovagdo tecnoldgica a fim de melhorar a
competitividade e o desenvolvimento rural sustentavel do pais. A instituicdo esta localizada
nas seguintes regides: Noroeste, Nordeste, Cuyo, Pampeana e Patagonia. Possui uma estrutura
qgue compreende uma sede central, 15 centros regionais, 52 estacfes experimentais, seis
centros de investigagdo, 22 institutos de investigagdo e mais de 350 Unidades de Extensdo
(INTA, 2017).

O Instituto de Floricultura é um instituto de investigacdo, dependente do Centro de
Investigacion de Recursos Naturales (CIRN), esta localizado no municipio de Hurlingham e
pertence & Provincia de Buenos Aires. E a Unica unidade especializada no pais na area de
floricultura e de referéncia em programas de melhoramento genético na Ameérica Latina. Sua
atividade se estende a todas as zonas floricolas, trabalhando conjuntamente com as Estacdes
Experimentais Agropecuarias do INTA e com as Agéncias de Extensdo Rural, localizadas nas
diferentes zonas produtoras (ANEXO A). As atividades do Instituto de Floricultura se
desenvolvem em torno das seguintes areas: melhoramento genético de plantas ornamentais,
manejo de cultivos, gestdo da producdo, fitopatologia, propagacao e pos-colheita. Possui uma
superficie de cinco hectares (ha), onde se encontram 23 estufas ou casas de vegetacdo e
campo experimental, quatro laboratérios (microscopia, marcadores moleculares, cultivo in
vitro, e analise de substrato e agua) e mais algumas instalacbes diversas (INSTITUTO DE
FLORICULTURA INTA, 2017).

4. REFERENCIAL TEORICO SOBRE MELHORAMENTO DE PLANTAS
ORNAMENTAIS COM UTILIZACAO DE ESPECIES NATIVAS DO GENERO

Alstroemeria L.

4.1 O género Alstroemeria L.
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O género Alstroemeria L. € nativo da América do Sul e compreende aproximadamente
50 espécies. As espécies desse género podem ser encontradas na Venezuela, Brasil,
Argentina, Peru, Chile, Bolivia, Paraguai e Uruguai (SANSO, 1996), podendo ocorrer,
portanto, em diversos ambientes, como matas, campos, regifes desérticas ou encostas
rochosas, até cerca de 3.700 metros (m) de altitude (UPHOF, 1952 apud TOMBOLATO et
al., 1991). Podem-se encontrar espécies nativas do Brasil florescendo durante todos os meses
do ano, raramente em agosto, porém mais frequentemente durante os meses quentes do ano,
ou seja, de novembro a mar¢co (TOMBOLATO et al., 1991).

A altura das espécies desse género pode variar de poucos centimetros até 1,2 m de
altura. Além disso, sdo herbaceas perenes, possuindo reserva de amido nas raizes e numerosas
hastes, que sdo eretas, podendo ser vegetativas ou reprodutivas. As folhas sdo alternas, a
inflorescéncia é do tipo umbeliforme, e as flores sdo zigomorfas, coloridas, normalmente com
pontuacBes mais escuras nas pétalas internas, possui seis estames, levemente curvados, e
geralmente desiguais em tamanho. O ovario € trilocular e o fruto € uma céapsula loculocida, de
cor verde quando imaduro e marrom quando maduro, e com sementes globosas
(TOMBOLATO et al., 1991; SANSO, 1996; DE ASSIS, 2013). O aspecto ornamental e a
grande durabilidade das flores apds o corte é o que faz esse género ser tdo importante
ornamentalmente (SANSO, 1996).

Segundo Sanso (1996), a Alstroemeria psittacina Lehmann é originaria do sudeste do
Brasil, nordeste do Paraguai e nordeste da Argentina, nas provincias de Misiones, Corrientes,
Entre Rios e Buenos Aires (ANEXO B). Habita lugares imidos, mas em geral sob a sombra
de arvores. Floresce desde novembro a marco, e frutifica entre dezembro e margo. Pode ser
encontrada no Brasil, nos estados do Parana e Rio Grande do Sul (municipios de Sao
Salvador, atual Salvador do Sul, Pareci Novo, e na costa do Rio Guaiba). Possui como nome
comum: em espanhol “flor de papagayo” ou “nardo del campo” (SANSO, 1996) e em
portugués “lirio-dos-incas” (FLORA DIGITAL, 2017).

4.2 Melhoramento genético

E comum, para as plantas ornamentais, fazer a hibridacio interespecifica com o intuito

de gerar variabilidade genética®.

! OHRI and KHOSHOO, 1983; VAN EIJK et al., 1991; RAMANNA, 1992; VAN CREWJ et al., 1993 apud VAN
TUYL e DE JEU, 1997, cap. 13.



13

No género Alstroemeria, as cultivares e hibridos obtidos até hoje normalmente s&o
resultados de mutacGes por raios-x, de selecdo artificial, mas principalmente por hibridacdo
interespecifica. Alstroemeria aurea Graham e A. psittacina sdo algumas das espécies nativas
utilizadas para cruzamentos com a finalidade de obter os hibridos comerciais e cultivares
(JEU et al., 1992 apud SANSO, 1996). Segundo Pakoca (2014), pelo fato de as variedades
serem desenvolvidas por empresas privadas, as informac6es de quais cruzamentos geraram a
variedade ndo sdo publicadas, sendo impossivel afirmar que todos as variedades comerciais
sdo provenientes de cruzamentos interespecificos.

