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RESUMO GERAL

AMORIM, Gustavo Torres dos Santos. Diversidade genética baseada em caracteres
morfoagronémicos e moleculares visando a identificacio de genétipos de vinca
(Catharanthus roseus [L.] G. Don) com potencial para a producio de biomassa foliar e de
alcaloides. 2024. 127 p. Tese de Doutorado. Instituto de Agronomia, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

A vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) distingue-se por ser fonte dos alcaloides vincristina
e vimblastina utilizados em quimioterapicos para o tratamento convencional de tumores,
leucemias e linfomas. No entanto, estas substancias ocorrem em baixas concentragdes nas
folhas da espécie. Nesse sentido, ¢ fundamental desenvolver um programa de melhoramento
genético. Diante do exposto, objetivou-se conhecer e estimar a diversidade genética entre 79
genotipos de C. roseus com base em varidveis morfoagrondmicas. Além disso, avaliou-se a
produgdo de biomassa de folhas secas (BFOs) em 79 genotipos de vinca e, em seguida, foram
selecionadas as melhores plantas para esta variavel. Em tais plantas, a presente pesquisa buscou
conhecer o potencial da producdo dos alcaloides catarantina (CAT), vindolina (VDL),
vincristina (VCR) e vimblastina (VBL), bem como estimar a diversidade molecular verificada
via marcadores de DNA do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Por fim, pretendeu-se
propor uma lista de descritores minimos para a cultura da vinca. No primeiro capitulo, a
diversidade genética foi acessada através de descritores morfoagronomicos. Para isso, utilizou-
se diferentes estratégias de analise multivariada, como a analise de agrupamento UPGMA,
Anosim, indices de diversidade de Shannon (H’) e de Pielou (J’) e importancia relativa das
variaveis. No segundo capitulo, apenas os melhores gendtipos para a produgcdo de BFOs e
positivos para a presenga de alcaloides prosseguiram para as analises quimicas. Os teores dos
alcaloides CAT, VDL, VCR e VBL foram determinados em HPLC-DAD (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Deteccao de Arranjo de Fotodiodos). Posteriormente,
estimou-se a producgdo dos alcaloides por planta (BFOs x teor dos alcaloides). Os gendtipos
também tiveram seu DNA extraido e analisado via 15 primers ISSR. Estimou-se a diversidade
molecular utilizando a andlise de agrupamento UPGMA e via indices de H’ e de J”. No terceiro
capitulo, foram elencados 15 descritores minimos, nove foram de natureza qualitativa e seis de
natureza quantitativa. Os descritores de natureza quantitativa foram transformados para
descritores multicategoricos. Apos a unido da matriz de descritores de origem qualitativa e os
de origem quantitativa, os dados foram submetidos a analise de agrupamento. Os resultados
demonstraram que a diversidade genética da cole¢do acessada através de 18 descritores
morfoagrondmicos foi baixa a moderada. Dos 79 genotipos avaliados, 15 deles apresentaram a
BFO; estatisticamente superior a média da populagao. Dentre os 15 gen6tipos superiores para
BFOs, o UFRRJ VINO007/14(PAB) foi descartado, pois foi negativo para a presenca de
alcaloides. Na HPLC-DAD foi possivel identificar a VBL em 13 das 14 plantas analisadas. Ja
CAT e VDL estiveram presentes em todas e a VCR nao foi detectada em nenhuma delas. Trés
genotipos se destacaram para a produgcdo de VBL. O genotipo UFRRIJ VINO13/22(PAB)
alcangou o maior teor de VBL (0,77 mg/g de BFOy) e a maior produ¢do de VBL/planta (13,61
mg). Por outro lado, ndo foram observados genotipos promissores para os teores de CAT e VDL.
A diversidade molecular foi alta entre os genotipos elencados como superiores para producao
de BFOs, haja vista as distancias genéticas obtidas no dendrograma, corroboradas pelos
elevados indices de H’ (5,66) e de J’ (0,96). Os 15 descritores minimos propostos possibilitaram
a distingdo no dendrograma de todos os 77 genotipos analisados. Isto ocorreu até mesmo em
gendtipos proximos geneticamente.

Palavras-chave: melhoramento de plantas, plantas medicinais, estatistica multivariada,
descritores totais, marcador molecular ISSR, HPLC-DAD, vimblastina, descritores minimos.



GERAL ABSTRACT

AMORIM, Gustavo Torres dos Santos. Genetic diversity based on morphoagronomic and
molecular characters aiming to identify periwinkle (Catharanthus roseus [L.] G. Don)
genotypes with potential for the production of leaf biomass and alkaloids. 2024. 127 p.
Thesis, Agronomy Institute, Departament of Crop Science, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2024.

Periwinkle (Catharanthus roseus [L.] G. Don) is distinguished for being the source of the
alkaloids vincristine and vinblastine used in chemotherapy for the conventional treatment of
tumors, leukemias, and lymphomas. However, these substances occur in low concentrations in
the leaves of this species. In this sense, it is essential to develop a genetic improvement program.
In view of the above, the objective was to identify and estimate the genetic diversity among 79
genotypes of C. roseus based on morphoagronomic variables. In addition, the production of dry
leaf biomass (BFOs) in 79 periwinkle genotypes was evaluated, and then the best plants for this
variable were selected. In such plants, the present research sought to understand the potential
for the production of the alkaloids catharanthine (CAT), vindoline (VDL), vincristine (VCR)
and vinblastine (VBL), as well as to estimate the molecular diversity verified via DNA markers
of the ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) type. Finally, we intended to propose a list of
minimum descriptors for the periwinkle crop. In the first chapter, genetic diversity was accessed
through morphoagronomic descriptors. For this, different multivariate analysis strategies were
used, such as UPGMA cluster analysis, Anosim, Shannon (H’) and Pielou (J’) diversity indices
and relative importance of variables. In the second chapter, only the best genotypes for BFOs
production and positive for the presence of alkaloids proceeded to chemical analyses. The levels
of the alkaloids CAT, VDL, VCR and VBL were determined by HPLC-DAD (High-
Performance Liquid Chromatography-Diode Array Detection). Subsequently, the alkaloid
production per plant was estimated (BFOs x alkaloid content). The genotypes also had their
DNA extracted and analyzed using 15 ISSR primers. Molecular diversity was estimated using
UPGMA cluster analysis and H” and J* indices. In the third chapter, 15 minimum descriptors
were listed, nine of which were qualitative and six of which were quantitative. The quantitative
descriptors were transformed into multicategorical descriptors. After combining the matrix of
qualitative and quantitative descriptors, the data were subjected to cluster analysis. The results
showed that the genetic diversity of the collection accessed through 18 morphoagronomic
descriptors was low to moderate. Of the 79 genotypes evaluated, 15 of them presented BFOs
statistically higher than the population average. Among the 15 superior genotypes for BFOs,
UFRRJ VIN007/14(PAB) was discarded, as it was negative for the presence of alkaloids. In
HPLC-DAD, it was possible to identify VBL in 13 of the 14 plants analyzed. CAT and VDL
were present in all of them, and VCR was not detected in any of them. Three genotypes stood
out for VBL production. The genotype UFRRJ VIN013/22(PAB) achieved the highest VBL
content (0.77 mg/g of BFOs) and the highest VBL production/plant (13.61 mg). On the other
hand, no promising genotypes were observed for CAT and VDL levels. Molecular diversity
was high among the genotypes listed as superior for BFOs production, given the genetic
distances obtained in the dendrogram, corroborated by the high H’ (5.66) and J’ (0.96) indices.
The 15 minimum descriptors proposed allowed the distinction in the dendrogram of all 77
genotypes analyzed. This occurred even in genetically close genotypes.

Keywords: plant breeding, medicinal plants, multivariate statistics, total descriptors, ISSR
molecular marker, HPLC-DAD, vinblastine, minimum descriptors.



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Lista preliminar de descritores desenvolvidos para a vinca. A lista inclui o nome do
descritor € 0 MEtodo de MENSUTAGAD. .....ccveiieuiieeeiiieeiiee et ettt e e e e reeeeereeeeareeenes 45
Tabela 2. Descritores morfoagronomicos retirados da literatura e propostos em carater de
ineditismo utilizados na caracteriza¢ao de 79 genotipos de VINCa. .......cceeevveerveeieenieenieennneene. 48
Tabela 3. Analise estatistica descritiva referente aos 41 descritores quantitativos utilizados na
caracterizagdo de 79 genOtipoS A€ VINCA........evueievierieeiieiieeieeriie et et ereesaaeebeeseneeaeens 50
Tabela 4. Distribui¢ao de 79 genotipos de vinca em oito grupos estatisticamente distintos
obtidos em andlise de agrupamento utilizando a distancia Euclidiana e o método UPGMA.. .56
Tabela 5. Médias e desvios-padrdes das 18 variaveis morfoagronomicas mensuradas em 79
genotipos de C. roseus distribuidas em oito grupos definidos a partir da técnica de Kelley et al.
(1996). ettt ettt et ettt et e st e be et e st e teente st e seenteeneennes 58
Tabela 6. Relacdo de primers do tipo ISSR utilizados com respectivas temperaturas de
ANCIAMENEO (TA). . eiiieeieee ettt e e e et e e s aa e e e be e e s aaeeessseeeesbeeessseeenseennnns 74
Tabela 7. Produgao de biomassa de folhas secas (BFOs) em gramas nos genotipos de C. roseus.

Tabela 8. Faixa de concentracdes testadas, limite de quantificacio (LQ), equagdes de regressao
linear e suas significncias (p), coeficientes de determinagdo (R?) e coeficientes de variagio
(CV) do método para os padroes dos alcaloides catarantina (CAT), vindolina (VDL) e
VIMDBIASTNG (VBL). ..ttt sttt ettt et e st e e e 77
Tabela 9. Quantificacdo do teor e producdo dos alcaloides catarantina (CAT), vindolina (VDL)
e vimblastina (VBL) em extratos alcaloidicos de 14 genétipos de vinca (C. roseus) analisados
€M HPLC-DAD. ..ottt ettt sttt et saae e 81
Tabela 10. Lista de descritores minimos desenvolvidos para a vinca. A lista inclui o tipo de
variavel, nome do descritor, metodologia, estado e a referéncia de cada descritor.................. 96



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Plantio das sementes (progénies) de autofecundacdo e de polinizacdo aberta. A)
Sementes de vinca. B) Plantio das sementes de vinca a 1 cm de profundidade em bandejas de
semeadura. C) Inicio da germinagdo, 20 dias apds a semeadura. D) Progénies de vinca com 60
dias de idade ainda nas bandejas de semeadura. E) Inicio do processo de transplantio mostrando
um genotipo de vinca com 60 dias de idade. F) Gendtipo de vinca ap6s o transplantio para saco
de 1 litro, identificado com um niimero de acesso através da fixa¢ao de placa. G) Genotipo com
120 dias de idade. H) Vaso de oito litros, previamente identificado, com substrato na propor¢ao
de 1:1:1 (areia, terra e esterco bovino curtido). I e J) Plantio de gen6tipos de vinca em vaso de

OTE0 LTS . 1.ttt ettt ettt et b e b et sat e bt et en e nbe et st 43
Figura 2. Genotipos de C. roseus pertencentes a Colegdo de Trabalho de vinca do
DATS/TATUFRRI. <.ttt ettt et sttt ettt 44

Figura 3. Contribui¢do relativa individual de 41 descritores morfoagronémicos, calculada pelo
método do cosseno quadrado, mensurados em plantas de C. roseus cultivadas em vasos de oito
litros, dispostos em telado, no municipio de Seropédica-RJ. Legenda: APET - 4rea média da
pétala, CPET - comprimento médio da pétala, LPET - largura média da pétala, DFLO - diametro
médio da flor, AFLO - area média da flor, CPE - comprimento médio do peciolo, CEL -
comprimento médio do estilo, ALT - altura da planta, NRT - numero de ramos totais por
genotipo, CENP - comprimento médio de entrendé em ramos primarios, CTCOLCA -
comprimento médio do tubo da corola mais o calice, BFOs - producio de biomassa foliar seca,
NSEVA - ntimero médio de sementes por vagem, PCO - area de projecdo da copa, CO -
comprimento médio do ovario, CENS - comprimento médio de entrené em ramos secundarios,
AFO - area média foliar, NRB - numero de ramos na base da planta, LFO - largura média foliar,
CFO - comprimento médio foliar, CA - comprimento médio das anteras, NRA»p - nimero de
ramos acima da altura de 20 cm, NDG - nimero de dias para germinag¢do, DCA - didmetro do
caule principal, LSE - largura média das sementes, AIFC - angulo médio de insercao da folha
no caule, P100SE - peso de 100 sementes, NRge20 - nimero de ramos entre a base da planta e
altura de 20 cm, CEG - comprimento médio do estigma, NDF - ntimero de dias para frutificagao,
NDA - niimero de dias para a antese, PVA - peso médio de vagens, NFLO - ntimero de flores
por planta, PTSE - peso total de sementes por genotipo, DRS - didmetro de ramos secundarios,
LVA - largura média das vagens, CVA - comprimento médio das vagens, ASE - drea média das
sementes, DHLO - didmetro médio do halo, CSE - comprimento médio das sementes e DRP -
dIAMELro de ramOS PIIMATIOS. ...ovveeueritirtteteeiterttet ettt sttt ettt et saeesbe et ebeesbeeaesaee e 53
Figura 4. Dendrograma e heatmap de 79 gendtipos de vinca com base na caracterizacao
fenotipica das variaveis NRT (numero de ramos totais), BFOs (producao de biomassa de folhas
secas), NRB (niimero de ramos na base da planta), CO (comprimento médio do ovario), LPET
(largura média da pétala), APET (4rea média da pétala), CPET (comprimento médio da pétala),
AFLO (area média da flor), DFLO (diametro médio da flor), NSEVA (ntimero médio de
sementes por vagem), AFO (drea média foliar), CENS (comprimento médio de entren6 em
ramos secundarios), ALT (altura da planta), PCO (area de proje¢ao da copa), CPE
(comprimento médio do peciolo), CENP (comprimento médio de entrend em ramos primarios),
CTCOLCA (comprimento médio do tubo da corola mais calice) e CEL (comprimento médio
L4 (oI o] 51 (o) R R R SRR S SO USRS P PRSPPSO 55
Figura 5. Médias das 18 varidveis morfoagrondmicas mensuradas em 79 gendtipos de C.
roseus, distribuidas em oito grupos através da técnica de Kelley et al. (1996). Legenda: ALT -
altura da planta, NRB - nimero de ramos na base da planta, NRT - numero de ramos totais,
CENP - comprimento médio de entren6 em ramos primarios, CENS - comprimento médio de
entrend em ramos secundarios, PCO - area de projecao da copa, CPE - comprimento médio do
peciolo, AFO - area média foliar, BFOs - producdo de biomassa de folhas secas, CPET -



comprimento médio da pétala, LPET - largura média da pétala, APET - 4rea média da pétala,
CTCOLCA - comprimento médio do tubo da corola mais calice, AFLO - area média da flor,
DFLO - didmetro médio da flor, CEL - comprimento médio do estilo, CO - comprimento médio
do ovario e NSEVA - nimero médio de sementes por Vagem. .........cc.ceeevveerveeerveeenveeesveennnes 57
Figura 6. Boxplots representando a diversidade genética via algoritmo Anosim (andlise da
similaridade) entre e dentro de oito grupos de genotipos de C. roseus pertencentes a Colecao de
Trabalho da UFRRUJ. ......ooiiiiiiiie et sttt s 61
Figura 7. Contribuicdo relativa das varidveis quantitativas na estimagdo da diversidade
genética da Colecdo de Trabalho de C. roseus do DATS/IA/UFRRIJ, conforme o método de
Singh (1981). Legenda: NSEVA - numero médio de sementes por vagem, NRT - nimero de
ramos totais, AFO - 4area média foliar, BFOs - producdo de biomassa de folhas secas, AFLO -
area média da flor, NRB - nimero de ramos na base da planta, ALT - altura da planta, APET -
area média da pétala, CENP - comprimento médio de entrend em ramos primarios, DFLO -
diametro médio da flor, CENS - comprimento médio de entrend6 em ramos secundarios,
CTCOLCA - comprimento médio do tubo da corola mais célice, CPE - comprimento médio do
peciolo, LPET - largura média da pétala, CEL - comprimento médio do estilo, CPET -
comprimento médio da pétala, CO - comprimento médio do ovario e PCO - area de projecao
A COPA. ittt ettt e e e e et e e st e e e e ta e e e st e e esseeessaeaansaeeansaeeesseeeessaeennbaeeasbaeenreeeneeennnns 62
Figura 8. Preparacdo dos extratos alcaloidicos de C. roseus. A) Material vegetal em p6 (1,5 g)
extraido em 10 mL de etanol a 95%. B) Filtragem do extrato etandlico em papel filtro apds 12
horas. C) Extrato etanolico armazenado em frasco previamente identificado. D) Extrato
etanolico concentrado até um volume de 3 mL apds ser submetido ao rotavapor (Buchi, R-215,
Suiga) a 40 °C, 40 rpm e 200 mbar. E) Adi¢ao de 3 mL de hexano por 3 vezes. Apds cada adicao
de hexano, agitou-se o tubo Falcon e descartou-se a fracdo hexanica. F) Funil de separacao
contendo a porgao basificada mais 10 mL de cloroférmio. A cada adigdo de cloroférmio agitou-
se o funil de separagdo e esgotou-se a fase alvo (fragao cloroféormica). G) Tubo Falcon contendo
a fracdo cloroférmica. H) Fracdo cloroférmica concentrada em rotavapor (Buchi, R-215, Suiga)
a40 °C, 40 rpm e 200 mbar. I) Extrato alcaloidico. J) Programagao do liofilizador a 0,20 mbar
€ 04,5 € POT 24N, ..ttt ettt ettt e et esateebeesnaeeneen 72
Figura 9. Detecgao qualitativa dos alcaloides em extratos de folhas de C. roseus através do
reagente de Dragendorff. A) Formacdo de precipitado alaranjado, indicando a presenca de
alcaloides no genotipo UFRRJ VIN004/02(AUT). Nao formagao de precipitado alaranjado nos
gendtipos UFRRJ VIN007/14(PAB) (B), UFRRJ VINO13/21(PAB) (C) e UFRRJ
VINO050/41(PAB) (D) e, portanto, foram negativos para a presenca de alcaloides.................. 77
Figura 10. Cromatogramas normalizados em HPLC-DAD. Picos com mesma retengdo e
espectro dos alcaloides vindolina (VDL), catarantina (CAT) e vimblastina (VBL) em 14
ENOLIPOS AE C. FOSCUS. ..ottt ettt sttt ettt ettt ettt e be et 79
Figura 11. Padrao de amplificacdao pelo primer (GACA)s de ISSR em gel de agarose de 14
genotipos de C. roseus. Ordem dos genotipos no gel (da esquerda para a direita): UFRRJ
VINO004/01(AUT), UFRRJ VINO004/02(AUT), UFRRJ VINO004/03(AUT), UFRRIJ
VINO004/05(PAB), UFRRJ VIN005/07(PAB), UFRRJ VIN005/09(PAB), UFRRIJ
VINO007/13(PAB), UFRRJ VINO13/22(PAB), UFRRJ VINO013/25(PAB), UFRRJ
VIN029/32(PAB), UFRRJ VIN029/34(PAB), UFRRJ VIN044/37(PAB), UFRRJ
VINO044/39(PAB) € UFRRJ VINOSO/48(AUT)..c.eeiiuieiieiieieeieeiiesie et 83
Figura 12. Dendrograma obtido a partir da dissimilaridade de Jaccard e método de
agrupamento UPGMA entre 14 genoétipos de Catharanthus roseus com desempenho superior
para producdo de biomassa de folhas secas (BFOs). ....cccoovouiiiiiiiiiiniiiiiieeeeeeee e, 84
Figura 13. Imagem indicando a estrutura da flor a ser observada nos descritores minimos CHg;
(cor de halo), CZOLq (cor da zona do olho ao redor do halo), ZOLIg (zona do olho quanto a



profusdo ou irradiagdo) e CZOIy (cor da zona do olho irradiada) apds aplicacdo de filtro no
software COrelDRAW Standard. ............ccoociiiiiiiiioiii et 98
Figura 14. Dendrograma mostrando o agrupamento de 77 genotipos de vinca (C. roseus) com
base em 15 descritores minimos, utilizando a dissimilaridade multicategorica e o método do
vizinho mais distante. O heatmap mostra as classes de descritores minimos as quais cada
GCNOLIPO PEILEIICE. ..uveeuiieeeerieeeteeesteeeatteeesteeessreaessseeasseeassaeasseessssaesssesessseeessseesasseeessseesssseeans 101
Figura 15. Percentuais de importancia relativa de descritores na distinguibilidade de gen6tipos
de vinca. Legenda: CFLOq (cor de flor), CZOlIy (cor da zona do olho irradiada), CZOLg (cor
da zona do olho ao redor do halo), AIFCy, (angulo médio de inser¢do da folha no caule),
DFLOgn (didmetro médio da flor), NRBgn (nimero de ramos na base da planta), CFOqn
(comprimento médio foliar), CRAq (cor dos ramos do caule), PPET (posi¢do entre as pétalas),
FFOql (formato das folhas), LFOq, (largura média foliar), CPEq, (comprimento médio do
peciolo), ZOLI (zona do olho quanto a profusao ou irradiagdo), FAFOq (formato do apice das
folhas) € CHgi (COT de halo). ...cc.eieiiiiiiiiee e e 102
Figura 16. Distribuicdo dos descritores minimos qualitativos propostos em 77 gendtipos
pertencentes a Colecdo de Trabalho de vinca da UFRRIJ. Legenda: CRAq (cor dos ramos do
caule), FFOq (formato das folhas), PPETq (posicdo entre as pétalas), ZOLIq (zona do olho
quanto a profusdo ou irradiacdo), FAFOq (formato do 4pice das folhas), CHq (cor de halo),
CZOly; (cor da zona do olho irradiada), CZOLg (cor da zona do olho ao redor do halo) e CFLOq
(S0 0 (S8 103 ) TSRS 103
Figura 17. Distribui¢do dos descritores minimos de origem quantitativa propostos em 77
gendtipos pertencentes a Colecdo de Trabalho de vinca da UFRRIJ. Legenda: NRBgn (niimero
de ramos na base da planta), CPEq (comprimento médio do peciolo), CFOqn (comprimento
médio foliar), LFOgn (largura média foliar), AIFCgn (angulo médio de inser¢do da folha no
caule) e DFLOgn (didmetro médio da flor). ......ceovieiiieiiieiiiiieieceeeee e 105



SUMARIO

1. INTRODUGCAO GERAL ..., 1
2. OBJETIVOS GERALIS ...ttt sttt naeentesneenneas 3
3. OBJETIVOS ESPECIFICOS.........o.iiuiiiiiiineiiee et 3
R B0 )1111 (o 3 OO OO UU ST PRO PSP 4

R TR O 131111 (o 30 1 RS 4
3.3, CaPItulo TIL...ceeieeiieieecie ettt ettt ettt e et e e et e et e e abeentaeenbeebeennbeenraens 4
4. JUSTIFICATIVAS ..ottt ettt sttt ettt e bt sate b et 5
5. HIPOTESE CIENTIFICA .........coooiiiiiiiieiieeieeie st 5
6. REVISAO DE LITERATURA ..........coootiiimiiieeeeeeeeeeeeeeeee e en s 5
6.1. Aspectos gerais de Catharanthus roseus [L.] G. DON .......ccccccvvvviieiieiiiiiiieeieeeeeieeiens 5
6.1.1. Descri¢do taxondmica, botanica € morfologica ..........ceeveeriieiiieniiiniiiieceeeeeee 5
6.1.2. Aspectos agron0micoS de€ CUIIVO.......eeiuiiiiiiiiiiiiieiiecie et 6

6.2. Diversidade ENETICA.......cccuieruieiiieiieeie ettt ettt ettt et e et e b enneeenne 10
6.2.1. Marcadores MOIECUIATES..........ccuiieiuiieeiieeciee ettt e e e ee e sareeeaaeeens 14
6.2.2. Diversidade genética em Catharanthus roseus [L.] G. DON.......ccceevviviiiiinnnnnne. 16

6.3. Aspectos gerais da vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) associados ao
METhOTAMENTO GENELICO ....uueiitieiiieiiieiie ettt ettt et e et saeesbeesaeeebeessaeenseens 18
6.3.1. Cultivares utilizadas para fins medicinais na espécie Catharanthus roseus (L.) G.
DIOM ettt e et e e sttt e st e e et e e e e 23

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........oooouiiiriiiieiseeieeeseseseeesesssss s 26
Capitulo I. Diversidade genética baseada em caracteres morfoagronémicos entre
genotipos de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don). ...........ccoooiiiviiiiniiiniiiieeee 40
RESUMUO ...ttt ettt ettt st e bt et e e st e bt enbesaeesae et e eneesaeenseeneenee 40
T INTRODUGAO ..ottt eet s s eeensaeae. 42
2. MATERIAL E METODOS ..........oooiiiiieiieieeeisesisee s ssss st 43
2.1. Implantacao da Cole¢ao de Trabalho de vinca da UFRRI .........cccoooeiiiiiiiniiiiiiieee, 43
2.2. Localizacao do experimento e material vegetal...........ccocveeviiieiniieeniiienieceee e, 44
2.3. Idealizagdo e desenvolvimento dos descritores morfoagrondmicos...........cccceeeeveennnnne. 44
2.4. Caracterizagao morfoagronomica da Colecao de Trabalho de vinca...........cccceuveennee. 45
2.5. ANALISES ESLAtISTICAS .uuvvieriiiieiiiieeiiiieeiiee et e esteeertte e et e e e teeesbeeessbeeesnseeessseeesseessseeeneeas 47
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......cocoviimiiiriieieriesinsisneseeeeessessses s sssessessesssesssesens 48
3.1. Idealizagdo e desenvolvimento dos descritores morfoagrondmicos...........c.eeeveerneennne 48
3.2. Caracteriza¢cdo morfoagrondmica da Colegdo de Trabalho de vinca............ccccveeenneenn. 49
3.3. Definicao dos descritores a serem utilizados nas analises da diversidade..................... 53

3.4. Andlise de agrupamento..........ccccuireruieeriiieeriieesiteerteeerteeeeireesteeesbeeessbeeeenreeenaaeeeraeeens 54



3.5. Padrdes de agrupamento dos genotipos em relagdo aos descritores morfoagrondomicos

.............................................................................................................................................. 56
3.6. Estimacdo da diversidade genética baseada em caracteres morfoagrondmicos ............ 60
3.7. Importancia relativa das variaveis na diversidade genética...........cccceervrevreenveecreennnnnnn. 61
4. CONCLUSAOQ......ccoooiiice ettt 63
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooiviiiiiiiiiineiseeeseeseeeseeesesssessssesnenns 63
Capitulo II. Identificaciio de genotipos de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) visando
a producao de alcaloides. ..............ooooviiiiiiiiiii e 68
RESUMUO ...ttt ettt sttt et e be e s bt et e satesbe et e ebtenaeentesaeenee 68
L INTRODUGAO ..ot s e eennaeee. 70
2. MATERIAL E METODOS ..........oooooiiiieiiniineesesises sttt esssnsnns 71

2.1. Material vegetal, condigdes experimentais € local da pesquisa..........ccceevveerveecreennnnnne. 71

2.2. Producao de biomassa de folhas secas (BFOs) dos genétipos da Colegao de Trabalho..

.............................................................................................................................................. 71
2.3. Detecgao qualitativa dos alcaloides por meio do reagente de Dragendorff................... 71
2.4, Extragao de ALCAlOIdEs .......cccuvviiiiiiiieieeeee e 72

2.4.1. Preparacao das amOSIIAS. .........eccuieeerieeiiieeiteeeeieeeieeeetteesteeesreeesreeessseeesaseeennneeens 73
2.4.2. Instrumento cromatografico e condigdes de analise ..........cccceeevveriieriienieenieennnnn, 73
2.5. Identificacdo dos alcaloides através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Deteccao de Arranjo de Fotodiodos (HPLC-DAD).......ccccceevieriieviieniieieee, 73
2.6. Analise quantitativa dos alcaloides através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Deteccao de Arranjo de Fotodiodos (HPLC-DAD).......cccceviiiiiieiieniieiee 73
2.6.1. Preparo dos padroes e da curva de calibragao...........ceeceeeeviieeeiiieiniieeniie e 73
2.6.2. Quantificacdo do teor e calculo da producdo dos alcaloides por gendtipo ............. 74
2.7. Analise da diversidade genética via marcador de DNA do tipo ISSR.........ccccoeeienene. 74
2.7.1. Coleta e extrag@o de DNA genOmMICO ........cccueeeriieeiieeeiieeeiieeeiteeeiee e ervee e 74
2.7.2. Selecao de primers ISSR.......ooooiii ot 74
2.7.3. Reagdo de Polimerase em Cadeia (PCR) ......cccooviiiiiiiiieiiiiiceeeee e 75
2.7.4. Fotodocumentacao e obtengao da matriz binaria ...........cccceeeeeeeivieeeeiinieeeecciiee e, 75
2.8. ANALISES ESTALISTICAS ...eeuiiiiiiiiiiiieeite ettt sttt s 75
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......cocoviimiiiriieieriesinsisneseeeeessessses s sssessessesssesssesens 76

3.1. Avaliacao da produgdo de biomassa de folhas secas (BFOs) da Colegao de Trabalho .76
3.2. Deteccao qualitativa dos alcaloides por meio do reagente de Dragendorff................... 76
3.3. Andlise quantitativa dos alcaloides através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Detecgdo de Arranjo de Fotodiodos (HPLC-DAD).......cccovvvivieeiieeniieeieeee. 77

3.3.1. Curvas de calibrac¢ao dos padrdes dos alcaloides catarantina (CAT), vindolina (VDL)
€ VIMDIASTING (VBL) ..ttt e b e e saaeeen 77

3.3.2. Quantificagdo do teor e calculo da producao dos alcaloides catarantina (CAT),
vindolina (VDL) e vimblastina (VBL) por genotipo ........ccceecueeruierieeriieniieiieeie e 78



3.4. Analise da diversidade genética via marcador de DNA do tipo ISSR.........ccceeveennnnnn. 82

4. CONCLUSAD.......oeviiiiirieeiteie et 85
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coooiiiiiiiiiiieiseeesesseseseeesesesssesssesnenns 86
Capitulo III. Proposicio de descritores minimos para a vinca (Catharanthus roseus [L.]
GuDOM) e e e e et e e e e e e e e e et —aaaaaaeeeeattraaaeaaaeeaannarraees 92
RESUMUO ...ttt ettt et e et e bt e e s st e st enae e st e s st ensesstesaeenseeneenseensesneenns 92
L INTRODUGAO ..ottt eeneee e, 94
2. MATERIAL E METODOS .......oooomioieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 95
2.1. Localizagao da PEeSQUISA......cccveeerereeeiereeeiiieeieieeertreeetreesseeessseeessseeessseeesssessnsseesnsseesnssens 95
2.2. Material vegetal € condigOes eXPErimMENtais ........cceeeveereierrrerieenieeriieneeesreesreeseeneeeenne 95
2.3. Desenvolvimento dos descritores e caracterizacao das plantas..........cccccceeeeveeeeveeennnen. 95
2.3.1. Verificag¢do da normalidade dos dados e padronizagdo dos descritores quantitativos
........................................................................................................................................... 98
2.3.2. Anélise de multicolinearidade na matriz de dados quantitativos.............ccceeenneenne 98
2.3.3. Categorizacao de descritores quantitativos em descritores qualitativos ................. 98

2.4. Analise de agrupamMENTO.........c.eeruieriierieeeieetieeteesteeeteeteesereeseessreeseesseeesseesssesnsaensseenns 99
2.5. Percentual de ocorréncia das classes dos descritores minimos...........cccceveeeeveeeenveeennnen. 99
2.6. Importancia relativa dos descritores minimos ...........c.eeceeereerieenieerieeneeenreenneesseesneeenne 99
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ ........cocooiviiieieeieeeeeeeeeeeeeeevee e nannees 99
4. CONCLUSAOD......coooiiiitintiee ettt 106
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccoooviiiiiiiiiieeineeieeeissesee e 106

6. ANEXO ...ttt sttt st 110



1. INTRODUCAO GERAL

A espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don, conhecida popularmente no Brasil como
vinca ou maria-sem-vergonha, tem seu centro de origem na ilha de Madagascar (ALLORGE et
al., 2015; KULKARNI et al., 2016). A vinca, pertencente a familia Apocynaceae, ¢ diploide,
com 2n = 2x = 16 cromossomos (GUIMARAES et al., 2012), e caracteriza-se por ser semi-
herbacea, de porte subarbustivo, rapido crescimento e ciclo de vida perene (MORGAN, 1994).
As plantas da espécie alcancam até um metro de altura, com raizes que chegam a se estender
até 70 cm de profundidade (NEJAT et al., 2015).

