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RESUMO

A expansdo da floricultura brasileira tem levado & necessidade da producdo de uma maior
variedade de insumos. Dentre eles, a Heliconia bihai (L.) L. destaca-se por apresentar flores com
beleza exdtica, atraindo consumidores. Dentre as ferramentas usadas para o melhoramento, a
inducdo de poliploidia in vitro tem sido desenvolvida visando a criacdo de novas variedades de
plantas, produzindo materiais com alteragdes morfologicas e fisioldgicas, de grande interesse
para a agricultura. Este trabalho objetivou a producdo de individuos poliploides in vitro de H.
bihai. Para este fim, plantulas de H. bihai foram inoculadas in vitro e transferidas para o meio
MS com metade das concentracdes dos sais, adicionado de BAP 0,03 mg/L e colchicina em
diferentes concentracdes (0%; 0,05%; 0,1%; 0,2%), além do acréscimo de 0,75 mL de solucdo de
colchicina na mesma concentracdo de cada tratamento, por 24 ou 48 h. Em seguida, os explantes
foram transferidos para um novo meio de cultura de mesma composicao, sem colchicina. Apos
30 dias, observou-se que materiais submetidos a colchicina apresentaram desenvolvimento
reduzido ou com alterac6es morfologicas, sendo mais acentuados de acordo com o aumento da
concentracdo e do tempo de exposicdo ao agente antimitético. A contagem cromossémica
indicou a poliploidizacdo de dois individuos (0,05% e 0,1%, ambos por 48 h) em nivel
tetraploide, sendo observadas também alteracdes no tamanho e numero de estdbmatos. Os
resultados indicam que a inducdo de poliploides é vidvel para H. bihai, sendo estabelecidas as
concentragdes ideais de colchicina de 0,05% e 0,1% por 48 h, de acordo com os resultados
obtidos.

Palavras-chave: Poliploidizagéo, Colchicina, Heliconiaceae.



ABSTRACT

The expansion of the Brazilian floricultural market has led to an increased need of new varieties.
Among them, Heliconia bihai (L.) L. is highlighted for its flowers with exotic beauty, attracting
consumers. Among useful tools for breeding purposes, in vitro polyploidy induction has been
developed aiming the production of news plant varieties, developing plants with morphological
and physiological changes, interesting for the agriculture. The present research aimed to promote
alterations in in vitro H. bihai, also establishing ideal doses of the agents used for
polyploidization. H. bihai plantlets were inoculated in vitro and transferred to a MS medium
with salts half concentrated, increased with BAP 0.03 mg/L and colchicine in several
concentrations (0%; 0.05%; 0.1%; 0.2%), with addition of 0.75 mL colchicine solution in
appropriated concentrations for 24 or 48 hours. Afterwards, the material was transferred to a new
medium, without colchicine. After 30 days, it was observed that explants submitted to colchicine
concentrations presented reduced development or morphological changes, accompanying
increases of concentration and exposure time to the agent. Chromosome counting indicated
polyploidization in two plants (0.05% and 0.1%, both for 48 h), at the tetraploid level, confirmed
by numbers and morphological changes of the stomata. The results indicated that polyploidy
induction is a recommendable technique for H. bihai, with concentrations of 0.05% and 0.1% for

48 hours considered ideal for this purpose.

Key-Words: Polyploidization, Colchicine, Heliconiaceae.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da floricultura no Brasil e seu estabelecimento no mercado agricola
tém levado ao aumento de sua participacdo na economia do Pais, sendo considerado atualmente
um mercado promissor (JUNQUEIRA & PEETZ, 2010). Neste sentido, métodos de propagacao
e de melhoramento genético, associados a maiores investimentos vém sendo aplicados com
intensidade na floricultura, visando atender as demandas do mercado mundial (MOTQS, 2000;
OLIVEIRA & BRAINER, 2007).

As flores tropicais, com sua grande diversidade e beleza, sdo importantes elementos da
cadeia produtiva do Nordeste brasileiro, que tem seu mercado liderado pelos estados do Ceard,
Alagoas, Pernambuco e Bahia (JUNQUEIRA & PEETZ, 2007). Dentre as espécies cultivadas
para este fim, as plantas do género Heliconia vém sendo produzidas com maior intensidade, com
destaque para a espécie H. bihai, que tem atraido o interesse de seus consumidores devido a sua
beleza exdtica, a sua resisténcia ao transporte e a sua durabilidade pos-colheita, promovendo o
desenvolvimento de técnicas que visem o crescimento de seu cultivo (BERRY & KRESS, 1991).

A prética de cultivo in vitro tem sido desenvolvida para varias espécies, promovendo um
aumento na producdo de forma qualitativa e quantitativa, e permitindo sua associacdo com
técnicas de inducdo de mutacdo de maneira mais controlada e segura (KUMAR & SINGH,
2009). Com o uso de agentes quimicos e fisicos cada vez mais aprimorados e eficazes nestes
processos, diversas variedades tém sido produzidas e estdo registradas em diferentes bancos de
dados, direcionados ao melhoramento vegetal (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998)

A colchicina, por exemplo, tem mostrado resultados no campo do melhoramento vegetal
através da producdo de organismos poliploides. Essa substancia é capaz de ligar-se a moléculas
de tubulina, impedindo a formacgdo das fibras do fuso acromaético, responsaveis pela correta
segregacdo dos cromossomos, gerando assim células com alteragdes em seu contetdo
cromossémico (DHOOGHE et al., 2010). O aumento do ndmero cromossémico €, em geral,
mostrado através de um maior volume celular, o que pode ser refletido no aumento de tamanho
de alguns 6rgéos da planta, alterando sua morfologia (Wu et al., 2010).

Para o género Heliconia, técnicas de cultivo in vitro tém sido estabelecidas para diversas
espécies utilizando-se diferentes tecidos, mostrando sua viabilidade na aplicagdo de
experimentos de inducédo de poliploides e mutagénese (DIAS, 2002). O presente estudo visou a
realizacdo de ensaios de inducdo de poliploidia in vitro, com uso de colchicina, em H. bihali, a

fim de permitir uma avaliacdo da eficacia desse agente no processo de inducdo de poliploides,
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para geracdo de variabilidade associada a caracteres morfologicos, direcionados ao mercado

floricultor.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GERAL

= Auvaliar o efeito de diferentes concentragdes e periodos de exposicdo a colchicina no
desenvolvimento in vitro de explantes de H. bihai, através de analises morfologicas,
histoldgicas e citogenéticas, buscando estabelecer uma metodologia de inducdo de
poliploides para a floricultura.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Estabelecer concentracdes ideais de colchicina para o processo de inducdo de
poliploides.

= Analisar a morfologia dos explantes obtidos de embrides zig6ticos cultivados in vitro
e submetidos aos diferentes tratamentos.

= Observar, através de dados citogenéticos, o numero cromossoémico das plantas
obtidas in vitro.

= Avaliar as estruturas estométicas dos materiais submetidos a colchicina em

comparacgdo ao material controle.

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Mercado Floricultor

A floricultura brasileira vem ganhando espaco e se estabelecendo como um mercado

promissor ao desenvolvimento econémico do pais desde 1988, quando a cooperativa
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agroindustrial de Holambra deu inicio a um programa de reestruturacdo visando atender ao
mercado externo. Apos esse periodo, o desenvolvimento da cdmara setorial de flores e de plantas
ornamentais, formada por representantes das areas de ensino, pesquisa, financeira e da iniciativa
privada do estado de Sao Paulo, impulsionou o desenvolvimento de setores semelhantes em
outros estados (SEBRAE, 2005). Desta forma, a camara setorial de flores e plantas ornamentais,
assim como as demais cadmaras setoriais de agricultura criadas pelo governo, surgiram e vém
atuando com intuito de promover um maior crescimento e fortalecimento nos diferentes ramos
através da implantacdo de politicas de controle para cada setor (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007).

Um crescimento marcante da cadeia produtiva da floricultura tem sido observado em
todo o Brasil, com a inclusdo de novos pélos regionais para o cultivo de flores e plantas
ornamentais (JUNQUEIRA & PEETZ, 2008). Esse crescimento produtivo é resultado da
disponibilidade de terras agricultaveis, com suas grandes extensGes e boas condi¢Oes
edafoclimaticas, do baixo custo de producéo e da presenca de empreendedores e de tecnologia
tropical (MINISTERIO DE AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007).