Atualmente se busca variedades de alstroemérias que tenham diferentes tamanhos e
cores de inflorescéncias, boa pds-colheita, hastes mais grossas, compridas e rigidas, menor
requerimento de baixa temperatura do solo para produzir hastes e maior tolerancia ao calor,
periodos de floracdo mais extensos, estabilidade para multiplicacdo vegetativa in vitro e
resisténcia a viroses (FACCIUTO et al., 2016).

4.2.1 Hibridacéo

A hibridacdo consiste na fusdo de gametas geneticamente diferentes, resultando em
individuos hibridos heterozig6ticos. A hibridacéo é realizada com cruzamentos artificiais, o
qual é um procedimento bastante simples. De modo geral, a técnica consiste na emasculacéo
da flor a ser utilizada como genitor feminino, antes que o estigma esteja receptivo ao pdlen da
mesma flor. A retirada das anteras varia conforme as espécies. Posteriormente, coleta-se o
polen da flor a ser utilizada como genitor masculino e aplica-se sobre o estigma da mae ou
genitora feminina (BOREM e MIRANDA, 2013).

Segundo Pakoca (2014), é comum a ocorréncia de protandria no género Alstroemeria,
sendo, portanto, obrigatdria a fecundacdo cruzada. O mesmo autor relata que se realizam os
cruzamentos emasculando as flores antes que ocorra a antese, retirando as pétalas (corola) e
anteras a fim de evitar a atracdo de polinizadores. O estigma se encontra receptivo para fazer a
polinizagcdo quando o mesmo esté tripartido e com gotas de exsudato, o qual pode demorar

alguns dias apds a emasculagéo.

4.2.2 Célculo da Eficiéncia Reprodutiva (CER)
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O célculo da eficiéncia reprodutiva (CER) é uma ferramenta utilizada no melhoramento
genético. Tem como objetivo conhecer o resultado final da percentagem de frutos e sementes,
diminuindo o tempo gasto em cruzamentos incompativeis, uma vez que relaciona o nimero
de sementes produzidas com o nimero de sementes esperadas (CONAGIN e CONACIN,
1960). O resultado final mostra que, quanto maior a CER, melhor sera a espécie ou hibrido
utilizado como genitor feminino (melhor mée em cruzamentos), sendo descartadas, portanto,
0s genitores femininos com baixos valores de CER. Isso porque no célculo esta relacionado o
numero de 6vulos cujos embrifes germinaram, a respeito do total de 6vulos envolvidos na
polinizag&o, considerando todos os cruzamentos da combinag&o avaliada, e utilizando a média
de 6vulos por ovério do genitor feminino (considerando um nimero minimo de 10 flores)
(PAKOCA, 2014).

N2 embrides germinados

CER = 100

*
(N2polinizadores * média 6vulos por ovario)

4.2.3 Viabilidade de polen

As analises da viabilidade de pdlen sdo importantes para investigar ou estimar a
infertilidade das plantas e podem ser necessarias em algumas situacfes, visto que varios
fatores externos podem interferir na viabilidade do pdlen, como umidade relativa do ar,
temperatura, percentagem de gas carbonico na atmosfera e pressdo de oxigénio. Além disso,
fatores genéticos também podem interferir, como anormalidades meidticas. A viabilidade
polinica pode ser realizada por diferentes métodos. Estes testes utilizam corantes quimicos
que reagem com 0s constituintes celulares presentes no poélen maduro (GREISSL, 1989;
PAGLIARINI e POZZOBON, 2005).

Pakoca (2014) encontrou valores diferentes em testes de viabilidade de p6len. O mesmo
autor cita que as variedades comerciais de Alstroemeria (que podem ser resultados de
cruzamentos interespecificos e sdo dados confidenciais das empresas) na sua grande maioria
sdo normalmente estéreis (pelo fato de ter um nivel de ploidia diferente do comumente
encontrado nas espécies nativas, ou também pelo fato de ocorrerem barreiras pré e pos-
zigGticas); caracteristica desejada por melhoristas pelo fato de proteger “naturalmente” a
variedade. Também destaca que, quando os testes resultavam em valores menores que 35% de
viabilidade de polen, a espécie ou variedade é utilizada como genitora feminina no programa

de melhoramento. As espécies ou variedades cujos valores sdo encontrados como sendo
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maiores que 35% de pdlen vidvel sdo utilizados como genitores masculinos. Esta foi a
classificacédo feita pelo autor para algumas entradas da colecdo de A. psittacina e a variedade

comercial Belvedere.