A vinca chama a ateng¢do pela sua imensa diversidade nos aspectos foliares e florais. As
pétalas das flores variam entre branco, rosa-escuro, malva e o rosa tradicional (NEJAT et al.,
2015). Por isso, no Brasil e no mundo, C. roseus ¢ amplamente utilizada como planta
ornamental, sendo cultivada em jardins ou diretamente em vasos. As diferentes cultivares
ornamentais sdo geralmente organizadas em séries, € 0 agrupamento subsequente ¢ baseado na
cor da corola (SCHMELZER & GURIB-FAKIM, 2008).

Além de sua importancia ornamental, a vinca € responsavel pela producdo de mais de
130 tipos diferentes de alcaloides denominados TIAs (Terpenoid Indole Alkaloids) (ZHU et al.,
2015). Entre os principais TIAs, destacam-se os alcaloides diméricos vincristina e a
vimblastina. Segundo Zhu ef al. (2014), a vimblastina ¢ sintetizada pela planta a partir do
acoplamento dos alcaloides monoméricos catarantina e vindolina, levando a a-3',4'-
anidrovimblastina, a qual ¢ convertida em vimblastina e esta em vincristina. Estes dois ultimos
alcaloides estdo presentes nas folhas das plantas de vinca (MISHRA et al., 2001).

Os alcaloides diméricos vincristina e a vimblastina sao substancias antineoplasicas e,
portanto, utilizadas no tratamento convencional de diversos tipos de cancer. A agdo desses
anticancerigenos suprime a dindmica dos microtibulos, o que resulta em lentidao ou bloqueio
da mitose na transicdao da metafase para anafase e indugdo da apoptose (JORDAN & WILSON,
2004; BRANDAO et al., 2010). O sulfato de vimblastina (comercializado como Velban) é
usado no tratamento convencional da doenga de Hodgkin’s, linfossarcoma, coriocarcinoma,
neuroblastoma, carcinoma de mama e pulmdes. Ja o sulfato de vincristina (vendido como
Oncovin) ¢ utilizado no tratamento da leucemia em criancas, leucemia linfocitica, doenga de
Hodgkin’s, tumor de Wilkins, neuroblastoma e sarcoma de células reticulares (ASLAM et al.,
2010).

E preciso mencionar que a vincristina e vimblastina ocorrem em baixas concentragdes
nas folhas de C. roseus. De acordo com Prota (2015), em 1 tonelada de material seco sdao
extraidos apenas 3 g de vincristina. Ja, conforme Tyler (1988), em 1 tonelada de material
vegetal seco extrai-se cerca de 1 g de vimblastina e 20 mg de vincristina. Uma hipotese para os
reduzidos niveis desses alcaloides ¢ a separacdo espacial dos locais biossintéticos. Os
precursores biossintéticos, catarantina e vindolina, sdo produzidos em regides distintas nas
folhas. A catarantina se acumula inteiramente nos exsudatos de cera na superficie da folha,
enquanto a vindolina ¢ produzida dentro de células especializadas da folha chamadas de
idioblastos e canais laticiferos (YU & DE LUCA, 2013).

O valor de mercado anual da vincristina e vimblastina variou entre US$ 1.000.000 e
3.500.000 por quilograma no ano de 2016 (ALAM & SHARAF-ELDIN, 2016). O mercado de
alcaloides da vinca foi de US$ 85 milhdes em 2022 e deve atingir US$ 156,32 milhdes até 2031,
exibindo uma taxa de crescimento de 7,0% durante o periodo de previsao (BUSINESS
RESEARCH INSIGHTS, 2024). A catarantina pode crescer a um CAGR (Compound Annual
Growth Rate) de 3,6% durante 2021-2026 (INDUSTRYARC ANALYTICS RESEARCH
CONSULTING, 2024).

Os pregos desses alcaloides sdo muito elevados como resultado do baixo nivel de
producdo da planta e dificuldade de sintese em laboratorio devido a suas estruturas complexas
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(BARRALES-CURENO et al., 2020). Segundo Verma et al. (2007), a sintese total revelou-se
dificil devido a complexidade estrutural das moléculas e as complicadas etapas de reagdo
envolvendo restri¢des estereoquimicas. A cadeia de fornecimento mundial, por exemplo, de
vimblastina e vincristina depende da extracdo e purificagdo de baixo rendimento dos
precursores vindolina e catarantina provenientes das plantas de C. roseus (ISHIKAWA et al.,
2009; ZHANG et al., 2022). Porém, isso tem tornado o custo de produ¢do extremamente alto
(ALAM & SHARAF-ELDIN, 2016).

Os paises desenvolvidos t€ém concentrado grandes esfor¢os na tentativa de se produzir
vincristina e vimblastina em explantes via cultivo in vitro (KULKARNI et al., 2016). Segundo
Verpoorte et al. (1991), os teores de vincristina e vimblastina em cultivos in vitro sao,
geralmente, inferiores do que a da propria planta. Para Hemmati et al. (2021), o cultivo in vitro
nao tem sido eficaz ou adequado para se produzir vimblastina em larga escala. Os motivos da
baixa producdo de metabdlitos secundarios em cultivos in vitro, segundo Dias et al. (2016),
podem ser devidos ao encurtamento das fases de diferenciagdo tecidual que ocorrem nestes
métodos, o que forca a inibicdo da atividade de algumas enzimas responsaveis por tal
diferenciagao.

A despeito desses entraves, Schlaepfer e Mendoza (2010) mencionaram que a producao
comercial em larga escala da vincristina e vimblastina pode ser perfeitamente implementada
através do cultivo das plantas no campo. Portanto, a implementacdo de programas de
melhoramento para este propdsito corresponde a uma excelente estratégia. A selecdo de
genotipos com alto rendimento e alta produgdo de metabolitos de interesse deve ser o principal
alvo do melhoramento genético quando se pretende a producdo de medicamentos.

Nesse sentido, existe uma demanda sobre pesquisas que visam o melhoramento genético
da vinca. Para isso, € necessario, primeiramente, conhecer e estimar a diversidade genética entre
gendtipos de C. roseus. No melhoramento de plantas, a existéncia de alta diversidade genética
¢ fator primordial para o sucesso no processo de selegdo e, portanto, para a continuidade de
programas de melhoramento (ALLARD, 1960; REIS et al., 2015; CARENA, 2021;
SALGOTRA & CHAUHAN, 2023; SANCHEZ et al., 2023). Deste modo, ¢ necessario avaliar
a diversidade dos recursos genéticos disponiveis para o melhoramento, visto que ¢
imprescindivel que o germoplasma inicial apresente diversidade genética.

No intuito de se estimar a diversidade genética entre gendtipos, estes devem ser
caracterizados e avaliados. Tal caracterizagdo pode ser morfoagronémica, pois segundo Cruz
et al. (2020), a andlise da diversidade pode ser acessada através de diferengas agrondmicas e
morfologicas entre os genoétipos analisados. Tais diferencas sdo quantificadas em alguma
medida de distdncia (de dissimilaridade ou similaridade) capaz de expressar o grau de
divergéncia genética.

Alguns autores estimaram a diversidade genética em C. roseus através de analises ao
nivel fenotipico (MISHRA et al., 2001; SAMIYARSIH et al., 2019; SOARES et al., 2024).
Mishra et al. (2001), ao estudarem a diversidade genética por meio de varidveis
morfoagrondmicas entre 32 acessos de C. roseus, relataram uma base genética estreita nas
populacdes do subcontinente indiano e na regido asiatica vizinha. Sabe-se que uma populagao
de plantas com baixa diversidade genética implica na reducao da eficiéncia da selecdo e, assim,
compromete o programa de melhoramento genético.

Além das informagdes relacionadas aos aspectos morfologicos e agrondmicos das
plantas de vinca, a utilizacdo de informacdes ao nivel molecular torna a estimagdo da
diversidade genética ainda mais precisa. A precisdo na obtengao dessas estimativas € ainda mais
necessaria quando o melhorista pretende utiliza-las para se explorar a heterose em uma dada
cultura. Neste caso, cruzamentos (ou hibridacdes) entre gendtipos superiores sao programados.
De acordo com Shull (1952), a heterose ocorre quando o F; € superior aos seus pais. Isso,
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logicamente, resulta em ganhos genéticos na progénie. A heterose tem a diversidade genética
como preditor.

Trabalhos relacionados a estimagdo da diversidade molecular podem langar mao do uso
dos marcadores de DNA, que estdo entre as principais ferramentas moleculares para se realizar
genotipagens. A utilizagdo de marcadores de DNA baseados em PCR (Polymerase Chain
Reaction), como ¢ o caso dos marcadores do tipo ISSR (/nter Simple Sequence Repeats), sao
bastante adequados para a andlise da diversidade molecular em plantas. Tais marcadores
agregam as seguintes vantagens: ndo ha necessidade de conhecimento prévio dos genomas
analisados, evitando a necessidade do sequenciamento de DNA (ZOLET et al., 2017); ¢
potencial gerador de alto polimorfismo entre os genotipos analisados; por apresentar
hibridizacdo em regides inter-microssatélites no genoma, sdo de ampla cobertura genémica
(MEYER et al., 1993).

Em vinca, estudos apontam para o uso de marcadores ISSR na estimacao da diversidade
molecular (SHAW et al., 2009; LAL et al., 2011; QING et al., 2011; AMORIM et al., 2023).
Em todos os casos, os resultados indicaram um alto nivel de polimorfismo na espécie em
questdo. E possivel que a predominancia da alogamia como modo de reprodugio preferencial
em vinca (AMORIM et al., 2023) contribua para a ampliagao desta diversidade. A constatagao
de alta diversidade genética na vinca sugere a possibilidade da selecdo de gendtipos superiores.

Atualmente, no Brasil, existem 127 cultivares de vinca registradas no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2024), todas elas destinadas para
fins ornamentais. Vale destacar que ndo ha uma lista de descritores minimos para a vinca
disponivel no Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), vinculado ao MAPA. O
SNPC ¢ o orgdo competente para protecao de cultivares no Brasil, responsavel, entre outras
atribuicdes, pela divulgacdo das espécies vegetais e seus respectivos descritores minimos,
necessarios para abertura do processo de protecao, conforme o Decreto n®2.366/1997 (RAMOS
etal., 2018).

As listas de descritores minimos devem conter um conjunto minimo de descritores
altamente discriminatorios (BIOVERSITY INTERNATIONAL, 2007). Para Irastorza (1983),
a descri¢do de uma variedade deve contribuir para solucionar conflitos de identificagdo que
possam surgir no registro e prote¢ao de cultivares, nos campos de producao de sementes e na
sua comercializagdo. Com base nesses antecedentes, o presente estudo pode contribuir com
informacdes para a proposicao de uma lista de descritores minimos padronizados para a espécie
C. roseus, com o objetivo de distinguir claramente os genotipos de vinca.

2. OBJETIVOS GERAIS

A presente pesquisa teve por objetivo conhecer e estimar a diversidade genética entre
79 gendtipos, pertencentes a Colecdo de Trabalho de vinca da UFRRJ, com base em variaveis
morfoagrondmicas. Além disso, avaliou-se a produgao de biomassa de folhas secas (BFOs) em
79 genotipos de vinca e, em seguida, foram selecionadas as melhores plantas para esta variavel.
Em tais plantas, buscou-se conhecer o potencial da producao dos alcaloides catarantina (CAT),
vindolina (VDL), vincristina (VCR) e vimblastina (VBL), além de estimar a diversidade
molecular verificada através de marcadores de DNA do tipo ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats). Por fim, pretendeu-se propor uma lista de descritores minimos para a cultura da vinca,
cujo proposito € distinguir genotipos de C. roseus.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcangar os objetivos gerais, foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos, delimitados por capitulo.



3.1. Capitulo I

1) Conhecer o comportamento dos gendtipos em relacdo a cada um dos descritores propostos;
i1) Elencar os descritores mais discriminativos pelo método do cosseno quadrado;

iii) Conhecer e discutir os padrdes de agrupamento dos gendtipos em relagdo aos descritores
elencados para estudo;

iv) Estimar a diversidade genética total através dos indices de Shannon (H”) e de Pielou (J°);
v) Mensurar a divergéncia genética entre e dentro de grupos via andlise de similaridade
(Anosim);

vi) Conhecer e estimar a importancia relativa das varidveis na analise da diversidade genética
pelo método de Singh.

3.2. Capitulo 11

1) Avaliar a produgdo de biomassa de folhas secas em 79 gendtipos de vinca e, em seguida,
selecionar as melhores plantas para esta variavel;

i) Verificar a presenca de alcaloides em 79 gendtipos, com base na detecg¢ao qualitativa observada
através do reagente de Dragendorft;

ii1) Quantificar em HPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Deteccao de
Arranjo de Fotodiodos) o teor dos alcaloides vincristina, vimblastina, vindolina e catarantina nos
gendtipos positivos para alcaloides e com boa performance na produgido de biomassa de folhas
secas;

iv) Estimar a produg¢ao dos alcaloides vincristina, vimblastina, vindolina e catarantina por genotipo,
a partir das estimativas de producdo de biomassa foliar seca e do teor de vincristina, vimblastina,
vindolina e catarantina;

v) Estimar a diversidade genética utilizando marcadores de DNA do tipo ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) entre os genotipos positivos para a presenca de alcaloides e com bom
desempenho na produgdo de biomassa de folhas secas.

3.3. Capitulo I1I

1) Idealizar uma lista de descritores minimos, utilizando-se como base as listas de descritores
disponiveis na literatura, e através de descritores idealizados de forma inédita para a cultura da
vinca;

i) Elencar e elaborar descritores para compor a lista de descritores minimos utilizando os seguintes
critérios: entendimento, por parte do usudrio, da metodologia que norteia a aplicagdo do descritor e
a sua eficiéncia em descrever a estrutura alvo, retornando valores mais homogéneos possiveis
dentro da planta;

ii1) Adaptar, desenvolver e padronizar os descritores minimos, conforme o Bioversity International,
iv) Submeter os descritores minimos quantitativos ao teste de multicolinearidade;

v) Categorizar os descritores quantitativos em descritores qualitativos;

vi) Verificar a multicolinearidade da matriz contendo todos os descritores minimos, isto é, os de
origem quantitativa e os qualitativos;

vii) Submeter todos os descritores minimos a analise de agrupamento e, assim, observar a separacao
dos genotipos de C. roseus no dendrograma;

viil) Conhecer o percentual de ocorréncia das classes dos descritores minimos no germoplasma
analisado;

x1) Submeter os descritores minimos a andlise da importancia relativa das variaveis.



4. JUSTIFICATIVAS

A Tese de Doutorado justifica-se principalmente pelos baixos teores dos alcaloides
vincristina e vimblastina na espécie C. roseus. Portanto, este estudo pode ser um importante
ponto de partida para se conhecer a producdo de biomassa de folhas secas e dos alcaloides
vincristina e vimblastina, bem como de seus precursores catarantina e vindolina. Neste sentido,
¢ uma oportunidade de se identificar o potencial de producao destes metabdlitos secundarios, e
assim, conhecer o real valor dos gendtipos analisados no presente trabalho.

5. HIPOTESE CIENTIFICA

A diversidade genética entre genotipos de C. roseus, evidenciada por caracteristicas
morfoagrondmicas e moleculares, permite conhecer o potencial da producao de biomassa foliar
seca e dos alcaloides catarantina, vindolina, vincristina e vimblastina nos gen6tipos analisados.
Além disso, os descritores minimos propostos possibilitam distinguir claramente as plantas de
vinca.

6. REVISAO DE LITERATURA
6.1. Aspectos gerais de Catharanthus roseus [L.] G. Don
6.1.1. Descricdo taxondmica, botianica e morfologica

A espécie C. roseus no Brasil ¢ conhecida popularmente como vinca, maria-sem-
vergonha, boa-noite, boa-tarde, lavadeira ou vinca-de-gato. J& na lingua inglesa, ¢
costumeiramente chamada de Madagascar Periwinkle ou simplesmente de Periwinkle. E uma
espécie pertencente a familia Apocynaceae e ao género Catharanthus, composto por 8 espécies
(ALLORGE et al., 2015); sete das quais sao: C. roseus; C. ovalis Markgraf; C. trichophyllus
(Baker) Pichon; C. longifolius (Pichon) Pichon; C. coriaceus Markgraf; C. lanceus (Bojer ex
A. DC.) Pichon; C. scitulus (Pichon) Pichon originarias de Madagascar, e C. pusillus (Murray)
G. Don, nativo da India (STEARN, 1975; NEJAT et al., 2015).

A vinca € uma planta perene, semi-herbacea ou herbacea, com crescimento rapido, cuja
altura varia de 75 cm - 1,00 m, sub-lenhosa na base e muito ramificada (NEJAT et al., 2015;
KULKARNI et al., 2016). Seu caule ¢ arredondado, verde ou amarelo, as vezes vermelho ou
roxo, levemente penugento (pubescente) ou glabro. E uma planta ereta ou decumbente,
geralmente com latex no caule e suas raizes podem atingir at¢ 70 cm de comprimento
(PLAIZIER, 1981). Nas raizes desta espécie estdo presentes alcaloides anti-hipertensivos
denominados de serpentina, ajmalicina e reserpina (KUMAR ef al., 2014a). Tais alcaloides sao
utilizados no tratamento da pressdo arterial e outros tipos de doencas cardiovasculares
(PANDEY, 2017).

As folhas sdo opostas, usualmente elipticas a oblongas, com comprimento e largura de
2,50 - 9,00 e 1,00 - 3,50 cm, respectivamente. Estas folhas estdo conectadas a peciolos verdes
ou vermelhos, curtos, de 1,00 - 1,80 cm de comprimento. A superficie adaxial apresenta
coloragdo verde intenso, enquanto na superficie abaxial predomina o verde palido, com nervura
central também palida (NEJAT et al., 2015). A extremidade da folha ¢ arredondada ou aguda,
com um pequeno ponto que se prolonga a partir da nervura central, geralmente sdo pubescentes,
porém, as vezes, sem pelos (TOLAMBIYA & MATHUR, 2016).

Os alcaloides presentes nas folhas ocorrem em quantidades muito pequenas: vincristina
em até 3 g.ton”! de material vegetal seco e vimblastina em uma quantidade ligeiramente maior
(PROTA, 2015). Em contraponto, Tyler (1988) descreveu concentracdes de vimblastina e
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vincristina de 1 g.ton’' e 20 mg.ton™! de material vegetal, respectivamente. Segundo Liscombe
e O’Connor (2011), a vimblastina e a vincristina estdo presentes nas folhas das plantas em
quantidades vestigiais de 0,0003 a 0,01%. O alto custo no processo de extragdo e purificacio ¢
devido as baixas concentragdes destes metabolitos secundarios na parte aérea da planta. De
acordo com Loyola-Vargas et al. (2004), o processo de extracdo e purificacdo de 1,0 (um)
grama de vincristina foi estimado em US$ 3,5 milhdes de dolares. De acordo com Barrales-
Currefio et al. (2019), estima-se que 1g de vincristina trata uma crianga em quimioterapia por
apenas 6 semanas.

Segundo Kulkarni ef al. (2016), as flores sdo hermafroditas, actinomorficas, completas
e pentameras. Apresentam cores variando de branco, rosa escuro € malva, a rosa tradicional
(NEJAT et al., 2015). As sépalas sdo livres e ligeiramente fundidas na base com 3 - 5 mm de
comprimento, eretas e verdes. A corola ¢ cilindrica de 2 - 3 cm de comprimento, alargando-se
perto do topo na inser¢do dos estames e pode apresentar inimeras cores: rosa, roxo ou branco
com um centro roxo, vermelho, rosa, amarelo palido ou branco (FLORA OF CHINA
EDITORIAL COMMITTEE, 2015; PROTA, 2015).

Os estames, inseridos na parte mais larga do tubo da corola, sdo pequenos, com 0,25 -
0,50 mm de comprimento. Todas as anteras (cinco) sao livres, oblongas e obtusas na base, com
uma dimensao de 2,30 - 3,00 a 1,00 - 1,30 mm (PLAIZIER, 1981). Amorim et al. (2023)
constataram uma média de 2.209,80 graos de polen por antera e 11.049,00 graos de polen por
botdo floral em C. roseus. Segundo estes mesmos autores, a porcentagem meédia de graos de
polen viaveis nos botdes florais foi igual a 96,50%.

O estigma ¢ capitado, isto ¢, em forma de cabeca com pequenos pelos na parte superior
e possui uma membrana em forma de xicara na parte basal do estigma (KULKARNI ef al.,
2016). Entre o estigma e as anteras existe uma separacao espacial, fenomeno conhecido como
hercogamia (KULKARNI & BASKARAN, 2013). De acordo com Miyajima (2004), a vinca
possui morfologia floral Ginica, com anteras e estigmas nao visiveis no exterior das flores.

Os pistilos variam de 17 a 26 mm de comprimento, compostos por dois carpelos
estreitos, longos e triangulares, consistindo em estigma, estilo longo e ovario (NEJAT et al.,
2015). Os o6vulos sdo numerosos, cerca de 10 a 30, em duas séries em cada carpelo
(KULKARNI et al., 2016). No trabalho de Amorim et al. (2023), o nimero de 6vulos por botao
floral variou de 28,00 a 41,80 em C. roseus, com média de 34,78 6vulos.

O fruto ¢ composto por dois foliculos cilindricos longos, divergentes ou paralelos, de
2,00 - 4,70 cm de comprimento, contendo de 10 - 30 sementes, deiscentes na maturidade. As
sementes sdo pequenas com 1,50 - 3,00 mm de comprimento, oblongas, cilindricas, nao
ariladas, e com hilo em uma depressdo longitudinal (TOLAMBIYA & MATHUR, 2016;
KULKARNI et al., 2016). O nimero médio de sementes por vagem produzidas por polinizagdao
aberta em botdes florais emasculados e o nimero de sementes produzidas por autofecundagao
natural foi de 11,45 e 7,78 em genotipos de vinca, respectivamente (AMORIM et al., 2023).

6.1.2. Aspectos agrondomicos de cultivo

No que diz respeito aos aspectos agrondmicos existem poucas referéncias na literatura
para a espécie C. roseus (FERREIRA, 2003). Apenas 6,30% das publicagdes destinaram-se a
estabelecer um manejo adequado a vinca (JHANG et al., 2022). As pesquisas nas ultimas
décadas se concentraram nas propriedades fitoquimicas e terapéuticas da vinca, ao passo que
poucos estudos foram realizados sobre aspectos agronomicos e genéticos (NEJAT et al., 2015).
O cultivo desta espécie pode ser realizado para duas diferentes finalidades, isto ¢, uma como
planta ornamental e outra para fins medicinais (SENBAGALAKSHMI et al., 2017).

A espécie C. roseus ¢ cultivada comercialmente para fins medicinais na Espanha,
Estados Unidos, China, Africa, Australia, india e Sul da Europa (VAN DER HEIJDEN et al.,
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2004; DAS et al., 2017). O mercado de folhas desta espécie possui grande destaque nos Estados
Unidos e paises da Europa Oriental, como a Hungria (BARRALES-CURENO et al., 2019). Na
india, as areas de produgéo ja somaram mais de 3000 hectares (FAROOQI & SREERAMU,
2001). No Brasil, ndo ha relatos na literatura de plantios comerciais da cultura para fins
medicinais.

A vinca apresenta distribui¢do cosmopolita, se desenvolvendo em climas variados.
Porém, seu crescimento é facilitado em regides tropicais e subtropicais (NMPB, 2014). E
considerada autéctone das Indias Ocidentais, mas foi originalmente descrita em Madagascar
(ROSS, 1999). De acordo com Kulkarni et al. (2016), a vinca enfrenta dificuldades de
adaptagao em paises de clima temperado, ja em clima tropical a espécie se adapta muito bem.

Acredita-se que a melhor temperatura para o crescimento da vinca seja de 25°C
(PRABHU & RAJESWARI, 2017). Porém, Jhang et al. (2022) afirmaram que algumas plantas
de vinca podem suportar até 45°C. Guo et al. (2007) observaram que a sintese de vindolina,
catarantina e vimblastina foi favorecida pelo aumento da temperatura de 30°C para 40°C, sendo
os maximos teores de vindolina e vimblastina observados apenas duas horas apos o inicio da
exposicao das mudas a temperatura de 40°C, enquanto o méximo teor de catarantina foi atingido
apods quatro horas de exposi¢do. Segundo estes mesmos autores, a temperatura pode ser uma
ferramenta 1til para a promog¢ao do aumento do contetdo de alcaloides nas plantas de vinca.

A cultura se desenvolve em uma grande variedade de solos, exceto aqueles
excessivamente alcalinos ou encharcados (FAROOQI & SREERAMU, 2001; PANDEY,
2017). Sao preferidos os solos com pH de 5,5 - 6,5, ricos em hiimus e de fertilidade média.
Neste tipo de solo ndo ha apenas um melhor desenvolvimento das raizes, mas também se torna
facil tird-las no momento da colheita (NMPB, 2014; PROTA, 2015). Pandey (2017) mencionou
que os solos profundos arenosos e argilosos, de fertilidade moderada, sdo os preferidos para o
cultivo em larga escala de C. roseus.

No que se refere ao plantio e propagacgao da espécie € igualmente possivel por sementes
e estacas (NARKIEWICZ & SADOWSKA, 1991; PANDEY, 2017). Em regides de clima
tropical e subtropical, consideradas mais adequadas para o cultivo de vinca, as sementes sao
depositadas diretamente no solo (MAITI et al., 2000). J& em regides temperadas devem ser
propagadas por estacas, previamente preparadas em casa de vegetacdo (SADOWSKA, 1989).
Esses diferentes métodos de propagacdo ndo tiveram influéncia sobre o rendimento dos
alcaloides (PAREEK et al., 1985). A taxa de semeadura para as sementes depositadas
diretamente no solo e para as mudas transplantadas € de 2 - 3 kg/ha e 0,5 kg/ha, respectivamente
(GUPTA, 1977).

As sementes geralmente exibem um periodo de dorméncia de 3 a 4 semanas e se mantém
vidvel cerca de 12 a 18 meses a temperatura ambiente em condigdes tropicais € subtropicais
(KULKARNI et al., 2016). De acordo com Pandey (2017), as sementes permanecem viaveis
por 3 a 5 anos, se armazenadas adequadamente. O espacamento preconizado no plantio das
sementes ¢ de 45 x 30 cm ou 45 x 45 cm. Ja para mudas, de 45 a 60 dias de idade, adota-se um
espacamento de 45 x 20 cm (NEJAT et al., 2015). A densidade de plantio mais recomendada ¢
de 75.000 plantas/ha (MAITI ef al., 2000).

Apds o plantio, a vinca atinge o apice da sua fase adulta na floracdo, sendo a fase
vegetativa muito curta. A floragcdo comega quando as plantas tém aproximadamente de 10 a 15
cm de altura ou cerca de 10 semanas de idade e continuam a florescer constantemente. As flores
aparecem em pares nas axilas das folhas. Os pares de flores nunca estdo no mesmo estagio de
desenvolvimento, isto ¢, a antese de uma flor ocorre por volta de 2 a 3 dias antes da outra. A
corola permanece conectada a planta por 2 a 3 dias, mas, geralmente, entra em senescéncia
antes que o fruto se torne visivel. O fruto (foliculo) atinge a maturidade em 4 a 5 semanas
(KULKARNTI et al., 2016).



No manejo do cultivo da vinca destaca-se a adubagdo, uma vez que a nutri¢do mineral
pode exercer influéncia no teor de alcaloides (JANA, 1996). Por serem compostos
nitrogenados, espera-se que a sintese ¢ acimulo de alcaloides pelas plantas sejam fortemente
influenciadas pela adubacao nitrogenada (SREEVALLI et al., 2004).

Sreevalli et al. (2004) estudaram trés genotipos de vinca, sendo eles a variedade Nirmal
e dois mutantes superiores em producao de alcaloides identificados como NEU1-7 (superior
em producdo de alcaloides foliares) e NEU24-17 (superior em producdo de alcaloides
radiculares). Tais genotipos foram estudados sob trés doses de adubagao nitrogenada (0, 100 e
150 kg/ha) na forma de ureia. Os trés gendtipos apresentaram aumento no conteudo de
alcaloides totais nas folhas com o aumento dos niveis de nitrogénio. Dessa maneira, o gendtipo
NEU 24-17 foi o que exibiu maior concentracdo de alcaloides nas folhas, sendo 87% maior que
a variedade Nirmal com nivel de nitrogénio igual a zero. Neste estudo, a produgdo de biomassa
também aumentou concomitantemente ao aumento dos niveis de nitrogénio.

Hassan et al. (2009) encontraram maior rendimento de vincristina e vimblastina na dose
de 150 kg/ha, mesmo resultado observado nos trabalhos desenvolvidos por Gholamhosseinpour
etal. (2011) e Rajeswara Rao e Singh (1990). No que se refere ao momento de aplicagdo, Gupta
(1977) mencionou que o nitrogénio pode ser fornecido em duas parcelas (15 e 45 dias apds o
plantio), enquanto Hedge (1986) propds trés aplicacdes (1/3 no plantio, 1/3 aos 60 dias e 1/3
aos 120 dias ap6s o plantio).

Com relagao a outros macronutrientes, como fosforo e potassio, estes apresentaram um
menor efeito sobre o rendimento dos alcaloides (LATA, 2007). O teor de alcaloides tende a
reduzir 2 medida que as doses de potassio na adubacao aumentam (WALLER & NOWACKI
1978). Hassan et al. (2009) estudaram o efeito da adubagdo potassica e confirmaram esta
relacdo inversa. Embora os pardmetros agronomicos tenham sido superiores nas maiores doses
de nitrogénio e potassio, os maiores teores de vincristina e vimblastina foram obtidos com as
menores doses de potéssio.