No Brasil, o maior consumo da floricultura encontra-se no mercado interno,
representando 97,54% de sua comercializacdo setorial. Embora voltada em grande parte para o
consumo interno, a floricultura brasileira tem mostrado potencial para o desenvolvimento da
economia do pais, tendo permanecido em crescimento, mesmo durante a crise econémica
mundial no periodo de 2008 a 2010 (JUNQUEIRA & PEETZ, 2009; 2010). Apesar da
dificuldade na obtencdo de informagdes oficiais sobre a dimensdo deste mercado, devido a
existéncia da producdo e comércios informais, dados baseados em grupos como Veiling
Holambra, CEAGESP e CEASA Campinas afirmam que a floricultura brasileira movimenta
anualmente US$ 1,3 bilhdo, com consumo per capta de US$ 7,00/ano (JUNQUEIRA & PEETZ,
2008). No que diz respeito a exportacdo no Brasil em 2009, os valores atingiram US$ 31,137
milhdes, representando uma queda de 12,3% em relacdo ao ano anterior, fato esperado devido a
crise internacional, que afetou os principais mercados importadores da floricultura nacional.
Apesar desta queda, o Brasil foi o pais que menos sofreu com a crise, devido a concentracdo na
venda de produtos destinados & propagacdo vegetativa, quando comparado a Colémbia, Costa
Rica e Equador, que estdo concentrados na venda de flores e folhagens secas para corte. Mesmo
com a crise, o mercado floricultor apresenta um grande potencial de crescimento para a
economia brasileira (JUNQUEIRA & PEETZ, 2010), o que tem gerado aumento de

investimentos vindos dos governos estaduais e instituigdes privadas em pesquisas, programas e
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feiras, visando a uma maior produtividade e qualidade dos produtos oferecidos (MOTQOS, 2000;
OLIVEIRA & BRAINER, 2007).

No Nordeste brasileiro, a producdo de plantas ornamentais concentra-se principalmente
nos estados do Ceara, Alagoas, Pernambuco e Bahia, que possuem as melhores condi¢des para o
cultivo de plantas, sobretudo no que tange a producdo de flores tropicais como heliconias
(Heliconia sp.), alpinias (Alpinia sp. L.) e ananas ornamental (Ananas bracteatus (Lindl.) Schult.
& Schult. f.), entre outras (JUNQUEIRA & PEETZ, 2007). Localizado proximo ao equador, o
Nordeste do Brasil possui clima tropical umido, com pequena varia¢do no decorrer do ano e com
intensa luminosidade. Esta regido dispde também de regides com condic¢Bes edafoclimaticas
variadas, sendo grande parte da regido com climas aridos. Contudo, a disponibilidade de terra,
agua e mao-de-obra, tem proporcionado o desenvolvimento de sistemas de irrigacdo que
possibilitam o cultivo de numerosas espécies de plantas ornamentais (OLIVEIRA & BRAINER,
2007, LIMA & FERNANDES, 2009).

As flores tropicais possuem uma beleza exdtica, diversidade de formas e cores, assim
como resisténcia ao transporte e durabilidade pos-colheita, refletindo no aumento do interesse do
mercado interno e externo (LOGES et al., 2005). Dentre as diversas flores tropicais, as
heliconias vém mostrando um grande poder de mercado, por pertencerem a um dos grupos mais
vistosos de plantas herbéaceas das florestas tropicais, apresentando uma ampla variacdo de
caracteres florais, bem como grande distribuicdo nos tropicos e adaptacdo ao cultivo (BERRY &
KRESS, 1991).

1.2 Helicbnias

O género Heliconia, antes inserido na familia Musaceae por possuir semelhancas com este
grupo, foi assim nomeado devido ao monte Helicon na Bedcia, sul da Grécia, onde a mitologia
diz ser a casa do Deus Apolo e das Musas (CRILEY & BROSCHAT, 1992). No entanto, a
existéncia de algumas diferencas em relacdo as Musaceae, como auséncia de laticiferos (que
quando presentes sdo articulados), anatomia de suas raizes, diferencas nas folhas, flores
bissexuais, entre outras caracteristicas, fizeram de Heliconia, o Unico componente da familia
Heliconiaceae (NAKAI, 1941).

Ambas as familias sdo pertencentes a ordem Zingiberales a qual inclui, além das
Heliconiaceae e Musaceae, outras seis familias de monocotileddneas (Zingiberaceae, Lowiaceae,

Cannaceae, Maranthaceae, Strelitziaceae e Costaceae), caracterizadas por possuirem folhas
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grandes com venagdo transversa em suas laminas, grandes peciolos e inflorescéncias grandes
com bréacteas geralmente coloridas (BERRY & KRESS, 1991). Essas familias estdo divididas em
dois grupos, o grupo das bananas (Musaceae, Lowiaceae, Heliconiaceae e Strelitziaceae), o qual
é parafilético basal ancestral, e o grupo monofilético dos gengibres (Zingiberaceae, Cannaceae,
Maranthaceae e Costaceae) (KRESS et al., 2001).

Baseados em Andlise de Dispersdo e Vicariancia (DIVA, Dispersion and Vicariance
Analysis) e em técnicas de relégio molecular, Kress & Specht (2006) sugeriram que a origem das
Zingiberales ocorreu por volta de 124 milhdes de anos, com sua diversificacdo iniciada a cerca
de 110 milhGes de anos, durante a metade do periodo cretdceo. Em seguida, acompanhada pela
divergéncia das familias Strelitziaceae e Lowiaceae, se deu a divergéncia da Heliconiaceae
(KRESS & SPECHT, 2006).

Conhecidas como bananeira-de-jardim, falsa-ave-do-paraiso e paquevira, atualmente
existem registros no Index Kewensis de mais de 250 binémios especificos para o género
Heliconia. Porém, devido a grande variedade de flores e coloracBes até mesmo dentro de
espécies, muitos taxonomistas encontram dificuldades em estabelecer uma classificacdo precisa
para espécies e subespécies (CASTRO, 1995). Com base em dados publicados, Castro et al.
(2007) propuseram a existéncia de 182 espécies, subdivididas em cinco subgéneros e 23 se¢oes,
as quais permaneceram com mesma subdivisdo em estudos realizados com marcadores de RAPD
por Maruoelli et al. (2010). Dessas espécies, 176 encontram-se na regido neotropical, do norte do
México ao sul do Brasil em altitudes ao nivel do mar até 2.000 metros, enquanto seis distribuem-
se no pacifico, em altitudes de até 500 metros, estando o maior niUmero com ocorréncia na
Colbmbia (94), seguido do Equador (60), Panama (56), Costa Rica (47), Brasil (37), Peru (32),
Venezuela (26), Nicaragua (22), Guatemala (16), Bolivia (15), Honduras e México (14) e
Suriname (13) (Figura 1) (KRESS, 1990; BERRY & KRESS, 1991; CRILEY & BROSCHAT,
1992).
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Figura 1: Distribuicdo do género Heliconia, regides destacadas em vermelho correspondem
a presenca deste género. Fonte: http://www.mobot.org/mobot/research/apweb

As helicbnias sdo herbaceas, eretas, perenes, com rizomas simpodiais. Seus pseudocaules
sdo formados por justaposicdo dos peciolos ou laminas foliares com diferentes comprimentos e
formas, podendo chegar a cinco metros de comprimento, apresentando a lamina foliar em geral
oblonga pontuda. Suas folhas sdo disticas, com bainhas longas basais e um longo e expandido
peciolo (CRONQUIST, 1981; DAHLGREN et al., 1985; CASTRO, 1995). De acordo com o
arranjo béasico de suas folhas, elas podem ser classificadas como: (a) musoides, com folhas
verticalmente orientadas, longos peciolos e um héabito de crescimento como as bananeiras; (b)
canoides, com peciolos de comprimento curto ou médio, posicionado obliqguamente em relacéo a
haste, ou (c) zingiberoides, com laminas com peciolo curto, dispostas na horizontal em relacao a
haste (Figura 2) (BERRY & KESS, 1991).

16



o N 4
N\ / ‘\ -
7 \2
\"‘/‘ V|
v/ = |
y /v )
- = \ / - ‘1
X y —
\ 3 |
\ / /’A«‘
I ‘ ! /
\ 4 o
! |
/ f
) |
Musoide Canoide Zingiberoide

Figura 2: Diferentes arranjos das folhas presentes no género Heliconia. Fonte:
Berry & Kress (1991).

Suas inflorescéncias sdo terminais, formadas por grandes bracteas, de cores fortes, com
disposicdo distica ou espiralada ao longo de um eixo central. As flores sdo hermafroditas,
zigomorfas, envolvidas pelas bréacteas. Seu androceu é constituido por cinco estames férteis e um
estaminddio. O ovario é infero, trilocular e possui um dvulo sub-basal simples em cada l6culo.
Quanto ao formato das flores, este pode ser curvo, parabolico ou sigmoidal, estando o nectario
localizado na base. As flores ainda podem estar bem visiveis e eretas nas bracteas ou bem
escondidas, sendo vista apenas uma parte de sua extremidade, dependendo da espécie. Os frutos
séo do tipo baga possuindo até trés sementes (CRILEY & BROSCHAT, 1992; CASTRO, 1995).