4.2.4 Crescimento de tubos polinicos com diferentes técnicas de polinizagédo

O crescimento de tubos polinicos provém da germinacdo do grdo de polen, e esse
crescimento € atraves da deposicao de calosa seguindo em direcdo ao Ovulo para fertiliza-lo
(PAKOCA, 2014). Um tubo polinico dito “normal” se identifica pela caracteristica de
deposicdo de calosa com didmetro regular e trajetoria reta. Ja nos tubos polinicos anormais, a
deposicdo de calosa é irregular, com trajetoria serpeante e com didmetros variaveis, e podem
ser resultados de incompatibilidade entre os progenitores (FERNANDO e CASS, 1997). A
incompatibilidade entre progenitores pode ser identificada na pré ou pos-polinizacao,
impedindo a hibridacéo interespecifica (VAN TUYL e DE JEU, 1997).

Os autores Van Tuyl e De Jeu (1997) citam que a aplicacdo da polinizacdo in vitro,
juntamente com outros métodos de polinizacdo, combinados com o resgate de embrides, sao
ferramentas muito poderosas as quais possibilitam a quebra de barreiras de pré e poés-
polinizacdo.

Dentre os métodos citados acima, o método de polinizacdo de estilete cortado é uma das
ferramentas que pode ser utilizada para quebrar as barreiras de cruzamento na pré-polinizacéo
no género Alstroemeria e consiste na remocdo do estigma e de uma parte ou de todo o estilete,
realizando a polinizagéo na extremidade cortada (VAN TUYL e DE JEU, 1997).

4.2.5 Citogenética (mitose e meiose)

A avaliacdo citogenética & uma das ferramentas dentro do melhoramento genético que
pode ser utilizada para saber quem sdo os genitores das variedades ja existentes e qual especie
nativa foi utilizada para tal cruzamento. Os dados que permitem identificar os genitores néo
sdo expostos, pelo fato de a maioria das variedades existentes de Alstroemeria terem sido
desenvolvidas por empresas privadas (TSUCHIYA et al., 1987).

Tsuchiya et al. (1987) relataram que, devido a um hibrido (variedade comercial) de
Alstroemeria ligtu formar um conjunto de sementes viaveis, presume-se que esse hibrido deve

ser fértil e é esperado que seja citologicamente estavel, com um ndmero de cromossomos
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diploides de 2n=16. Além disso, foi encontrado em diversas espécies nativas o namero
cromossémico de 2n=16, sendo, portanto, 0 nimero basico de cromossomos n=8.

Hang e Tsuchiya (1988) realizaram um estudo com diferentes variedades de
Alstroemeria e encontraram variedades diploides (2n=16), triploides (2n=24), e tetraploides
(2n=32). Dentro do mesmo estudo foram encontradas aneuploidias como, por exemplo, a
variedade Luciana, que é tetraploide, porém possui 31 cromossomos.

Alteracdes cromossdémicas podem desencadear anormalidades meioéticas, o qual pode
afetar na viabilidade do polen. Nesse caso, pode ser visualizado na divisdo meiotica ou ainda
na tétrade de micrdspora (PAGLIARINI e POZZOBON, 2005).

5. ATIVIDADES REALIZADAS

O objetivo do estagio foi acompanhar a vivéncia das atividades diarias de um melhorista
genético, como a coleta de germoplasma e melhoramento genético propriamente dito, além de
acompanhar a visita a produtores de mudas de espécies nativas melhoradas pelo INTA. As
atividades realizadas consistiram principalmente em melhoramento genético no género
Alstroemeria, implantacdo de um experimento de telhados verdes, utilizando espécies nativas
e exodticas, realizacdo de visitas a estabelecimentos produtivos e de comercializacdo de plantas
ornamentais, coleta de germoplasma em uma reserva natural urbana, manutencéo da colegéo
de plantas nativas e variedades comerciais em estufa, coleta de frutos e inducdo de poliploidia
em sementes com tratamento de colchicina e sua posterior germinacdo em sementes do género

Alstroemeria.

5.1 Melhoramento genético no género Alstroemeria L.

O programa de melhoramento genético é bastante longo (Figura 1), podendo demorar
aproximadamente 10 anos até a obtencdo de uma variedade. No decorrer do estagio, pdde-se
acompanhar e realizar a coleta de germoplasma de A. psittacina na Reserva Natural Urbana,
localizada no municipio de Morén, na Provincia de Buenos Aires (Iltem 3). Dentre as
atividades, foi possivel participar ativamente no melhoramento genético propriamente dito no
género Alstroemeria (Item 5). Além disso, teve-se a oportunidade de visitar estabelecimentos
comerciais de plantas ornamentais, como, por exemplo, a empresa Geoplant®. A empresa

Geoplant® firmou um contrato com o INTA para multiplicar por meio de estaquia as
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variedades desenvolvidas no Instituto de Floricultura, e realizar sua posterior comercializagdo
(Item 8). Essa empresa comercializa para todo o pais variedades do género Glandularia,
Mecardonia e Calibrachoa.

Figura 1 — Esquema do programa de melhoramento genético com utilizacdo de espécies
nativas no INTA.
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Fonte: GREPPI, 2013.