Em relagdo as necessidades hidricas, Naeem et al. (2017) descreveram que a cultura se
estabelece bem com precipitacio média anual de 800 a 1400 mm. As plantas de vinca sdo
tolerantes a seca, no entanto, secas severas podem comprometer o crescimento das plantas e a
producao de alcaloides (BARKAT et al., 2017). Sreevalli et al. (2000) estudaram dois mutantes
com altos teores de alcaloides e a variedade Nirmal sob quatro tratamentos de regimes hidricos,
que consistiram em irrigagdo uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas, uma vez a
cada trés semanas e uma vez a cada quatro semanas. Neste estudo, observaram-se que a
biomassa foliar e radicular foi maior na variedade Nirmal, sob o regime de irrigacdo uma vez
por semana.

Ahmed e El-Hassen (2001) observaram em duas cultivares de C. roseus que, com o
aumento do intervalo de irrigag¢do, a altura da planta foi significativamente reduzida; ja o
nimero de ramos, 0 peso seco de raizes, a producdo de folhas e o contetdo de alcaloides foram
maiores. Frischknecht et al. (1987) monitoraram producdo de alcaloides da vinca frente a
condi¢gdes de seca e os resultados mostraram diminuicdo do rendimento de alcaloides sob
estresse hidrico.

A produtividade de folhas e raizes com irrigacao ¢ de 1,5 ton/ha e 0,5 ton/ha,
respectivamente, enquanto o rendimento de folhas e raizes sob condi¢des de chuva ¢ de 0,75
ton/ha (NMPB, 2014). Segundo Pandey (2017), o rendimento de raizes secas, caules e folhas
por hectare de terra irrigada para a colheita ¢ de 1,5, 1,0 e 3,0 toneladas, respectivamente. A
colheita da vinca, para folhas e raizes, realiza-se cerca de 12 meses a partir da semeadura. Esta
atividade ¢ efetuada arrancando-se toda a planta, porém as raizes sdo separadas do resto da
planta e ambas as partes sdo processadas separadamente. Se houver apenas demanda por folhas,
realizam-se duas colheitas, a primeira aos 6 meses e a segunda aos 9 meses, apos a semeadura
(PROTA, 2015).



Levy et al. (1983) relataram que o periodo 6timo de colheita se d4 no alongamento da
vagem ao observarem o comportamento dos componentes da parte aérea e da producdo de
ajmalicina nas raizes, em diferentes linhagens e hibridos de vinca. Nesta fase, o teor de
ajmalicina das raizes e o peso das folhas atingiram seus maximos. Além disso, os referidos
autores verificaram significativas correlagdes fenotipicas e ambientais entre os pesos da folha
e da raiz. Dessa maneira, ¢ possivel o uso duplo da planta, ou seja, folhas para producao de
outros alcaloides e raizes para a produ¢ao de ajmalicina.

Além dos aspectos de cultivo, € preciso mencionar as principais doengas encontradas na
espécie C. roseus, ja que sao fatores limitantes para diversas plantas de interesse econdmico.
Varios patogenos de origem fungica, viral e micoplasmatica ja foram relatados na espécie
(PANDEY, 2017).

De acordo com Alves (2016), no Brasil, ja foram relatados os seguintes fungos
patogénicos relacionados a vinca: Cercospora sp. (mancha foliar), Colletotrichum siamensi
(necrose nas hastes), Colletotrichum truncatum (mancha foliar), Corynespora cassiicola
(mancha alvo) e Lasiodiplodia theobromicola (podriddo de colo). Ja Reis e Henrique (2007)
relataram os seguintes fungos: Phytophthora nicotianae e Rhizoctonia solani. No banco de
dados “Fungos Relatados em Plantas no Brasil”, Botryosphaeria ribis (Fuckel) Petr.,
Botryosphaeria berengeriana De Not., Dothiorella ribis (Fuckel) Sacc. e Podosporium ribis
Fuckel foram listados como fitopatdégenos na vinca (MENDES & URBEN, 2024).

A podriddo do colo ou tombamento, causada por Pythium aphanidermatum, ¢ uma das
doengas mais devastadoras em vinca. Ela ocorre especialmente nas regides tropicais e
subtropicais, quando ha estagdo chuvosa. Este patdgeno causa podridao do colo e da raiz, o que
resulta na morte das plantas (KULKARNI et al., 2016). Uma variedade resistente a podridao
do colo, chamada de Nirmal, foi desenvolvida com uma sele¢ao de linhas puras de uma unica
planta resistente a Pythium aphanidermatum (KULKARNI, 1999).

Mridha e Rahman (2015) constataram o primeiro relato de queima das folhas de vinca
causado pelo fungo patogénico Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. Neste estudo, foram
utilizados extratos vegetais como biopesticidas. Das nove espécies examinadas, Terminalia
arjuna apresentou a maior porcentagem de inibi¢ao (58,37%) seguida por Azadirachta indica
(55,72%) e a menor porcentagem de inibi¢ao (27,4%) foi obtida com Vitex negundo.

De acordo com Nejat et al. (2015), a fertilizagdo e irrigag@o sao fatores importantes para
o gerenciamento das doencas encontradas na vinca. Os mesmos autores recomendam evitar a
fertilizag¢do e a rega excessiva das plantas. Além disso, a irriga¢do aérea e periodos prolongados
de umidade das folhas devem ser evitados. Portanto, preconiza-se a rega apenas durante o dia
e fertilidade do solo ajustada ao pH mantido em 5,50.

Além das doengas causadas por fungos, foram encontradas algumas viroses, como
Cucumber mosaic virus (CMV) e Catharanthus mosaic virus (CatMV), provocando sintomas
de m4 formagao das folhas e mosaico na vinca (SEABRA et al., 1999; MACIEL et al., 2011).
Kitajima (2020) realizou um inventario com mais de 200 patégenos capazes de infectar plantas
no Brasil. A produgdo dessa lista foi baseada em um catalogo anual de publicagdes de virus em
plantas de 1926 a 2018. Neste inventario, os virus Catharanthus mosaic virus ¢ Cucumber
mosaic virus foram descritos como patogenos para a espécie C. roseus.

A vinca ¢ afetada por um grupo pequeno de insetos, portanto este ¢ um dos pontos
positivos no cultivo da espécie. Os insetos mais comuns sao tripes, acaros € cochonilhas. De
modo geral, as recomendagdes padrdes para controle de insetos funcionam muito bem para a
vinca (THOMAS et al., 2009).



6.2. Diversidade genética

A diversidade genética pode ser definida como qualquer medida quantitativa ou
diferenca genética, ao nivel de sequéncia ou frequéncia alélica, que possa ser calculada entre
individuos, populagdes ou espécies (BEAUMONT et al, 1998; MOHAMMADI &
PRASANNA, 2003). Segundo Swarup et al. (2021), a diversidade genética pode ser descrita
como a gama de caracteristicas genéticas em uma cultura ou espécie. Falconer (1987) afirmou
que a diversidade genética se encontra na diferenca entre as frequéncias alélicas. Para Salomao
(2010), a diversidade genética ¢ a amplitude da variagdo genética existente em uma determinada
espécie, conferindo-lhe diferengas entre seus individuos.

De acordo com Salgotra e Chauhan (2023), a diversidade genética possibilita a
conscientiza¢do da sociedade em geral sobre a importancia da agrobiodiversidade. Segundo os
mesmos autores, o uso da diversidade genética vegetal € necessario para o desenvolvimento e
a liberag¢do de novas variedades, bem adaptadas e melhoradas, visando a seguranca alimentar
global.

No melhoramento de plantas a existéncia de alta diversidade genética ¢ fator primordial
para o sucesso no processo de selegdo e, portanto, para a continuidade de programas de
melhoramento (REIS et al., 2015; CARENA, 2021; SALGOTRA & CHAUHAN, 2023;
SANCHEZ et al., 2023). Para Allard (1960), o sucesso na selecdo de gendtipos ¢ alcangado
quando se dispde de diversidade genética.

Segundo Cruz e Carneiro (2003), a analise da diversidade genética promove a
identificacdo de genitores adequados a obtenc¢do de hibridos de maior efeito heterotico, capazes
de proporcionar maior segregagdo em recombinagdes e, desta maneira, maior possibilidade de
recuperagdo de gendtipos superiores. Nos programas de melhoramento baseados em
hibridacdo, gendtipos segregantes superiores sdo recuperados mais rapida e eficientemente
quando a populag@o-base para a selecdo associa superioridade dos caracteres sob melhoramento
a ampla variabilidade genética. Esta ultima oriunda da diversidade genética entre os genitores
envolvidos na hibridacio (FALCONER, 1987). Assim, o éxito de um programa de
melhoramento depende da escolha criteriosa dos genitores a serem cruzados e, para tal, ¢
necessario a analise da diversidade.

Também ¢ preciso destacar que o conhecimento da divergéncia genética em uma
cole¢do de germoplasmas ¢ muito valido, pois proporciona a organizagao dos bancos evitando
genotipos muito proximos ou duplicatas. De acordo com Beuselinck e Steiner (1992), a
ocorréncia de duplicatas dentro de cole¢des de germoplasmas aumentam os custos e dificulta a
sua manutengao.

No intuito de se estimar a diversidade genética presente em uma colecdo de
germoplasmas, os acessos devem ser caracterizados e avaliados (COSTA et al., 2009). Segundo
Faleiro (2007), a caracteriza¢do pode ser definida como a atividade de descricdo e registro de
caracteres morfoldgicos, agrondmicos, ecogeograficos e moleculares de um individuo ou
acesso. Valois et al. (1996) adicionaram a defini¢ao de caracterizagdo a descrigdo e o registro
de caracteristicas citogenéticas e bioquimicas do individuo. J& a avaliagdo consiste em
descrever caracteristicas agronomicas, de modo geral, quantitativas e de baixa herdabilidade,
como a produtividade de graos, no maior numero possivel de diferentes ambientes, com vistas
a identificacao de genes uteis para o melhoramento (JARAMILLO & BAENA, 2000).

Quando diversas caracteristicas sdo avaliadas simultaneamente a predicdo da
diversidade genética pode ser efetuada através da estatistica multivariada. Esta permite integrar
multiplas informacdes e oferece maior oportunidade na escolha de genitores divergentes
(SUDRE et al., 2005). A contribui¢do de cada caracteristica avaliada para a dissimilaridade
entre os gendtipos pode e deve ser mensurada, o que aumenta a probabilidade de éxito na
composi¢ao de blocos de cruzamento (SCHMIT et al., 2016).
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A analise da diversidade tem contribuido na predi¢ao da heterose e na busca por grupos
heterdticos promissores para constituicao de hibridos. Para Falconer (1987), a expectativa de
que genitores divergentes proporcionem boas combinagdes hibridas procede do fato de que a
heterose manifestada em hibridos ¢ dada em fun¢ao dos efeitos da dominancia dos genes para
a caracteristica em questdo, ¢ do quadrado da diferenca das frequéncias génicas de seus
genitores, somados aos efeitos epistaticos, normalmente negligenciados. Portanto, a diversidade
genética pode auxiliar no planejamento de estratégias mais eficazes com a finalidade de
maximizar os ganhos genéticos no melhoramento através da identificacdo de combinagdes
parentais adequadas a obtengdo de hibridos.

O vigor hibrido ou heterose pode ser definido como o desempenho superior de hibridos
da Fi em relagdo aos seus genitores (MATHER & JINKS, 1971). De acordo com Miranda
(1998), a diversidade genética entre gendtipos pode ser estimada, geralmente, através da
utilizagdo de métodos biométricos, baseados na quantificacdo da heterose, ou por meio de
processos preditivos.

Estudos de natureza preditiva sdo recomendados quando se dispde de elevado niimero
de genotipos. Entre os métodos preditivos da heterose citam-se aqueles que tomam por base as
diferengas agrondmicas, morfologicas, moleculares e fisioldgicas entre os genotipos e nao
requerem a obtencao prévia das combinagdes hibridas (CRUZ et al., 2020). Tais diferencas sdo
quantificadas em alguma medida de distancia (de dissimilaridade ou similaridade) capaz de
expressar o grau de diversidade genética entre os genitores (CRUZ & CARNEIRO, 2003). Para
tanto, pode-se utilizar varidveis quantitativas e qualitativas (multicategdricas e bindrias) como
medidas de distancia genética.

As variaveis qualitativas sdo definidas por varias categorias ou classes, isto &,
representam uma classificacdo dos individuos. Podem ser nominais, cujos valores ndo possuem
ordenagdo, ou ordinais, quando apresentam uma ordenagdo (BUSSAB et al., 1990). Uma
variavel qualitativa ao ser ordenada pode ser considerada multicategorica. Ja as variaveis
bindrias sdo utilizadas para avaliar caracteres qualitativos de apenas duas categorias (presenga
ou auséncia) (CRUZ & CARNEIRO, 2003). Caracteristicas qualitativas sdo de heranca
monogénica (condicionadas por um ou poucos genes) e sofrem pouca ou nenhuma influéncia
do ambiente (FALCONER & MACKAY, 1996). A cor das flores, cor da zona do olho, cor do
halo e a cor dos ramos do caule sdo exemplos de caracteres qualitativos na vinca.

As variadveis classificadas como quantitativas podem ser continuas ou discretas. Uma
variavel quantitativa ¢ dita continua, quando o conjunto de valores por ela assumidos for
infinito, ou seja, ndo-enumeravel. Por outro lado, as varidveis discretas podem assumir apenas
um numero finito (numeravel) e sdo expressas por valores inteiros (BIOVERSITY
INTERNATIONAL, 2007). Caracteres quantitativos exibem, de maneira geral, distribui¢ado
continua, sdo determinados por poligenes de pequenos efeitos e influenciados pelo ambiente
(CRUZ, 2005). Normalmente, estdo associados a importancia econdmica e agrondmica das
culturas, como, por exemplo, a producdo de graos, frutos e de caracteres relativos a produgao
em vinca.

Dentre as distancias genéticas utilizadas para caracteres quantitativos ressaltam-se a
distancia Euclidiana, o quadrado da distancia Euclidiana, a distancia Euclidiana média, a
distancia ponderada e a distancia generalizada de Mahalanobis (CRUZ et al. 2020). Para Cruz
e Carneiro (2003), a estruturagdao da matriz de dissimilaridade ¢ usualmente dada pela distancia
Euclidiana e pela distncia generalizada de Mahalanobis. A distancia Euclidiana ¢ aquela que
ndao leva em consideragdo as variancias e covariancias residuais existentes entre as
caracteristicas mensuradas. Nesta medida de dissimilaridade ndo ha necessidade de repeti¢des
ou delineamentos experimentais. Por outro lado, a distancia de Mahalanobis considera as
variancias e covariancias residuais e quando os ensaios sdo realizados em genoétipos avaliados
em delineamentos experimentais recomenda-se o uso desta distancia (CRUZ, 1990).
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Quando o estudo da diversidade genética € realizado através de varios tipos de varidveis,
podem ser recomendadas algumas estratégias de andlise. Uma delas ¢ adotar uma medida de
dissimilaridade unica para todos os tipos de varidveis. Sendo assim, cabe aqui ressaltar a
distancia de Gower (1971) utilizada em estudos da analise da diversidade. Esta técnica pode ser
utilizada para obten¢do da dissimilaridade entre individuos a partir da anélise conjunta de
variaveis quantitativas e qualitativas (CRUZ et al., 2020). Nesse sentido, facilita o emprego de
medidas de distdncia através da criagdo de um coeficiente geral unico aplicavel,
simultaneamente, aos trés tipos de caracteristicas: bindrias, multicategoricas e quantitativas.

Para Oliveira et al. (1999) somente as medidas de dissimilaridade ndo sdo capazes de
reconhecer grupos homogéneos, uma vez que o numero de estimativas obtidas ¢
consideravelmente grande. Para isso, as andlises de agrupamento sdo recomendadas. Estas
permitem verificar a proximidade (ou distancia) entre um genotipo € um grupo ja formado ou
entre dois grupos quaisquer. Em suma, espera-se com este tipo de analise que se obtenha
homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade entre estes (SNEATH & SOKAL, 1973;
BUSSAB et al., 1990).

Deste modo, métodos que, por algum critério de classificagdo, reinam genotipos em
grupos homogéneos sdo importantes na selecdo dos melhores genitores (OLIVEIRA et al.,
1999). Os padroes de agrupamento podem definir quais cruzamentos exploram da melhor
maneira a distdncia genética entre genotipos. Dos métodos de agrupamento, os mais relatados
na literatura sdo os de otimizagdo e os hierarquicos (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Nos métodos de otimizagdo efetua-se a particdo do conjunto de gendtipos em subgrupos
ndo-vazios e mutuamente exclusivos, através da maximizagcdo ou minimiza¢do de alguma
medida preestabelecida. O método de otimizag@o mais utilizado no melhoramento de plantas ¢
o proposto por Tocher (RAO, 1952). Ja nos métodos hierdrquicos, o processo de agrupamento
dos genitores se repete em varios niveis, até que seja formado o dendrograma. Neste caso, nao
ha preocupacdo com o numero 6timo de grupos, uma vez que o interesse maior esta no
dendrograma e nas ramificagdes obtidas. O exame visual do dendrograma permite avaliar
pontos de alta mudanga de nivel, tomando-os em geral como delimitadores do numero de
genitores para determinado grupo (CRUZ et al., 2020).

Entre os métodos hierdrquicos destacam-se o do vizinho mais proximo (Single Linkage
Method); vizinho mais distante (Complete Linkage Method); ligagdo média (Average Linkage
ou Unweighted Pair-Group Average - UPGMA) e Ward. Entretanto, outros métodos
hierarquicos também podem ser empregados, a saber: UPGMC, ou Centroides (LANCE &
WILLIAMS, 1967), WPGMA ou Mcquitty (SOKAL & MICHENER, 1958) e WPGMC ou
Mediana (GOWER, 1967). E importante observar que estas anélises de agrupamento diferem
pelo tipo de resultado e pelas diferentes formas de declarar graficamente a proximidade entre
um individuo e um grupo ja formado ou entre dois grupos quaisquer, para os quais ndo se
conhece, a priori, o nimero de grupos a serem estabelecidos (CRUZ & CARNEIRO, 2003). O
método UPGMA, por exemplo, j& foi empregado em estudos da andlise da diversidade em vinca
por alguns autores (SHAW et al.,2009; LAL et al.,2011; EL-DOMYATI et al.,2012; KUMAR
etal.,2014b; AMORIM et al., 2023).

Mediante a existéncia de varias técnicas de agrupamento, cabe ao pesquisador adotar o
método que melhor represente a estrutura de agrupamento esperada com base em seu conjunto
de dados. Uma das estratégias para verificar a adequacao dos resultados ¢ a partir do grau de
ajuste entre a representacdo grafica da matriz de distancia original (matriz fenética) e a matriz
de agrupamento obtida (matriz cofenética), visto que no dendrograma pode ocorrer
simplificagdo das informagdes originais € podem ser produzidas distor¢des sobre o padrao de
dissimilaridade entre os genotipos analisados. Portanto, recomenda-se o uso do coeficiente de
correlacdo cofenética, segundo Sokal e Rohlf (1962). De acordo com os mesmos autores,
valores de correlagdao cofenética superiores a 0,80 indicam um bom ajuste entre as matrizes

12



originais de distancia e a andlise de agrupamento resultante. Enquanto Rohlf (1970) considera
valores de correlagao cofenética superiores a 0,70 como um bom ajuste.

Nos métodos de otimizagdo a consisténcia do padrao de agrupamento também pode ser
realizada. Para tal, aplica-se a analise discriminante baseada por Anderson (1958). Neste caso,
a taxa de erro aparente mede a adequacdo do agrupamento formado na andlise da técnica de
otimiza¢do (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Uma maneira alternativa aos métodos de agrupamento, para avaliacdo da diversidade
entre gendtipos, € a andlise da dispersdo grafica, normalmente, por meio do espago bi ou
tridimensional. A utilizag¢do conjugada de métodos de dispersdo grafica com os de agrupamento
tem sido observada em estudos de diversidade genética em vinca (MISHRA et al., 2001). Ha
varias técnicas que possibilitam a andlise da diversidade genética por meio de dispersdo grafica.
Dentre elas ressaltam-se os componentes principais e as variaveis canonicas (CRUZ et al.,
2020).

A analise de componentes principais (Principal components analysis - PCA) baseia-se
somente nas informagdes individuais de cada gendtipo ¢ ndo ha necessidade de dados com
repeticdo. A grande utilidade da PCA em estudos da diversidade genética reside no fato de
resumir informagdes contidas em um grupo de “n” variaveis em poucos componentes. A
retengdo do maximo da variacdo originalmente disponivel e a independéncia entre si sdo
propriedades importantes dos componentes obtidos (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Os componentes principais também sao uteis na analise da diversidade na medida em
que ¢ possivel conhecer variaveis que menos contribuem para a diferenciagao dos genotipos e,
assim, passivel de descarte. Segundo Jolliffe (1973), quando se dispdem de um consideravel
numero de descritores, muitos destes podem vir a ser redundantes, sendo assim passiveis de
descarte, dado o baixo valor informativo adicionado a avaliacdo. Ainda segundo este autor, o
numero de variaveis a serem descartadas deve ser igual ao nimero de componentes principais
cuja variancia for inferior a 0,70. A varidavel que apresenta o maior valor absoluto no
componente principal de menor autovalor (menor variancia) serd o de menor importancia para
explicar a variancia total, e assim, ¢ passivel de descarte.

Na técnica PCA, as variaveis de maiores pesos nos primeiros autovetores sao tidas como
de maior importancia para estudos da andlise da diversidade. Isto ocorre quando o autovalor
explica uma fracdo consideravel da variabilidade disponivel, geralmente limitado em valor
minimo de 80% (CRUZ & CARNEIRO, 2003). Os componentes principais tém sido utilizados
em trabalhos com a espécie C. roseus (MISHRA et al., 2001; LAL et al., 2011).

A andlise de varidveis canonicas apresenta, de modo geral, as mesmas propriedades de
componentes principais, isto €, resume suas informagdes em poucas variaveis capazes de reter
o maximo da variacao disponivel. Contudo, esta técnica baseia-se nas informagdes entre e
dentro dos acessos (ou entre individuos de cada acesso), o que sugere a necessidade de dados
com repeticdes. Sendo assim, a analise de varidveis canonicas € uma metodologia alternativa a
analise de componentes principais (AMARAL JUNIOR, 1999).

Diante do exposto, a andlise da diversidade pode ser simplificada e dividida em seis
fases: (1) sele¢@o dos genotipos a serem avaliados; (2) obtengao e sistematizagao dos dados; (3)
defini¢do da medida de similaridade ou dissimilaridade; (4) escolha do método de agrupamento
e/ou de dispersdo grafica; (5) verificagdo do grau de distor¢do provocado pelo método de
agrupamento ou dispersao grafica; e (6) interpretagao dos resultados (BERTAN et al., 2007).

No que tange a estimacdo da diversidade genética também podem ser utilizados os
indices de Shannon e de Pielou. O indice de Shannon geralmente situa-se entre 1,50 e 3,50, e
as vezes ultrapassa 4,00 (MARGALEF, 1972). Em suma, quanto maior o indice de Shannon,
maior serd a diversidade. O indice de Pielou mede a propor¢ao da diversidade observada em
relacdo & maxima diversidade esperada (KANIESKI et al., 2010). Pode variar de zero a 1,0 e,
neste caso, quanto mais proximo de 1,0 maior serd a diversidade.

13



6.2.1. Marcadores moleculares

Ainda dentro dos modelos preditivos, outra maneira de estimar a diversidade genética
entre genotipos ocorre através de estudos moleculares. Neste caso, a diversidade genética €
estimada por meio de marcadores moleculares, que revelam polimorfismo ao nivel de DNA e
nao sofrem influéncia ambiental (SANTANA et al., 2016).

Ferreira e Grattapaglia (1998) definiram marcador molecular como sendo todo e
qualquer fen6tipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas, ou de
um segmento especifico do DNA, correspondente a regides expressas ou ndo do genoma.
Milach (1998) define marcadores moleculares como caracteristicas de DNA, que diferenciam
dois ou mais individuos e sdo herdados geneticamente. Segundo Bered et al. (1997), os
marcadores moleculares tém por finalidade revelar polimorfismos e avaliar diferencas entre
dois ou mais individuos.

Para Faleiro (2007) as principais vantagens dos marcadores moleculares concentram-se
na obtencao de um numero praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos, na identificacao
direta do gendtipo sem influéncia do ambiente e na possibilidade de deteccdo de tais
polimorfismos em qualquer estddio do desenvolvimento da planta ou a partir de cultura de
células ou tecidos.

Os marcadores moleculares podem quantificar o grau de dissimilaridade entre gendtipos
no melhoramento de plantas. Nesse sentido, os marcadores de DNA tém contribuido na
predicdo da heterose ¢ na busca por grupos heterdticos promissores para constituicdo de
hibridos (CRUZ et al., 2020). Para Borém e Miranda (2013), os marcadores moleculares podem
ser utilizados para estimac¢do da distancia genética entre gendtipos e para orientagdo do
melhorista na escolha de genitores.

Em meados dos anos 80, com a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reagao
da Polimerase em Cadeia) surgiram novos marcadores moleculares. A PCR envolve a sintese
enzimatica in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA na presenca da
DNA polimerase. A reagdo de PCR ¢ baseada no anelamento e extensao enzimatica de um par
de oligonucleotideos utilizados como primers, que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla
alvo da amplificacdo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores podem ser classificados, segundo Milach (1998), em dois grupos, os de
hibridizacdo e os de amplificagdo do DNA. Os principais marcadores identificados por
hibridizag¢ao sao RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) e Minissatélites ou 1ocus
VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). Outros como RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regions) e STS (Sequence Tagged Sites) sao revelados por amplificacdo, via PCR (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998).

De acordo com Meyer et al. (1993), os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) caracterizam-se por utilizar primers (inicializadores) unicos, que hibridizam em
sequéncias repetidas em regides localizadas entre microssatélites no genoma. Os marcadores
ISSR além de ser uma das técnicas mais simples e rapida (ZOLET et al., 2017), em comparagao
com outras metodologias de andlise molecular, agregam as seguintes vantagens: ndo ha
necessidade de conhecimento prévio dos genomas analisados, evitando a necessidade do
sequenciamento de DNA (ZOLET et al., 2017); é potencial gerador de alto polimorfismo entre
os gendtipos analisados; por apresentar hibridizagdo em regides inter-microssatélites no
genoma, sdo de ampla cobertura gendmica (MEYER et al., 1993). Tais caracteristicas fazem
dos marcadores ISSR uma ferramenta molecular eficiente para a analise da diversidade genética
em colecdes de germoplasmas e progénies melhoradas.
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Avancos em biologia molecular t€ém levado a classificacdo de marcadores baseados em
sequenciamento. De acordo com Zolet et al. (2017), os marcadores de DNA podem ser
divididos naqueles com base em hibridizagdo e amplificagdo do DNA, via PCR. Estes autores
acrescentaram na classificacdo os marcadores baseados em sequenciamento. Tal tecnologia,
hoje denominada de plataformas de Next Generation Sequencing - NGS, aliadas as andlises de
bioinformatica e estatistica, tornaram possivel identificar e genotipar diferentes individuos em
um Unico passo para alguns tipos de marcadores moleculares.

Pode-se dizer que existem marcadores moleculares de natureza dominante e
codominante. O primeiro caso, a exemplo dos marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), ndo existe a possibilidade de discriminar o gen6tipo homozigoto dominante
(AA) do heterozigoto (Aa) (ZOLET et al., 2017). Por isso, tais genotipos sao alocados na
mesma classe fenotipica, ou seja, exibem a banda no gel de agarose. Enquanto o genotipo
homozigoto recessivo (aa) ¢ identificado pela auséncia da banda no gel. Assim, os géis obtidos
sdo avaliados por uma matriz binaria: presenca (valor 1) para caracterizar as bandas (marcas) e
zero para representar a auséncia destas (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

A partir de informagdes de marcadores dominantes, pode-se adotar medidas de
dissimilaridade e, em seguida, a analise de agrupamento. Segundo Cruz et al. (2020), os
principais coeficientes de similaridade descritos na literatura sdo os seguintes: de coincidéncia
simples (SNEATH & SOKAL, 1973), o de Jaccard (JACCARD, 1908) e o de Nei e Li (NEI &
LI 1979). O coeficiente de similaridade de Jaccard ja foi utilizado por alguns autores na vinca
(SHAW et al., 2009; LAL et al., 2011; KUMAR et al., 2014b; AMORIM, 2019; AMORIM et
al., 2023). Tais coeficientes sdo medidas de similaridade, nesse sentido, recomenda-se, na
analise de agrupamento, fazer uso da dissimilaridade representada pelo inverso do coeficiente
obtido ou pelo complemento aritmético (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Com os marcadores codominantes, como por exemplo os microssatélites, isoenzimas e
RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), em cada loco estudado € possivel
identificar genotipos heterozigotos e homozigotos, o que indica mais informag¢do em nivel
genético. Neste caso, a informacgdo de frequéncia alélica se d4 em nivel populacional, de modo
que as frequéncias dos alelos sdo quantificadas a partir dos gendtipos analisados de cada
populacdo (ZOLET et al., 2017). Nos marcadores codominantes, a similaridade entre pares de
genodtipos pode ser estimada pelos indices: ndo-ponderado, ponderado e indice d> de Smouse e
Peakall. Uma vez obtida a matriz de distancia entre os genotipos, ela podera ser submetida a
analise de agrupamento pelas técnicas ja citadas anteriormente (CRUZ et al., 2020).

Em vinca, muitos estudos apontam para o uso de marcadores moleculares na espécie,
como, por exemplo, marcadores RAPD (KIM et al., 2007; SHAW et al., 2009; LAL et al.,
2011; EL-DOMYATI et al.,2012; IBRAHIM et al.,2013; KUMAR et al.,2014b); AFLP (KIM
et al.,2007; EL-DOMYATI et al., 2012), ISSR (SHAW et al., 2009; LAL et al., 2011; QING
etal.,2011; EL-DOMYATI et al., 2012; IBRAHIM et al., 2013; AMORIM et al., 2023), SSR
(LAL et al., 2011; IBRAHIM et al., 2013) e STMS (SHOKEEN et al., 2007). Nota-se que
alguns autores utilizaram mais de um tipo de marcador molecular para estimar a diversidade
genética entre genotipos de vinca.

Através do uso de marcadores moleculares também € possivel mapear regides
cromossomicas (QTLs - Quantitative trait locus) que afetam caracteres quantitativos. A
identificagdo e mapeamento de QTLs ¢ uma poderosa abordagem genética para identificar
genes e/ou alelos favoraveis de caracteristicas de interesse com marcadores de DNA e, assim,
¢ possivel introgredir os alelos desejaveis associados aos QTLs ao germoplasma medicinal por
meio da selecdo assistida por marcadores (MAS) (LORZ & WENZEL, 2005).

O primeiro estudo de QTLs em C. roseus foi desenvolvido por Sharma et al. (2012). Estes
autores utilizaram uma populacdo de 197 linhagens endogamicas, as quais foram avaliadas quanto
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a sete caracteristicas de biomassa e 23 caracteristicas de conteudo de alcaloides e de rendimento.
As referidas linhagens foram genotipadas por meio de 178 marcadores de DNA (RAPD, ISSR,
SSR, microRNAs e SSR-EST) e formaram um mapa genético com oito grupos de ligacdo (GL). Os
QTLs identificados foram associados a cinco dos oito GLs. A aplicagdo da analise de marcador
unico, mapeamento de intervalo simples e mapeamento de intervalo composto identificou um total
de 20 QTLs, 11 em relacdo aos teores de alcaloides nos seguintes o6rgaos da planta: folhas (QTAL),
caules (qTAS) e raizes (QqTAR), sete para indices de colheita (QHIL, qHIS e qHIR) e dois para a
caracteristica de biomassa total da planta (QTDW).