As flores sdo especializadas morfologicamente, em geral, para polinizacdo por beija-
flores, tendo sido observadas algumas espécies do pacifico com polinizacdes por morcegos
(PEDERSEN & KRESS, 1999; TAYLOR & WHITE, 2007). As inflorescéncias de Heliconia
florescem por 40 a 200 dias provendo um grande insumo de néctar, de cerca de 30-69 uL por
flor, embora cada flor dure apenas um dia (DOBKIN, 1984). Sua propagacdo ¢&
preferencialmente vegetativa, a partir do cultivo de seu rizoma ou pelo plantio de perfilhos
laterais, sendo rara a propagacdo por meio de sementes. Quanto as inflorescéncias, dois tipos sdo
encontrados nas heliconias: as eretas, com suas bracteas retas apontando para cima, e as
pendentes, com bracteas penduradas apontando para baixo. Suas inflorescéncias sdo formadas
pela reunido de bracteas coloridas e cbncavas, unidas através da raquis, organizadas em padréo
alternado ao longo de uma espessa haste, as quais podem possuir uma orientacdo distica ou em
espiral (Figura 3) (SIMAO & SCATENA, 2004; SHEELA, 2008).
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Figura 3: Inflorescéncias em vérias espécies de Heliconia, organizacéo das brécteas e
disposicéo ereta em A: H. rauliniana; B: H. psittacorum cv. suriname sassy; C: H. bihai; e
pendentes em D: H. conlisiana; E: H. rostrata; F: H. pogonantha. Fonte: Imagens obtidas
da colecdo do Laboratorio de Floricultura da UFRPE.

A maioria das espécies de Heliconia pode ser encontrada em regiGes encharcadas ou
Umidas, embora algumas ainda sejam encontradas em &reas sazonalmente secas. Seu
florescimento se da em regibes de planicies tropicais Umidas, em habitats florestais, enquanto
muitas espécies florescem bem em locais abertos como estradas, areas de rio ou em pequenas
areas abertas em florestas (TOM, 1997).

O aumento do interesse por estas plantas pelo mercado floricultor levou a disseminacao
de seu cultivo por todas as regides tropicais do mundo. Das espécies naturais do Brasil assim
como das demais que foram inseridas e adaptadas as condi¢fes edafoclimaticas do pais, a
producdo destinada ao comércio como flor de corte, estd praticamente direcionada a H. bihai, H.
psittacorum, H. rostrata, H. stricta, e H. wagneriana, bem como as cultivares Golden Torch
(CASTRO et al., 2007).

A espécie H. bihai caracteriza-se por apresentar uma inflorescéncia terminal ereta, cujo
comprimento da planta varia de 2,4 a 4,2 m. E composta por sete a 13 brécteas laranja-
avermelhadas com bordas esverdeadas, cujas flores apresentam sépalas verdes com coloracao
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branca na regido mais basal. Os frutos sdo brancos, tornando-se azulados apds o
amadurecimento. Sua propagacdo ocorre preferencialmente de forma vegetativa, uma vez que a
semente possui uma germinacao lenta, que em geral a torna inviavel, sendo necessaria a
aplicacdo de técnicas que acelerem seu desenvolvimento (BERRY & KRESS, 1991; PAIVA,
1998).

1.3 Cultura In Vitro Vegetal

A totipoténcia celular, capacidade de uma célula se diferenciar in vitro em qualquer outro
tipo celular, formando tecidos e individuos completos, despertou o interesse de diversos
cientistas (KUMAR & SINGH, 2009). Em vegetais, as técnicas de cultivo in vitro apresentaram-
se mais aplicaveis, devido a presenca de tecidos meristematicos, ricos em celulas-tronco, que
estdo em constante crescimento, bem como pela capacidade de uma célula ja estabelecida
desdiferenciar-se (BIRNBAUM & ALVARADO, 2008).

No cultivo in vitro, células obtidas de um individuo matriz sdo cultivadas em meio de
cultura livre de contaminagdo, com nutrientes e reguladores de crescimento necessarios ao seu
desenvolvimento. Esse cultivo pode permitir o crescimento e a formacao de tecidos, 6rgdos e de
organismos inteiros, a partir dos segmentos ou células inoculados (KUMAR & SINGH, 2009).
Em vegetais, a cultura de tecidos in vitro tornou-se também uma aplicacdo frequente e
importante, devido as condi¢bes de controle e seguranca oferecidas para a producdo,
manipulacdo genética e propagacao desses materiais (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Em 1902, o botanico Gottlieb Haberlandt tentou estabelecer a primeira cultura de células
vegetais, a qual ndo obteve éxito, devido & auséncia de reguladores de crescimento no meio de
cultura, até entdo desconhecidos, ou devido a utilizagdo de espécies inadequadas e explantes
retirados de tecidos muito maduros (TORRES et al., 1998). Porém a pesquisa despertou o
interesse de outros pesquisadores, 0 que levou White a apresentar, em 1934, a primeira cultura
teoricamente ilimitada em crescimento de pontas de raizes de tomate, inoculadas em meio de
cultura liquido, desenvolvido pelo mesmo autor em 1933, com algumas modificagcdes (KUMAR
& SINGH, 2009). Esta técnica foi assim aprimorada, principalmente depois da descoberta dos
reguladores de crescimento, sendo hoje praticada com maior frequéncia para fins variados
(RAZDAN, 2003).
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Os reguladores de crescimento séo fatores determinantes na formacdo e no padrdo de
desenvolvimento para a maioria dos sistemas de cultura de tecidos. Atualmente as auxinas e as
citocininas sdo as classes de reguladores de crescimento mais utilizadas na propagacéo in vitro (
DAVEY & ANTHONY, 2010). Usualmente, estes reguladores sdo adicionados ao meio de
cultura, a fim de promover uma melhor resposta no desenvolvimento do material. As auxinas,
por exemplo, sdo responsaveis por gerar uma maior inducdo da divisdo celular e iniciacdo de
formacdo de raizes em cultura de tecidos. As citocininas, por sua vez, exercem um papel
importante na divisdo celular, além de induzirem a organogénese e a embriogénese somatica na
etapa de desenvolvimento da cultura de tecidos (KUMAR & SINGH, 2009).

1.3.1 Micropropagacao

Técnicas de propagacédo tém sido desenvolvidas para acelerar a producdo, como € 0 caso
da micropropagacdo in vitro de plantas ornamentais, a qual diminui o espaco fisico utilizado e
acelera o processo de desenvolvimento da planta (BORTOLIN, 2006). Além dessas vantagens,
essa técnica possibilita seu uso em associacdo com procedimentos direcionados ao
melhoramento vegetal, como técnicas de mutagénese e inducéo de poliploidia, permitindo assim
0 aumento da variabilidade dos produtos para horticultura que vem crescendo cada vez mais, em
todas as regides do pais (SLEPER & POEHLMAN, 2006).

Na micropropagacdo, sao encontradas trés etapas principais: (1) a excisdo de um
determinado tecido da planta ou célula (0 explante) e inoculacdo deste em meio de cultura
asséptico; (2) multiplicacdo do propagulo e, por fim, (3) o restabelecimento da cultura in vivo
(aclimatacdo) (MURASHIGE, 1974). Antes de qualquer etapa, para garantir o sucesso do
cultivo, € ideal fazer a escolha do gendtipo a ser utilizado, da fonte de explante e das condi¢oes
de cultivo apropriadas (ANDRADE, 2002).

O meio de cultura é responsavel por fornecer os principais sais minerais, vitaminas e
aminoacidos essenciais ao crescimento do organismo, que controlam, em grande parte, o padrao
de desenvolvimento do explante. Logo, é de extrema importancia estudar a composi¢do do meio,
de acordo com a espeécie utilizada e suas exigéncias, a fim de estabelecer as melhores condigdes
para seu cultivo. Diversos meios de cultura foram desenvolvidos e estabelecidos, ao longo dos
anos e muitos deles vém sendo utilizados como meio padrdo para o cultivo de diferentes
materiais vegetais, sendo necessaria apenas a realizacdo de pequenas modificacdes (CALDAS et
al., 1998). Atualmente, um dos meios mais utilizados tem sido o desenvolvido por Murashige &
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Skoog, em 1962. Os autores utilizaram a solugdo de White e, a partir de testes de suplementacéo
com extrato de tabaco, estabeleceram quantidades ideais de sais e vitaminas para 0 meio
(KARTHA, 1985).

A atuacdo conjunta da propagacao in vitro com outras técnicas pode ser utilizada para
fins de conservagédo e avaliacdo de germoplasma, assim como, para introgresséo de genes de
interesse em espécies-alvo, através do uso da polinizacdo in vitro ou do cultivo de embriGes
(VAN TUYL et al., 1991; PENG et al., 2005; SKALOVA et al., 2010.). Essas associacdes de
diferentes metodologias também tém sido aplicadas a fim de permitir a aceleracdo de programas
de melhoramento com o uso da germinacdo in vitro, cultura de anteras ou clonagem de
gendtipos, ou ainda para promover o aumento de variabilidade genética a partir de variagdo
somaclonal ou através de mutagénese ou inducdo de poliploidia in vitro, com o uso de agentes
quimicos ou fisicos (XIAODING et al., 2002; BISWAS et al., 2009; KUMAR & SINGH, 2009).

1.4 Inducéo de Variabilidade Genética em Plantas

A variabilidade genética é a principal responsavel pelo processo de adaptagdo e
manutencdo de um organismo ao ambiente, sendo sua preservacao também de grande interesse
ao mercado agricultor. Essa variabilidade pode ser gerada de forma espontanea nos organismos,
por meio de mutagdes que ocorrem com baixa frequéncia e de forma lenta na natureza, como 0s
processos de poliploidizacdo gerados a partir de ciclos endomitéticos, importantes na
divergéncia e biodiversidade das angiospermas (LEITCH & LEITCH, 2008). Dessa forma,
processos de inducdo de mutacdes artificiais foram desenvolvidos, visando acelerar o processo
de mutacdo nos organismos, consequentemente aumentando a variabilidade genética e
aprimorando o melhoramento vegetal (VAN HARTEN, 1998).