O melhoramento genético propriamente dito (Item 5) possui diversas etapas (Figura
2), onde primeiramente deve-se estabelecer uma colecdo de espécies nativas e de variedades
comerciais, as quais ficam em uma estufa. As colecbes de plantas matrizes de diversas
espécies ficam em uma casa de vegetacdo climatizada. Nessa casa de vegetacdo, sao mantidas
plantas que sdo utilizadas para a propagacdo e para montar uma colecédo, plantas que terdo

uma aclimatacdo no ambiente externo ao laboratdrio ou hibridos recém-obtidos, entre outras.
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Figura 2 — Fluxograma do melhoramento genético no género Alstroemeria, com utilizacdo de
espécies nativas, aplicado no Instituto de Floricultura.
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Fonte: FACCIUTO et al., 2016.
5.1.1 Selegéo preliminar de pais

5.1.1.1 Viabilidade de pdélen

Pbde-se acompanhar e realizar o teste de viabilidade de pdlen em plantas de
Alstroemeria utilizadas como genitores masculinos. Para isso, foram realizadas coletas de
grdos de polen das anteras da planta desejada (hibrido, variedade comercial ou espécie nativa)
colocando-os sobre uma lamina com a solucdo de Alexander (ALEXANDER, 1969). O
reativo de Alexander, por ser formado pelos corantes fucsina acida e verde de malaquita,
produz uma coloracdo diferencial entre grdos de pdlen viaveis e inviaveis. A celulose na
parede celular do pdlen reage com o verde de malaquita produzindo uma cor azul-esverdeada,
enguanto o protoplasma reage com a fucsina acida produzindo uma cor pdrpura avermelhada
(ALEXANDER, 1980). Os grédos de polen viaveis sdo aqueles que vao conseguir germinar e
formar o tubo polinico no pistilo, chegando ao ovério e fertilizando o 6vulo, ja os gréos de
polen ndo viaveis ndo conseguem nem germinar. A visualizacdo dos grdos de pdlen foi
realizada em microscopio éptico OLYMPUS BX 50 (Figura 3) e a viabilidade de p6len foram
testadas em duas espécies nativas e em um hibrido obtido no INTA. O nimero amostral néo
foi considerado pelo fato de serem apenas demonstrativos os procedimentos de realizagdo
deste teste. Porém, foi realizada a contagem de pelo menos 300 grdos de pélen em cada
lamina realizada. O resultado nos mostra que as espécies nativas A. aurea e A. psittacina

possuem maior viabilidade de polen, quando comparado ao Hibrido INTA (Tabela 1). O
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hibrido foi obtido a partir de um cruzamento entre a variedade comercial Belvedere (genitor
feminino) e a espécie nativa A. psittacina (genitor masculino).

Figura 3 — Visualizacdo em microscopio éptico de polen viavel (Vi) e ndo vidvel (N.Vi) da
espécie nativa A. psittacina, atraves da técnica de coloragdo com a solucdo de Alexander.
Hurlingham, 2017,

Fonte: Paolazzi, Joana.

Tabela 1. Codigo de cada planta segundo o dia de coleta, porcentagem de grdos de polen
viaveis (%), e porcentagem de gréos de polen ndo viaveis (%), testada em Alstroemeriaaurea
e A. psittacina, e em um hibrido obtido pelo Instituto de Floricultura — INTA. Hurlingham,
2017,

Espécie Cadigo Viaveis (%) Néo viaveis (%)

A. aurea 20170118D1 86,30 13,70
A. aurea 20170120E1 97,40 2,60
Hibrido INTA 20130927X2 19,13 80,87
A. psittacina 20091009B1 83,65 16,35
A. psittacina 20090602A4 91,87 8,13

Fonte: Paolazzi, Joana.

5.1.1.2 Célculo da Eficiéncia Reprodutiva

Para realizar o calculo da eficiéncia reprodutiva, necessitou-se abrir 0s ovarios de pelo
menos dez flores de plantas da colecdo de Alstroemeria (variedades comerciais: Himalaya,
Belvedere, Virginia, Cartagena e Costa Azul) que se deseja obter os dados, contar 0 nimero
de 6vulos, e por fim fazer uma média. Apds, com uma base de dados ja existentes, utilizaram-
se 0s mesmos procedimentos utilizados por PAKOCA (2014).

Realizou-se o calculo da CER a partir de sementes germinadas (coluna CER (%)), e
posteriormente com as plantulas normais formadas (CER com plantulas (%)), pois a semente
germinada pode ndo desenvolver e formar uma plantula, morrendo antes disso. O resultado da
CER nos mostra que o genitor feminino que possui maior CER € uma das variedades que sera
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a melhor mae, tendo uma eficiéncia reprodutiva superior, produzindo mais sementes ou mais

plantulas (Tabela 2).

Tabela 2. Dias apés polinizacdo (DPP), nimero de cruzamentos, média de évulos por ovario,
nimero de sementes germinadas, nimero de plantulas normais, calculo da eficiéncia
reprodutiva (CER) com nimero de sementes germinadas, calculo da eficiéncia reprodutiva
(CER) com numero de plantulas normais, em cinco diferentes variedades comerciais de
Alstroemeria utilizadas como genitoras femininas nos cruzamentos dirigidos. Hurlingham,
2017.