Chaudhary et al. (2013) também identificaram 20 QTLs em vinca. Este estudo revelou
uma linhagem chamada D54 com altas concentragdes de vindolina (VL), vimblastina (VBL) e
catarantina (CL) nas folhas e de catarantina nas raizes (CR). Além disso, a genotipagem
mostrou que a linhagem D54 foi positivo para 13 dos 14 alelos de QTLs detectados como
favoraveis para as caracteristicas CL, VL, VBL e CR. A linhagem D54 possuia nove dos 14
marcadores de DNA identificados mais proximos a gCL2-qCL4, qVL2-qVL4, qVBLI, qCR2,
qCR4 e quatro marcadores identificados proximos a gVL1, qCRI e gCR3. A nomenclatura gVL1
significa, por exemplo, QTL numero 1 para a caracteristica percentual de vindolina nas folhas.
A linhagem citada anteriormente exemplificou as possibilidades de executar sele¢do assistida
por marcadores (MAS) para gendtipos com caracteristicas melhoradas de VL, CL e CR.
Portanto, os referidos autores demonstraram a viabilidade da sele¢do assistida por marcadores
para caracteristicas associadas ao rendimento de alcaloides na vinca.

Portanto, o0 mapeamento de regides gendmicas associadas a caracteristicas complexas
podem fornecer marcadores associados a QTLs que, quando usados em estudos de diversidade
genética, podem aumentar as chances de encontrar genétipos distantes com genes
complementares para importantes caracteristicas agrondmicas relacionadas ao QTL (BERTAN
etal.,2007).

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

Apesar da variagdo consideravel observada na espécie C. roseus em todo o mundo, até
alguns anos atrds, existiam poucos estudos sobre as relacdes gendmicas da espécie (SHAW et
al.,2009). Segundo Kulkarni et al. (2016), existem cerca de 3.000 publicacdes cientificas sobre
C. roseus durante os 50 anos anteriores. Destas publica¢des apenas 15% referiram-se a estudos
relativos a biologia molecular e engenharia genética na espécie. Porém, de acordo com estes
mesmos autores, durante as tltimas duas décadas, o maior nimero de publicacdes foi na area
da biologia molecular e engenharia genética.

Na literatura existem publicagdes sobre o estudo da diversidade genética entre genotipos
de C. roseus através de marcadores moleculares (KIM et al., 2007; SHOKEEN et al., 2007;
SHAW et al., 2009; LAL et al., 2011; QING et al., 2011; EL-DOMYATI et al., 2012;
IBRAHIM et al., 2013; KUMAR et al., 2014b; AMORIM et al., 2023) e de caracteres
morfoagrondmicos (MISHRA et al., 2001; SAMIYARSIH et al., 2019; PAULA et al., 2021;
SOARES et al., 2024).

Lal et al. (2011) acessaram a diversidade genética entre nove cultivares de C. roseus, a
partir de marcadores moleculares RAPD, ISSR e SSR. Com o uso de 20 primers RAPD, seis
amplificaram 592 bandas, das quais 466 eram polimorficas (78,71%). Com os marcadores ISSR
e SSR, observou-se um polimorfismo de 78,94 e 76,62%, respectivamente. Tais resultados
indicaram elevado polimorfismo entre os genotipos analisados.

Shaw et al. (2009) estimaram a diversidade genética entre 14 cultivares de vinca, por
meio de marcadores RAPD e ISSR. Os primers RAPD resultaram na amplificagdo de 56
bandas, entre as quais 46 (82%) foram polimorficas. Ja os primers ISSR amplificaram 31 loci,
dos quais 17 (55%) foram polimorficos e 14 (45%) monomorficos. No dendrograma construido
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baseado nos marcadores RAPD e ISSR foram obtidos dois grupos. O menor grupo incluiu as
cultivares Blue Pearl e Patricia White ¢ o maior grupo foi subdivido em dois subgrupos com
First Kiss Polka Dot isolado do restante das cultivares.

Kumar et al. (2014b) estudaram a diversidade genética entre dez genoétipos silvestres de
vinca, oriundos de regides diferentes de Rajastdo, um estado indiano. Os marcadores RAPD
utilizados nesta pesquisa indicaram um nivel de 84,61% de polimorfismo.

Na pesquisa desenvolvida por Shokeen et al. (2007) foram analisados um conjunto de
37 acessos, dos quais 32 acessos de C. roseus e um de Catharanthus trichophyllus,
Catharanthus pusillus, Vinca minor, Thevetia peruviana ¢ Nerium indicum. Para identificar as
sequéncias microssatélites, duas bibliotecas gendmicas de C. roseus foram construidas e apds
sequenciamento, primers foram desenhados baseados nas sequéncias flanqueadoras dos
microssatélites. Estas regidoes sao conservadas e podem ser usadas para projetar marcadores
especificos de Locus STMS (Sequence Tagged Microsatellite Site). O alto valor médio esperado
de heterozigosidade (Hg) de 0,56 e o valor observado de heterozigosidade (Ho) de 0,52
estabeleceram a eficiéncia dos marcadores STMS para discriminar os genotipos de vinca.

Neste mesmo trabalho, Shokeen et al. (2007) observaram também que os acessos de C.
roseus originarios da India agruparam-se em dois subgrupos (IIA e IIB), enquanto os acessos
de outros paises formaram um subgrupo diferente (IID), e as cultivares ornamentais foram
agrupadas em outro subgrupo (IIC). Portanto, pode-se dizer que os acessos foram agrupados de
acordo com a sua origem.

Ibrahim et al. (2013) realizaram a caracterizagdo molecular de seis cultivares de vinca
por meio de marcadores RAPD e ISSR. Estes autores observaram para os marcadores RAPD
18 bandas polimorficas (44%). J& com os marcadores ISSR, obtiveram 50 fragmentos
amplificados, 30 deles foram polimérficos (60%). O dendrograma da combinagdo dos
marcadores RAPD e ISSR resultou em dois grupos. O grupo menor incluiu a cultivar Crimson
red e os grupos maiores as cultivares: Milky white com halo vermelho, Dark pink, Milky white,
Purple e Light pink. Os indices de similaridade e analisando-se o dendrograma para as
distancias genéticas, revelaram que a maior similaridade foi de 92% entre cultivares Crimson
red e Light pink; ja para as cultivares Milky white com halo vermelho e Dark pink, a similaridade
foi zero.

O modo de reproducao preferencial de C. roseus foi relacionado a diversidade genética
entre dez gendtipos de vinca (AMORIM et al., 2023). Estes autores utilizaram 15 primers ISSR
e observaram elevados indices de Shannon (5,22) e de Pielou (0,96). Tais indices sugerem alta
diversidade genética entre os dez genotipos analisados. Neste estudo, ndo foi possivel
determinar se as sequéncias de DNA marcadas estdo ou ndo relacionadas a regides que
expressam as diferentes caracteristicas utilizadas para definir o modo de reprodugdo em C.
roseus. Portanto, ndo houve relagdo entre a formacao de grupos no dendrograma e o modo de
reprodugdo preferencial.

Na revisdo publicada por Nejat ef al. (2015) ha inferéncias acerca da magnitude da
diversidade genética em C. roseus acessada por marcadores moleculares. Segundo os referidos
autores, foi encontrada alta diversidade genética nos seguintes trabalhos: Shokeen et al. (2007),
Shaw et al. (2009), Lal et al. (2011) e Qing et al. (2011). Ja em Kim et al. (2007) foi observada
diversidade genética de baixa a moderada.

A diversidade genética também foi acessada entre genotipos de vinca a partir de
caracteres morfoagrondmicos e ndo tdo somente através de marcadores de DNA. Mishra et al.
(2001) acessaram a diversidade genética através de caracteres morfoagronomicos entre 32
acessos de C. roseus. Foram formados cinco grupos e os acessos provenientes de climas
tropicais tenderam a se separar daqueles origindrios de ambientes subtropicais a
semitemperados. Além disso, os referidos autores relataram uma base genética estreita nas
populagdes do subcontinente indiano e na regiao asiatica vizinha.
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A andlise da diversidade no estudo de Mishra et al. (2001) permitiu identificar os grupos
“A”, “B” e “D” como aqueles de maior potencial para a produgdo de alcaloides na vinca. Os
acessos pertencentes ao grupo “A” apresentaram bom desempenho em termos de alcaloides
radiculares e de vincristina e vimblastina, presentes nas folhas. O grupo “B” exibiu geno6tipos
com boa producdo de biomassa de raizes e folhas e alta concentrag@o de vimblastina nas folhas.
Caracteristicas comuns como boa produ¢ao de biomassa foliar e de vincristina nas folhas foram
observadas nos genotipos pertencentes ao grupo “D”.

Samiyarsih et al. (2019) estudaram a diversidade genética com base em caracteres
morfoldgicos, anatdmicos € no conteido de clorofila e antocianina entre oito genotipos de
vinca. Neste estudo, a analise de variancia mostrou diferenga significativa (p<0,05) para o
comprimento da folha, largura da folha, comprimento do peciolo, didametro e comprimento da
corola. As oito plantas de vinca mostraram-se com diferentes teores de clorofila a, clorofilab e
clorofila total, mas os seus teores de antocianinas ndo apresentaram diferenca significativa.

A importancia relativa de 11 variaveis em cultivares de vinca foi verificada por Paula et
al. (2021). Verificou-se, nesta pesquisa, que o nimero de folhas e didmetro da flor contribuiram,
respectivamente, com 38,90 e 39,40% de importancia relativa na diversidade genética. Vale
destacar que a importancia relativa das variaveis depende da estrutura genética da populagao
de plantas em estudo.

Ao todo 17 varidveis morfologicas foram utilizadas por Soares et al. (2024) na
caracterizagdo fenotipica de dez gendtipos de vinca. Através da analise de dissimilaridade
genética, as plantas foram agrupadas em trés grupos e as variaveis relativas as folhas foram as
que mais colaboraram para o agrupamento das plantas nos grupos formados.

Diante do exposto, pode-se concluir que o estudo da andlise da diversidade é possivel a
partir de informagdes fenotipicas (caracteres quantitativos e qualitativos) ou de informagdes
genotipicas, que sdo obtidas a partir de marcadores moleculares. Nesse sentido, processos
preditivos da heterose obtidos a partir de caracteres morfoagrondmicos € moleculares podem
auxiliar na sele¢do de genotipos de vinca superiores e distantes geneticamente. Estes gendtipos
ao serem envolvidos em programas de hibridacdo possibilitam maior efeito heterotico na
progénie, isto €, aumentam as chances de €xito na selecdo de genotipos superiores em geragdes
segregantes.

6.3. Aspectos gerais da vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) associados ao
melhoramento genético

Apesar da necessidade de aumento da producdo de principios ativos na espécie C.
roseus, os paises em desenvolvimento apresentam escassez de pesquisas sobre melhoramento
genético visando aumentar a producdo de alcaloides em C. roseus (KULKARNI ef al., 2016).
Como exemplo, entre 1963 e 2020, apenas 6,20% das publicagdes foram sobre genética e
melhoramento genético da vinca (JHANG et al., 2022). Nesse sentido, € imperativo
desenvolver pesquisas sobre o melhoramento genético na busca por gen6tipos com potencial
para a producdo de alcaloides na vinca. Para isso, torna-se fundamental o conhecimento da
natureza do controle genético associado a produgdo dos referidos alcaloides, bem como de
outros caracteres morfoagrondmicos na espécie.

O conhecimento do controle genético de caracteres quantitativos ¢ fundamental para o
desenvolvimento de um programa de melhoramento eficiente, com o objetivo de orientar a
escolha de populacdes segregantes, e proporcionar o conhecimento do tipo de acdo génica
envolvida em cada caracteristica avaliada (SCHUELTER et a/., 2010). Resende (2001), Cruz
et al. (2004) e Ramalho et al. (2008) destacaram que o controle genético dos caracteres €
revelado através das estimativas de parametros genéticos. De acordo com Cruz e Carneiro
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(2003), os parametros genéticos de maior destaque sdo as varidncias genéticas aditiva e nao-
aditiva, as correlacdes e as herdabilidades.

A obtengdo de estimativas de parametros genéticos ¢ fundamental, pois permite
identificar a natureza da acao dos genes envolvidos no controle dos caracteres quantitativos e
avalia a eficiéncia de diferentes estratégias de melhoramento para obtencao de ganhos genéticos
e manutengao de uma base genética adequada (CRUZ & CARNEIRO, 2003). Além disso,
auxiliam os melhoristas na tomada de decisdes quanto a escolha do método de melhoramento,
do modo de condugdo e de selecao das populacdes segregantes, além da possibilidade de
predizer o sucesso nos futuros ciclos de selecio (RAMALHO et al., 1993).

Na pesquisa realizada por Singh et al. (2007), avaliou-se, os caracteres altura de planta,
nimero de ramos primarios, nimero de ramos secundarios, area foliar, proporcao folha-caule,
producao total de biomassa de folhas, conteudo de alcaloides da folha e rendimento total de
alcaloides da folha com a finalidade de conhecer o controle genético sobre a produgdo de
alcaloides foliares na espécie C. roseus. Para isso utilizou-se um dialelo 6 x 6, que teve como
resultado 30 Fis. As variancias genéticas aditivas e ndo aditivas foram consideradas importantes
na heranca do rendimento de alcaloides € em outros caracteres que contribuem para o
rendimento. No entanto, o componente ndo aditivo foi superior ao componente aditivo para a
maioria dos caracteres, exceto para a relacdo folha-caule. Sendo assim, o controle genético nao
aditivo observado neste estudo pode direcionar o programa de melhoramento a obtengdo de
hibridos de vinca.

Singh e Dwivedi (2010) estudaram o controle genético de oito caracteres
morfoagrondmicos na vinca, em progénies (30 Fis) resultantes do dialelo (6 x 6). Verificou-se
que tanto a variancia aditiva quanto a variancia de dominancia foram significativas para area
foliar, relacdo folha-caule, teor de alcaloides foliares e porcentagem de vimblastina. No que diz
respeito a proporcao da variancia de dominancia e aditiva, os resultados obtidos revelaram que
a magnitude do componente nao aditivo foi maior do que o componente aditivo para todos os
caracteres analisados.

Pode-se inferir a partir dos estudos desenvolvidos por Singh et al. (2007) e Singh e
Dwivedi (2010) que a magnitude do componente ndo aditivo foi superior ao componente aditivo
em importantes caracteres morfoagrondmicos na vinca, como a producao total de biomassa de
folhas, conteudo de alcaloides da folha, rendimento total de alcaloides da folha, area foliar,
porcentagem de vimblastina e porcentagem de vincristina. Portanto, o controle genético destas
importantes caracteristicas na espécie foi atribuido aos desvios de dominancia e, desta forma,
o programa de melhoramento devera ser direcionado a obtencdo de hibridos.

O controle genético de caracteres morfoagrondmicos também foi analisado por Singh e
Dhatt (2022) em C. roseus. A acdo aditiva influenciou a altura da planta, largura da folha,
comprimento do peciolo, dias para o florescimento e comprimento do tubo da corola. No
entanto, a propagacao da planta, nimero de ramos por planta, comprimento da folha,
comprimento de entrend, duracdo da floragdo, nimero de flores por planta, didmetro da flor e
comprimento do foliculo foram controlados por componentes genéticos nao aditivos. Portanto,
a selecdo ou a obtencdo de hibridos pode ser empregada para o melhoramento dessas
caracteristicas com base no controle genético observado.

Os resultados obtidos acima por Singh e Dhatt (2022) sdo extremamente relevantes para
o uso da vinca como planta ornamental, visto que foram avaliadas caracteristicas morfologicas
associadas a finalidades ornamentais. Entre elas destacam-se o niimero de flores por planta,
dias para o florescimento, duracdo da floracdo, propagacdo da planta, didmetro da flor e
comprimento do tubo da corola. Este parece ser o primeiro estudo do controle genético
associado a importantes caracteristicas na vinca para uso ornamental. Normalmente, os
trabalhos disponiveis na literatura ddo énfase no seu uso como planta medicinal.
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A estimativa do teor de alcaloides, em vinca, pode ser demorada e, assim, limitar o
numero de plantas que podem ser avaliadas no programa de melhoramento. Sendo assim,
qualquer caracteristica com alta herdabilidade e com alta correlacio com o conteido de
alcaloides ¢ util para a triagem preliminar dos principios ativos de interesse, tal como para a
selecdo indireta dessa importante caracteristica (KULKARNI ez al., 2016).

A selecao indireta ¢ sem duvida, uma importante ferramenta na selecao de plantas para
variaveis com baixa herdabilidade (CARVALHO et al., 2004), como parece ser o caso de
caracteres associados a produgdo em vinca. Neste caso, sem duvida, muitos genes agem sobre
tais caracteres. Por consequéncia, a acdo do ambiente também se mostra forte sobre estas
variaveis.

A correlacdo de um determinado cardter com outros caracteres que contribuem para a
producao de alcaloides ¢ de grande importancia na selecao indireta de genotipos na cultura da
vinca. A area foliar exibiu correlagdo positiva entre alcaloides totais, vindolina, catarantina e
peso total da planta. Foi verificado uma correlacdo negativa da altura da planta com vincristina,
vimblastina, catarantina, vindolina e indice de colheita. Tal fato indica que plantas com altura
reduzida possivelmente terdo maior producdo de biomassa contendo maior porcentagem de
alcaloides (ROY et al., 2013).

Singh e Dwivedi (2017) constataram associacao positiva significativa da producao total
de biomassa de folhas com o conteudo de alcaloides foliares e rendimento total de alcaloides
foliares. Isto sugere que o aumento na producdo de biomassa pode resultar em um aumento no
rendimento de alcaloides foliares. J4 o contetido de alcaloides foliares apresentou associa¢ao
positiva significativa com a vimblastina. Os alcaloides vincristina e vimblastina exibiram
associacgdo positiva significativa entre si.

Ainda no estudo desenvolvido por Singh e Dwivedi (2017) foi constatado que para a
maioria das caracteristicas morfoagronomicas analisadas a correlagdo fenotipica exibiu valor
inferior do que as estimativas correspondentes em nivel genotipico. Resultados similares foram
encontrados por Dwivedi et al. (1999a). Enquanto Kulkarni et al. (1984) e Roy et al. (2013)
verificaram que a correlagdo fenotipica era maior do que a correlacdo genotipica em vinca para
os caracteres morfologicos analisados. Isso pode ter ocorrido devido ao efeito modificador do
ambiente.

Levy et al. (1983) avaliaram os componentes de rendimento da parte aérea e o contetdo
de ajmalicina das raizes em trés linhagens de vinca com diferentes cores de flores e nos seus
hibridos. Estes autores observaram correlagdes genéticas e ambientais significativas e positivas
entre os pesos secos da folha e da raiz, mas ndo entre os componentes vegetativos € o conteido
de ajmalicina das raizes. O contetido de ajmalicina da raiz principal foi geneticamente e
fenotipicamente correlacionado ao das raizes laterais.

No que se refere ao conteudo de alcaloides, Chaudhary et al. (2013) observaram que as
correlagdes fenotipicas foram positivas e significativas entre vindolina, catarantina e
vimblastina mais vincristina, presentes nas folhas, em todas as combinagdes possiveis. As
correlagdes pareadas entre serpentina, ajmalicina e catarantina nas raizes também foram
positivas e significativas. No entanto, as correlacdes de vindolina e vincristina mais
vimblastina, nas folhas, com serpentina, ajmalicina e catarantina nas raizes foram fracamente
positivas e ndo significativas. Em contraste, as correlagdes de catarantina nas folhas com os
alcaloides nas raizes (serpentina, ajmalicina e catarantina) foram negativas, fracas e nao
significativas. Portanto, conclui-se que a analise de correlagdo mostrou que o acimulo dos
alcaloides estudados nas folhas foi independente do acimulo nas raizes e vice-versa.

Entretanto, Sharma et al. (2012) constataram através dos coeficientes de correlagdo de
Pearson, que a producao de folhas e raizes, produgao foliar e producao de alcaloides nas folhas,
producdo de raizes e produgdo de alcaloides radiculares correlacionaram-se de maneira positiva.

20



Isso indica que a melhoria concomitante desses pares de caracteres pode ser possivel através da
selecdo, ao contrario do que foi observado por Chaudhary et al. (2013).

Mishra et al. (2001) encontraram correlagdes positivas e significativas entre a area foliar
e numero de folhas, tal qual com a producao de alcaloides foliares e rendimento de vimblastina
em 32 gendtipos de vinca. Neste estudo, foram observadas altas e significativas correlagdes
entre a producdo de biomassa de folhas e produgdo de alcaloides foliares e radiculares de 0,76
e 0,70, respectivamente. O rendimento de vimblastina foi correlacionado positivamente e
significativamente com o numero de folhas, producdo de biomassa foliar, producao de
alcaloides foliares e produ¢do de vincristina. Foi possivel observar apenas uma correlagdo
negativa e significativa entre a altura de planta e concentragdo de alcaloides nas raizes. Estas
correlagdes parecem favordveis para a melhoria da producao de alcaloides em C. roseus.

Alguns trabalhos tiveram por objetivo estudar a existéncia de relagdes entre a cor das
flores e a produgdo de alcaloides na vinca. Magnotta et al. (2006) nao encontraram nenhuma
relacdo entre a cor das flores e os teores de vindolina e catarantina nos 50 genotipos analisados.
Sevestre-Rigouzzo et al. (1993) encontraram altos teores de vindolina nas folhas e serpentina
nas raizes, independentemente da cor da flor. Entretanto, Idrees et al. (2010) e Bhutkar ¢ Bhise
(2011) afirmaram que as plantas de vinca com flor rosa apresentaram maior conteudo de
alcaloides em relagao as flores brancas.

Vale ressaltar que apesar dos coeficientes de correlagdes serem uteis na quantificacio
da magnitude e direcdo das influéncias de fatores na determinagdo de associagdes entre
caracteres complexos, eles ndo concedem a exata importancia relativa aos efeitos diretos e
indiretos desses fatores. Para contornar esta situacdo utiliza-se a analise de trilha (path
analysis), a qual consiste no estudo dos efeitos diretos e indiretos de caracteres sobre uma
variavel basica, cujas estimativas sdo obtidas por meio de equagdes de regressao, nas quais as
variaveis sdo previamente padronizadas (WRIGHT, 1921).

A importancia de cada componente agrondmico na determinag¢do do rendimento de
alcaloides ¢ alcancada dividindo-se em efeitos diretos e indiretos por meio da andlise de trilha.
A escolha de caracteres agrondmicos como o numero de folhas/planta pode ser recompensadora
para a melhoria da producdo de alcaloides. De acordo com Roy et al. (2013), utilizando
coeficientes de trilha, o aumento do nimero de folhas na planta resulta no aumento da produgdo
de alcaloides na vinca. O mesmo ocorreu com a producdo de matéria seca, ou seja, tem efeito
direto positivo na producao de alcaloides. A vindolina, catarantina e vimblastina apresentaram
efeito direto, porém a vincristina demonstrou efeito indireto na producdo de alcaloides. A area
foliar, neste estudo, também exibiu efeito indireto na produgdo de alcaloides.

De acordo com Xiaofen et al. (2009), o aumento do didmetro das pétalas de flores em
vinca mostra uma leve tendéncia para o aumento da producao do alcaloide vindolina (r = 0,29,
coeficiente de trilha). Segundo estes mesmos autores, o comprimento do entrend exerce uma
forte influéncia sobre a producao do referido alcaloide (r = 0,95).

A partir dos coeficientes de trilha, onde se estimou os efeitos diretos e indiretos das
variaveis sobre a biomassa de folhas secas (BFOs), Costa (2021) prop6s um ide6tipo primario
de vinca. Considerando a BFOs, o idedtipo de planta de vinca seria: fendtipo mais ramificado
na base, com ramos mais grossos € menor comprimento de entrend, que apresentem também
peciolos foliares e flores menores em relacdo a média da populagdo, produzirdo maior peso de
BFOx.

Como ja foi mencionado anteriormente espera-se que caracteres de maior importancia
agrondmica e econdmica na vinca tenham natureza quantitativa. Por exemplo, a producao de
biomassa de folhas e de alcaloides, por tratar-se de uma caracteristica quantitativa, ¢ esperado
que o fendtipo seja bastante influenciado pelo ambiente. As maiores fontes de variacdo em
caracteres de heranga quantitativa sdo devidas aos fatores de ambiente e da interagdo gendtipo
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x ambiente. Por este motivo a produgdo de biomassa e de alcaloides parecem estar sujeitas as
influéncias ambientais, o que pode resultar em baixas estimativas de herdabilidades.

Singh et al. (2007) encontraram valores de herdabilidade no sentido restrito de 29,50%;
27,04%; 36,93%; 41,88%; 59,99%; 63,51%; 58,24% e 56,04% para os caracteres altura de
planta, nimero de ramos primarios, nimero de ramos secundarios, area foliar, proporcao folha-
caule, producao total de biomassa de folhas, contetido de alcaloides da folha e rendimento total
de alcaloides da folha, respectivamente. A varidvel mais proxima da unidade (1,0) foi a
producdo total de biomassa de folhas, neste espera-se que 63,51% da variacdo fenotipica seja
de origem genética. Com relacdo ao rendimento total de alcaloides foliares ¢ esperado que
56,04% da variabilidade seja de origem genética.

As estimativas de herdabilidade no sentido restrito obtidas por Singh et al. (2007) sdo
aquelas que possuem maior importancia para o melhoramento genético da vinca. Pois, tais
estimativas de herdabilidade refletem a propor¢do da variagdo total expressa que pode ser
herdada. Neste trabalho, provavelmente, as influéncias ambientais foram inferiores a de origem
genética (63,51 e 56,04%) tanto para a producdo total de biomassa de folhas, como para o
rendimento total de alcaloides foliares, respectivamente.

As herdabilidades no sentido amplo de sete caracteristicas associadas a biomassa e 23
caracteristicas de contetido de alcaloides em 197 linhagens endogdmicas foram estimadas por
Sharma et al. (2012). No que se refere aos sete caracteres foram obtidas as seguintes
herdabilidades: 56,97%; 17,07; 67,48%; 30,30%; 23,29%; 7,06% e 9,21% para massa seca da
raiz, peso seco do caule, peso seco da folha, peso seco total da planta, indice de colheita de
raizes, indice de colheita de caule ¢ indice de colheita de folhas, respectivamente. Dessa
maneira, ¢ possivel inferir que todos os indices de colheita (de raizes, caule e folhas)
apresentaram baixas herdabilidades. Tal fato, também foi verificado para o contetido total de
alcaloides nas folhas e raizes (5,35 e 12,99%, respectivamente).

Com base nos resultados obtidos acima por Sharma et al. (2012), pode-se verificar que
as condi¢Oes ambientais influenciaram fortemente o indice de colheita de folhas em C. roseus,
bem como contetido total de alcaloides. Nestes importantes caracteres da espécie foram
observadas baixas herdabilidades. Desta forma ¢ necessario que genétipos de vinca sejam
avaliados nas condi¢cdes ambientais para as quais se pretende recomenda-los, permitindo assim,
a selecao daqueles que apresentem maiores rendimentos em tais condi¢des, quando se pretende
explorar a caracteristica desejada.

Contudo, Chaudhary et al. (2013) observaram maiores valores de herdabilidades no
sentido amplo para vindolina (79,2%), catarantina (64,6%) e vincristina mais vimblastina
(40,3%), presentes nas folhas. Nas raizes verificaram para a catarantina, serpentina e ajmalicina
magnitudes de herdabilidade de 61,0%; 50,1% e 15,4%, respectivamente. A herdabilidade no
sentido amplo de ajmalicina nas raizes foi significativamente menor do que todos os outros
alcaloides analisados. Altas herdabilidades no sentido amplo também foram relatadas para a
producdo de biomassa foliar, conteido de vindolina, catarantina, vincristina mais vimblastina
nas folhas (DWIVEDI et al., 1999b) e catarantina e serpentina nas raizes (BARIK & SAO,
2015).

Pode-se concluir com base na literatura consultada que o controle genético da produgao
de vincristina e de biomassa de folhas na vinca foi devido aos desvios de dominancia
(componente ndo aditivo). As baixas herdabilidades observadas podem indicar que as
condi¢des ambientais influenciaram fortemente o controle genético do indice de colheita de
folhas, bem como do conteudo total de alcaloides. Contudo, maiores valores de herdabilidades
também foram verificados, sendo assim o controle genético também pode sofrer maior
influéncia de fatores genéticos.
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6.3.1. Cultivares utilizadas para fins medicinais na espécie Catharanthus roseus (L.) G.
Don

Em vinca, a busca por novas cultivares ¢ impulsionada pela demanda por maior
rendimento e maior teor de alcaloides. Um outro entrave refere-se a sintese total destes
alcaloides em laboratdrio. Esta atividade ndo ¢ simples devido a complexidade estrutural das
moléculas e etapas de reagdo que envolvem restrigdes estereoquimicas (VERMA et al., 2007).

Na semissintese em escala comercial dos alcaloides vincristina e vimblastina a partir da
reacdo de Polonovski modificada (POTIER, 1980), a catarantina ¢ facilmente produzida.
Entretanto, a vindolina deve ser proveniente principalmente das plantas (MALL et al., 2019;
MALL et al., 2021). Dessa forma, a planta torna-se indispensavel para explorar e selecionar
cultivares de vinca superiores quanto a producdo de alcaloides. Uma das formas para se alcangar
tal objetivo ¢ a heterose. De acordo com Shull (1952) a heterose ocorre quando o F; € superior
aos seus pais. Isso, logicamente, resulta em ganhos genéticos na progénie.

Para a exploracao da heterose em vinca pode-se fazer necessario o desenvolvimento de
linhagens endogamicas com alto teor de alcaloides. A existéncia de linhagens de vinca tem sido
observada na literatura (LEVY et al., 1983; BOWMEN, 1996; DWIVEDI et al., 2001;
KULKARNI et al., 2003; XING et al., 2011; CHAUDHARY et al., 2013). De acordo com
Amorim et al. (2023), todos os genotipos de vinca analisados foram autocompativeis, uma vez
que a polinizagdo cruzada nao foi refor¢cada por nenhum sistema autoincompativel. Isso sugere
que tais genoOtipos podem aceitar a autofecundagdo. No entanto, deve-se saber se a
autofecundacgdo natural ou artificial conduz a depressdo por endogamia, especialmente nos
genotipos com certo predominio da alogamia. Isto ndo deve ser verdadeiro para os gendtipos
com certa obrigatoriedade de ocorréncia de autofecundagdo em virtude da cleistogamia.

Na pesquisa desenvolvida por Singh e Dhatt (2022), oito linhagens de vinca foram
obtidas através de cinco geragoes de autofecundag¢do. Um alto nivel de homozigose em geracdes
de autofecundagdes ndo se tornou uma desvantagem e, na espécie, a formagao de linhagens
endogamicas parece ser possivel. Além, € claro, de hibridos a partir de linhagens obtidas por
sucessivas autofecundagdes. Todavia, € preciso ter maior atengdo nas espécies aldgamas, pois
estas tendem a apresentar efeitos da depressao por endogamia sobre os seus individuos.