O surgimento de agentes quimicos, como a colchicina, e a descoberta da capacidade deste
agente em provocar alteraces em componentes envolvidos no ciclo celular e indiretamente no
material genético de diversos individuos (consequentemente, refletido na morfologia)
despertaram o interesse de geneticistas e, sobretudo, de agricultores, visando a sua utilizacao
para 0 melhoramento vegetal (DIXON & MALDEN, 1908; EIGSTI, 1938). Cultivares vegetais
com tracos de alta qualidade aos diversos ramos do mercado agricultor tém sido desenvolvidas
atraves do uso desse agente (EIGSTI & DUSTIN, 1955; SLEPER & POEHLMAN, 2006). Como

exemplos, podem ser citadas plantas com caracteristicas de resisténcia a adversidades
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ambientais, assim como uma grande variedade de flores e plantas ornamentais, entre outras
(NTULI & ZOBOLO, 2008; GANTAIT et al., 2011; LIU et al., 2011).

1.4.1 Poliploidia versus Fatores Indutores

Na natureza, a poliploidia pode ocorrer por um erro meiotico, gerado a partir da nao
reducdo do ndmero cromossémico e producdo de gametas com numeros cromossémicos de
celulas sométicas ou pela endomitose ocorrida em células precursoras da meiose. Neste Gltimo
caso, células com genoma duplicado entram na fase de mitose, que ocorre de forma incompleta,
ndo havendo o rompimento da carioteca, nem a divisdo celular, o que produzira células
poliploides as quais, passardo ao processo de meiose (LEE et al., 2008).

A poliploidia também pode ser induzida artificialmente por processos de juncdo de
nucleos, através da fusdo de protoplastos, ou com uso de agentes quimicos capazes de atuar em
diferentes pontos do ciclo mitético, alterando sua via padrdo (Figura 4). Devido ao interesse
sobre o material produzido pela poliploidizacao e a baixa frequéncia de sua ocorréncia natural, o
uso de inducdo artificial tem crescido nos programas de melhoramento, levando a um
aprimoramento das técnicas (DHOOGHE et al., 2010).

FaseM

L3

Grupo1l Grupo2 N,0 Lactacistina, MPG123, Epoximicina

Profase Metafase Anafase Telofase

Fase— G2 Fase—G1

Afidicolina
Uréia hidroxido

Figura 4: Diferentes pontos de acdo de agentes antimitéticos no ciclo celular vegetal. Grupo 1:
colchicina, colcemida, vimblastina, acenaftano, dintroanilinas, fosfoamidatos, piridinas, benzamidas, e

acido benzoico. Grupo 2: carbanatos. Fonte: Dhooghe et al. (2010).
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Dentre os fatores quimicos utilizados na poliploidizacdo, encontra-se a colchicina, um
alcaloide responsavel por provocar erros no ciclo mitético da célula, gerando uma diviséo celular
incorreta que produz células com diferentes niveis de ploidia. Estas células podem ter seu
nmero cromossémico multiplicado, produzindo individuos poliploides, que irdo possivelmente
apresentar caracteristicas diferentes do material doador (EIGSTI & DUSTIN, 1955; DHOOGHE
et al., 2010). Tal efeito é resultante da sua capacidade em ligar-se aos dimeros de tubulina,
impedindo a formagdo dos microtibulos e consequentemente das fibras do fuso, importantes
para a migracdo dos cromossomos aos poélos da célula durante a mitose (DHOOGHE et al.,
2010).

Extraida de sementes e bulbos de Colchicum autumnale L. (Liliaceae), esta substancia
teve seus primeiros relatos apresentados no “Ebers papyrus”, um documento egipcio preparado
por volta de 1550 a.C., com sua utilizagdo para tratamento de reumatismo e especialmente da
gota. Os primeiros estudos botanicos para este género foram apresentados por Dioscorides em
seu escrito “De matéria medica” por volta do ano 512, através de observacdes das plantas
existentes na regido de Colchis, atual Gedrgia, proxima ao Mar Negro local e na utilizagdo de
seus compostos na medicina (EIGSTI & DUSTIN, 1955). A colchicina foi estudada, sendo
apresentado por Dixon e Malden (1908) seu efeito sobre células sanguineas retiradas da medula
6ssea, 0 qual em seguida foi apresentado em outros estudos pelo seu poder antimitotico em
células animais e vegetais (DUSTIN, 1934; 1937; 1938). Em 1937, Blakeslee e Avery
apresentaram entdo, os primeiros resultados de inducao de duplicacdo cromossomica em plantas
atraves da utilizacdo da colchicina, o que representou um avanco para 0 uso deste reagente no
melhoramento vegetal (BLAKESLEE & AVERY, 1937; SORIANO et al., 2007; GLOWACKA
etal., 2009).

O aumento no numero cromossdmico é, em geral, refletido pela célula, através do
aumento de seu volume que, por conseguinte, pode ser observado também com o crescimento de
alguns orgdos da planta. Individuos poliploides podem ser classificados, de acordo com sua
origem, em autopoliploides (originados a partir de células ou individuos com um mesmo
genoma) ou alopoliploides (originados a partir de celulas ou individuos, com genomas
diferentes) (STEBBINS, 1950; GUERRA, 1988).

Com o desenvolvimento do cultivo in vitro e a possibilidade que este oferece no controle
dos padrdes de cultivo, a poliploidizacdo tornou-se uma técnica mais popular, com o primeiro

trabalho in vitro sendo apresentado por Murashige e Nakano (1966). O uso desta técnica para o
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mercado horticultor tem sido mais frequente uma vez que as alteracGes sdo expressas geralmente
na morfologia da planta, como o0 aumento do tamanho de suas folhas e flores, maior intensidade
de cor, novas formas e em muitos casos a recuperacdo da fertilidade de plantas antes estéreis
(ESCANDON et al., 2005). Atualmente, encontram-se registradas no banco de dados da
FAO/IAEA (2010) 39 variedades de plantas, obtidas a partir de tratamento com colchicina,
dentre as quais 18 referiram-se a plantas ornamentais, além dos diversos estudos ndo registrados

neste banco, mostrando a aplicacdo desta técnica no melhoramento vegetal.

1.4.2 Poliploidia nas Zingiberales

A diversidade de plantas na ordem Zingiberales e a consequente importancia econémica
de muitas espécies despertam o interesse da criacdo de novas cultivares, buscando aumentar a
variedade e qualidade de seus produtos (BABU & RAVINDRAN, 2005; BERMUDEZ-
CARABALLQOSO et al., 2010). Neste sentido, a poliploidizacdo tem sido aplicada em algumas
espécies, produzindo materiais com qualidades de interesse ao mercado (ROUX et al., 2001;
HESLOP-HARRISON & SCHWARZACHER, 2007).

O género Musa tem sido um dos mais submetidos a técnicas de melhoramento, devido a
sua grande producdo e comercializacdo, que esta em quarto lugar no mundo, localizada em mais
de 120 paises, com producéo de cerca de 104 milhdes de toneladas (ARVANITOYANNIS et al.,
2008; JAIN, 2010). As cultivares domesticadas e de maior aceitacdo no mercado sao individuos
triploides ou hibridos estéreis, com frutos partenocarpicos originados a partir do cruzamento
entre as espécies M. acuminata (A) e M. balbisiana (B), o que dificulta a aplicacdo de técnicas
de melhoramento convencionais (LEE et al., 1997, SILVA et al., 2001). Desta forma, a producéo
de individuos poliploides tém sido atil em Musa, a fim de produzir materiais férteis estaveis
como uma etapa intermediaria na obtencdo de novas cultivares comerciais (BAKRY et al.,
2007). Apesar de o género Musa apresentar um maior avanco na poliploidizacdo, dentro da
familia Zingiberaceae, também tém sido produzidos poliploides, a fim de ultrapassar as barreiras
de cruzamentos e auxiliar na producdo de novas cultivares (BABU & RAVINDRAN, 2005).
Como exemplo, tetraploides de Hedychium muluense R. M. Smith foram obtidos apos a
exposicdo de calos embriogénicos a colchicina e a orizalina (SAKHANOKHO et al., 2009).
Também pela exposicéo a colchicina, foram gerados tetraploides de Zingiber officinale Roscoe,
a partir do cultivo in vitro de gemas apicais (ADANIYA & SHIRAI, 2001).
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Para o género Heliconia, familia Heliconiaceae, individuos triploides tém sido reportados
para H. psittacorum cv. Sassy, cv. Petra e cv. Iris (LEE et al., 1994), no entanto, originados por
eventos naturais. Nenhuma aplicacdo de inducdo de poliploides foi demonstrada para qualquer
espécie do género, o0 que devido a sua importancia econémica seria de grande utilidade, para o

uso em programas de melhoramento.
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Resumo — O crescimento da floricultura e consequentemente uma maior exigéncia na qualidade
e variedade de seus produtos tém levado a aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas para o
melhoramento vegetal. Este trabalho objetivou a producdo de individuos poliploides in vitro de
H. bihai. Plantulas de H. bihai foram inoculadas in vitro e transferidas para o0 meio MS com
metade das concentracfes dos sais, adicionado de BAP 0,03 mg/L e colchicina em diferentes
concentragdes (0%; 0,05%; 0,1%; 0,2%), além do acréscimo de 0,75 mL de solucdo de
colchicina na mesma concentracdo de cada tratamento, por 24 ou 48 h. Em seguida, os explantes
foram transferidos para um novo meio de cultura de mesma composi¢do, sem colchicina. Apos
30 dias, observou-se que materiais submetidos a colchicina apresentaram desenvolvimento
reduzido ou com altera¢bes morfologicas, sendo mais acentuados de acordo com o aumento da
concentracdo e do tempo de exposicdo ao agente antimitético. A contagem cromossémica
indicou a poliploidizacdo de dois individuos (0,05% e 0,1%, ambos por 48 h) em nivel
tetraploide, fato confirmado por alteragdes no tamanho e nimero de estdmatos. Os resultados
indicam a viabilidade da técnica para H. bihai, sendo estabelecidas as concentracdes ideais de
colchicina de 0,05% e 0,1% por 48 h.