Média Sementes Plantulas CER CER com
. Cruzamentos . . ~
Maes DPP (N9) Ovulos por germinadas  Normais Sementes plantulas
ovario (N°) (N9) (%) (%)
. 7 133 21 3 2 0,11 0,07
Himalaya
14 94 21 0 0 0,00 0,00
Belvedere 7 20 13 4 3 1,53 1,14
14 27 13 14 6 3,95 1,69
N 7 42 19 0 0 0,00 0,00
Virginia
14 78 19 7 7 0,47 0,47
Cartagena 7 31 20 11 11 1,77 1,77
g 14 27 20 2 2 037 0,37
Costa Azul 7 10 17 11 11 6,60 6,60
14 10 17 14 8 8,40 4,80

Fonte: Paolazzi, Joana.

5.1.1.3 Avaliacéo citogenética

No decorrer do estagio pode-se acompanhar e realizar a coleta de apices radiculares de
Alstroemeria (nas variedades comerciais Virginia, Belvedere e Senna, e na espécie nativa A.
psittacina de codigo 20091009B1) para ver 0s cromossomos em mitose.

A coleta das raizes foi realizada na estufa a qual contém as plantas da colecdo de
Alstroemeria. Com o auxilio de uma pa de jardim procurou-se as raizes e coletaram-se 0s
apices radiculares (tecidos meristematicos), local indicado para a visualizacdo de
cromossomos. Realizou-se os mesmos protocolos laboratoriais utilizados por PENALOZA et
al. (2005). A partir do momento em que 0S cromossomos estdo separados e no mesmo plano,
é possivel fazer a contagem. SO foi possivel realizar a contagem na amostra de A. psittacina
(Figura 4A).

Para a visualizacdo dos cromossomos em meiose, coletaram-se as inflorescéncias de
diversos tamanhos, pois ndo se tem um padrao estabelecido para a espécie. Assim, ndo se sabe
qual é o tamanho em que as inflorescéncias ainda estéo se dividindo e em qual ja é visivel a
formacdo da tétrade de microspora (fase final da meiose). Coletou-se de dois hibridos INTA
(20130927X2 e 20151230A1) e foi utilizado o protocolo proposto por PAGLIARINI e
POZZOBON (2005).



21

As inflorescéncias do hibrido 20151230A1 j& estavam na fase final da meiose, ndo
sendo possivel visualizar a fase Préfase |, ndo podendo, portanto, contar o numero de
cromossomos existente. Visualizou-se apenas a tétrade de microspora, a qual foi considerada
normal pelo fato de estar sem cromossomos fora de placa e por ter quatro células (a mais ou a
menos e considerado anormal). J& no hibrido 20130927X2 pAde-se visualizar a meiose na fase
de Préfase Il. Porém ndo foi possivel realizar a contagem do nimero de cromossomos por
estes estarem muito agrupados, mas notou-se que haviam cromossomos separados de seus
grupos (cromossomos fora de placa) (Figura 4B).

E importante citar que os testes realizados nas analises citogenéticas ndo possuiram
numero amostral suficiente para poder inferir sobre nimero cromossémico dos gendtipos
estudados, uma vez que durante 0 estagio conseguiu-se contar Cromossomos em apenas uma
célula de cada espécie e/ou hibrido, que confirmou os relatos na literatura, que cita que a
espécie nativa A. psittacina possui 16 cromossomos (TSUCHIYA et al., 1987; HANG e
TSUCHIYA, 1988). Porém, os protocolos testados foram importantes para entender os

processos realizados na citogenética dentro de um programa de melhoramento genético.

Figura 4 — Visualizacdo de cromossomos em microscopio optico. A) Cromossomos de A.
psittacina (20091009B1) em mitose, com 16 cromossomos; B) Cromossomos em meiose do
hibrido 20130927X2, destacando, em azul, cromossomos fora de placa, indicando
anormalidades meidticas. Hurlingham, 2017.

Fonte: Paolazzi, Joana.

5.1.2 Cruzamentos dirigidos

Ap0s 0s testes de viabilidade polinica e a CER, realizaram-se os cruzamentos dirigidos
através de hibridacGes interespecificas. Participei e realizei cruzamentos através da técnica de

hibridacdo (Figura 5), o qual consiste na emasculagéo das flores as quais o estigma ainda néo
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esta receptivo. Num primeiro momento retiravam-se as pétalas e anteras e, dois ou trés dias
apos esse procedimento, variando conforme espécie ou variedade e condi¢cdes ambientais,
realizava-se a polinizacdo artificial. Os filetes eram mantidos, pois estes sdo uma protecao
para o estilete ndo quebrar, e somente sdo retirados quando ¢é realizada a polinizacdo. Quando
0 estigma esta apto para ser polinizado, coleta-se uma flor com estames pulverulentos do
genitor masculino escolhido e poliniza-se no estigma, certificando-se que havia pélen. Pelo
fato de as plantas desse género possuir o estilete muito fragil e facilmente quebradico, ndo se
coloca protecdo apds a polinizacdo artificial. Isso porque sdo as pétalas que atraem 0s
polinizadores naturais, e sem elas é dificil que haja polinizagdo, salvo a que foi realizada

artificialmente.

Figura 5 — Cruzamentos dirigidos em Alstroemeria. A) Flor da variedade comercial Costa
Azul; B) Flor sem pétalas e sem anteras; C) Polinizacdo com A. psittacina; F) Rama
estigmatica com deposicdo de pélen. Hurlingham, 2017.

Fonte: Paolazzi, Joana.