Levy et al. (1983) avaliaram os componentes de rendimento da parte aérea e o contetdo
de ajmalicina das raizes em trés linhagens endogamicas de C. roseus, com diferentes cores de
flores, e nos seus hibridos. Os referidos autores observaram 29 e 24% de heterose significativa
e positiva para peso seco de folhas e raizes por planta, respectivamente, no hibrido F;
envolvendo as linhagens parentais (corola rosa x corola branca com halo vermelho). Porém,
nenhuma heterose foi obtida para o conteudo de ajmalicina nas raizes. Diante destes resultados,
concluiram que a auséncia de heterose para o teor de ajmalicina nas raizes ndo favoreceu o
desenvolvimento de cultivares hibridas de vinca para explorar um importante alcaloide anti-
hipertensivo, presente nas raizes, utilizado no tratamento da pressao arterial e outros tipos de
doengas cardiovasculares.

Bowmen (1996) no processo de selecdo de linhagens resistentes a Phytophthora
parasitica identificou a linhagem endogamica 15667, a qual possui alto conteudo total de
alcaloides foliares (6,26%). O conteudo total de alcaloides refere-se ao teor total de alcaloides
expresso em uma porcentagem do peso seco total no tecido vegetal. Este valor (6,26%) no
gendtipo 15667 era 3,6 vezes o nivel de alcaloides totais relatados para qualquer outra cultivar
de vinca. A linhagem 15667 também foi altamente resistente a pulgdes (Myzus persicae) e
acaros (Tetranychus urticae). Outras linhagens, como 15614 e 15620, ndo apresentaram niveis
elevados de alcaloides, porém ainda expressaram resisténcia a Phytophthora parasitica.

Os teores de vindolina, catarantina e vimblastina foram maiores em linhagens
tetraploides em comparagdo com as diploides (XING et al., 2011). Neste estudo, observou-se
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niveis mais elevados de expressao dos genes de tdc, gl0h, sls, str, dat e prxI nas linhagens
tetraploides. A analise quimica via HPLC (High Performance Liquid Cromatography) mostrou
que a tetraploidia pode aumentar os teores de alcaloides em vinca. Os resultados de QRT-PCR
mostraram que a expressao de enzimas envolvidas na via de biossintese de alcaloides aumentou
nas plantas tetraploides.

Uma linhagem com maior teor e rendimento de alcaloides foliares na vinca foi
desenvolvida por Kulkarni et al. (2003). Para este fim, sementes do geno6tipo Nirmal foram
submetidas a um tratamento quimico mutagénico. A mutagénese induzida produziu folhas que
tinham as margens onduladas, ou seja, totalmente diferente das folhas habituais de vinca. O
mutante selecionado foi autofecundado por trés geragdes e caracteriza-se por um material
genético estavel para o cultivo comercial. A linhagem obtida neste trabalho, denominada
Dhawal, exibe alta produtividade de biomassa foliar (1352 a 2557 kg.ha'); 0,89 a 1,40% de
alcaloides totais nas folhas; 1,60 a 2,22% de alcaloides totais nas raizes; 19,2 kg.ha' de
rendimento total de alcaloides foliares e 12,1 kgha' de rendimento total de alcaloides
radiculares. Uma outra linhagem de vinca com bastante potencial agrondmico, chamada de
Prabal, apresentou teor total de alcaloides foliares de 1,65-1,95% e teor total de alcaloides
radiculares de 1,50-1,85% (DWIVEDI et al., 2001).

Chaudhary et al. (2013) também identificaram linhagens superiores em vinca. Este
estudo revelou uma linhagem chamada D54 com altas concentragdes de vindolina, vimblastina
e catarantina nas folhas e de catarantina nas raizes. Mishra et al. (2001) observaram um acesso
bastante promissor, denominado Crc-31. Neste estudo, dos 32 acessos de C. roseus analisados,
o Crc-31 apresentou teor de vincristina 74 vezes maior e vimblastina 12 vezes maior do que os
respectivos valores mais baixos entre todos os acessos estudados.

Apesar da grande importancia das linhagens endogamicas para a produ¢do de hibridos
na vinca, a presen¢ca da autofecundagdo natural na espécie (KULKARNI et al., 2001;
KULKARNI et al., 2005; AMORIM et al., 2023) pode tornar a produgdo de sementes hibridas
comercialmente invidvel. Para isso, ¢ preciso lancar mao das emasculacdes ou da macho-
esterilidade para o desenvolvimento de hibridos. Contudo, € preciso salientar que a emasculagao
em plantas pode ser logisticamente dificil, visto que uma tnica flor ndo pode ser negligenciada
e perdida. Ademais, pode demandar mao de obra excessiva para execucao desta atividade. Em
algumas culturas, como a vinca, o processo de emasculacdo parece ser ainda mais trabalhoso,
devido a quantidade consideravel de flores produzidas por planta.

Em milho, a emasculagdo das linhagens receptoras de graos de polen € um processo
relativamente facil, pois as estruturas reprodutivas masculinas e femininas sdo separadas.
Entretanto, ¢ uma pratica que consome muito tempo e mao de obra em plantios comerciais. Em
outras espécies, como 0 sorgo, que exibe flores androginas (hermafroditas), em uma grande
inflorescéncia, a emasculagdo ¢ extremamente dificil (BUENO et al., 2006).

Alguns autores utilizaram a macho-esterilidade na vinca (BOWMAN, 2000;
FLASCHENREIM & BLOWERS, 2017). Plantas que expressam o fator de esterilidade
masculina sdo incapazes de realizar a autopolinizagdo e podem ser usadas como genitores
femininos na producao de sementes hibridas. Ao contrario do parental feminino, a viabilidade
e a quantidade de graos de polen sdo um importante componente do genitor masculino. Apos a
selecdo das linhagens masculinas e femininas (macho estéril) apropriadas de vinca pode-se
efetuar as polinizagdes. Os graos de pdlen sao removidos do genitor masculino e transferidos
para estigmas receptivos femininos.

A prevencao eficiente da autofecundagdo ¢ um requisito fundamental na producao de
hibridos Fi. Em vista disso, pode-se utilizar a esterilidade masculina. Esta pode resultar no nao
funcionamento dos gametas, o qual pode ser devido a aberragcdes cromossdmicas, a acao de
genes ou influéncias de origem citoplasmatica (ALLARD, 1960). Conforme a maneira que sao
controlados geneticamente, os exemplos de esterilidade masculina podem ser divididos em trés
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tipos: genética, citoplasmatica e genético-citoplasmatica (BUENO et al., 2006). Os trés tipos
de esterilidade masculina ndo ocorrem naturalmente em qualquer espécie do género
Catharanthus, nem sdo conhecidas por ocorrerem na familia Apocynaceac (BOWMAN, 2000).

Algumas indugdes quimicas resultam na macho-esterilidade (BUENO et al., 2006).
Bowman (2000) submeteu sementes de vinca a estreptomicina e as plantas obtidas foram
cultivadas. De aproximadamente 400 mudas induzidas foi identificada uma planta (13861-1)
sem graos de polen viaveis. Este gendtipo foi rigorosamente avaliado por um periodo de dois
anos com o objetivo de verificar oscilagcdes sob mudangas climaticas e estados de maturidade
da planta. Concluiu-se ao final da pesquisa que a macho-esterelidade em 13861-1 foi governada
pela heranca do alelo recessivo nuclear msGS e ndo carrega nenhum efeito pleiotropico
indesejado. Estes resultados obtidos deram origem a uma patente (US006166306A).

Flaschenreim e Blowers (2017) desenvolveram uma linhagem macho estéril (H7487D)
através de etil metano sulfonato (EMS). O gene da macho-esterilidade foi introgredido
cruzando H7487D x Pacifica Really Red e, logo em seguida, o F; obtido foi autofecundado por
cinco geracdes. Como produto obtiveram a linhagem macho estéril P7998D.

Os hibridos interespecificos também ja foram produzidos com sucesso na vinca. Como
o género Catharanthus apresenta oito espécies, entre elas C. roseus, a exploragdo de hibridos
interespecificos pode ser uma forma de melhoramento genético da cultura (SEVESTRE-
RIGOUZZO et al., 1993). Segundo Allard (1960), a hibridac¢ao interespecifica consiste no
cruzamento de espécies taxondmicas diferentes com a preservagdo de tipos melhorados, que
surgem como produtos da segregacgao.

A hibridagdo natural entre as espécies Catharanthus longifolius (Pichon) Pichon e C.
roseus ja foi observada na ilha de Madagascar. No entanto, C. roseus como genitor feminino
ndo produziu vagens, sendo assim ndo foram observadas introgressdes de Catharanthus
longifolius (Pichon) Pichon para C. roseus. Ja na utilizacdo de Catharanthus longifolius
(Pichon) Pichon como genitor feminino, os cruzamentos foram bem-sucedidos com alta
producdo de sementes e boa capacidade germinativa no F; (SEVESTRE-RIGOUZZO et al.,
1993). Na avaliacao dos hibridos interespecificos verificou-se heterose significativa para os
teores de ajmalicina, catarantina e serpentina nas folhas e nas raizes, e para o contetido de
vindolina nas folhas. Além disso, os hibridos também apresentaram maiores rendimentos de
raizes e folhas em relagdo aos genitores.

Algumas cultivares de vinca de polinizagdo aberta j4 foram citadas na literatura por
Bowman (1996). Os cultivares de polinizagdo aberta sdo obtidos através do acasalamento ao
acaso de um grupo de individuos selecionados. Estes cultivares podem ser uma alternativa ao
uso dos hibridos. As populagdes alogamas em Equilibrio de Hardy-Weinberg, em termos
comerciais, sao os cultivares de polinizacdo aberta, ou, conforme conhecidas na cultura do
milho, as variedades (BOREM & MIRANDA, 2013).

Populacgdes de polinizagdo aberta sao usadas como cultivares em espécies de cultivo que
sdo tdo sensiveis a depressdo endogamica que ndo permitem o desenvolvimento de linhagens
endogamicas, ou em espécies de cultivo em que os programas de melhoramento ndo sao bem
desenvolvidos (SOUZA JUNIOR, 2011).

Atualmente, no Brasil sdo mencionadas 127 cultivares de vinca registradas no
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2024), todas estas
desenvolvidas para fins ornamentais. Portanto, faz-se necessaria a busca por autossuficiéncia
na producdo e desenvolvimento de cultivares promissoras de vinca no Brasil para o tratamento
convencional de tumores, leucemias e linfomas em humanos. Em outras partes do mundo ja
existem cultivares estabelecidas em um registro internacional de cultivares de Catharanthus,
publicado em 1998 (NEJAT et al., 2015).

No Laboratorio de Citogenética e Biologia Molecular de Plantas (LCBMP), da UFFRJ,
ja existem técnicas eficientes para a conducao de cruzamentos artificiais, autofecundacdes e
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emasculagdes nos genotipos pertencentes a colegdo de germoplasma de vinca da UFRRIJ.
Devido ao reduzido tamanho das anteras e estigma das flores de vinca, extrema precisao e
cuidado s3o necessarios durante a realizacdo das polinizagdes. No caso das autopolinizagdes
artificiais, um protocolo proprio foi desenvolvido no LCBMP. Resultados promissores foram
obtidos com a formagdo de sementes provenientes tanto de autopolinizagdes (naturais e
artificiais), como em cruzamentos manuais (AMORIM, 2019; AMORIM et al., 2023).

Nesse sentido, conclui-se que no LCBMP da UFFRJ ja foram desenvolvidas as bases
para dirigir a reproducdo (polinizacdo), conforme a necessidade dos métodos de melhoramento
de plantas.
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Capitulo I. Diversidade genética baseada em caracteres morfoagrondomicos entre
genotipos de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don).

RESUMO

A vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) ¢ uma espécie medicinal que produz importantes
alcaloides antineoplasicos encontrados em baixas concentracdes nas folhas desta espécie.
Portanto, ¢ essencial implementar um programa de melhoramento genético. Para isso, ¢
necessario, inicialmente, estimar a diversidade genética, pois o sucesso na sele¢ao de genotipos
¢ alcangado quando se dispde de diversidade genética. Esta pode ser acessada através de
descritores morfoagronomicos. Diante do exposto, objetivou-se conhecer e estimar a
diversidade genética entre 79 gendtipos da Colecao de Trabalho de vinca da UFRRJ. Para tal,
uma lista com 41 descritores, inéditos e outros transcritos da literatura, foi idealizada e
desenvolvida, contemplando todas as partes da planta: caule, ramos, folhas, flores, frutos
(vagens) e sementes. Em seguida, procedeu-se a caracterizagdo dos 79 genotipos da referida
cole¢do. Todos os descritores foram submetidos a uma andlise estatistica descritiva.
Posteriormente, procedeu-se o descarte de descritores redundantes via método do cosseno
quadrado. De posse de uma nova matriz, contendo os descritores mais discriminativos,
procedeu-se a andlise de agrupamento. Para isso, estimou-se a matriz de distancia genética
através da distancia Euclidiana (matriz fenética). A analise de agrupamento foi realizada através
do algoritmo UPGMA (matriz cofenética). Para estimar o niimero otimo de grupos no
dendrograma foi utilizado o algoritmo kgs. O ajuste entre as matrizes fenética e cofenética foi
estimado a partir da correlagdo cofenética. Com base no padrao de agrupamento dos gendtipos
via kgs foram estimados as médias e os desvios-padrdes de cada uma das variaveis dentro dos
grupos formados. Os valores médios para cada grupo também foram apresentados em gréaficos
do tipo radar. Utilizando-se os descritores mais discriminativos, foram estimados também os
indices de diversidade de Shannon (H’) e de Pielou (J°). Em seguida, via algoritmo Anosim
(andlise da similaridade) foram estimados os indices de diversidade entre e dentro dos grupos.
Por fim, os descritores mais discriminativos foram submetidos a analise de importancia relativa
das variaveis. A partir do método do cosseno quadrado foram elencados 18 descritores mais
discriminativos para proceder as analises da diversidade. Foram definidos oito grupos
estatisticamente distintos. Verificou-se que os grupos foram muito heterogéneos, o que pode
sugerir que a diversidade genética ndo seja alta. O grupo G3 agrupou os genétipos mais
produtivos em termos de produgdo de biomassa foliar seca (BFOs). De modo geral, as plantas
deste grupo possuiram altura reduzida, muitos ramos, entrends de ramos primdarios e
secundarios mais curtos, peciolos menores e area de projecao da copa mais estreita. No grupo
G6, encontrou-se a maior diversidade e o pior desempenho para a producdo de BFOs, mesmo
sendo um cluster formado por plantas de folhas grandes, ou seja, de maior area foliar. Além
disso, foi um grupo composto por gendtipos com pétalas pequenas, entrenos de ramos primarios
compridos, peciolos longos e com muitas sementes por vagem. As estimativas dos indices de
H’>=2,22e¢J’=0,77 corroboraram os resultados da analise de agrupamento. Logo, a diversidade
genética da Colecdo de Trabalho de vinca da UFRRJ foi baixa a moderada. A andlise da
similaridade (Anosim) demonstrou que a maior diversidade ¢ encontrada entre os grupos.
Ademais, indicou que as diferencgas entre os grupos foram significativas. Descritores ligados as
sementes (NSEVA), ramos (NRT), folhas (AFO) e producao (BFOs) exerceram maior
importancia relativa na andlise da diversidade. Pode-se concluir, portanto, que a Colegdo de
Trabalho de vinca aqui analisada possui diversidade genética baixa a moderada.

Palavras-chave: cole¢do de germoplasmas, descritores totais, estatistica multivariada,
fendtipo, melhoramento genético, plantas medicinais.
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Chapter I. Genetic diversity based on morphoagronomic traits among periwinkle
genotypes.

ABSTRACT

Periwinkle (Catharanthus roseus [L.] G. Don) is a medicinal species that produces important
antineoplastic alkaloids found in low concentrations in the leaves of this species. Therefore, it
is essential to implement a genetic improvement program. To this end, it is necessary to initially
estimate genetic diversity, since success in genotype selection is achieved when genetic
diversity is available. This can be accessed through morphoagronomic descriptors. In view of
the above, the objective was to understand and estimate genetic diversity among 79 genotypes
of the Periwinkle Working Collection of UFRRJ. To this end, a list with 41 descriptors, both
unpublished and others transcribed from the literature, was designed and developed, covering
all parts of the plant: stem, branches, leaves, flowers, fruits (pods) and seeds. Then, the 79
genotypes of the aforementioned collection were characterized. All descriptors were subjected
to descriptive statistical analysis. Subsequently, redundant descriptors were discarded using the
squared cosine method. With a new matrix containing the most discriminative descriptors,
cluster analysis was performed. For this purpose, the genetic distance matrix was estimated
using the Euclidean distance (phenetic matrix). Cluster analysis was performed using the
UPGMA algorithm (cophenetic matrix). The kgs algorithm was used to estimate the optimal
number of groups in the dendrogram. The adjustment between the phenetic and cophenetic
matrices was estimated based on the cophenetic correlation. Based on the genotype grouping
pattern via kgs, the means and standard deviations of each of the variables within the groups
formed were estimated. The mean values for each group were also presented in radar graphs.
Using the most discriminative descriptors, the Shannon (H”) and Pielou (J’) diversity indices
were also estimated. Then, using the Anosim algorithm (similarity analysis), the diversity
indices between and within the groups were estimated. Finally, the most discriminative
descriptors were subjected to analysis of the relative importance of the variables. Using the
squared cosine method, 18 most discriminative descriptors were listed to perform the diversity
analyses. Eight statistically distinct groups were defined. It was found that the groups were very
heterogeneous, which may suggest that genetic diversity is not high. Group G3 grouped the
most productive genotypes in terms of dry leaf biomass (BFOs) production. In general, the
plants in this group had reduced height, many branches, shorter internodes of primary and
secondary branches, smaller petioles and a narrower crown projection area. The highest
diversity and worst performance for BFOs production were found in group G6, even though it
was a cluster formed by plants with large leaves, i.e., with a larger leaf area. In addition, it was
a group composed of genotypes with small petals, long internodes of primary branches, long
petioles and with many seeds per pod. The estimates of the indexes H’ = 2.22 and J* = 0.77
corroborated the results of the cluster analysis. Therefore, the genetic diversity of the UFRRJ
Periwinkle Working Collection was low to moderate. The similarity analysis (Anosim)
demonstrated that the highest diversity was found among the groups. Furthermore, it indicated
that the differences between the groups were significant. Descriptors linked to seeds (NSEVA),
branches (NRT), leaves (AFO) and production (BFOs) exerted greater relative importance in
the diversity analysis. It can be concluded, therefore, that the Periwinkle Working Collection
analyzed here has low to moderate genetic diversity.

Keywords: germplasm collection, total descriptors, multivariate statistics, phenotype, plant
breeding, medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

A espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don, chamada popularmente no Brasil de vinca
ou maria-sem-vergonha, tem o seu centro de origem na ilha de Madagascar (ALLORGE et al.,
2015; NEJAT et al., 2015). E uma espécie medicinal pertencente & familia Apocynaceae, com
2n = 2x = 16 cromossomos (GUIMARAES et al., 2012). As plantas da espécie apresentam
porte arbustivo, baixa estatura, rapido crescimento e sdo perenes, podendo alcancar até um
metro de altura, com raizes que se estendem até 70 cm de profundidade (NEJAT et al., 2015).

A vinca ¢ responsdvel pela producdo de diversos alcaloides antineoplésicos,
denominados TIAs (terpenoid indole alkaloids), com destaque para a vimblastina e vincristina.
O primeiro alcaloide, na forma de sulfato de vimblastina, ¢ usado no tratamento convencional
da doenca de Hodgkin’s, linfossarcoma, coriocarcinoma, neuroblastoma, carcinoma de mama
e pulmdes. J& o sulfato de vincristina ¢ utilizado no tratamento da leucemia em criangas,
leucemia linfocitica, doenca de Hodgkin’s, tumor de Wilkins, neuroblastoma e sarcoma de
células reticulares (ASLAM et al., 2010). A vincristina, é utilizada, principalmente, no
tratamento da leucemia aguda em criancas (KAUSHIK et al., 2017). No entanto, ¢ preciso
mencionar que estes metabodlitos secundarios ocorrem em baixissimas concentragdes nas folhas
de C. roseus (TYLER, 1988; MU et al., 2012; PROTA, 2015).

Por isso, existe uma demanda crescente sobre pesquisas que visam o melhoramento
genético da vinca. Para isso, € necessario, inicialmente, conhecer e estimar a diversidade
genética entre genotipos de C. roseus. Tendo em vista que o sucesso de um programa de
melhoramento reside, diretamente, na variabilidade do germoplasma disponivel, a estimacao
de sua diversidade faz-se essencial (REIS et al., 2015; CARENA, 2021). A elevada magnitude
da diversidade genética representa um recurso valioso no melhoramento de plantas, visto que o
sucesso na selecdo de gendtipos € alcancado quando se dispdoe de diversidade genética
(ALLARD, 1960).

Deste modo, € necessario avaliar a diversidade dos recursos genéticos disponiveis para
o melhoramento, uma vez que, ¢ imprescindivel que o germoplasma inicial apresente
diversidade genética. No intuito de se estimar a diversidade genética entre gendtipos, estes
devem ser caracterizados e avaliados. Tal caracterizagdo pode ser morfoagrondmica, pois
segundo Cruz et al. (2020), a analise da diversidade pode ser acessada através de diferencas
agrondmicas e morfologicas entre os genotipos analisados. Tais diferencas sdo quantificadas
em alguma medida de distancia (de dissimilaridade ou similaridade) capaz de expressar o grau
de diversidade genética.

A literatura reporta alta diversidade genética para vinca, tanto ao nivel molecular
(SHOKEEN et al., 2007; SHAW et al., 2009; QING et al., 2011; LAL et al., 2011; AMORIM
et al., 2023) quanto ao nivel quimico (CHUNG et al., 2011; ARSIH ef al., 2020). E provéavel
que a prevaléncia da alogamia como modo de reproducdo preferencial em vinca (AMORIM et
al., 2023) seja um fator decisivo na amplia¢do desta diversidade. Entretanto, Mishra et al.
(2001) ao estudarem a diversidade genética por meio de variaveis morfoagrondmicas entre 32
acessos de C. roseus relataram uma base genética estreita nas populagcdes do subcontinente
indiano e na regido asiatica vizinha. Sabe-se que uma populagdo de plantas com baixa
diversidade genética implica na redugdo da eficiéncia da selecdo e, assim, compromete o
programa de melhoramento genético.

Portanto, verifica-se a necessidade de implementacdo de estudos relacionados a
estimacao da diversidade genética através da aplicacdo de variaveis morfoagrondmicas. Tais
estudos contribuem de maneira significativa para o planejamento e desenvolvimento do
programa de melhoramento genético da vinca na UFRRJ.

Diante do exposto, objetivou-se conhecer e estimar a diversidade genética entre 79
genotipos da Colecao de Trabalho de vinca da UFRRJ.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Implantacdo da Cole¢do de Trabalho de vinca da UFRRJ

Para a implantacdo da Cole¢do de Trabalho de vinca da UFRRJ foram utilizadas
progénies (sementes) pertencentes ao Laboratério de Citogenética e Biologia Molecular de
Plantas (LCBMP), do Departamento de Agrotecnologias e Sustentabilidade (DATS), do
Instituto de Agronomia (IA), da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). O
referido Laboratorio dispde de sementes de autofecundacdo (AUT) e de polinizagdo aberta
(PAB) (Anexo 1).

No dia 13/07/2020, realizou-se a semeadura (Figuras 1A e 1B) de 20 sementes,
escolhidas aleatoriamente, por genitor materno, em bandejas de 200 células, com substrato
contendo hiimus de minhoca (composto por esterco bovino e carvao vegetal). Em média, as
sementes germinaram cerca de 20 dias apds a semeadura (Figura 1C). Quando as progénies
completaram 60 dias de idade (Figuras 1D e 1E), foi realizado o transplantio para sacos de 1
litro, previamente identificados e preenchidos com substrato na propor¢ao de 2:1 (solo e esterco
bovino curtido) (Figura 1F).

e 5
! 2

Figura 1. Plantio das sementes (progénies) de autofecundagdo e de polinizagdo aberta. A
Sementes de vinca. B) Plantio das sementes de vinca a 1 cm de profundidade em bandejas de
semeadura. C) Inicio da germinagdo, 20 dias apds a semeadura. D) Progénies de vinca com 60
dias de idade ainda nas bandejas de semeadura. E) Inicio do processo de transplantio mostrando
um genotipo de vinca com 60 dias de idade. F) Gendtipo de vinca ap6s o transplantio para saco
de 1 litro, identificado com um ntimero de acesso através da fixagdo de placa. G) Genotipo com
120 dias de idade. H) Vaso de oito litros, previamente identificado, com substrato na propor¢ao
de 1:1:1 (areia, terra e esterco bovino curtido). I e J) Plantio de gendtipos de vinca em vaso de
oito litros.

Quando as progénies completaram 120 dias de idade (Figura 1G), foi realizado o
preenchimento dos vasos de oito litros, previamente identificados, com substrato na propor¢ao
de 1:1:1 (areia, terra e esterco bovino curtido) (Figura 1H). Posteriormente, efetuou-se o plantio
dos genotipos de vinca (Figuras 11 e 1J). Ao todo, foi realizado o plantio de 80 genotipos, porém
UFRRIJ VIN050/45(PAB) apresentou problemas de ordem fitossanitéria e, assim, ndo faz mais
parte da Colecao de Trabalho. Sendo assim, a colecdao possui 79 gendtipos (Figura 2 e Anexo
2).
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Todas as 79 plantas foram dispostas com espagamento de 0,80 x 0,80 m, sem repeti¢des,
nao havendo delineamento estatistico. Desse modo, cada planta foi tratada como um acesso. Os
genotipos da Colegdo (Figura 2 e Anexo 2), além do niimero de acesso, por meio de placas
fixadas nos vasos, também possuem um nome de acesso. Este nome é composto da seguinte
forma: o nome de acesso UFRRJ VIN004/01(AUT) possui UFRRJ VIN004 como codigo do
genitor materno, 01 ¢ o niumero dentro da progénie e AUT significa que o genotipo UFRRJ
VIN004/01(AUT) ¢ oriundo de uma semente de autofecundagdo. Ja os genotipos advindos de
sementes de polinizagdo aberta foram identificados com o codigo PAB.

Figura. 2. Gen()tipos de C. roseus pertenent
DATS/IA/UFRRJ.

2.2. Localizacio do experimento e material vegetal

Os dados foram obtidos de 79 plantas de vinca pertencentes a Coleg¢do de Trabalho do
DATS/IA/UFRRIJ, em Seropédica (22°45" S; 43° 41' W), Rio de Janeiro, Brasil. As plantas
foram cultivadas sob telado em vasos de oito litros. As temperaturas minimas e maximas médias
no periodo de avaliagdo foram, respectivamente, 23,85 e 25,09°C e a umidade relativa média
foi de 71,27% (BRASIL, 2023).

2.3. Idealizacio e desenvolvimento dos descritores morfoagronéomicos

Apds a implementacdo da Colegdo de Trabalho, foram idealizados descritores
morfoagrondmicos para a caracterizagdo da espécie. Para isso, foi seguido as recomendacdes
sugeridas pelo Guidelines for the development of crop descriptor lists (BIOVERSITY
INTERNATIONAL, 2007). Dessa maneira, cada descritor foi composto por trés elementos
essenciais: um nome, capaz de descrever o atributo de forma simples e compacta; um estado,
capaz de expressar a caracteristica do atributo observado; e um método de mensuragao claro e
de facil entendimento. Na presente pesquisa, o elemento estado nao foi considerado, visto que
apenas descritores quantitativos foram considerados.
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Foram definidos ao todo 41 descritores morfoagrondmicos passiveis de aplicacio
(Tabela 1). Tais descritores abarcaram caracteres relativos aos frutos (vagens), sementes, flores,
folhas, caule e ramos. Para composi¢do da lista de descritores utilizou-se como referéncias:
Mishra et al. (2001), UPOV (2004), Kumar et al. (2007) e Flaschenriem (2016). Estes autores
utilizaram descritores morfoagrondmicos na espécie C. roseus. Vale ressaltar que o presente
trabalho também prop0s descritores inéditos para a cultura da vinca.

2.4. Caracterizacao morfoagronémica da Cole¢ao de Trabalho de vinca

Na caracterizagdo morfoagronomica, ao todo, foram feitos 3.239 registros, ou seja, 41
descritores quantitativos foram aplicados a 79 plantas de vinca de mesma idade. Os descritores
relativos a altura, comprimento, largura, area, diametro e angulo foram mensurados via analise
digital de imagem através do software ImageJ. As variaveis relacionadas a pesagem foram
obtidas mediante uso de balanga digital (Shimadzu, AUY 220, Japao). Ja para a obtencao do
peso seco de biomassa de folhas (BFOy) utilizou-se a balanca digital Bel, Mark 1300, Italia.

Tabela 1. Lista preliminar de descritores desenvolvidos para a vinca. A lista inclui o nome do
descritor e 0 método de mensuragao.

Descritores Quantitativos:

1. ALT - Altura da planta: mensurado (cm) entre a base do caule (solo) e o ramo mais alto
presente na planta.

2. PCO - Area de projecdo da copa (m?): obtida através da seguinte formula: [(PCOn + PCOs)
x (PCOIl + PCOo)] / 2, onde os descritores PCOn, PCOs, PCOI ¢ PCOo corresponderam aos
valores de projecdo nos sentidos Norte, Sul, Leste e Oeste, respectivamente. Para tal, cada
valor de projecdo (em m) deve ser mensurado a partir da regido central da base do caule até¢ a
projecdo maxima do ramo em cada sentido.

3. DCA - Diametro do caule principal: mensurado (cm) na regido do colo da planta, partindo
de uma altura de 5 cm da base do caule (solo).

4. DRP - Diametro de ramos primarios: mensurado (cm) na regido da base dos ramos
primarios.

5. DRS - Didmetro de ramos secundarios: mensurado (cm) na regido da base dos ramos
secundarios.

6. CENP - Comprimento médio de entren6 em ramos primarios: obtido pela média das
medidas efetuadas nos 3 ramos primdarios de maior comprimento, avaliando-se 6 entrends na
porcdo mediana de cada ramo primdrio. A média do comprimento do entren6 de ramos
primarios por planta (em cm) foi dada pela divisdo da soma de todos os entren6s mensurados
pelo nimero total de entrends avaliados.

7. CENS - Comprimento médio de entrend em ramos secundarios: obtido pela média das
medidas efetuadas nos 3 ramos secundérios de maior comprimento, avaliando-se 6 entrends
na por¢ao mediana de cada ramo secundario. A média do comprimento do entren6 de ramos
primarios por planta (em cm) foi dada pela divisdo da soma de todos os entrends mensurados
pelo niimero total de entrends avaliados.

8. NRB - Numero de ramos na base da planta: avaliado a partir da contagem dos ramos que
saem da base do caule.

9. NRBe20 - Numero de ramos entre a base da planta e altura de 20 cm: avaliado a partir da
contagem dos ramos que saem do caule principal entre a base da planta até a altura de 20 cm.
10. NRA»o. Numero de ramos acima da altura de 20 cm: avaliado a partir da contagem dos
ramos que saem do caule principal acima da altura de 20 cm.
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11. NRT - Numero de ramos totais por genotipo: obtido pela contagem do nimero total de
ramos da planta.

12. CPE - Comprimento médio do peciolo: obtido mediante a média do comprimento do
peciolo (cm), avaliado em 10 folhas completamente desenvolvidas por genotipo.

13. CFO - Comprimento médio foliar: obtido pela média do comprimento (cm) em 10 folhas
completamente desenvolvidas por genotipo.