Termos para indexacdo: poliploidizacdo, melhoramento vegetal, alteracbes morfoldgicas,

Heliconiaceae.
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In vitro polyploidy induction via colchicine application in Heliconia bihai (L) L.

Abstract — The expansion of the flower market, together with larger demands regarding the
quality and variety of its products have led to the application of biotechnological methods for
breeding purposes. The present research aimed to promote the production of polyliploids plants
of H. bihai in vitro. H. bihai plantlets were inoculated in vitro and transferred to a MS medium
with salts half concentrated, increased with BAP 0.03 mg/L and colchicine in several
concentrations (0%; 0.05%; 0.1%; 0.2%), with addition of 0.75 mL colchicine solution in
appropriated concentrations for 24 or 48 hours. Afterwards, the material was transferred to a new
medium, without colchicine. After 30 days, it was observed that explants submitted to colchicine
concentrations presented reduced development or morphological changes, accompanying
increases of concentration and exposure time to the agent. Chromosome counting indicated
polyploidization in two plants (0.05% and 0.1%, both for 48 h), at the tetraploid level, confirmed
by numbers and morphological changes of the stomata. The results indicated that polyploidy
induction is a recommendable technique for H. bihai, with concentrations of 0.05% and 0.1% for

48 hours considered ideal for this purpose.

Indexing-terms: polyploidization, plant breeding, morphological changes, Heliconiacea.
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Introducéo

Heliconia bihai (L.) L. destaca-se pela beleza exotica de sua inflorescéncia terminal ereta,
avermelhada com bordas esverdeadas, associada a algumas caracteristicas inerentes das flores
tropicais como resisténcia e durabilidade no periodo pos-colheita, despertando o interesse de
consumidores e demandando um aumento de sua produgédo para a floricultura (Loges et al.,
2005; Castro et al., 2007). Pertencente ao género Heliconia, Unico componente da familia
Heliconiaceae (Cronquist, 1981), seu cultivo € favorecido pelas condi¢des edafoclimaticas do
Brasil, com producéo liderada pela regido Nordeste (Oliveira & Brainer, 2007). O aumento no
consumo de helicbnias no mercado floricultor tem levado a procura por uma maior variedade de
produtos, incentivando a aplicacdo de técnicas que visam a obtencdo de plantas com novas
caracteristicas (Rodrigues et al., 2005; Urrea e Ceballos, 2005).

A inducdo de individuos poliploides tem auxiliado em programas de melhoramento
genético de plantas visando a producdo de novas cultivares (Escandédn, 2005; FAO/IAEA, 2010).
A multiplicacdo cromossémica observada em poliploides pode ser refletida na morfologia do
material, produzindo vegetais com 6rgdos de tamanhos, em geral, maiores, com cores ou formas
diferentes das apresentadas pelo material de origem (Schepper et al., 2001; Ewald et al., 2009;
Ye et al., 2010). Os poliploides podem ser produzidos por processos naturais (Adams & Wendel,
2005) ou ainda, induzidos através do uso de agentes quimicos (Thao et al., 2003; Allum et al.,
2007). Dentre os agentes quimicos, a colchicina é um alcaloide largamente utilizado na
poliploidizacdo, devido a sua afinidade em ligar-se aos dimeros de tubulina, impedindo a
formacédo das fibras do fuso acromatico e a correta migracdo dos cromossomos para 0s pélos
opostos durante o ciclo mitotico (Omran & Mohammad, 2008; Skalova et al., 2010).

A aplicacdo da colchicina, em geral, é realizada in vitro. Poliploides tem sido obtidos em
Musa ssp. e em Zingiber officinale, facilitados pelo cultivo in vitro de seus embrides e
meristemas apicais, respectivamente, através da aplicacdo da colchicina (Azhar et al., 1998; Asif
et al., 2000; Smith et al., 2004) Para H. bihai, o desenvolvimento da cultura de tecidos tem
permitido sua producdo e multiplicacdo de forma rapida, a partir de diferentes tecidos como
brotos laterais e embrides zigbticos (Rodrigues, 2005; Torres et al., 2005; Ulisses et al., 2010),
sendo de grande utilidade para aplicacao de técnicas de poliploidizacao in vitro.

Acessos triploides de H. psittacorum (2n = 3x = 36) tém sido observados na natureza, 0s
quais sdo denominados H. psittacorum cv. Sassy, cv. Petra e cv. Iris (Lee et al., 1994). Heliconia
bihai possui 2n = 2x = 24, ndo sendo reportado na literatura poliploides para esta espécie

(Anderson, 1984). Nesse sentido, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito de
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diferentes concentracfes e periodos de exposi¢do a colchicina no desenvolvimento in vitro de
explantes de H. bihai, através de analises morfoldgicas, histoldgicas e citogenéticas, buscando

estabelecer uma metodologia de inducéo de poliploides para 0 mercado floricultor.
Material e Métodos

Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal
(LGBV) do Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os
explantes de H. bihai foram obtidos a partir do desenvolvimento de embrides inoculados in vitro,
resgatados de sementes. As plantas na quais foram obtidas as sementes encontram-se cultivadas
em condicdo de campo nas seguintes localidades: (1) Colecdo de Germoplasma da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Fazenda Bem-te-vi, Km 13, Aldeia, Camaragibe-PE;
(2) éarea de producéo da Atlantis Flora Tropical em Guabiraba, Recife-PE, e (3) campus da
UFPE, Recife-PE.

Obtencéo dos explantes

Na primeira etapa, frutos de H. bihai foram submetidos ao processo de desinfestagdo
conforme proposto por Ulisses et al. (2010), constituido de imersdo em alcool 70% por 1 min,
seguido por uma solucdo de hipoclorito de calcio (CaCl,0;) 3% com adicdo de trés gotas de
detergente Tween 20% por 20 min. Em seguida, o material foi imerso em solucdo de CaCl,0,
1,5% com trés gotas de Tween 20% por 15 min. Apds este periodo, os frutos foram lavados trés
vezes em agua destilada autoclavada e passados para etapa de resgate dos embrides. Com a ajuda
de bisturi e pincas, o pericarpo foi extraido das sementes que tiveram seus embrides resgatados,
conforme técnica descrita por Torres et al. (2005). A seguir, 0os embrides foram inoculados em
frascos (trés por frasco) contendo 20 mL de meio Murashige e Skoog (1962) com metade das
concentragdes dos sais, isento de reguladores de crescimento, acrescido de 30 g L™ de sacarose e
10 g L™ de &gar. Os embrides foram mantidos nos escuro a 25 + 2°C, durante oito dias. Apds
esse periodo, passaram a um ambiente com fotoperiodo de 16 h, a uma intensidade de 90 a 110

pmols m? s,

Tratamento com colchicina
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Trinta dias apos a inoculacdo, 48 plantulas (medindo de 2 a 3 cm de comprimento) foram
transferidas individualmente para tubos de ensaio contendo 8 mL do meio basico descrito acima,
acrescido de 0,03 g L™ de BAP e diferentes concentracdes de colchicina (0%; 0,05%, 0,1% e
0,2%). Em cada recipiente foram adicionados sobre os explantes 750 pL de solugdo de
colchicina, nas concentracbes de cada tratamento. Os explantes permaneceram nestes
tratamentos por periodos de 24 ou 48 h, sendo mantidos em sala de cultivo com temperatura de
25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h. Em seguida, o material foi transferido para tubos contendo 20

mL do mesmo meio de cultivo descrito acima isento de colchicina.