5.1.2.1 Crescimento de tubos polinicos com diferentes técnicas de polinizacéo

Foi possivel o acompanhamento e realizacdo de alguns cruzamentos com diferentes

técnicas de polinizagdo. Cabe ressaltar que este é o primeiro teste desenvolvido pelo grupo de
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pesquisa do INTA. Realizaram-se ensaios nas fases de pré-antese, antese e pos-antese em
Alstroemeria (Figura 6), fazendo seis flores em cada técnica (“sem corte no estilete”, “corte
ao meio do estilete” e “sem estilete”), ou seja, um total de 18 estiletes de cada cruzamento em
cada fase. Somente em pré-antese nao foi realizado o “sem corte no estilete”, pois ndo seria

coerente tal procedimento, ja que o estigma néo estaria receptivo.

Figura 6 — Representacdo das diferentes técnicas de polinizacdo em Alstroemeria. A) No
periodo de pré-antese: (1) Corte no meio do estilete; (2) Corte de todo o estilete; B) No
periodo de antese e pos-antese: (1) Sem corte no estilete, (2) Corte no meio do estilete; (3)
Corte de todo o estilete. Hurlingham, 2017.
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Fonte: Paolazzi, Joana.

Para realizar os cruzamentos dirigidos, através da hibridacdo, realizava-se a
emasculacdo em todas as flores aptas para o cruzamento manual, ou seja, onde o estigma néo
estivesse receptivo naquele momento, pois ja poderia ter recebido pdlen. Quando necessitava
realizar os cortes, utilizava-se uma lamina de aco para cortar na metade do estilete, ou todo o
estilete, independente de estar em pré-antese, antese ou pds-antese. Apds o corte, polinizava-
se com o polen do genitor masculino escolhido.

Diferentes combinagdes de genitores foram realizadas. Coletaram-se os pistilos 24
horas apds a polinizacdo (1 DPP). Os pistilos de cada técnica e cruzamento foram
acondicionados em tubos de plastico com 20 mL de solugdo fixadora. Realizaram-se 0s
mesmos procedimentos utilizados por PAKOCA (2014), a fim de avaliar se havia grdo de
polen aderido na extremidade do estilete (nas ramas estigmaticas ou onde o corte foi
realizado), se ha formacéo de tubo polinico, em que parte do estilete ele se encontra e até onde
ele conseguiu chegar (ovario ou 6vulo).

Em microscopio optico com fluorescéncia foi possivel a visualizagao de gréo de polen
aderido nas ramas estigmaticas do estigma (Figura 7A), dos tubos polinicos no pistilo,
normais (Figura 7B) e anormais, e até onde ele conseguiu chegar nesse primeiro ensaio, que

foi no ovério (Figura 7C).
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Figura 7 — Visualizacdo do crescimento de tubos polinicos no género Alstroemeria sob as

diferentes técnicas de polinizagdo. A) Grdo de pélen germinado; B) Tubos polinicos no

estilete, sendo considerados normais; C) Tubo polinico no ovario. Hurlingham, 2017.
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Fonte: Paolazzi, Joana.

Os resultados encontrados nos mostram gque em pos-antese sem corte no estilete, e em
antese com corte no meio do estilete, em todos os cruzamentos, foi possivel a visualiza¢éo de
tubos polinicos no ovario. Ja em pré-antese sem o estilete, em nenhum cruzamento visualizou-
se tubos polinicos, nem a germinagdo de polen. Quando se analisa 0 cruzamento entre a
variedade comercial Costa Azul e a espécie nativa 20091009B1, em quase todas as diferentes
técnicas foi possivel a visualiza¢do de tubos polinicos no ovario, exceto quando realizado em
pré-antese, em ambas as técnicas de polinizacdo, diferente dos demais cruzamentos. Os
resultados confirmam o teste realizado com CER de que Costa Azul seria uma boa genitora
feminina. E bom salientar que até o final do estagio ndo foi possivel a realizacdo de
cruzamentos com a técnica de polinizacdo pos-antese sem o estilete nos cruzamentos Costa
Azul x 20091009B1 e 20091009B1 x 20090602A4, e em antese sem estilete em 20091009B1
x 20090602A4 devido ao nédo florescimento das genitoras femininas. O crescimento normal
ou anormal dos tubos polinicos nos devidos cruzamentos e diferentes técnicas ndo foram

avaliados nesse ensaio.

5.2 Outras atividades

5.2.1 Demais atividades ligadas ao melhoramento genético

Pelo fato de as alstroemérias possuirem incompatibilidade pds-zigotica, abortando o
fruto, depois de 15 dias ap6s polinizagcdo, os embriGes precisam ser resgatados in vitro.
Cultiva-se a planta in vitro até que a mesma possua um porte adequado para ser plantada em
vaso, onde se realiza uma aclimatacgdo e, depois, essa planta é levada para a estufa de plantas

matrizes para seu desenvolvimento e cultivo. A fase de dvulo resgatado para formacdo de
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plantula pode ser bastante demorado, podendo levar de semanas a meses, variando conforme
0S cruzamentos e progenitores escolhidos. Pude participar da transferéncia de plantulas para
um novo meio de cultivo.