14. LFO - Largura média foliar: obtida pela média da largura (cm) em 10 folhas
completamente desenvolvidas por genotipo.

15. AFO - Area média foliar: obtida através da média da 4rea (cm?) da superficie adaxial em
10 folhas completamente desenvolvidas.

16. BFOs - Produc¢ao de biomassa foliar seca: avaliado mediante a colheita de todas as folhas
por gendtipo. Apos a colheita, as folhas foram secas em estufa com circulagdo forgcada de ar
(Eletrolab EL 402, Brasil) a 47°C até peso constante. Logo apos a secagem, as folhas foram
pesadas, mediante uso de balanga digital, para obtengao do peso seco de biomassa de folhas

(g/gendtipo).

17. AIFC - Angulo médio de insercio da folha no caule: obtido pela média das medidas entre
a inser¢do da folha (peciolo) e o caule em 10 folhas completamente desenvolvidas por
gendtipo. A média do angulo de inser¢do da folha no caule (em graus) foi dada pela divisao
do valor da soma de todos os angulos aferidos pelo niumero total de folhas avaliadas.

18. NFLO - Numero de flores por gendtipo: obtido pela contagem do ntimero total de flores
produzidas pelo gendtipo.

19. CPET - Comprimento médio das pétalas: obtido pelo comprimento médio (cm) de 25
pétalas em 5 flores por gendtipo.

20. LPET - Largura média da pétala: obtido pela largura média (cm) das 25 pétalas em 5 flores
por gendtipo.

21. APET - Area média da pétala: deve ser obtido pela area média (cm?) das 25 pétalas em 5
flores por gendtipo.

22. DFLO - Diametro médio da flor: obtido a partir da média da distdncia (cm) entre duas
pétalas opostas em 5 flores por gendtipo.

23. AFLO - Area média da flor: obtida a partir da média da area da superficie ocupada de
todas as cinco pétalas mais a regido do halo em 5 flores por gendtipo.

24. DHLO - Diametro médio do halo: deve ser obtido através do diametro médio do halo (cm)
em 5 flores por genotipo.

25. CTCOLCA - Comprimento médio do tubo da corola mais calice: avaliado como
comprimento médio (cm) a partir da base do célice até¢ a extremidade final da corola em 5
flores por gendtipo.

26. NDA - Numero de dias para a antese: obtido pela contagem do nimero de dias entre o
plantio e a primeira antese por genotipo.

27. CO - Comprimento médio do ovario: obtido através do comprimento médio (cm) do ovério
em 5 flores por genotipo.

28. CEL - Comprimento médio do estilo: deve ser obtido através do comprimento médio (cm)
do estilo em 5 flores por gendtipo.

29. CEG - Comprimento médio do estigma: obtido através do comprimento médio (cm) do
estigma em 5 flores por gendtipo

30. CA - Comprimento médio das anteras: obtido através do comprimento médio (cm) das
cinco anteras em 5 flores por gendtipo.

31. CVA - Comprimento médio das vagens: obtido pelo comprimento médio (cm) de 5 vagens
por genoétipo.
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32. LVA - Largura média das vagens: obtida pela largura média da vagem (cm) na regido
central de 5 vagens por genoétipo.

33. PVA - Peso médio de vagens: obtido através da pesagem média de 5 vagens por gendtipo
através do uso de balanga digital.

34. NDF - Numero de dias para a frutificacao: obtido pela contagem do ntimero de dias entre
o plantio e o primeiro fruto formado por genoétipo.

35. CSE - Comprimento médio das sementes: obtido pelo comprimento médio (cm) de 20
sementes por genotipo.

36. LSE - Largura média das sementes: deve ser obtida através da largura média das sementes
(cm), mensurada na regiao central de 20 sementes por genotipo.

37. ASE - Area média das sementes: obtida a partir da drea média (cm?) de 20 sementes por
genotipo.

38. NSEVA - Nimero médio de sementes por vagem: obtido pela média do nimero total de
sementes produzidas em 5 vagens por gendtipo.

39. P100SE - Peso de 100 sementes: mensurado através da pesagem de 100 sementes (g) em
balanca digital.

40. PTSE - Peso total de sementes por genotipo: mensurado através da pesagem de todas as
sementes produzidas por genotipo (g), mediante uso de balanga digital.

41. NDG - Numero de dias para a germinagdo: obtido pela contagem do nimero de dias entre
o plantio e a germinacdo das sementes por gendtipo.

2.5. Analises estatisticas

Inicialmente, por meio dos registros, anotou-se o valor médio, minimo e maximo,
estimou-se a amplitude, desvio padrio e coeficiente de variagdo. Em seguida, foi verificada a
normalidade multivariada dos dados tanto para assimetria quanto para curtose através do teste
de Mardia (MARDIA, 1970). Posteriormente, todos os descritores foram padronizados
dividindo-se o valor observado pelo desvio-padrdo da varidvel correspondente. De posse da
nova matriz, os dados foram submetidos ao método do cosseno quadrado. Neste método,
descritores posicionados acima da contribui¢do média esperada foram considerados os mais
discriminantes. Isso indica que a varidvel tem uma contribuicdo acima da média para a
variabilidade explicada pelos componentes principais (MACHADO et al., 2018; ADU et al.,
2020). Por outro lado, descritores abaixo da contribuigdo média esperada foram descartados por
exibirem uma contribui¢do abaixo da média para a variabilidade explicada. Em suma, este
método mostra a importancia de um componente para uma dada observacdo (ABDI &
WILLIAMS, 2010).

Apods o descarte de descritores foi construida uma nova matriz de dados, a qual foi
submetida a analise de agrupamento. Para isso, estimou-se a matriz de distancia genética através
da distancia Euclidiana. A anélise de agrupamento foi realizada através do algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Groups Method with Arithmetic Mean) (SOKAL & MICHENER, 1958).
Para estimar o numero 6timo de grupos no dendrograma foi utilizado o algoritmo de Kelley-
Gardner-Sutcliffe (kgs) (KELLEY et al., 1996). O ajuste entre as matrizes fenética e cofenética
foi estimado a partir da correlacao cofenética (SOKAL & ROHLF, 1962), utilizando o teste de
Mantel com 1000 permutacdes (MANTEL, 1967).

Com base no nimero de grupos obtidos via Kelley et al. (1996) foram estimados as
médias e os desvios-padrdes de cada uma das variaveis dentro dos grupos formados. Os valores
médios para cada grupo também foram apresentados em graficos do tipo radar. Utilizando-se
os mesmos descritores mais discriminantes, foram estimados também os indices de diversidade
de Shannon (H’) (SHANNON, 1948) e de Pielou (J’) (PIELOU, 1966). Em seguida, via
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algoritmo Anosim (andlise da similaridade) (CLARKE & GREEN, 1988), foram estimados os
indices de diversidade entre e dentro dos grupos.

Por fim, os descritores mais discriminantes foram submetidos a analise de importancia
relativa das variaveis, conforme Singh (1981). Nesta analise, os resultados foram apresentados
em graficos do tipo barra com o percentual de cada descritor na contribui¢do para a diversidade
genética entre os genotipos analisados.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no Programa R, versdo 4.2.3 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2023).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Idealizagdo e desenvolvimento dos descritores morfoagrondomicos

Inicialmente, na presente pesquisa, foram propostos 41 descritores morfoagronomicos
para composicao da lista de descritores utilizada na caracterizagdo dos genotipos de vinca. Ao
todo foram retirados da literatura 24 descritores morfoagrondmicos (Tabela 2). Além destes 24
descritores, buscou-se ineditismo com a proposi¢ao de outros 17 descritores (Tabela 2). Vale
salientar que alguns descritores aqui utilizados se repetiam nos trabalhos de Mishra et al.
(2001), UPOV (2004), Kumar et al. (2007) e Flaschenriem (2016). Apds consulta a esses
autores, observou-se que certos descritores eram passiveis de divergéncia de interpretagdo e,
em outros, ndo havia variabilidade genética para o carater nos 79 genotipos de vinca analisados.
Portanto, ndo foram considerados para compor a lista de descritores (Tabela 2).

Todos os 41 descritores morfoagrondmicos foram registrados pelo seu valor exato,
conforme o Bioversity International (2007).

Tabela 2. Descritores morfoagrondmicos retirados da literatura e propostos em carater de
ineditismo utilizados na caracterizacao de 79 gendtipos de vinca.

Descritores quantitativos Referéncias
Altura da planta (ALT), diametro do caule principal (DCA),
numero de ramos totais por genotipo (NRT), comprimento médio
do peciolo (CPE), area média foliar (AFO), didmetro médio da flor
(DFLO), comprimento médio do tubo da corola mais o calice
(CTCOLCA), comprimento médio do estilo (CEL), comprimento
médio das anteras (CA), comprimento médio das vagens (CVA),
comprimento médio das sementes (CSE) e peso de 100 sementes
(P100SE).

Altura da planta (ALT), comprimento médio do peciolo (CPE),
comprimento médio foliar (CFO), largura média foliar (LFO), UPOV (2004).
didmetro médio da flor (DFLO) e largura média da pétala (LPET).

Altura da planta (ALT), diametro do caule principal (DCA),
numero de ramos totais por gen6dtipo (NRT), comprimento médio
do peciolo (CPE), comprimento médio foliar (CFO), largura média
foliar (LFO), area média foliar (AFO), diametro médio da flor
(DFLO), comprimento médio da pétala (CPET), largura média da
pétala (LPET), area média da pétala (APET), NFLO - numero de
flores por planta (NFLO), comprimento médio do tubo da corola
mais o calice (CTCOLCA), comprimento médio do estilo (CEL),
comprimento médio das anteras (CA), comprimento médio do
ovario (CO), comprimento médio das vagens (CVA), largura

Mishra et al. (2001).

Kumar et al. (2007).
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média das vagens (LVA), comprimento médio das sementes
(CSE), nimero médio de sementes por vagem (NSEVA), peso de
100 sementes (P100SE) e produgdo de biomassa foliar seca
(BFOsy).

Altura da planta (ALT), comprimento médio foliar (CFO), largura

média foliar (LFO), diametro médio da flor (DFLO), comprimento

médio da pétala (CPET), largura média da pétala (LPET), nimero  Flaschenriem (2016).
de flores por planta (NFLO), diametro médio do halo (DHLO) e

peso total de sementes por gendtipo (PTSE).

Comprimento médio de entrené6 em ramos primarios (CENP),
comprimento médio de entren6 em ramos secundarios (CENS),
nimero de ramos na base da planta (NRB), nimero de ramos entre
a base da planta e altura de 20 cm (NRBge20), nimero de ramos acima
da altura de 20 cm (NRA2o), didmetro de ramos priméarios (DRP),
didmetro de ramos secundarios (DRS), area de projecdo da copa
(PCO), angulo médio de inser¢do da folha no caule (AIFC), area
média da flor (AFLO), comprimento médio do estigma (CEQG),
largura média das sementes (LSE), area média das sementes (ASE),
peso médio de vagens (PVA), nimero de dias para germinacao
(NDG), nimero de dias para a antese (NDA) e nimero de dias para
frutificagao (NDF).

Inéditos.

3.2. Caracterizacao morfoagronéomica da Colecao de Trabalho de vinca

Com base no teste de Mardia (MARDIA, 1970), os dados seguiram uma distribuicao
normal multivariada. A suposi¢ao de normalidade dos dados amostrais ou experimentais ¢ uma
condi¢do exigida para a realizagdo de muitas inferéncias validas a respeito de parametros
populacionais (CANTELMO & FERREIRA, 2007). Dessa maneira, procedeu-se com a analise
descritiva observada na Tabela 3.

A Tabela 3 mostra os resultados da caracterizacdo dos gen6tipos de C. roseus. A média
de producao de biomassa de folhas secas (BFOs) na populagdo analisada foi estimada em 14,04
g £ 3,57 g. O valor minimo de BFOs (7,16 g) foi observado no gendtipo UFRRJ
VIN062/67(PAB). Por outro lado, UFRRJ VIN004/05(PAB) produziu 22,40 g de BFOs (valor
maximo). Este ultimo genodtipo acumulou cerca de 3,12 vezes mais BFOs do que UFRRJ
VIN062/67(PAB). Entre estes dois gendtipos foi verificado uma elevada amplitude de 15,24 g
de BFO:.

A média de BFOs da populagdo de plantas estudada (Tabela 3) foi inferior aos resultados
obtidos por Sharma et al. (2012). Tais autores observaram em 197 linhagens endogamicas de
vinca um peso seco médio foliar de 38,20 g+ 1,27 g. Contudo, vale ressaltar que estes gendtipos
jé estdo em processo de melhoramento e foram cultivados no campo. Ja na presente pesquisa,
os genotipos foram cultivados em vasos de oito litros. Naeem et al. (2015) também estimaram
o peso seco foliar em plantas de C. roseus. A média de BFOs do presente estudo (Tabela 3) foi
mais proxima dos obtidos por Naeem et al. (2015), isto ¢, quando as plantas também foram
cultivadas em vasos.

Entre as plantas da Colegdo de Trabalho analisadas, ateng¢ao especial deve ser dada ao
comprimento médio das folhas, ou seja, CFO. Convém destacar que a média geral de CFO (6,69
cm - Tabela 3) foi superior aos resultados obtidos por Kumar et al. (2007), Chen et al. (2017),
Gupta et al. (2020), Paula et al. (2021), Ravikumar e Dhatt (2023) e Soares et al. (2024). Nestes
trabalhos o comprimento médio foliar foi estimado em 3,50, 5,08, 3,28, 6,28, 4,63 ¢ 6,19 cm,
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respectivamente. O comprimento médio foliar do hibrido de vinca PAS1053044 foi estimado
em 7,00 cm (FLASCHENRIEM, 2016). Nota-se, portanto, que o germoplasma aqui analisado
possui folhas maiores em relagdo aos trabalhos consultados, com excecdo feita apenas ao
hibrido PAS1053044.

Tabela 3. Analise estatistica descritiva referente aos 41 descritores quantitativos utilizados na

caracterizacao de 79 gendtipos de vinca.

Variaveis Média Minimo Maximo Amplitude Desvio padrio CV (%)
ALT 41,71 20,21 59,65 39,44 9,25 22,18
PCO 0,17 0,05 0,37 0,32 0,07 42,22
DCA 0,74 0,51 1,02 0,51 0,12 15,79
DRP 0,41 0,25 0,81 0,57 0,10 24,67
DRS 0,25 0,12 0,42 0,29 0,05 21,50
CENP 2,45 1,29 3,74 2,45 0,53 21,81
CENS 1,64 1,08 2,85 1,77 0,35 21,04
NRB 4,80 2,00 12,00 10,00 1,85 38,55
NRsge20 3,41 0,00 9,00 9,00 2,16 63,36
NRA20 7,91 1,00 17,00 16,00 3,25 41,14
NRT 16,09 6,00 27,00 21,00 4,58 28,47
CPE 0,75 0,32 1,32 1,01 0,25 32,93
CFO 6,69 4,55 9,77 5,22 0,99 14,78
LFO 3,08 2,28 4,55 2,27 0,49 16,05
AFO 17,27 10,95 24,04 13,09 3,91 22,65
BFOs 14,04 7,16 22,40 15,24 3,57 25,39
AIFC 53,14 31,37 79,62 48,25 9,80 18,44
NFLO 22,71 8,00 65,00 57,00 10,12 44,55
CPET 1,84 1,11 2,56 1,46 0,29 15,90
LPET 1,63 0,95 2,26 1,31 0,31 18,97
APET 2,05 0,83 3,99 3,15 0,68 33,16
DFLO 3,48 2,11 4,83 2,72 0,54 15,55
AFLO 8,38 3,18 16,57 13,39 2,99 35,69
DHLO 0,31 0,17 0,45 0,28 0,06 18,25
CTCOLCA 3,76 2,84 4,55 1,71 0,35 9,43
NDA 100,97 70,00 116,00 46,00 10,50 10,40
CO 0,30 0,21 0,51 0,30 0,06 20,17
CEL 2,49 1,63 2,98 1,35 0,29 11,71
CEG 0,17 0,11 0,19 0,08 0,02 9,71
CA 0,27 0,19 0,37 0,19 0,03 12,92
CVA 2,16 0,95 3,77 2,83 0,63 29,01
LVA 0,32 0,13 0,52 0,39 0,07 23,13
PVA 0,14 0,06 0,28 0,22 0,04 26,96
NDF 115,43 84,00 130,00 46,00 9,05 7,84
CSE 0,23 0,19 0,28 0,08 0,02 8,10
LSE 0,13 0,11 0,17 0,06 0,01 7,65
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Continua.

Variaveis Média  Minimo Maximo Amplitude Desvio padrio CV (%)

NSEVA 26,88 9,80 48,20 38,40 7,57 28,16
P100SE 0,12 0,04 0,22 0,18 0,03 21,22
PTSE 0,26 0,11 0,66 0,55 0,10 40,40
NDG 19,80 7,00 38,00 31,00 7,58 38,28

Legenda: ALT - altura da planta, PCO - area de projecao da copa, DCA - diametro do caule
principal, DRP - didmetro de ramos primarios, DRS - didmetro de ramos secundarios, CENP —
comprimento médio de entrend em ramos primarios, CENS - comprimento médio de entrend
em ramos secundarios, NRB - nimero de ramos na base da planta, NRge2o - nimero de ramos
entre a base da planta e altura de 20 cm, NRA»p - nimero de ramos acima da altura de 20 cm,
NRT - niamero de ramos totais por gendtipo, CPE - comprimento médio do peciolo, CFO -
comprimento médio foliar, LFO - largura média foliar, AFO - area média foliar, BFOs -
producdo de biomassa foliar seca, AIFC - angulo médio de inser¢ao da folha no caule, NFLO -
numero de flores por planta, APET - area média da pétala, CPET - comprimento médio da
pétala, LPET - largura média da pétala, DFLO - didmetro médio da flor, AFLO - drea média da
flor, DHLO - diametro médio do halo, CTCOLCA - comprimento médio do tubo da corola mais
o calice, NDA - numero de dias para a antese, CO - comprimento médio do ovario, CEL -
comprimento médio do estilo, CEG - comprimento médio do estigma, CA - comprimento médio
das anteras, CVA - comprimento médio das vagens. LVA - largura média das vagens, PVA -
peso médio de vagens, NDF - numero de dias para frutificagdo, CSE - comprimento médio das
sementes, LSE - largura média das sementes, ASE - drea média das sementes, NSEVA - nimero
médio de sementes por vagem, P100SE - peso de 100 sementes, PTSE - peso total de sementes
por gendtipo, NDG - niimero de dias para germinagdo e CV - Coeficiente de variagdo (%).

A média geral da largura foliar (LFO) foi estimada em 3,08 cm (Tabela 3). Este valor
foi superior aos observados por Kumar et al. (2007), Flaschenriem (2016), Chen et al. (2017),
Gupta et al. (2020), Ravikumar e Dhatt (2023) e Soares et al. (2024). Quatro cultivares
ornamentais de C. roseus exibiram média geral de largura foliar igual a 3,08 cm (PAULA et
al.,2021). Dessa maneira, ¢ possivel inferir que a média geral de LFO da Cole¢ao de Trabalho
da UFRRJ foi superior aos trabalhos mencionados e igual a de cultivares ornamentais
melhoradas e disponiveis para o plantio.

Ainda no que se refere as folhas, destaca-se a drea média foliar (AFO). A média geral
deste caractere foi estimada em 17,27 cm? (Tabela 3). Na literatura, verificaram-se valores
médios de area foliar em vinca bem abaixo da média geral de AFO aqui obtida. Os trabalhos de
Mishra et al. (2001), Rai et al. (2001), Kumar ef al. (2007), Singh e Dwivedi (2010), Naeem et
al. (2015), Chen et al. (2017), Naeem et al. (2019) e Soares et al. (2024) corroboram esse relato.
Em apenas dois trabalhos os valores médios de area foliar foram superiores aos nossos
resultados. Sendhilnathan et al. (2016) e Paula et al. (2021) encontraram valores médios de area
foliar em plantas de C. roseus iguais a 18,96 e 18,00 cm? respectivamente. Portanto,
possivelmente, a ocorréncia de folhas grandes em C. roseus tem ocorréncia um tanto quanto
restrita entre as plantas.

Na Colecao de Trabalho da UFRRJ uma planta de vinca alcangou, no méximo, 59,65
cm de altura (ALT) (Tabela 3). Mishra et al. (2001), Rai et al. (2001), Kumar et al. (2007),
Singh e Dwivedi (2010) e Ravikumar e Dhatt (2023) observaram as seguintes médias para a
altura de planta em C. roseus: 74,00, 63,40, 63,40, 73,00 e 57,46 cm, respectivamente. Portanto,
foram genotipos mais altos quando comparados com a média geral de ALT (41,71 cm - Tabela
3). Porém, na literatura foram observadas plantas de vinca ainda mais baixas, a saber: 29,00 cm
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(FLASCHENRIEM, 2016), 26,57 cm (SOARES et al., 2024) ¢ 25,04 cm (PAULA et al.,2021).
Isto exemplifica a existéncia de gendtipos de vinca com alturas de plantas bem distintas.

A 4rea de projecio da copa das plantas (PCO) variou de 0,05 a 0,37 m? (Tabela 3). A
média geral de PCO foi estimada em 0,17 m2. O genotipo UFRRJ VIN005/06(PAB), com a
menor PCO (0,05 m?), alcangou 28,46 cm de ALT, ou seja, possui altura abaixo da média geral
da populacao (Tabela 3). Ja o gendtipo UFRRJ VIN061/63(PAB), com o valor maximo de PCO
(0,37 m?), apresentou ALT (46,92 cm) acima da média geral (41,71 cm - Tabela 3). Portanto,
parece haver uma tendéncia de que plantas mais baixas exibem menor area de projecao da copa.

Na Tabela 3, ¢ possivel observar que a média geral e o valor maximo do numero de
ramos totais (NRT) foram de 16,09 e 27,00 ramos, respectivamente. Kumar et al. (2007)
verificaram 45 ramos totais no mutante de vinca //i, cultivado em condigdes de campo. A média
do nimero de ramos por planta em um genotipo silvestre de C. roseus, cultivado em vasos, foi
de 26,70 ramos (RAI et al., 2001). O gendtipo elite de C. roseus, chamado Dhawal, mantido
em vasos, produziu, em média, 23,60 ramos totais (KULKARNI & BASKARAN, 2014). As
médias do NRT no mutante //i, no genotipo silvestre € no Dhawal foram acima da média geral
da colegdo de plantas aqui estudadas (16,09 ramos - Tabela 3). Neste caso, em média, os
genotipos da presente pesquisa tendem a ser menos ramificados.

A média geral do comprimento médio de entrend de ramos primarios (CENP) foi igual
a 2,45 cm (Tabela 3). Kumar et al. (2007) observaram em um genotipo silvestre de vinca
comprimento de entrené igual a 2,10 cm. Ravikumar e Dhatt (2023), Rai et al. (2001) e Gupta
et al. (2020) encontraram comprimentos médios de entrend de 2,10, 0,76 ¢ 1,88 cm em C.
roseus, respectivamente. Com base nos resultados dos autores supracitados, pode-se concluir,
de maneira geral, que as plantas aqui analisadas possuem entrends compridos.

O didmetro do caule principal (DCA) variou entre 0,51 e 1,02 cm. Sua média geral foi
estimada em 0,74 cm (Tabela 3). Na literatura, foram observados genotipos de C. roseus com
diametros de caule mais espessos, a saber: 1,20 cm (RAl et al., 2001), 1,32 cm (KUMAR et al.,
2007) e 2,03 cm (GUPTA et al., 2020). Assim, ¢ possivel concluir que, de modo geral, as
plantas da Cole¢do de Trabalho da UFRRJ possuem caule principal menos espesso.

A literatura reporta didmetros médios de flores de vinca estimados em 5,40 cm
(FLASCHENRIEM, 2016), 4,55 cm (RAVIKUMAR & DHATT, 2023), 3,70 cm (MISHRA et
al., 2001) e 4,03 cm (KUMAR et al., 2007). Neste caso, tais flores foram maiores quando
comparadas com a média geral do DFLO (3,48 cm - Tabela 3). O didmetro da flor no gendtipo
CIMAPS866 (CIM-Sushil), com alta concentragdo de vindolina nas folhas, foi estimado em 2,50
cm (GUPTA et al., 2020) e, assim, abaixo da média geral do DFLO (Tabela 3). Portanto, existe
uma tendéncia de que, em média, as flores da Cole¢ao de Trabalho da UFRRJ sejam pequenas.
Porém, ainda assim, foram maiores que as flores de CIMAP866 (CIM-Sushil).

Na Colegao de Trabalho da UFRRJ uma planta de vinca pode, no méaximo, produzir
48,20 sementes por vagem (NSEVA), 0,22 g de peso de 100 sementes (P100SE) e 0,66 g de
peso total de sementes (PTSE) (Tabela 3). O valor méximo do peso médio de vagem (PVA) foi
verificado no gen6tipo UFRRJ VINO075/77(PAB), o qual também exibiu a maxima produgao
de NSEVA (48,20 sementes). Por outro lado, em UFRRJ VIN029/32(PAB) observou-se valores
minimos para PVA (0,06 g) e NSEVA (9,80 sementes). Portanto, ¢ provavel que o PVA seja
muito influenciado pelo nimero de sementes contidas no interior das vagens (NSEVA).

A média geral obtida para o NSEVA (26,88 sementes - Tabela 3) foi superior aos
resultados observados na literatura. Rai et al. (2001), Kumar et al. (2007), Gupta et al. (2020)
e Ravikumar e Dhatt (2023) encontraram as seguintes médias: 16,00, 12,00, 15,00 e 24,10
sementes por vagem. Assim, € possivel inferir que as vagens da colecdo aqui estudada
produziram um nimero elevado de sementes.

Os coeficientes de variagdo (CV) foram estimados em cada um dos 41 descritores
quantitativos (Tabela 3). O CV auxilia na deteccao dos descritores que mais € menos variaram
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e permite realizar inferéncias acerca da variabilidade fenotipica (REIS et al., 2015). Dez
descritores (NRB, NRpe2o, NRA2, PCO, CPE, NFLO, APET, AFLO, PTSE e NDG)
apresentaram o CV superior a 30% (Tabela 3). O CV da variavel BFO; foi estimado em 25,39%.
E possivel inferir, portanto, que onze descritores (NRB, NRge2o, NRA29, PCO, CPE, NFLO,
APET, AFLO, PTSE, NDG e BFOjs) exibiram maior variagdo. Sabe-se que o sucesso de um
programa de melhoramento genético reside, diretamente, na diversidade do germoplasma
disponivel. Por outro lado, o baixo CV obtido nos descritores CTCOLCA, CEG, NDF, CSE e
LSE (Tabela 3) sugere reduzida fonte de variagdo e certa dificuldade na selecao das referidas
variaveis.

3.3. Definicao dos descritores a serem utilizados nas analises da diversidade

Com base nos resultados obtidos no método do cosseno quadrado (Figura 3), dos 41
descritores quantitativos analisados, 18 descritores foram elencados para proceder as analises
da diversidade genética, visto que apresentaram uma contribuicdo acima da média para a
variabilidade explicada pelos componentes principais. Sao eles: APET - area média da pétala,
CPET - comprimento médio da pétala, LPET - largura média da pétala, DFLO - didmetro médio
da flor, AFLO - area média da flor, CPE - comprimento médio do peciolo, CEL - comprimento
médio do estilo, ALT - altura da planta, NRT - nimero de ramos totais por genotipo, CENP -
comprimento médio de entrend em ramos primarios, CTCOLCA - comprimento médio do tubo
da corola mais o calice, BFOs - producao de biomassa foliar seca, NSEVA - nimero médio de
sementes por vagem, PCO - area de proje¢do da copa, CO - comprimento médio do ovario,
CENS - comprimento médio de entren6 em ramos secundarios, AFO - drea média foliar e NRB
- nimero de ramos na base da planta (Figura 3).

Os 18 descritores mais discriminativos contemplaram as seguintes partes da planta:
caule (ALT), ramos (NRT, NRB, CENP, CENS, PCO), folhas (CPE, AFO, BFOs), flores
(APET, CPET, LPET, DFLO, AFLO, CTCOLCA, CEL, CO) e sementes (NSEVA).

Contribution of variables to Dim-1-2

Contributions (%)
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Figura 3. Contribuicdo relativa individual de 41 descritores morfoagrondmicos, calculada pelo
método do cosseno quadrado, mensurados em plantas de C. roseus cultivadas em vasos de oito
litros, dispostos em telado, no municipio de Seropédica-RJ. Legenda: APET - area média da
pétala, CPET - comprimento médio da pétala, LPET - largura média da pétala, DFLO - diametro
médio da flor, AFLO - area média da flor, CPE - comprimento médio do peciolo, CEL -
comprimento médio do estilo, ALT - altura da planta, NRT - niimero de ramos totais por
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gendtipo, CENP - comprimento médio de entren6 em ramos primarios, CTCOLCA -
comprimento médio do tubo da corola mais o célice, BFOs - produgao de biomassa foliar seca,
NSEVA - nimero médio de sementes por vagem, PCO - area de projecdo da copa, CO -
comprimento médio do ovario, CENS - comprimento médio de entrené em ramos secundarios,
AFO - 4rea média foliar, NRB - nimero de ramos na base da planta, LFO - largura média foliar,
CFO - comprimento médio foliar, CA - comprimento médio das anteras, NRA2o - nimero de
ramos acima da altura de 20 cm, NDG - numero de dias para germina¢do, DCA - didmetro do
caule principal, LSE - largura média das sementes, AIFC - angulo médio de insercao da folha
no caule, P100SE - peso de 100 sementes, NRge2o - nimero de ramos entre a base da planta e
altura de 20 cm, CEG - comprimento médio do estigma, NDF - nimero de dias para frutificagao,
NDA - nimero de dias para a antese, PVA - peso médio de vagens, NFLO - numero de flores
por planta, PTSE - peso total de sementes por genotipo, DRS - didmetro de ramos secundarios,
LVA - largura média das vagens, CVA - comprimento médio das vagens, ASE - drea média das
sementes, DHLO - didmetro médio do halo, CSE - comprimento médio das sementes ¢ DRP -
diametro de ramos primarios.

3.4. Analise de agrupamento

Na andlise de agrupamento, verificou-se que as matrizes fenética e cofenética
apresentaram uma boa correspondéncia. O coeficiente de correlacdo cofenética entre as
referidas matrizes foi estimado em 0,72, significativo a 1% de probabilidade pelo teste de
Mantel (MANTEL, 1967). De acordo com Rohlf (1970), valores de correlagdo cofenética
superiores a 0,70 indicam um bom ajuste entre as matrizes originais de distancia e a andlise de
agrupamento resultante.

Com base no dendrograma (Figura 4) ¢ possivel observar que as medidas de
dissimilaridades variaram de 1,70 a 7,06. A menor dissimilaridade ocorreu entre os gendtipos
UFRRIJ VIN062/69(PAB) e UFRRJ VIN069/72(PAB), ambos do grupo G7, com distancia de
1,70. Enquanto a méaxima dissimilaridade (7,06) foi observada entre os grupos G1 e G2 com
todos os demais gendtipos (Figura 4). Uma vez estimada a distancia genética entre os genotipos
estudados, foram utilizadas as andlises de agrupamento com o intuito de se reunir genotipos
semelhantes e separar os dissimilares. Dessa forma, espera-se homogeneidade dentro e
heterogeneidade entre os grupos formados (SNEATH & SOKAL, 1973).