Contagem Cromossomica

Pontas de raizes com 2 a 2,5 mm foram excisadas dos explantes e pré-tratadas em 8-
hidroxiquinolina (2 mM) por 20-22 h a 10 °C antes de serem fixadas em metanol:acido acético
(3:1, v:v) por 3-24 h em temperatura ambiente, sendo mantidas apds este periodo a -20 °C. A
preparacdo das laminas foi realizada segundo a metodologia descrita por Carvalho & Saraiva
(1993) com modificacBes apresentadas por Vasconcelos et al. (2010). As pontas das raizes foram
lavadas trés vezes em agua destilada, digeridas em solucdo 2% celulase (Calbiochem 21947) e
20% pectinase (Sigma) por 2,5-3 h. O meristema foi lavado em &gua destilada, colocado sobre
uma lamina de vidro inclinada verticalmente (ca 30°) e lavada com fixador gelado. Em seguida,
pontas de raizes foram maceradas individualmente, secas com o auxilio de bombas de ar e
mergulhadas em &cido acético 45% por 10 s. A lamina foi entdo levada para secagem em
superficie plana pré-aquecida (42 °C) por 5 min e estocadas a -20 °C. Para analise, as laminas
foram coradas com DAPI (4’-6-diamidino-2-fenilindol), montadas em tamp&o Mcllvaine-
glicerol (1:1), e as melhores células foram selecionadas e fotografadas em microscépio de
epifluorescéncia Leica DMRB, com uma camera Leica DC 300F, através do programa Leica
CW4000.

Estdmatos

Para andlise dos estdmatos, folhas obtidas dos explantes poliploides e material controle
foram submetidas a cortes paradermais manualmente, os quais foram despigmentados em
solucéo de hipoclorito de sodio 0,75% por 10-15 min. Em seguida, os materiais foram corados
em solucéo Safrablau (Azul de Alcian 1% + Safranina 1%) (Kraus & Arduin, 1997) e o tamanho
de seus estdmatos e a densidade estomatica dos individuos diploides e poliploides foram
analisados em microscépio de luz e aferidos, baseando-se em escala micrométrica para a ocular

utilizada. A densidade estomatica foi determinada segundo a equacao abaixo:
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DE = NuUmero de estbmatos

mm?

Anélise dos dados

O experimento foi conduzido segundo delineamento inteiramente casualizado, em um
arranjo fatorial 4 x 2, perfazendo um total de oito tratamentos, correspondentes a quatro
concentragdes de colchicina e a dois periodos de submissdo ao antimitotico. A unidade
experimental constou de um tubo de ensaio contendo uma plantula, com seis repeticbes por
tratamento. Os explantes foram avaliados aos 30, 60, 90 dias apds a inoculacdo, adotando-se
como variaveis caracteristicas morfologicas (altura da planta, forma folhas e caracteristicas
estomaticas), a taxa de mortalidade e o periodo de desenvolvimento dos embrides. Os materiais
que apresentaram diferencas em relacdo ao controle tiveram nimero cromossémico e estdbmatos
analisados. Os dados de altura média, densidade estomética e comprimento médio dos estdmatos
foram submetidos a testes de normalidade e, quando necessario, foi aplicada analise de variancia

e teste de Tukey, com ajuda do software Assistat versao 7.6 beta (2011).

Resultados e Discussao

Alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas

Na primeira andlise, apds 30 dias de inoculacdo pdde-se observar que 100% do material
controle se desenvolveu satisfatoriamente. Um intumescimento na base dos explantes foi notado
em todos os tratamentos, com excecdo do controle, sendo visivel em 100% dos explantes
submetidos a 0,1% e 0,2% de colchicina em ambos os periodos (Tabela 1). Alteracdes na forma
das folhas (folhas mais estreitas e compridas, ou folhas mais largas) bem como, um menor
comprimento das plantas quando comparadas ao material controle, foram vistos nos materiais
tratados com colchicina. De acordo com a concentragdo e com o0 tempo de exposi¢do, foram
observadas alteracfes foliares em 40% das plantas a 0,1% por 24 e 48 h, respectivamente;
atingindo valores de 60% e 50% a 0,2% por 24 e 48 h, nos primeiros 60 dias de
desenvolvimento. Um decreéscimo no comprimento da planta, com diferencas significativas em
relacdo ao controle foi observado no material tratado de modo inversamente proporcional aos
niveis de concentracdo e tempo de exposicdo a colchicina (Figura 1A, B, C; Tabela 2). Em geral,
alteracfes morfoldgicas, como intumescimento de explantes e alteracbes na forma das folhas,
tém sido observadas e consideradas em individuos submetidos & colchicina in Vvitro,

especialmente aqueles poliploidizados, evidenciando a influéncia da colchicina no
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desenvolvimento de diversos materiais vegetais (Liu et al., 2007; Zhang et al., 2008; Chen et al.,
2009).

Tabela 1: Percentual de explantes de Heliconia bihai cultivados in vitro, submetidos a diferentes
concentracdes e periodos de exposi¢do a colchicina, que apresentaram intumescimento aos 30
dias de inoculagéo, necrose aos 60 dias e com brotacéo aos 90 dias em cada tratamento.

Concentracao de

o ) Intumescimento aos Oxidacéo aos Brotacgéo aos
colchicina (%0)/ Periodo ] ] .
) 30 dias (%0) 60 dias (%) 90 dias (%0)
de exposicao (h)

0/ 24 -0 - 50

0/ 48 - - 50
0,05/ 24 33 - 16
0,05/ 48 40 16 16
0,1/ 24 70 33 33
0,1/ 48 80 33 66
0,2/ 24 100 33 33
0,2/ 48 100 100 16

@ Células com hifen representam variaveis ndo observadas na analise.

Apos 60 dias, 100% do material com concentracdo e periodo de exposi¢cdo maiores sofreu
oxidacdo, estando esta taxa em torno de 33% para os tratamentos de 0,1% por 24 e 48 h e 0,2%
por 24 h. Para o material submetido a 0,05% por 48 h, foi observada oxidacdo em 16% dos
explantes, estando a dose mais baixa, com periodo de exposicdo menor e o material controle com
100% de sobrevivéncia. Apesar da alta oxidacdo do material submetido a 0,2% por 48 h, ap6s 90
dias, 16 % deste material apresentou brotacdes, estando esta taxa em 50% e 66% para 0 material
controle em ambos os periodos e o tratado a 0,1% por 48 h, respectivamente. (Tabela 1). As
plantulas submetidas a colchicina apresentaram um desenvolvimento inicial mais lento que o
material controle, normalizando apo6s 60 dias (Figura 1 C). Na literatura, a mortalidade e um
desenvolvimento inicial mais lento em outros materiais vegetais submetidos & poliploidizacdo

estdo relacionados na literatura possivelmente a toxicidade da colchicina, que blogueia a
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formacéo das fibras do fuso acromatico, alterando o ciclo mitético, podendo interrompé-lo por
completo (Tang et al., 2010; Xu et al., 2010; Ye et al., 2010).

Figura 1: Diferencas na altura de plantas e alteragGes mais observadas nos materiais de Heliconia bihai
submetidos a diferentes concentragdes de colchicina in vitro, aos 30 dias. A: Material controle. B:
Material submetido a 0,05% de colchicina por 48 h, apresentando folhas compridas e finas e
intumescimento da base. C: Explante tratado com 0,1% de colchicina por 24 h, evidenciando

desenvolvimento lento. Escala=1 cm.

Contagem cromossomica

A contagem cromossémica tem sido um dos métodos mais utilizados e mais confiaveis,
para analise direta do nivel de ploidia em diversos estudos (Dhooghe et al., 2009; Nilanthi et al.,
2009, Liu et al., 2011). Para H. bihai o numero cromossdmico conhecido é de 2n = 24
(Anderson, 1984), sendo observado o mesmo valor no material controle utilizado neste estudo
(Figura 2 A). Além desse valor, dois individuos apresentaram 2n = ca. 48 cromossomos, um para
o tratamento de 0,05% (16%) e outro para o de 0,1% por 48 h (16%), sendo ambos considerados

possiveis tetraploides (4x) (Figura 2 B e C; Figura 3).
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Tabela 2: Heliconia bihai cultivada in vitro com percentual de alteragdes morfoldgicas e altura
média apds 30, 60 e 90 dias de submissédo a tratamentos com colchicina.

Concentragéo de Alteracdes foliares/ o
o . Altura média (cm)
colchicina (%)/ Periodo desenvolvimento (%)
de exposicao (h) 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias 90 dias
0/ 24 e - 2,8a% 3,53a 3,71a
0/ 48 - - 2,83 a 2,6 ab 3,78a
0,05/ 24 16 16 1,9ab 2,9 ab 3,35ab
0,05/ 48 - - 1,8ab 2,8ab 3,31ab
0,1/ 24 40 40 1,5ab 2,7ab 3,33ab
0,1/ 48 40 40 1,03 b 2,6 ab 3,18 ab
0,2/ 24 60 60 0,8b 2,03 b 2,96 b
0,2/ 48 50 50 0,88 b - -

@ Células com hifen representam variaveis ndo observadas na anélise. ¥ Médias seguidas pela mesma

letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Tukey p<0,05).

Figura 2: Cromossomos metafasicos mitéticos de plantas Heliconia bihai submetidas a diferentes
concentragBes de colchicina in vitro. A: Controle diploide (2n = 24 cromossomos). B: Provavel
tetraploide (2n = ca. 48 cromossomos) submetido a 0,05% de colchicina por 48 h; C: Provavel tetraploide

(2n = ca. 48 cromossomos) submetido a 0,1% de colchicina por 48 h. Escala = 10 pm.
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Figura 3: Plantas de Heliconia bihai submetidos a diferentes concentragdes de colchicina in vitro, aos 120
dias. A: Material controle. B: Poliploide (2n = ca. 48 cromossomos) submetido a 0,05% de colchicina por
48 h; C: Poliploide (2n = ca. 48 cromossomos) a 0,1% 48 h. Escala = 2 cm.