Foi possivel a realizacdo de coleta de dados da colorimetria de pétalas de hibridos e
progenitores, uma vez que para registrar uma nova cultivar ha a necessidade da mesma ser
Distinta, Homogénea e Estavel (DHE), e a colorimetria € um dos testes realizados.

Também houve a necessidade da manutencdo da colecdo, realizando podas de hastes
secas, e a coleta de frutos. Algumas sementes foram utilizadas para realizar um ensaio com
inducdo de poliploidia através do tratamento de sementes com colchicina, um dos agentes
mutagénicos empregados para tal uso.

5.2.2 Telhados verdes com utilizacéo de espécies nativas

Durante a realizacdo do estagio foi possivel 0 acompanhamento na instalacdo de um
experimento de telhados verdes, utilizando espécies nativas e exdticas. O ensaio teve como
objetivo testar a necessidade do substrato perlita na composicdo estrutural do telhado verde.
Assim, montou-se 12 parcelas de 2,7 m? cada uma, sendo que metade das parcelas (6) tinha
adicionado o substrato perlita e nas demais ndo havia.

A parte estrutural do telhado verde se deu da seguinte forma: estrutura, camada
filtrante (com geotéxtil), camada drenante (com substrato perlita — quando houver), camada
filtrante (com fibra de cbco), camada de substrato (com substrato comercial Tabaco®),
camada com sementes e/ou estacas, e por ultimo, uma tela com tecido ndo tecido (TNT)
(Figura 8). A camada de substrato possuia altura de dois cm e a estrutura ndo tinha caimento.

Figura 8 — Composicéo estrutural do telhado verde. Hurlingham, 2017.

Fonte: Aranciba, A.
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O estabelecimento do material vegetal se dividiu em duas partes, o estabelecimento de
sementes e de estacas. Foram selecionadas espécies comerciais e nativas mais resistentes ao
sol e a falta de agua para compor o telhado verde, tendo uma propor¢do de 77% de espécies
comerciais (sementes: Sedum acre, S. album, S. reflexum, S. kamtschaticum; estacas: Sedum
acre, S. album, S. reflexum, S. mexicanum, S. spuruim, S. arrua, S. kamtschaticum) e 23% de
espécies nativas (sementes: Gonphrenacelosioides - 10 sementes.m™; estacas: Senecio
ceratophylloides, Portulaca grandiflora, Portulaca gilliesii - 15 estacas.m™). N&o se utilizou
hormdnio enraizador nas estacas.

A irrigacdo foi realizada sempre que necessario, variando conforme temperatura e
umidade. O experimento foi realizado novamente, pois houve uma baixa percentagem de
germinacdo de sementes e enraizamento de estacas, e este pode ser devido ao fato de a base
das estacas ndo terem entrado em contato com o substrato. Também se pode citar que as
espécies suculentas ou cactaceas precisam de um periodo de cicatrizacdo do local cortado, 0
que ndo foi realizado. Além disso, aproximadamente uma semana apds a instalacdo do
experimento, as estacas estavam com as bordas das folhas queimadas, o qual pode ser devido

as altas temperaturas.

6. DISCUSSAO

No Brasil, o periodo de maior demanda por flores e plantas ornamentais ainda é em
datas comemorativas, como no dia da mulher, dia das maes, dia dos namorados, e finados
(JUNIOR et al., 2015). O mercado vem sempre buscando tendéncias, com novas espécies,
variedades com novas cores, novas formas, mais adaptadas a certas regides, com resisténcia a
doencas, entre outras. Esse fato nos remete a necessidade de melhoramento genético nesse
ramo de plantas ornamentais.

Em relagdo a viabilidade polinica, Pakoca (2014) cita que, para a mesma espécie e
mesmo cddigo (20090602A4), encontrou-se 48% de pdlen viaveis+subviaveis. Esses valores
sdo diferentes dos encontrados durante a realizacdo do estagio (91,87%) e pode ser pelo fato
de o autor ter utilizado o método de Greissl para coloragcdo dos grdos de polen. Além disso,
fatores ambientais também podem interferir na viabilidade polinica, onde a mesma espécie
pode sofrer influéncia dependendo do ambiente em que se encontra no momento da coleta. O
mesmo autor cita que as variedades comerciais sdo naturalmente estéreis e as empresas que

realizam o melhoramento ndo divulgam os progenitores ou as formas de obtencdo destas
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variedades. Esse fato explica o porqué de o hibrido desenvolvido ndo possuir fertilidade para
ser genitor masculino. Assim, torna-se necessario o estudo da citogenética nos pregenitores
(cultivares comerciais ou espécies nativas) que serdo utilizados no programa de
melhoramento.

Foi realizado o estudo citogenético de dois hibridos desenvolvidos no INTA, de
cbddigo 20151230A1 e 20130927X2 através da coleta de inflorescéncias, visualizando diversas
fases da meiose. Em relacéo a esse estudo, Pagliarini e Pozzobon (2005) citam que se devem
coletar inflorescéncias de varios tamanhos para analisar 0 comportamento meiotico e para
visualizar e contar os cromossomos. No hibrido 20130927X2 notaram-se, em algumas células
analisadas, cromossomos fora de placa, que pode sinalizar que esse hibrido pode gerar graos
de polen inviaveis, podendo comprometer sua fertilidade. Em relacdo a mitose, foi possivel a
contagem de cromossomos da espécie nativa A. psittacina em apenas uma célula, com 16
cromossomos. Diversos autores (TSUCHIYA et al., 1987; HANG e TSUCHIYA, 1988) citam
que as espécies nativas possuem 16 cromossomos em sua constituicdo, porém, neste estudo,
seriam necessarios mais testes com um namero amostral consideravel para poder confirmar o
ndmero cromossdmico proposto para a espécie.