A diversidade genética pode ser analisada pela verificagdo do nimero de grupos de
plantas formados no dendrograma. Estes grupos sdo analisados quanto ao seu tamanho em
relagdo ao niamero de plantas alocadas. Por meio do algoritmo de Kelley-Gardner-Sutcliffe (kgs)
(KELLEY et al., 1996) determinou-se, no dendrograma, o nimero de grupos o6timos. Foi
observado a formag¢do de oito grupos estatisticamente distintos (Tabela 4 e Figura 4). Vale
ressaltar que o grupo G7, agrupou 38 plantas, representando 48,10% dos 79 genotipos aqui
analisados. Também foi possivel observar que os grupos nao foram homogéneos (Tabela 4 ¢
Figura 4). A formagao de grupos muito heterogéneos pode sugerir que a diversidade ndo seja
alta.
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A partir do dendrograma (Figura 4) ¢ possivel inferir que houve uma tendéncia das
progénies oriundas de um mesmo genitor materno agrupar-se no mesmo grupo. Isto foi
verificado especialmente para os genitores UFRRJ VINOO7, UFRRJ VIN044, UFRRJ VINO13,
UFRRJ VIN060, UFRRJ VINO61, UFRRJ VIN062 ¢ UFRRJ VINO15. Os genitores maternos
UFRRJ VIN060, UFRRJ VIN062, UFRRJ VINO13 exibiram todas as suas cinco progénies no
grupo G7 e UFRRJ VINO044 no G4.

Shokeen et al. (2007) observaram que os acessos de C. roseus originarios da India
agruparam-se em dois subgrupos (IIA e IIB), enquanto os acessos de outros paises formaram
um subgrupo diferente (IID), e as cultivares ornamentais foram agrupadas em outro subgrupo
(IIC). Mishra et al. (2001) utilizaram caracteres morfoagronomicos para acessar a diversidade
genética entre 32 genotipos de vinca de areas climaticamente diferentes do subcontinente
indiano. Foram formados cinco grupos e os acessos provenientes de climas tropicais tenderam
a se separar daqueles originarios de ambientes subtropicais a semitemperados. Portanto, a
hipdtese para a formagdo dos grupos nos trabalhos de Shokeen ef al. (2007) e Mishra et al.
(2001) foi a origem dos acessos. De acordo com Cruz et al. (2020), a analise de agrupamento
permite formular e testar hipdteses sobre as causas da aglomeragao ou dispersao de individuos.

Tabela 4. Distribuicdo de 79 genétipos de vinca em oito grupos estatisticamente distintos
obtidos em andlise de agrupamento utilizando a distancia Euclidiana e o método UPGMA.

Grupos Numero de genétipos nos grupos Percentual de genétipos nos grupos (%)

Gl 2 2,53
G2 2 2,53
G3 12 15,19
G4 8 10,13
G5 5 6,33
G6 3 3,80
G7 38 48,10
G8 9 11,39
Total 79 100,00

3.5. Padrées de agrupamento dos genétipos em relacio aos descritores morfoagronémicos

Os padrdes de agrupamento sao mostrados pela interpretacdo do heatmap (Figura 4) e
dos graficos radar (Figura 5). Na Tabela 5 sdo apresentadas as médias e desvios-padrdes das 18
variaveis morfoagrondmicas dentro dos oito grupos formados.

As caracteristicas marcantes dos genotipos pertencentes ao grupo G1 revelam plantas
de folhas grandes, pouco ramificadas na base, menor area de proje¢do da copa e com flores
grandes, porém o tamanho do tubo da corola mais célice, estilo e ovarios foram pequenos
(Figuras 4 e 5). Estes padroes também podem ser verificados com base nas menores médias
constatadas para o NRB (3,00 ramos), PCO (0,09 m?), CTCOLCA (2,96 cm), CEL (2,04 cm) e
CO (0,23 cm), e na maior média para a AFO (Tabela 5), o que reforca o padrdao de folhas
grandes no grupo GI.

Mishra et al. (2001) também observaram padrdes dentro dos grupos formados, os quais
foram denominados 'A', 'B', 'C', 'D' e 'E'. O grupo 'B' exibiu a maior média de area foliar e,
portanto, foi um grupo composto por plantas de vinca com folhas maiores em relagao aos grupos
'A','C','D' e 'E'. Vale ressaltar que a média da referida variavel no grupo 'B' (11,00 + 0,90 cm?)
foi inferior a média de AFO (24,42 cm? - Tabela 5) observada no grupo G1 do presente trabalho.
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Figura 5. Médias das 18 varidveis morfoagrondmicas mensuradas em 79 genotipos de C.
roseus, distribuidas em oito grupos através da técnica de Kelley et al. (1996). Legenda: ALT -
altura da planta, NRB - niimero de ramos na base da planta, NRT - nimero de ramos totais,
CENP - comprimento médio de entrend em ramos primarios, CENS - comprimento médio de
entrend em ramos secunddrios, PCO - area de projecdo da copa, CPE - comprimento médio do
peciolo, AFO - area média foliar, BFOs - producdo de biomassa de folhas secas, CPET -
comprimento médio da pétala, LPET - largura média da pétala, APET - 4drea média da pétala,
CTCOLCA - comprimento médio do tubo da corola mais célice, AFLO - area média da flor,
DFLO - didmetro médio da flor, CEL - comprimento médio do estilo, CO - comprimento médio
do ovario e NSEVA - nimero médio de sementes por vagem.

As plantas pertencentes ao grupo G2 exibiram entrends de ramos secundarios
compridos, muitos ramos totais, boa producao de BFOs e flores grandes (Figuras 4 e 5). Entre
os oito grupos formados, foi o grupo G2, que exibiu as maiores médias para as variaveis CPET,
LPET, APET, DFLO, AFLO e CENS, a saber: 2,43 ¢cm, 2,07 cm, 3,52 cm?, 4,51 cm, 14,60 cm?
e 2,52 cm, respectivamente (Tabela 5). No grupo G2, a média destes seis descritores foi acima
da média geral da populacao (Tabela 3). Flores grandes de vinca foram um padrao verificado
em dois ('B' e 'C'") dos cinco grupos no trabalho de Mishra et al. (2001).
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Tabela 5. Médias e desvios-padroes das 18 variaveis morfoagronomicas mensuradas em 79 gendtipos de C. roseus distribuidas em oito grupos
definidos a partir da técnica de Kelley et al. (1996).

Médias + Desvio Padrao

Variaveis Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
ALT 4435+ 1,77 4605+502 32,09+£509 3550£509 29.06+632 4586+3.83 4475+7.92 5134+ 446
NRB 3.00£0,00 500141 742188  588+203 540167 500173  411£098  322+0,67
NRT 15,00£2,.83  19,50+£2,12 2225+2,67 18,88=1,55 1640=518 14332252 13,76+3.94 15,11=2,89
CENP 192039  260+0,17  183+030 223+046 236+052  3.01:033  2.63+050  2.62+036
CENS 174+030  252+032 132+0,13  160+022 142+018 182+047 161+£021  2,12+037
PCO 0.09+002  0,15£0,01  0,09+£0,04 020009 0,13£0,05 019004 0,18+£006 021009
CPE 076008 095006 046+0,10 052+0,13 049+015 102+£025 086+020 0,85=0,15
AFO 24424653 17.90£089 1580+£220 1417+210 1492+125 22.67+334 17.95+407 16,84 +3.26
BFO, 13084002 1735+1.67 1814+3,10 1686+226 1506+158 11,66=1,09 1247293 1240+ 333
CPET 219+0,11  243+018 177+0,13 225+0,11 138=017 134+£010 177+0,16 2,14+0,16
LPET 2,02£0,08  2,07+£027 1,72+£0,16  2,07£009 1,09£011  1,02£011  1,53£021  1,81£0,17

APET 3,15£024  352+0,66 216+029 3,14+030 1,14+021 101+0,11 176+035 2.46+036
DFLO 422009 451046 3.68+038  417+027 246028 275+012 3274023  3.90+0.26
AFLO 13844121  14,60+277 10,09+2,07 1246+192 403+0,70 432046 694+1,10 974+ 174
CTCOLCA  296+007 3674060 3394033 403+030 3.64+031 3534022 3804021 4.17+0,17
CEL 204004 248041 213+031  250+024 237+£022 230+£022 258+0,19 2814011
Co 023+0,03  029+0,01  032£0,07 041006 027005 024003 028003  0,30=0,04
NSEVA  32,00410,18 27404537 2245+808 21134624 20.88+635 39734735 28274632 29.87+5.18

Legenda: ALT (altura da planta), NRB (nimero de ramos na base da planta), NRT (nimero de ramos totais), CENP (comprimento médio de entrend
em ramos primarios), CENS (comprimento médio de entren6 em ramos secundarios), PCO (area de projecao da copa), CPE (comprimento médio
do peciolo), AFO (area média foliar), BFO; (produ¢do de biomassa de folhas secas), CPET (comprimento médio da pétala), LPET (largura média
da pétala), APET (4rea média da pétala), DFLO (diametro médio da flor), AFLO (4rea média da flor), CTCOLCA (comprimento médio do tubo
da corola mais calice), CEL (comprimento médio do estilo), CO (comprimento médio do ovario) e NSEVA (ntimero médio de sementes por
vagem).
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O grupo G3 corresponde ao grupo de plantas com maior produg¢do de BFOs dentre os
oito grupos formados. Sua média foi estimada em 18,14 g (Tabela 5). Cabe mencionar que
UFRRIJ VIN004/05(PAB), pertencente ao grupo G3, foi identificado como de maior valor para
a produgao de BFOs (22,40 g - Tabela 2). Além disso, neste grupo, verificou-se as maiores
médias para NRB (7,42 ramos) e NRT (22,25 ramos), ¢ as menores médias para o CENP (1,83
cm), CENS (1,32 cm), PCO (0,09 m?) e CPE (0,46 cm) (Tabela 5). Portanto, pode-se dizer que
o grupo G3 é composto por plantas mais baixas, com bom desempenho agronémico para a
producao de BFOs, muito ramificadas na base e em toda a planta, com entrends mais curtos,
peciolos menores e copa com menor projecao de area (Figuras 4 ¢ 5).

No trabalho de Mishra ef al. (2001), agruparam-se plantas de vinca com boa producao
de biomassa foliar nos grupos 'B' e 'D'. No caso do grupo 'B', verificou-se também que as plantas
eram bastante ramificadas. Portanto, assim como no grupo G3 (Figura 4), plantas de C. roseus
bastante ramificadas resultaram em boa producao de biomassa foliar.

O grupo G4 caracterizou-se por exibir plantas com folhas pequenas e ovarios compridos
(Figuras 4 e 5). Neste grupo, observou-se a menor média para AFO (14,17 cm?) e maior para
CO (0,41 cm) (Tabela 5). No heatmap, de modo geral, foram observadas cores mais intensas
para as variaveis APET, CPET, LPET, DFLO, AFLO, NRB, NRT e BFOs (Figura 4). Logo, o
grupo G4 também exibiu gendtipos com muitos ramos, boa produgao de BFOs e flores grandes.

A caracteristica marcante do grupo G5 foi a reduzida altura de planta, flores de tamanho
pequeno e poucas sementes produzidas por vagem (Figuras 4 e 5). Na Tabela 5, tais padroes
foram refletidos pelas menores médias para a ALT (29,06 cm), DFLO (2,46 cm), AFLO (4,03
cm?) e NSEVA (20,88 sementes). Na Figura 4, também foi possivel observar outros padrdes no
grupo G5, a saber: plantas com folhas e pétalas pequenas e peciolos curtos.

Pode-se dizer que G6 ¢ um grupo de flores com pétalas pequenas (Figuras 4 e 5). Na
Tabela 5, este grupo apresentou as menores médias para os descritores CPET (1,34 cm), LPET
(1,02 cm) e APET (1,01 cm?). Outras caracteristicas que chamaram bastante aten¢do no grupo
G6 foi a sua menor média para a produ¢do de BFOs (11,66 g) e maiores médias para CENP
(3,01 cm), CPE (1,02 cm) e NSEV A (39,73 sementes). Também ¢ possivel afirmar que o grupo
G6 exibiu folhas grandes (Figura 4 e Tabela 5). Em suma, foi um grupo composto por plantas
com baixa producdo de BFOs, de pétalas pequenas, entrends de ramos primarios compridos,
peciolos longos, folhas grandes e com muitas sementes por vagem.

E importante destacar que os grupos mencionados até aqui (G1 até G6) sdo compostos
por poucas plantas (Tabela 4 e Figura 4). O grupo G6 mencionado como menos produtivo em
BFOs agrupou apenas trés plantas, o que representa um percentual de 3,80% (Tabela 4). O grupo
G3, o mais produtivo, exibiu 12 plantas (15,19%). Por outro lado, o grupo G7 concentrou quase
metade das plantas analisadas (48,10% - Tabela 4).

O grupo G7, o maior grupo formado (Figura 4), de modo geral, apresentou o nimero de
ramificagdes totais como caracteristica marcante (Figura 5), isto €, com o menor niumero de
ramos totais (NRT), com média estimada em 13,76 ramos (Tabela 5). Neste grupo, foram
observadas plantas tanto com folhas pequenas como grandes (Figura 4). A média de produgao
de BFOs em G7 foi baixa (12,47 g) e se assemelha a do grupo G8 (12,40 g - Tabela 5). Vale
ressaltar que o grupo G7 abrigou o gen6tipo UFRRJ VIN062/67(PAB), cuja producao de BFOs
foi a menor (7,16 g - Tabela 3) entre as 79 plantas de vinca estudadas.

O grupo G8 destacou-se na maior altura de planta, area de projecao da copa mais larga,
entrends de ramos secunddrios compridos, tubo da corola mais calice e estilo compridos
(Figuras 4 e 5). Alguns destes padrdes foram verificados através das maiores médias para as
variaveis ALT (51,34 cm), PCO (0,21 m?), CTCOLCA (4,17 cm) e CEL (2,81 cm). Este grupo
foi composto por nove plantas (11,39% - Tabela 4).
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3.6. Estimacio da diversidade genética baseada em caracteres morfoagronémicos

No que tange a estimagdo da diversidade genética foram utilizados os indices de
Shannon (H’) e de Pielou (J°). De modo geral, observou-se que a colecdo de plantas em questdo
detém uma diversidade baixa a moderada, haja vista as estimativas de 2,22 e 0,77 obtidas via
H’ e de J’, respectivamente. O indice de Shannon geralmente situa-se entre 1,50 e 3,50, e as
vezes ultrapassa 4,00 (MARGALEF, 1972). J4 o indice de Pielou mede a propor¢dao da
diversidade observada em relagdo a maxima diversidade esperada (KANIESKI et al., 2010).
Pode variar de zero a 1,00 e, neste caso, quanto mais proximo de 1,00 maior sera a diversidade.

Amorim et al. (2023) estimaram a diversidade a nivel molecular entre dez genotipos de
vinca através dos indices de Shannon (H’) e Pielou (J°), os quais foram estimados em 5,22 e
0,96, respectivamente. Silveira et al. (2022) utilizaram os referidos indices para verificar a
magnitude da diversidade genética entre 88 genotipos de meldo-de-sdo-caetano (Momordica
charantia L.) acessada por variaveis morfoagronomicas. Tais autores observaram os valores de
2,25 e 0,74 para os indices de Shannon e de Pielou, respectivamente. Estes resultados foram
bem proximos dos observados na presente pesquisa.

Em trabalhos de melhoramento genético a existéncia de alta diversidade genética ¢ fator
primordial para o sucesso no processo de selecdo e, portanto, para a continuidade de programas
de melhoramento. A elevada magnitude da diversidade genética representa um recurso valioso
no melhoramento de plantas, visto que o sucesso na sele¢do de genotipos € alcangado quando
se dispde de diversidade genética (ALLARD, 1960). De acordo com Carena (2021), a
diversidade genética ¢ essencial para a obtengdo de ganhos genéticos significativos em
caracteristicas economicamente importantes.

Alguns autores verificaram elevada diversidade genética em C. roseus através de
analises ao nivel molecular (SHOKEEN et al., 2007; SHAW et al., 2009; QING et al., 2011;
LAL et al., 2011; AMORIM et al., 2023). A alta diversidade genética pode estar relacionada
com o0 modo de reproducao da espécie C. roseus. Populagdes com estrutura genética formada a
partir da alogamia tendem a exibir, naturalmente, um alto polimorfismo. De acordo com
Amorim et al. (2023), a espécie apresenta modo de reproducdo misto, ou seja, pode se
autofecundar e realizar a polinizacdo cruzada. Contudo, segundo estes mesmos autores, a vinca
tem a alogamia como modo de reprodugdo principal, e realiza a autogamia somente como um
mecanismo de garantia reprodutiva. Portanto, muito provavelmente, tende a apresentar altas
taxas de polinizagdo cruzada, o que pode ampliar a diversidade genética na espécie.

Na literatura também existem trabalhos que acessaram a diversidade genética entre
genotipos de C. roseus através de analises ao nivel fenotipico (MISHRA et al., 2001;
SAMIYARSIH et al., 2019; SOARES et al., 2024). Mishra et al. (2001), ao estudarem a
diversidade genética por meio de varidveis morfoagrondmicas entre 32 acessos de C. roseus,
relataram uma base genética estreita nas populagdes do subcontinente indiano e na regido
asiatica vizinha. Neste trabalho, metade dos acessos provenientes de grandes distancias
geograficas foram colocados juntos em agrupamentos formados por componentes principais e
pelo método UPGMA.

A andlise de similaridade (Anosim) (CLARKE & GREEN, 1988) também foi realizada
para avaliar a significancia das diferencas entre grupos formados na presente pesquisa. A
Anosim ¢ um método estatistico ndo paramétrico que possibilita a comparacdo de diferentes
populagdes. A andlise promove uma estatistica R definida para o intervalo entre -1 e +1. Nesta
estatistica, valores proximos a zero indicam a aceitagdo da hipdtese nula (Ho), ou seja, as
diferencas entre grupos sdo aproximadamente iguais as diferencas dentro dos grupos. Enquanto
valores proximos a +1 e -1 sugerem, respectivamente, maior diferenga entre e dentro dos grupos
(CLARKE, 1993; DAMASCENO JUNIOR et al., 2015).
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A Figura 6 evidenciou que a maior diversidade foi encontrada entre os grupos formados
(R=0,783). O p-valor (P=0,001) indicou que as diferencas entre os grupos foram significativas.
Damasceno Junior et al. (2015) observaram valor de R igual a 1,00 entre Vasconcellea monoica,
Jacaratia spinosa e Carica papaya L. Ja Silveira et al. (2022) verificaram um R igual a 0,80
em melao-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.). Em ambos os casos, portanto, também foi
evidenciado maior diversidade entre os grupos.

E possivel perceber que a diversidade disponivel nos grupos G5 (445,00) e G8 (426,50)
refere-se a menor dentre os oito grupos formados (Figura 6). Enquanto os grupos G4 (682,00)
e G6 (801,00) compreendem as maiores diversidades. Em tais grupos, foram observados os
seguintes nameros de genotipos: oito e trés (Tabela 4), respectivamente. Portanto, o grupo G6
mesmo com o menor nimero de plantas exibiu maior diversidade. Neste caso, foi observado
diversidade em um grupo com baixa performance para a producdo de BFOs, com flores
pequenas, entrends de ramos primarios compridos, peciolos longos, muitas sementes por vagem
e folhas grandes (Figuras 4 e 5).

Os grupos G3 (573,50) e G7 (546,00) tiveram magnitudes de diversidade bem proximas
(Figura 6). Salienta-se que G3 corresponde ao grupo identificado como o mais produtivo no
que se refere a produg@o de biomassa de folhas secas (BFOs), com maiores médias para o NRB
e NRT, e menores médias para CENP, CENS, PCO e CPE (Tabela 5).

Vale ressaltar que nao foi possivel gerar os boxplots dos grupos G1 e G2 (Figura 6),
pois foram grupos formados por apenas duas plantas cada (Tabela 4 e Figura 4).

R=0.783, P= 0001

3000

2500

~Jaon o

2000

x$dis.rank
1500
1

1000
1

500
L

T T T T T T T T T
Between G1 G2 G3 G4 Ga G6 G7 G8

x$class.vec

Figura 6. Boxplots representando a diversidade genética via algoritmo Anosim (analise da
similaridade) entre e dentro de oito grupos de genotipos de C. roseus pertencentes a Colecao de
Trabalho da UFRRIJ.

3.7. Importancia relativa das variaveis na diversidade genética

Os detentores da maior importancia relativa na diversidade genética foram os seguintes
descritores: nimero médio de sementes por vagem (NSEVA) (21,89%), nimero de ramos totais
(NRT) (20,29%), area média foliar (AFO) (13,90%) e produgdo de biomassa de folhas secas
(BFOs) (11,37%), conforme o método de Singh (1981) (Figura 7). Tais variaveis totalizaram
67,45% de importancia relativa. Portanto, foram os descritores mais eficientes em explicar a
dissimilaridade entre os 79 genotipos de C. roseus.

A Figura 7 demonstra que existe variabilidade para as variaveis NSEVA, NRT, AFO e
BFO:s. Esta ultima variavel ¢ de grande importancia comercial para a vinca, uma vez que a
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producdo de alcaloides ¢ obtida pelo produto entre o teor do alcaloide e a BFOs. Portanto,
possivelmente, existem, na populacdao analisada, genotipos com producdo de biomassa foliar
seca (BFOy) favoravel a selegao.

Ainda de acordo com a Figura 7 € possivel observar que dos 18 descritores avaliados,
11 apresentaram importancia relativa abaixo de 5,0%. Sao eles: APET, CENP, DFLO, CENS,
CTCOLCA, CPE, LPET, CEL, CPET, CO e PCO. Pelo método de Singh (1981), consideram-
se de menor importancia as caracteristicas que apresentam menor variabilidade. Portanto, os
descritores abaixo de 5,00% (Figura 7) exibiram menor variabilidade.

Importancia relativa das variaveis (Singh, 1981)

20
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N [l [

NSEVA NRT AFO BFOs AFLO NRB ALT APET CENP DFLO CENS CTCOLCA CPE LPET CEL CPET co PCO

Descritores

Figura 7. Contribuicdo relativa das varidveis quantitativas na estimagdo da diversidade
genética da Colecdo de Trabalho de C. roseus do DATS/IA/UFRRIJ, conforme o método de
Singh (1981). Legenda: NSEVA - nimero médio de sementes por vagem, NRT - nlimero de
ramos totais, AFO - 4rea média foliar, BFOs - producdo de biomassa de folhas secas, AFLO -
area média da flor, NRB - nimero de ramos na base da planta, ALT - altura da planta, APET -
area média da pétala, CENP - comprimento médio de entrend em ramos primarios, DFLO -
didmetro médio da flor, CENS - comprimento médio de entrend6 em ramos secundarios,
CTCOLCA - comprimento médio do tubo da corola mais célice, CPE - comprimento médio do
peciolo, LPET - largura média da pétala, CEL - comprimento médio do estilo, CPET -
comprimento médio da pétala, CO - comprimento médio do ovario e PCO - area de projecao
da copa.

A importancia relativa de caracteres morfoldgicos na diversidade genética entre quatro
cultivares de vinca foi verificada por Paula et al. (2021). Observou-se, neste trabalho, que o
numero de folhas e o didmetro da flor contribuiram, respectivamente, com 38,90 e 39,40%, ou
seja, foram os de maior importancia. Ja na presente pesquisa, o descritor diametro médio da flor
(DFLO) contribuiu com apenas 1,23%. O que demonstra que a relevancia dos descritores
depende da estrutura genética da populagdo de plantas em analise.

A anélise da diversidade genética aqui conduzida ¢ essencial para o planejamento e
desenvolvimento do programa de melhoramento genético da vinca na UFRRJ. Com base nos
resultados obtidos na anélise de agrupamento (Figura 4), verificou-se uma distribuicao bastante
irregular das plantas dentro dos grupos (Tabela 4). Isto, de certa forma, aponta para uma
limitada diversidade genética. Os indices de Shannon (SHANNON, 1948) e Pielou (PIELOU,
1966) corroboraram tal fato e apontaram para uma diversidade genética baixa a moderada. A
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analise da similaridade via algoritmo Anosim (Figura 6), demonstrou a existéncia de diferencas
estatisticas significativas entre os grupos formados. Os descritores de maior importancia
relativa foram os relacionados as sementes (NSEVA), ramos (NRT), folhas (AFO) e producao
(BFO:y) (Figura 7). Logo, sao descritores que precisam ser levados em consideracdo em estudos
da diversidade genética.

4. CONCLUSAO

A diversidade genética da Colegao de Trabalho de vinca da UFRRJ foi baixa a
moderada. Haja vista a distribuicdo irregular das plantas dentro dos grupos formados. Isto foi
corroborado pelas estimativas dos indices de Shannon (2,22) e Pielou (0,77). A analise da
similaridade (Anosim) indicou que a maior diversidade é encontrada entre os grupos formados.
Além disso, indicou que as diferencas entre os grupos foram significativas. A maior diversidade
foi encontrada no grupo G6, composto por gendtipos com baixo desempenho para a producao
de BFOs, com flores pequenas, entrends de ramos primarios compridos, peciolos longos, muitas
sementes por vagem e folhas grandes. Descritores ligados as sementes (NSEVA), ramos (NRT),
folhas (AFO) e producdo (BFOs) exerceram maior importancia relativa na andlise da
diversidade genética.
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Capitulo II. Identificaciio de genotipos de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) visando
a producio de alcaloides.

RESUMO

A vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) produz os alcaloides vincristina e vimblastina muito
utilizados no tratamento convencional da leucemia e de alguns tipos de cancer em humanos.
Como tais substdncias ocorrem em baixas concentracdes nas folhas desta espécie, ¢
fundamental a implementagdo de um programa de melhoramento visando o aumento dessas
substancias nas plantas de vinca. Nesse sentido, ¢ importante conhecer o potencial do
germoplasma quanto a producao de alcaloides. A presente pesquisa teve por objetivo conhecer
o potencial da producdo de catarantina (CAT), vindolina (VDL), vimblastina (VBL) e
vincristina (VCR) em diferentes genotipos de vinca de seis meses de idade, bem como estimar
a diversidade molecular entre os gendtipos mais produtivos. Para tal, inicialmente avaliou-se a
producdo de biomassa de folhas secas (BFOs) em 79 genotipos. Verificou-se a presenca de
alcaloides nestes gendtipos através do reagente de Dragendorff. Apenas os genotipos com a
BFOs acima da média geral da populagdo e positivos para a presenca de alcaloides prosseguiram
para a extracdo de alcaloides. Os teores dos alcaloides CAT, VDL, VCR e VBL foram
determinados em HPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detec¢ao
de Arranjo de Fotodiodos). Posteriormente, estimou-se a produgdo dos alcaloides por planta
(BFO;s x teor dos alcaloides). Na andlise genotipica foram utilizados 15 primers ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats). A matriz fenética foi estimada pelo indice de dissimilaridade de
Jaccard e o agrupamento foi realizado via UPGMA (Unweighted Pair Groups Method with
Arithmetic Mean). Verificou-se a consisténcia do padrao de agrupamento através da correlagdo
cofenética. Para estimar o numero 6timo de grupos no dendrograma utilizou-se o algoritmo kgs.
A diversidade molecular foi estimada via indices de Shannon e Pielou. A média de BFOs na
populacdo analisada foi estimada em 14,04 g + 3,57 g. Dos 79 genoétipos avaliados, 15 deles
apresentaram a BFOjs estatisticamente superior a média da populagdo. Dentre os 15 genotipos
superiores para BFO;, o UFRRJ VIN007/14(PAB) foi descartado, pois foi negativo para a
presenca de alcaloides. Na HPLC-DAD foi possivel identificar a VBL em 13 das 14 plantas
analisadas. Ja CAT e VDL estiveram presentes em todas e a VCR ndo foi detectada em nenhuma
delas. Trés dos 14 genotipos analisados se destacaram para a producao de VBL. O genotipo
UFRRIJ VINO013/22(PAB) alcancou o maior teor de VBL (0,77 mg/g de BFOs) e a maior
producao de VBL/planta (13,61 mg). Em plantas no campo, esta producdo de VBL ¢
considerada alta. Elevadas produgdes de VBL/planta também foram verificadas nos gendtipos
UFRRJ VIN005/07(PAB) (12,79 mg) e UFRRJ VINO056/48(AUT) (10,96 mg). Por outro lado,
ndo foram observados genotipos promissores para os teores de CAT e VDL. Na analise de
agrupamento, o coeficiente de correlagdo cofenética foi estimado em 0,71. Por meio do
algoritmo kgs determinou-se, no dendrograma, quatro grupos. As medidas de dissimilaridades
variaram de 0,65 a 0,83 e a distancia genética média foi estimada em 0,80. Os resultados para
os indices de Shannon (5,66) e Pielou (0,96) indicaram alta diversidade molecular e
corroboraram as elevadas distancias genéticas obtidas no dendrograma. Conclui-se que (i) foi
possivel a identificacdo de gendtipos promissores para produgdo de VBL, e (i1) constatou-se
que a diversidade molecular foi alta entre os genotipos analisados.

Palavras-chave: diversidade genética, extragdo de alcaloides, HPLC-DAD, melhoramento
genético, plantas medicinais, vimblastina.
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Chapter II. Identification of periwinkle (Catharanthus roseus [L.] G. Don) genotypes
aiming at alkaloid production.

ABSTRACT

Periwinkle (Catharanthus roseus [L.] G. Don) produces the alkaloids vincristine and
vinblastine, which are widely used in the conventional treatment of leukemia and some types
of cancer in humans. Since these substances occur in low concentrations in the leaves of this
species, it is essential to implement a breeding program aimed at increasing these substances in
vinca plants. In this sense, it is important to know the potential of the germplasm for alkaloid
production. The present study aimed to determine the potential for the production of
catharanthine (CAT), vindoline (VDL), vinblastine (VBL) and vincristine (VCR) in different
genotypes of six-month-old periwinkle, as well as to estimate the molecular diversity among
the most productive genotypes. To this end, the production of dry leaf biomass (BFOs) was
initially evaluated in 79 genotypes. The presence of alkaloids in these genotypes was verified
using the Dragendorff reagent. Only genotypes with BFOs above the general population average
and positive for the presence of alkaloids proceeded to alkaloid extraction. The levels of the
alkaloids CAT, VDL, VCR and VBL were determined using HPLC-DAD (High-Performance
Liquid Chromatography—Diode Array Detection). Subsequently, the alkaloid production per
plant was estimated (BFOs x alkaloid content). In the genotypic analysis, 15 ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) primers were used. The phenetic matrix was estimated by the Jaccard
dissimilarity index and the clustering was performed via UPGMA (Unweighted Pair Groups
Method with Arithmetic Mean). The consistency of the clustering pattern was verified through
the cophenetic correlation. To estimate the optimal number of groups in the dendrogram, the
kgs algorithm was used. Molecular diversity was estimated via Shannon and Pielou indices.
The mean BFOs in the analyzed population was estimated at 14.04 g + 3.57 g. Of the 79
genotypes evaluated, 15 of them presented BFOj statistically higher than the population mean.
Among the 15 superior genotypes for BFOs, UFRRJ VIN007/14(PAB) was discarded, as it was
negative for the presence of alkaloids. In HPLC-DAD, it was possible to identify VBL in 13 of
the 14 plants analyzed. CAT and VDL were present in all of them, and VCR was not detected
in any of them. Three of the 14 genotypes analyzed stood out for VBL production. The genotype
UFRRIJ VINO13/22(PAB) achieved the highest VBL content (0.77 mg/g of BFOs) and the
highest VBL production/plant (13.61 mg). In field plants, this VBL production is considered
high. High VBL/plant productions were also observed in the UFRRJ VIN005/07(PAB) (12.79
mg) and UFRRJ VINO056/48(AUT) (10.96 mg) genotypes. On the other hand, no promising
genotypes were observed for CAT and VDL contents. In the cluster analysis, the cophenetic
correlation coefficient was estimated at 0.71. Using the kgs algorithm, four groups were
determined in the dendrogram. The dissimilarity measures ranged from 0.65 to 0.83 and the
average genetic distance was estimated at 0.80. The results for the Shannon (5.66) and Pielou
(0.96) indices indicated high molecular diversity and corroborated the high genetic distances
obtained in the dendrogram. It was concluded that (i) it was possible to identify promising
genotypes for VBL production, and (ii) it was found that molecular diversity was high among
the genotypes analyzed.