Caracteristicas estomaticas

Os estdbmatos dos poliploides apresentaram morfologia tetracitica e células-guarda sem
alteragBes significativas; porém, possuiram um tamanho maior que os estdmatos apresentados
pelo tratamento controle, além de uma menor densidade estomatica (Figura 4 A e B; Tabela 3).
Estas diferengas no tamanho e nimero de estdbmatos por area tém sido caracteristicas comuns
apresentadas por diversos materiais vegetais submetidos a poliploidizacdo, sendo utilizadas
como caracteristicas base na identificacdo de individuos poliploides em diversos estudos
(Viehmannova et al., 2009; Glowacka et al., 2010; Zhang et al., 2010).
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Figura 4: Tamanho dos estdmatos de plantas Heliconia bihai submetidas a diferentes concentracGes de
colchicina in vitro. A: Material controle diploide. B: Material poliploide submetido a 0,05% de colchicina
por 48 h. Escala =5 pm.

Tabela 3: Densidade estomatica e comprimento médio dos estdmatos do material
controle e de poliploides de Heliconia bihai encontrados nos tratamentos com
0,05% e 0,1%, ambos por 48 h.

Concentracao de colchicina (%)/ ) . Comprimento médio
i . Densidade estomatica R
Periodo de exposicéo (h) dos estbmatos (um)
0/0 9,27500 a® 1,97692 ¢
0,05/ 48 4,87500 b 2,93846 a
0,1/ 48 6,72500 ab 2,70769 b

W' Médias sequidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferirem estatisticamente entre si
(Teste de Tukey p<0,05).

Conclusao
Os resultados obtidos neste estudo demostram a eficiéncia do tratamento da colchicina no

processo de inducéo de poliploidia para H. bihali, indicando ser esta, uma técnica de utilidade ao
melhoramento vegetal desta espécie.
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As doses intermediarias de 0,05% e 0,1%, ambos por 48 h de exposi¢do, mostraram-se
mais eficientes na producdo de poliploides (16% para cada dose), podendo ser indicadas como
tratamentos ideais para poliploidizacdo em H. bihai e como base para futuros estudos com outras

espécies do género.
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CONCLUSOES

e Os resultados obtidos neste estudo demostram a eficiéncia do tratamento da colchicina no
processo de inducgdo de poliploidia para H. bihai, indicando ser esta, uma técnica de utilidade

ao melhoramento vegetal desta espécie.

o As doses intermediarias de 0,05% e 0,1%, ambas por 48 h de exposi¢cdo, mostraram-se mais
eficientes na producéo de poliploides (16% para cada dose), podendo ser indicadas como
tratamentos ideais para poliploidizagdo em H. bihai e como base para futuros estudos com

outras espécies do género.
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Instrugdes para submisséo de trabalhos a revista PAB (Pesquisa Agropecuéaria Brasileira)

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e ndo podem ter sido encaminhados a
outro periodico cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250
palavras, ndo devem ser incluidos no trabalho.

A Comissdo Editorial faz andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica. Nessa andlise, consideram-se aspectos como: escopo; apresentacdo do artigo segundo
as normas da revista; formulacéo do objetivo de forma clara; clareza da redacao; fundamentacéo
tedrica; atualizagdo da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da metodologia; resultados com
contribuicdo significativa; discussdo dos fatos observados frente aos descritos na literatura;
qualidade das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das conclusfes. Apos a aplicacao
desses critérios, se 0 numero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de
publicacdo, € aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja
contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico é considerada mais significativa. Esse
critério soO é aplicado aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade para publicacdo na
revista, mas que, em razao do elevado nimero, ndo podem ser todos aprovados para publicacéo.
Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e os demais sdo submetidos a anélise de
assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo.

Sdo considerados, para publicacdo, os seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos,
Notas Cientificas e Artigos de Revisao, este Ultimo a convite do Editor. Os trabalhos publicados
na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sdo: Entomologia, Fisiologia Vegetal,
Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética, Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e
Zootecnia. O texto deve ser digitado no editor de texto Word, em espaco duplo, fonte Times

New Roman, corpo 12, folha formato A4, margens de 2,5 cm, com paginas e linhas humeradas.

Escopo e politica editorial

A revista Pesquisa Agropecudria Brasileira (PAB) é uma publicacdo mensal da Embrapa,
que edita e publica trabalhos técnico-cientificos originais, em portugués, espanhol ou inglés,
resultantes de pesquisas de interesse agropecudrio. A principal forma de contribuicdo é o Artigo,

mas a PAB também publica Notas Cientificas e Revisdes a convite do Editor.

Analise dos artigos
A Comissdo Editorial faz a andlise dos trabalhos antes de submeté-los & assessoria

cientifica. Nessa analise, consideram-se aspectos como escopo, apresentacdo do artigo segundo
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as normas da revista, formulagéo do objetivo de forma clara, clareza da redacdo, fundamentacao
tedrica, atualizacdo da revisao da literatura, coeréncia e precisdo da metodologia, resultados com
contribuicdo significativa, discussdo dos fatos observados em relacdo aos descritos na literatura,
qualidade das tabelas e figuras, originalidade e consisténcia das conclusdes. Apds a aplicacdo
desses critérios, se 0 numero de trabalhos aprovados ultrapassa a capacidade mensal de
publicacdo, ¢é aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual sdo aprovados os trabalhos cuja
contribuicdo para o avango do conhecimento cientifico é considerada mais significativa. Esse
critério é aplicado somente aos trabalhos que atendem aos requisitos de qualidade para
publicacdo na revista, mas que, em razdo do elevado nimero, ndo podem ser todos aprovados
para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos autores e 0s demais sdo submetidos a

analise de assessores cientificos, especialistas da area técnica do artigo.

Forma e preparagdo de manuscritos

e Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos (ndo terem dados — tabelas e figuras —
publicadas parcial ou integralmente em nenhum outro veiculo de divulgagdo técnico-
cientifica, como boletins institucionais, anais de eventos, comunicados técnicos, notas
cientificas etc.) e ndo podem ter sido encaminhados simultaneamente a outro periddico
cientifico ou técnico. Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250 palavras, ndo
devem ser incluidos no trabalho.

e Sdo considerados, para publicacdo, 0s seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos, Notas
Cientificas e Artigos de Revisdo, este Gltimo a convite do Editor.

e Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados em areas técnicas, cujas principais sao:
Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia, Fitotecnia, Fruticultura, Genética,
Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

e O texto deve ser digitado no editor de texto Microsoft Word, em espago duplo, fonte Times
New Roman, corpo 12, folha formato A4, com margens de 2,5 cm e com paginas e linhas

numeradas.

Informacdes necessarias na submissédo on-line de trabalhos

No passo 1 da submissdo (Inicio), em "comentarios ao editor", informar a relevancia e o
aspecto inédito do trabalho. No passo 2 da submissdo (Inclusdo de metadados), em "resumo da
biografia" de cada autor, informar a formacéo e o grau académico. Clicar em "incluir autor" para

inserir todos os coautores do trabalho, na ordem de autoria.

53



Ainda no passo 2, copiar e colar o titulo, resumo e termos para indexacéo (key words) do
trabalho nos respectivos campos do sistema. Depois, ir a parte superior da tela, no campo
"ldioma do formulario”, e selecionar "English”. Descer a tela (clicar na barra de rolagem) e
copiar e colar o "title", "abstract” e os "index terms" nos campos correspondentes. (Para dar
continuidade ao processo de submissdo, é necessario que tanto o titulo, o resumo e 0s termos
para indexacgdo quanto o title, o abstract e os index terms do manuscrito tenham sido fornecidos.)

No passo 3 da submissdo (Transferéncia do manuscrito), carregar o trabalho completo em
arquivo Microsoft Word 1997 a 2003.

No passo 4 da submissdo (Transferéncia de documentos suplementares), carregar, no
sistema on-line da revista PAB, um arquivo Word com todas as cartas (mensagens) de
concordancia dos coautores coladas conforme as explica¢fes abaixo:

Colar um e-mail no arquivo word de cada coautor de concordancia com o seguinte
contetdo: "Eu, ..., concordo com o contetdo do trabalho intitulado "....." e com a submissdo para
a publicacéo na revista PAB.

Organizacao do Artigo Cientifico

e A ordenacdo do artigo deve ser feita da seguinte forma:

e Artigos em portugués Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletrénicos, Resumo, Termos
para indexacdo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e figuras.

e Artigos em inglés Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Abstract, Index
terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexacao, Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables,
figures.

e Artigos em espanhol Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletrénicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccion, Materiales y
Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e
figuras.

e O titulo, o resumo e os termos para indexacao devem ser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para 0 portugués, no caso de artigos
redigidos em inglés.

e O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 péaginas, incluindo-se as ilustracfes (tabelas e

figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel.
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Titulo

Deve representar o conteudo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras, incluindo-
se 0s artigos, as preposicoes e as conjuncoes.

Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como "efeito™ ou “influéncia".
N&o deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o0 nome binario.

N&o deve conter subtitulo, abreviagdes, formulas e simbolos.

As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices desenvolvidos por

bases de dados que catalogam a literatura.

Nomes dos autores

Grafar os nomes dos autores com letra inicial maiUscula, por extenso, separados por virgula;
os dois ultimos sdo separados pela conjuncdo "e", "y" ou "and", no caso de artigo em
portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arébico, em
forma de expoente, entre parénteses, correspondente a chamada de endereco do autor.
Endereco dos autores

S&o apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 nome e o0 endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletrdnico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

Devem ser agrupados pelo endereco da instituicao.

Os enderecos eletrénicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.

Resumo

O termo Resumo deve ser grafado em letras minUsculas, exceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separado do texto por travessao.

Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nameros, preposicdes, conjuncdes e
artigos.

Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos, 0s
resultados e a concluséo.

N&o deve conter citacdes bibliograficas nem abreviaturas.

O final do texto deve conter a principal conclusdo, com o verbo no presente do indicativo.
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Termos para indexacao

A expressdao Termos para indexacdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
minusculas, exceto a letra inicial.

Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minuscula.

Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras.

N&o devem conter palavras que componham o titulo

Devem conter o nome cientifico (s6 0 nome binario) da espécie estudada.

Devem, preferencialmente, ser termos contidos no AGROVOC: Multilingual Agricultural

Thesaurus ou no Indice de Assuntos da base SCiELO .

Introducéo

A palavra Introdugdo deve ser centralizada e grafada com letras minusculas, exceto a letra
inicial, e em negrito.

Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre o assunto.

O ultimo paragrafo deve expressar o objetivo de forma coerente com o descrito no inicio do

Resumo.

Material e Métodos

A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada e grafada em negrito; os termos
Material e Métodos devem ser grafados com letras mindsculas, exceto as letras iniciais.

Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar 0s
tratamentos, o nimero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.

Deve conter a descricdo detalhada dos tratamentos e variaveis.

Deve-se evitar 0 uso de abreviacoes ou as siglas.

Os materiais e 0s métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
0 experimento.

Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢fes de técnicas de uso corrente.

Deve conter informacao sobre os métodos estatisticos e as transformacdes de dados.
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Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras

minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

Resultados e Discussao

A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos

As tabelas e figuras sdo citadas sequencialmente.

Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos em relacéo
aos apresentados por outros autores.

Evitar o0 uso de nomes de varidveis e tratamentos abreviados. Dados ndo apresentados néo
podem ser discutidos.

N&o deve conter afirmacgdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no proprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragdo do texto
em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo
€ necessaria nova chamada.

Né&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.

Conclusoes

O termo Conclus@es deve ser centralizado e grafado em negrito, com letras minusculas, exceto a

letra inicial.

Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo.

Devem ser elaboradas com base no objetivo do trabalho.

Né&o podem consistir no resumo dos resultados.

Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

A palavra Agradecimentos deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minusculas,

exceto a letra inicial.
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e Devem ser breves e diretos, iniciando-se com "Ao, Aos, A ou As" (pessoas ou instituicdes).

e Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

e A palavra Referéncias deve ser centralizada e grafada em negrito, com letras minudsculas,
exceto a letra inicial.

e Devem ser de fontes atuais e de periodicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

e Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 6023 da ABNT, com as adaptacdes descritas
a sequir.

e Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeragé&o.

e Devem apresentar 0s nomes de todos os autores da obra.

e Devem conter os titulos das obras ou dos periodicos grafados em negrito.

¢ Devem conter somente a obra consultada, no caso de citacdo de citagéo.

e Todas as referéncias devem registrar uma data de publicacdo, mesmo que aproximada.

e Devem ser trinta, N0 maximo.

Exemplos:

- Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e o0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In: SIMPOSIO
LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3., 2004, Santa Maria. Anais. Santa
Maria: UFSM, Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Florestal, 2004. p.153-162.

- Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. ldentificacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

- Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BATISTA, F.A.S.; BELTRAO, N.E.
de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.). O agronegocio da mamona
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no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algod&o; Brasilia: Embrapa Informacdo Tecnoldgica,
2001. p.121-160.

- Livros
OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.0. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.
Dourados: Embrapa Agropecuéria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura,

2004. 116p. (Embrapa Agropecudria Oeste. Sistemas de producéo, 6).

- Teses
HAMADA, E. Desenvolvimento fenoldgico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizagdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese

(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

- Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecudria Oeste: relatério do ano de 2003.
Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria Oeste.
Documentos, 66). Disponivel em: . Acesso em: 18 abr. 2006.

Citacoes

Né&o sdo aceitas citagfes de resumos, comunicagdo pessoal, documentos no prelo ou qualquer

outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados.

e A autocitacdo deve ser evitada.

e Devem ser normalizadas de acordo com a NBR 10520 da ABNT, com as adaptacfes
descritas a seguir.

e Redacdo das citacdes dentro de parénteses.

e Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiuscula, seguido de
virgula e ano de publicacéo.

e Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra mailscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicagéo.

o Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira letra

maiuscula, seguido da expressao et al., em fonte normal, virgula e ano de publicacéo.
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Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0s nomes destes ndo devem ser repetidos;
colocar os anos de publicacao separados por virgula.

Citacdo de citacdo: sobrenome do autor e ano de publicacdo do documento original, seguido
da expressao "citado por" e da citacdo da obra consultada.

Deve ser evitada a citacao de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de uso
de citacdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

Redacdo das citacOes fora de parénteses.

Citacdes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientagdes anteriores,

com os anos de publicacdo entre parénteses; sao separadas por virgula.

Formulas, expressdes e equacbes matematicas

Devem ser iniciadas a margem esquerda da pagina e apresentar tamanho padronizado da
fonte Times New Roman.
N&o devem apresentar letras em italico ou negrito, a exce¢do de simbolos escritos

convencionalmente em italico.

Tabelas

As tabelas devem ser numeradas sequencialmente, com algarismo arabico, e apresentadas em
folhas separadas, no final do texto, ap6s as referéncias.

Devem ser auto-explicativas.

Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna indicadora
dos tratamentos ou das variaveis.

Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliograficas.

O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes.

No cabecalho, os nomes das variaveis que representam o conteido de cada coluna devem ser
grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no
titulo ou nas notas-de-rodapé.

Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema Internacional de
Unidades.
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Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo ultimo algarismo.
Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela;
dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé
explicativa.

Na comparacao de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna ou na
linha, a direita do dado, letras minusculas ou maiusculas, com a indicagdo em nota-de-rodapé
do teste utilizado e a probabilidade.

Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecgalho do titulo, e do corpo; usa-los
ainda na base da tabela, para separar o contetdo dos elementos complementares. Fios
horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios
verticais.

As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espago do teclado, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

Notas de rodapé das tabelas.

Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

Notas de chamada: sdo informacOes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. Sdo indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do nimero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna
indicadora. Sdo apresentadas de forma continua, sem mudanca de linha, separadas por ponto.
Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativoa 5 e 1%

de probabilidade, respectivamente).

Figuras

Sdo consideradas figuras: graficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o texto.
S6 devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessarias a documentacéo dos
fatos descritos.

O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

Devem ser auto-explicativas.
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A legenda (chave das convencgdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo,
ou entre a figura e o titulo.

Nos graficos, as designacdes das varidveis dos eixos X e Y devem ter iniciais maidsculas, e
devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

Figuras nao-originais devem conter, apés o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

O crédito para o autor de fotografias € obrigatorio, como também é obrigatorio o crédito para
0 autor de desenhos e graficos que tenham exigido acao criativa em sua elaboracgéo.

As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem ser
padronizados.

Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

Os nUmeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de informacGes que
comprometa o entendimento do gréafico.

Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducéo gréafica e
medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

Devem ser gravadas nos programas Word, Excel ou Corel Draw, para possibilitar a edi¢éo
em possiveis correcdes.

Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

N&o usar negrito nas figuras.

As figuras na forma de fotografias devem ter resolucdo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.

Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

Notas Cientificas

Notas cientificas sdo breves comunicagdes, cuja publicacdo imediata € justificada, por se
tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo
cientifico completo.

Apresentacdo de Notas Cientificas
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e A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as
chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacdo, titulo em inglés,
Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introducdo, material e métodos,
resultados e discussdo, e concluséo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e figuras.

e As normas de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico, exceto
nos seguintes casos:

e Resumo com 100 palavras, no méximo.

e Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

e Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustracbes (tabelas e figuras).

Outras informac6es

¢ N&o ha cobranca de taxa de publicacéo.

e Os manuscritos aprovados para publicacdo sdo revisados por no minimo dois especialistas.

e O editor e a assessoria cientifica reservam-se o direito de solicitar modificacGes nos artigos e
de decidir sobre a sua publicacao.

e S&o de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos.
Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o consentimento

expresso do editor da PAB.

Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e 3273-9616,
fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios: Embrapa Informacéo
Tecnologica.

Pesquisa Agropecuéria Brasileira — PAB,

Caixa Postal 040315

CEP 70770 901 Brasilia, DF.
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