Quanto ao calculo da eficiéncia reprodutiva (CER), Pakoca (2014) realizou a CER nas
possiveis genitoras femininas a serem utilizadas no programa de melhoramento do INTA e
encontrou resultados parecidos do que foi encontrado nos testes realizados no presente estudo
(Tabela 2), onde a variedade comercial Belvedere foi considerada uma genitora “boa” para os
cruzamentos. Este autor ndo realizou testes na variedade comercial Costa Azul. Considerou-se
0 numero amostral utilizado por Pakoca (2014) porém, mesmo que nos testes de CER, a
variedade comercial Virginia aparece como uma “ma” genitora, ndo se pode descartar
totalmente a possibilidade de utiliza-la em cruzamentos.

No que se refere aos estudos de crescimento de tubos polinicos com diferentes
técnicas de polinizacdo, De Jeu et al. (1996) citam que em Alstroemeria a germinacdo de
polen e presenca de tubo polinico foi encontrada a partir de 1 a 12 h ap6s a polinizagdo. Uma
hora apds a polinizagdo, o grdo de pdlen germinou no estigma, e cinco horas apds o tubo
polinico se encontrava como feixes no estigma. Apds 7 h, os tubos polinicos se encontravam
no estilo, e nas 12 h, os tubos foram encontrados no ovario, podendo ser visualizado alguns na
regido da micrépila dos oOvulos. Porém Pakoca (2014), em espécies do mesmo género,

encontrou diferentes taxas de germinacdo de pdlen e crescimentos de tubos polinicos,
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variando conforme os progenitores utilizados nos cruzamentos. Esse fato confirma o que foi
observado nos testes realizados no estégio.

Vervaeke et al. (2002) realizaram testes em Aechmea fasciata e observaram que apos a
polinizacdo na antese sobre o estigma dos estiletes sem corte, em média 26% dos Ovulos
foram penetrados por um tubo polinico, além de ter sido observado pdlen regular e tubos
polinicos no estilete. A remocdo de 50% e 100% do estilete e sua consequente polinizacdo
resultaram em uma penetracdo de 8% e 0% dos 6vulos, consecutivamente. Em 100 % de corte
do estilo registrou-se forte deposicdo de calosa. A germinacdo na superficie do estilete
cortado (50 e 100%) um dia apds a antese foi muito baixa (1 e 0%, consecutivamente).

Somente o estigma ndo permite a germinagdo do polen (VERVAEKE et al., 2002;
VAN TUYL e DE JEU, 1997), mas quando o polen, juntamente com o exsudado estigmatico,
é utilizado para a polinizacdo, a germinacéo do pdlen ocorre, resultando na fertilizacdo normal
e na posterior formacdo da semente (VAN TUYL e DE JEU, 1997).

Com esses resultados preliminares, pode-se sugerir que seja realizado ensaios com
coleta dos pistilos a 2 e 3 DPP. Aléem disso, seria interessante avaliar a possibilidade de
aplicar liquido estigmatico quando é realizado cortes nos pistilos para que os gréos de pélen

fiquem aderidos no estilete e que o liquido hidrate 0 mesmo.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O estagio foi muito proveitoso, uma vez que pude vivenciar e entender a rotina e
procedimentos de um programa de melhoramento genético e sua complexidade,
acompanhando nas coletas, nas técnicas aplicadas no melhoramento genético, e também na
comercializacdo dos produtos desenvolvidos pelo programa, o que se faz de grande valia,
sendo todo o trabalho resulta em nada. Além disso, obtive a oportunidade de aprender e
aprimorar os conhecimentos do processo como um todo.

Apesar de um programa de melhoramento genético durar em torno de 10 anos,
dependendo da espécie, no curto periodo do estagio foi possivel perceber a importancia do
melhorista para os produtores e para o mercado de flores e plantas ornamentais. Além disso,
no caso do INTA, ha a valorizacdo das especies nativas, uma vez que sdo adaptadas ao meio
local, e a preocupacdo e esforcos de trazer alternativas de producdo para os produtores,

juntamente com melhorias paisagisticas nos telhados verdes.
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Durante os dois meses, por mais que Seja pouco tempo, obtive crescimento
profissional, e além deste, o crescimento pessoal e a certeza do melhoramento genético como

uma oportunidade de continuar na area € evidente e gratificante.
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ANEXOS

ANEXO A — Principais zonas produtoras de flores e plantas ornamentais na Argentina.
Em amarelo as zonas produtoras e em verde as unidades do INTA com
atividade na floricultura. Fonte: MORISIGUE et al., 2012.




ANEXO B - Distribuicéo geogréfica de algumas espécies do género Alstroemeria L.
Fonte: SANSO, 2006.
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