Keywords: genetic diversity, alkaloid extraction, HPLC-DAD, plant breeding, medicinal
plants, vinblastine.
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1. INTRODUCAO

A espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don, pertencente a familia Apocynaceae, ¢
diploide com 2n = 2x = 16 cromossomos (GUIMARAES et al., 2012). No Brasil, é conhecida
pelo nome de vinca ou maria-sem-vergonha e tem o seu centro de origem na ilha de Madagascar
(NEJAT et al., 2015; PHAM et al., 2020). A espécie tem flores hermafroditas, com
predominancia da alogamia, mas com certa taxa de autogamia, a depender do genotipo
(AMORIM et al., 2023). Possui crescimento rapido, ¢ sub-lenhosa, muito ramificada e a sua
altura pode atingir 1,0 (um) metro (KULKARNI et al., 2016).

A vinca ¢ responsavel pela producdo de mais de 130 tipos diferentes de alcaloides
denominados TIAs (Terpenoid Indole Alkaloids) (ZHU et al., 2015). Entre os principais TIAs,
destacam-se os alcaloides diméricos vincristina e a vimblastina. Segundo Zhu et al. (2014), a
vimblastina ¢ sintetizada pela planta a partir do acoplamento dos alcaloides monoméricos
catarantina e vindolina, levando a a-3',4’-anidrovimblastina, a qual ¢ convertida em vimblastina
e esta em vincristina.

Os alcaloides vincristina e vimblastina podem ser extraidos diretamente das folhas das
plantas de vinca. Ambas s3o substancias antineoplasicas e, portanto, utilizadas no tratamento
convencional de diversos tipos de cancer. A vimblastina ¢ utilizada no tratamento do linfoma
de Hodgkin, neuroblastoma, cancer de mama e de pulmao, e leucemia aguda e cronica (ASLAM
et al., 2010). A vincristina € utilizada no tratamento do cancer de pulmao, leucemia linfocitica,
glioblastomas e leucemia mieloide aguda (SHUKLA et al., 2024). De acordo com Kaushik et
al. (2017) e Skubnik et al. (2021), a vincristina ¢ utilizada, principalmente, no tratamento da
leucemia aguda em criangas.

Contudo, os alcaloides vincristina e vimblastina ocorrem em baixissimas concentragdes
nas folhas de C. roseus (TYLER, 1988; VAN DER HEIIDEN et al., 2004; LISCOMBE &
O’CONNOR, 2011; NEJAT et al., 2015). Em face da complexidade em sintetizar
artificialmente esses alcaloides (VERMA et al., 2007), a sua producao industrial também se da
via processo de semissintese. Esse processo € realizado a partir de seus precursores vindolina e
catarantina extraidos diretamente das plantas (ZHANG et al., 2022). Porém, isso tem tornado o
custo de produgdo elevado (ALAM & SHARAF-ELDIN, 2016).

Uma alternativa tem sido a producao de vincristina e vimblastina via cultivo in vitro.
Segundo Kulkarni ef al. (2016), os paises desenvolvidos tém concentrado grandes esfor¢os na
tentativa de se produzir vincristina e vimblastina em explantes via cultivo in vitro. Os mesmos
autores ressaltaram que esta estratégia esta relacionada as dificuldades de adaptagdo que a vinca
enfrenta em paises de clima temperado. Para Hemmati et al. (2020), o cultivo in vitro ndo tem
sido eficaz ou adequado para se produzir vimblastina em larga escala. De acordo com Dias et
al. (2016), a curta fase estacionaria de crescimento pela qual passam as células no cultivo in
vitro pode reduzir severamente os metabolitos secundarios produzidos por enzimas, que estao
presentes ou ativas apenas em células expandidas.

Dada a dificuldade de producdo da vimblastina e vincristina in vifro, uma alternativa ¢é
a produgdo a partir do cultivo das plantas no campo. De acordo com Kulkarni et al. (2016), a
vinca adapta-se muito bem as condi¢des de clima tropical. Schlaepfer e Mendoza (2010)
mencionaram que a produc¢do comercial em larga escala da vincristina e vimblastina pode ser
perfeitamente implementada através do cultivo das plantas no campo. Atualmente, no Brasil
sdo mencionadas 127 cultivares de vinca registradas no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2024), todas elas desenvolvidas para fins ornamentais.
Neste caso, no Brasil, a implementacdo de programas de melhoramento visando a selecdo de
genotipos superiores para a produgdo de alcaloides de interesse corresponde a uma excelente
estratégia.
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No melhoramento de plantas a existéncia de alta diversidade genética ¢ fator primordial
para o sucesso no processo de selegdo e, portanto, para a continuidade de programas de
melhoramento (ALLARD, 1960; CARENA, 2021; SALGOTRA & CHAUHAN, 2023;
SANCHEZ et al., 2023). A literatura reporta alta diversidade genética para vinca ao nivel
molecular (SHOKEEN et al., 2007; SHAW et al., 2009; QING et al., 2011; LAL et al., 2011;
AMORIM et al., 2023). E provavel que a prevaléncia da alogamia como modo de reproducio
preferencial em vinca (AMORIM et al., 2023) seja um fator decisivo na ampliagdo desta
diversidade. A constatacdo de alta diversidade genética na espécie pode apontar para a
possibilidade de selecdo de gendtipos superiores.

Diante do exposto, a presente pesquisa tem por finalidade conhecer o potencial da
producdo de biomassa de folhas secas (BFOs) e dos alcaloides catarantina (CAT), vindolina
(VDL), vincristina (VCR) e vimblastina (VBL) em diferentes genotipos de vinca, bem como
estimar a diversidade molecular entre os melhores gendtipos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal, condicoes experimentais e local da pesquisa

Os gendtipos de C. roseus aqui analisados pertencem a Colecdo de Trabalho do
Departamento de Agrotecnologias e Sustentabilidade (DATS), do Instituto de Agronomia (IA),
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRIJ), em Seropédica (22°45' S; 43° 41'
W), Rio de Janeiro, Brasil. Tal colecdo abrange 79 gendtipos de C. roseus cultivados, sob
telado, em vasos de 8 litros contendo substrato na propor¢do de 1:1:1 (areia, terra e esterco
bovino curtido). As temperaturas minimas ¢ maximas médias no periodo avaliado foram,
respectivamente, 23,85 ¢ 25,09°C e a umidade relativa média foi de 71,27% (BRASIL, 2023).

As atividades laboratoriais ao nivel molecular foram conduzidas no Laboratério de
Citogenética e Biologia Molecular de Plantas (LCBMP), do Departamento de Fitotecnia
(DFITO)/IA/UFRRJ. As andlises quimicas foram desenvolvidas no Laboratério de Recursos
Genéticos Vegetais Prof. Elson Viégas do DFITO/IA/UFRRIJ e no Laboratério de Tecnologia
para Biodiversidade em Saude (LabTecBio), no Instituto de Tecnologia em
Farmacos/Farmanguinhos, da Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz).

2.2. Producio de biomassa de folhas secas (BFOs) dos genétipos da Colecao de Trabalho

Para se conhecer o potencial produtivo dos genoétipos realizou-se a colheita, a0 mesmo
tempo, de todas as folhas de cada uma das 79 plantas de C. roseus de mesma idade (seis meses).
Em seguida, as folhas foram secas em estufa com circulacao forcada de ar (Eletrolab EL 402,
Brasil) 4 47°C até peso constante. Apos a secagem, as folhas foram pesadas a 0,01 g de precisao,
mediante uso de balanga digital (Bel, Mark 1300, Italia), para determinagdo da producao de
biomassa de folhas secas (BFOs) em gramas por genotipo.

Apo6s a obtencao dos pesos secos foram selecionados os genotipos que apresentaram a
producdo de biomassa de folhas secas (BFOs) estatisticamente superior a média da populacao.

2.3. Deteccio qualitativa dos alcaloides por meio do reagente de Dragendorff
Os 79 genotipos de vinca foram submetidos ao screening para deteccdo de

presenca/auséncia de alcaloides. Para isso, os extratos de folhas foram obtidos conforme
Wagner e Bladt (1996).
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A detecgdo qualitativa dos alcaloides foi efetuada conforme Aziz et al. (2014). A
formag¢do de um precipitado de cor vermelha/alaranjada indica a presenga de alcaloides, apos a
adi¢ao de trés gotas do reagente de Dragendorff nos extratos brutos obtidos.

Apenas os gendtipos positivos para a presenca de alcaloides e com producdo de BFOs
superior @ média populacional foram encaminhados para a extragdo de alcaloides.

2.4. Extracio de Alcaloides

Para a andlise de HPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Deteccdo de Arranjo de Fotodiodos), os extratos alcaloidicos de folhas de C. roseus foram
obtidos conforme Singh ef al. (2000).

Para tal, o material vegetal em po (1,5 g - Figura 8A) de cada genotipo foi extraido em
etanol a 95% (3 x 10 mL, 12 horas de cada vez) a temperatura ambiente. O extrato etanolico foi
filtrado, reunido e concentrado em rotavapor (Buchi, R-215, Suiga) a 40 °C, 40 rpm e 200 mbar
até um volume de 3 mL (Figuras 8B, 8C e 8D). Em seguida, foi diluido em 3 mL de agua
ultrapurificada e acidificado com 3 mL de HCI a 3%. A esta solucao foram adicionados 3 mL
de hexano por 3 vezes (Figura 8E). A fracdo alvo foi basificada com NH4OH até pH =8,5 ¢
extraida com 10 mL de cloroférmio (por 3 vezes) em funil de separacdo (Figura 8F). A fragao
cloroformica (Figura 8G) foi lavada com agua destilada, seca overnight em sulfato de sodio
anidro e evaporada em rotavapor (Buchi, R-215, Sui¢a), nas mesmas condi¢des citadas acima
(Figura 8H). O extrato alcaloidico (Figura 8I) foi liofilizado a 0,20 mbar e -94,5 °C por 24 h
(Figura 8J).

Figura 8. Preparacao dos extratos alcaloidicos de C. roseus. A) Material vegetal em p6 (1,5 g)
extraido em 10 mL de etanol a 95%. B) Filtragem do extrato etandlico em papel filtro apos 12
horas. C) Extrato etanoélico armazenado em frasco previamente identificado. D) Extrato
etanolico concentrado até um volume de 3 mL apds ser submetido ao rotavapor (Buchi, R-215,
Suiga) a 40 °C, 40 rpm e 200 mbar. E) Adicao de 3 mL de hexano por 3 vezes. Apds cada adicao
de hexano, agitou-se o tubo Falcon e descartou-se a fracdo hexanica. F) Funil de separagao
contendo a por¢ao basificada mais 10 mL de cloroférmio. A cada adig¢do de cloroférmio agitou-
se o funil de separacgdo e esgotou-se a fase alvo (fragao cloroféormica). G) Tubo Falcon contendo
a fracdo cloroférmica. H) Fracdo cloroférmica concentrada em rotavapor (Buchi, R-215, Suiga)
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a 40 °C, 40 rpm e 200 mbar. I) Extrato alcaloidico. J) Programacao do liofilizador a 0,20 mbar
e -94,5 °C por 24h.

2.4.1. Preparacao das amostras

Adicionaram-se aos extratos alcaloidicos de cada um dos genétipos 3.000 pL de
metanol, agitando em vortex por 30 segundos e levando a sonicagao por 5 minutos. Em seguida,
as amostras foram filtradas em membranas PVDF de 0,22pum (Millex-GV, PVDF, Merck
Millipore).

2.4.2. Instrumento cromatografico e condicdes de analise

As analises por HPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Deteccdo de Arranjo de Fotodiodos) foram realizadas em um sistema Nexera (Shimadzu,
Kyoto, Japao), constituido de degasador DGU-20A5R, duas bombas LC- 20ADXR, forno para
colunas CTO-20AC, injetor automatico SIL-30AC programado para inje¢do em triplicata,
detector SPD-M20A e mdédulo CBM-20A e software LabSolutions para aquisi¢ao de dados e
controle do sistema.

As condig¢des cromatograficas adotadas foram conforme Naaranlahti ef al. (1987), com
algumas modificacdes (CARVALHAES et al., 2002) e aplicadas no Departamento de Métodos
Analiticos, no Instituto de Tecnologia em Farmacos/Farmanguinhos, da Fundagdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz).

A eluicdo ocorreu a vazao de 1,5 mL/min usando como fase movel uma solucio de
acetato de amonio 25 mM (fase A) e metanol/acetonitrila 2:3 (fase B), ambas contendo
0,02%v/v trietilamina, na programacao com gradiente de: 0-5 min, com 50% B; 5-10 mim, 50-
60% B; 10-15 min, 60% B; 15-20 mim, 60-65% B; 20-30 min, 65% B; 30-32 mim, 65-50% B
e 32-45 min, 50% B. A coluna pBondapak C18 300 x 3,9 mm, tamanho de particula de 10 um
e pré-coluna Supelcosil LC-18 (2,0 cm x 2,1 mm, 5 pum) foram aplicadas a 25 °C. O volume de
injecdo de amostra foi de 20 uL em triplicata. A detec¢do foi programada com cromatogramas
a 255, 280 e 305 nm e espectros na faixa de 220 - 400 nm.

2.5. Identificacdo dos alcaloides através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a Deteccio de Arranjo de Fotodiodos (HPLC-DAD)

A identificacdo dos alcaloides nos gendtipos analisados foi determinada pela HPLC-
DAD a partir do tempo de retengdo da respectiva substancia, cromatograma expandido, espectro
UV tipico obtido e posterior comparacao com os espectros UV dos padrdes de catarantina
(CAT), vindolina (VDL), vimblastina (VBL) e vincristina (VCR).

2.6. Analise quantitativa dos alcaloides através da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Deteccio de Arranjo de Fotodiodos (HPLC-DAD)

2.6.1. Preparo dos padroées e da curva de calibraciao

Uma série de diluigdes em metanol (concentracdes de 1,0 a 240 pg/mL) dos padrdes de
vindolina (Oakwood Chemical, EUA) e catarantina (MedChemExpress, EUA) foi preparada a
partir de uma solugdo metanolica estoque de 1 mg/mL para tragar a curva de calibracdo. J& para
os alcaloides vimblastina (MedChemExpress, EUA) e vincristina (MedChemExpress, EUA)
utilizaram-se as concentragdes de 0,5 a 120 pg/mL. As curvas de calibragdo foram construidas
através das areas de integracdo apresentadas nos cromatogramas (gerados pelo software do
equipamento) versus as concentragcoes das dilui¢des injetadas no instrumento cromatografico.
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2.6.2. Quantificacido do teor e calculo da producao dos alcaloides por genétipo

Os teores de catarantina (CAT), vindolina (VDL), vincristina (VCR) e vimblastina
(VBL) foram quantificados em miligramas por grama (mg/g de BFOy) através da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detec¢do de Arranjo de Fotodiodos (HPLC-DAD),
interpolando as areas dos picos destes metabolitos de cada genotipo na curva de calibragao dos
padrdes.

A produgao de CAT, VDL, VCR e VBL por genétipo, dadas em miligramas (mg), foi
calculada pela multiplicagdo da produgdo de biomassa foliar seca (g) pelo teor do alcaloide
(mg/g de BFOs).

2.7. Analise da diversidade genética via marcador de DNA do tipo ISSR

Foram considerados na analise da diversidade genética somente os genotipos de C.
roseus inseridos na quantificagdo do teor e no calculo da producdo dos alcaloides por genotipo.

2.7.1. Coleta e extracao de DNA genémico

Para extragdo do DNA genomico foram coletadas, e devidamente identificadas, folhas
jovens colhidas em cada um dos gendtipos analisados. No Laboratorio de Citogenética e
Biologia Molecular de Plantas (LCBMP) do DFITO/IA/UFRRYJ, as folhas foram submetidas ao
processo de extragdo de DNA pelo método CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide)
(DOYLE & DOYLE, 1990), com algumas modificacdes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998). Apds quantificagdo, em Nanodrop (Thermo Scientific Nanodrop 2000, EUA), o DNA
utilizado nas anélises foi diluido para a concentragio de Sng.uL".

2.7.2. Selecao de primers ISSR

Foi realizado um screening com 58 primers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), dos
quais, 15 apresentaram polimorfismo. As sequéncias e temperaturas de anelamento dos 15
primers ISSR encontram-se descritas na Tabela 6.

Tabela 6. Relacdo de primers do tipo ISSR utilizados com respectivas temperaturas de
anelamento (TA).

Sequéncia 5’ - 3’ TA (°C)

(CT)G 52°C
(GTG):GC 52°C
(TG)A 52°C
(GAA)AA 52°C
G(CTA)s 52°C
(ATG)sG 52°C
(GACA)4 50°C
(AC)T 50°C
(AG)YT 50°C
(TC)sAGG 50°C
(GT)eGG 48°C
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Continua.

Sequéncia 5’ - 3’ TA (°C)

(GATA)(GACA) 48°C
(AG)sC 45°C
(GA)«CC 42°C
(CT)TG 40°C

Legenda: Y =CouT.

2.7.3. Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

As reacdes de amplificagao foram realizadas conforme Williams et al. (1990), com
algumas modificagdes. As concentracdes adotadas para um volume final de reagdo de 13 pl de
solugdo foram: 1,5 pL de solugdo de DNTP a 100 uM; 1,5 pL de solugdo tampao 20x para PCR;
0,5 pL de MgClz a 2,4 mmol L!; 0,12 pL da enzima Taq DNA Polimerase, 6,38 uL de 4gua
ultrapura, 2,0 uL de DNA (5ng.ul ™) e 1,0 pl de primer a 0,3 uM.

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler Pro,
Alemanha), conduzidas da seguinte maneira: um minuto a 94°C para a desnaturagdo inicial,
seguida de 40 ciclos, um composto por um minuto a 94°C, 40-52°C por um minuto (dependendo
do primer ISSR utilizado, Tabela 6) e trés minutos a 72°C. Por fim, a extensao final por sete
minutos a 72°C.

2.7.4. Fotodocumentacio e obtencao da matriz binaria

Os produtos das reagdes de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2%. Nos pogos foram depositados um mix de 6 pL, contendo 2 uLL de DNA, 2 uL GelRed
(Biotium, Hayward, CA, EUA) e 2 pL de blue juice. Os produtos amplificados foram
fotodocumentados em fotodocumentador Bio-imaging System (MiniBis Pro, Israel). As
imagens, de alta resolugdo, foram capturadas no programa GelCapture (versdao 7.0.15). Os
perfis ISSR foram obtidos pela auséncia (valor zero) e presenga de bandas de alta intensidade
(valor 1). Apos analise das bandas foi obtida a matriz bindria, a qual foi submetida a analise
estatistica da diversidade.

2.8. Analises estatisticas

Estimou-se a média e o desvio padrdo da producao de biomassa de folhas secas (BFOs)
em 79 genotipos de C. roseus. Em seguida, foi realizada uma estatistica descritiva (média,
minimo, maximo, amplitude, desvio padrdo e coeficiente de variacao) para a producao de BFOs,
bem como para os teores e producdes de CAT, VDL e VBL nos geno6tipos selecionados.

No caso da analise da diversidade molecular, inicialmente, a matriz de dados binarios
foi submetida ao célculo da dissimilaridade de Jaccard (1-J) (JACCARD, 1908). A analise de
agrupamento foi realizada usando o algoritmo UPGMA (SOKAL & MICHENER, 1958). Para
estimar o niimero 6timo de grupos no dendrograma foi utilizada a técnica de Kelley-Gardner-
Sutcliffe (kgs) (KELLEY et al., 1996). O ajuste entre as matrizes fenéticas e cofenéticas foi
estimado a partir da correlacdo cofenética (SOKAL & ROHLF, 1962), utilizando o teste de
Mantel com 1000 permutacdes (MANTEL, 1967).

A diversidade molecular também foi estimada via indices de Shannon (H’)
(SHANNON, 1948) e de Pielou (J°) (PIELOU, 1966).
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Todas as andlises estatisticas foram realizadas no Programa R, versio 4.2.3 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2023).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacao da producio de biomassa de folhas secas (BFOs) da Cole¢ao de Trabalho

A média de produgdo de biomassa de folhas secas (BFOs) na populagdo analisada foi
estimada em 14,04 g = 3,57 g (Tabela 7). Dos 79 gendtipos avaliados, mantidos sob telado
cultivados em vasos de oito litros, 15 deles apresentaram a producao de BFOjs estatisticamente
superior a média da populagdo. Entre os superiores, a maior € menor producao de biomassa de
folhas secas (BFOs) foi de 22,40 e 17,68 g por planta, respectivamente (Tabela 7). Sharma et
al. (2012) observaram em 197 linhagens endogamicas de vinca um peso seco foliar médio de
38,20 g + 1,27 g. Entretanto, vale ressaltar que estes genotipos ja estdo em processo de
melhoramento e foram cultivados no campo. Naeem et al. (2015) estimaram o peso seco foliar
em plantas de C. roseus cultivadas em vasos e obtiveram valores variando de 15,24 a 21,05 g,
apo6s 120 dias do plantio. Portanto, os nossos resultados foram mais proximos dos obtidos pelos
referidos autores, ou seja, quando as plantas também se desenvolveram em vasos.

Tabela 7. Produgdo de biomassa de folhas secas (BFOs) em gramas nos genotipos de C. roseus.

Genotipos BFOs (g)
UFRRJ VIN004/05(PAB) 22,40
UFRRJ VIN005/09(PAB) 22,30
UFRRJ VINO13/25(PAB) 21,34
UFRRJ VIN007/14(PAB) 20,89
UFRRIJ VIN004/02(AUT) 20,30
UFRRIJ VIN044/37(PAB) 20,15
UFRRIJ VIN007/13(PAB) 20,08
UFRRIJ VIN004/01(AUT) 19,53
UFRRIJ VIN004/03(AUT) 18,91
UFRRIJ VIN056/48(AUT) 18,89
UFRRIJ VIN005/07(PAB) 18,53
UFRRIJ VIN029/34(PAB) 18,01
UFRRIJ VIN029/32(PAB) 17,88
UFRRIJ VIN044/39(PAB) 17,85
UFRRJ VINO13/22(PAB) 17,68

Média da populacao (79 plantas) 14,04
Desvio padrao 3,57

3.2. Detec¢o qualitativa dos alcaloides por meio do reagente de Dragendorff

Na reacao via reagente de Dragendorft, dos 79 genotipos analisados, 76 (96,20%) foram
positivos para a presenga de alcaloides, por exibir a formagdo de precipitado
vermelho/alaranjado (Figura 9A). Ao passo que, apenas UFRRJ VIN007/14(PAB), UFRRJ
VINO13/21(PAB) e UFRRJ VIN050/41(PAB) ndo apresentaram o referido precipitado e,
portanto, foram negativos para a presenga de alcaloides (Figuras 9B, 9C e 9D). Vale ressaltar
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que o gen6tipo UFRRJ VIN007/14(PAB) esteve entre os genotipos superiores para a producao
de biomassa de folhas secas (BFOs) (Tabela 7). Dentre os 15 gendtipos superiores para BFOs,
o UFRRJ VIN007/14(PAB) foi descartado das etapas de extragdo e quantificacdo do teor dos
alcaloides por resultar negativo na detec¢do qualitativa de alcaloides (Figura 9B).

‘ o

Figura 9. Detec¢do qualitativa dos alcaloides em extratos de folhas de C. roseus através do
reagente de Dragendorff. A) Formagdo de precipitado alaranjado, indicando a presenca de
alcaloides no gen6tipo UFRRJ VIN004/02(AUT). Nao formacao de precipitado alaranjado nos
gendtipos UFRRJ VINO007/14(PAB) (B), UFRRJ VINO13/21(PAB) (C) e UFRRJ
VIN050/41(PAB) (D) e, portanto, foram negativos para a presenca de alcaloides.

3.3. Analise quantitativa dos alcaloides através da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a Deteccio de Arranjo de Fotodiodos (HPLC-DAD)

3.3.1. Curvas de calibracido dos padrdes dos alcaloides catarantina (CAT), vindolina
(VDL) e vimblastina (VBL)

As equagdes e significancias de regressdo linear, os valores do coeficiente de
determinacdo (R?) e os coeficientes de variacdo (CV) para os padrdes de CAT, VDL e VBL sio
apresentados na Tabela 8. Observou-se excelente linearidade (R?> > 0,999 - Tabela 8) de
regressao significativa nas faixas de concentracdes testadas (1,0 - 240 pg/mL para CAT, VDL
e 0,5 - 120 ng/mL para VBL) a 280 nm. Nas equagdes, x representa a concentragao do alcaloide
(ug/mL) e y representa a area de integracao (LAbs).

Tabela 8. Faixa de concentracdes testadas, limite de quantificacdo (LQ), equagdes de regressao
linear e suas significAncias (p), coeficientes de determinagio (R?) e coeficientes de variacdo
(CV) do método para os padroes dos alcaloides catarantina (CAT), vindolina (VDL) e
vimblastina (VBL).

Faixa de ~ ~
Padrées Trabalho ( gI;I?IL) Equagoelsi::a;egressao D R? ((5 /V)
(1]
(ug/mL)
CAT 1,0 - 240 1,0 y=3.413.x-4.450 1,06E-12 0,9998  <6.,6

VDL 1,0 - 240 1,0 y=9.820.x—-17.839 1,64E-12 0,9998  <8,0
VBL 0,5-120 0,5 y=06.812x-15944  4,85E-08 0,9998 <57

Os coeficientes de variacao das réplicas de inje¢ao foram < 6,6 e < 8,0% para os padroes
dos alcaloides CAT e VDL, respectivamente. Para a VBL, o coeficiente de variacao das réplicas
de inje¢do foram < 5,7% (Tabela 8). Esses resultados indicam a boa precisdao do método e
estabelecendo o valor de 1,0 pg/mL como limite de quantificagdo (LQ), minimo da faixa de
trabalho, para a CAT e VDL, e de 0,5 pg/mL como LQ para a VBL (Tabela 8).
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3.3.2. Quantificacdo do teor e calculo da producio dos alcaloides catarantina (CAT),
vindolina (VDL) e vimblastina (VBL) por genétipo

Em HPLC-DAD, os gendtipos superiores (Tabela 7) foram submetidos a detec¢ao dos
alcaloides diméricos VBL e VCR, e seus precursores monoméricos, CAT e VDL. Os alcaloides
diméricos VBL e VCR sao derivados da condensagao dos alcaloides monoméricos CAT ¢ VDL
(SERTEL et al., 2011; ZHU et al., 2014; ZHU et al., 2015; MALL et al., 2019; GUPTA et al.,
2020). A CAT, VDL e VBL apresentaram a mesma ordem de elui¢do observada no trabalho
de Naaranlahti et al. (1987). A VBL foi detectada em 13 das 14 plantas analisadas (Figura 10,
excetuando o gendtipo UFRRJ VIN029/32(PAB)). J4 CAT e VDL estiveram presentes em
todas (Figuras 10A-0).

A vincristina (VCR) ndo foi detectada em nenhuma das plantas aqui estudadas. Pan et
al. (2016) ndo observaram a presenca de VCR nas folhas, flores, caule e raiz em plantas de
vinca aplicando o método HPLC-DAD. Identicamente, Singh et al. (2000) ndo identificaram
VCR em trés dos dez genotipos de C. roseus analisados com o método HPLC-DAD. Digvijay
et al. (2004) nao constataram VCR nas folhas do genotipo Cr-5 utilizando o HPLC-DAD e
foram observados baixos teores de VCR nos outros quatro gendtipos (Cr-1, Cr-2, Cr-3 e Cr-4).
Gupta et al. (2005) verificaram baixos teores de VCR em dez acessos de vinca usando o método
HPLC-DAD. Portanto, ¢ possivel inferir que existe uma certa dificuldade na sele¢ao de plantas
de vinca visando a VCR, devido a sua baixa concentragdo ou auséncia nas plantas de C. roseus.

A maior concentragdo de VBL nos genotipos superiores para BFOs foi de 0,77 mg/g de
BFOs (Tabela 9). Este valor pode ser considerado alto quando extraido em folhas de plantas
desenvolvendo no campo (CHU et al., 1997; ASLAM et al., 2010; BASKARAN et al., 2013;
PAN et al., 2016). Pan et al. (2016) relataram ter encontrado teor de 0,05 mg/g de VBL em
folhas de C. roseus. Ja Aslam et al. (2010) verificaram teores entre 2,10 e 10,90 pg/g (0,0021
e 0,0109 mg/g, respectivamente). Enquanto Chu et al. (1997) observaram concentragdes entre
2,4 ¢ 9,4 png/g (0,0024 e 0,0094 mg/g, respectivamente) de VBL. Baskaran et al. (2013)
relataram rendimentos de VBL de 0,0026% (0,0452 mg/g) para a cultivar Dhawal, e de 0,004%
para os mutantes necrotic leaf (0,0400 mg/g) e nerium leaf (0,0322 mg/g) de C. roseus. Assim
como no presente trabalho, os pesquisadores supracitados extrairam os alcaloides em biomassa
de folhas secas e quantificaram a VBL também em HPLC-DAD.

Teores de VBL semelhantes aos encontrados no presente trabalho (Tabela 9) foram
relatados por Guo et al. (2013) (0,81 = 0,006 mg/g de peso seco) em cultivo in vitro de células
em suspensdo apOs tratamento com elicitores regulatorios, inibidores de lochnericina
ciclooxigenase (LCO) e dois precursores metabolicos. Kumar et al. (2018) observaram teores
bastante elevados de vimblastina apds analisar 39 genétipos de C. roseus em LC-MS
(Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas). Neste estudo, o genotipo CR4R
exibiu 1,638 + 0,302 mg/g de extrato seco.
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Na presente pesquisa, trés dos 14 genoétipos analisados apresentaram teores de VBL
superiores a média (0,25 = 0,26 mg/g de BFOs - Tabela 9), a saber: UFRRJ VINO013/22(PAB)
(0,77 mg/g de BFOs), UFRRJ VIN005/007(PAB) (0,69 mg/g de BFOs) e UFRRJ VIN056/48
(PAB) (0,58 mg/g de BFOs) (Tabela 9). Os mesmos gendtipos se destacaram para produgao de
VBL por planta. Estima-se que uma planta do genétipo UFRRJ VINO013/22 (PAB) tenha
potencial para produzir 13,61 mg de VBL em uma s6 colheita. Enquanto os genotipos UFRRJ
VIN005/007(PAB) e o UFRRJ VIN056/48(PAB) apresentam potencial para produzir 12,79 e
10,96 mg de VBL por planta, respectivamente (Tabela 9).

De acordo com Aslam et al. (2010), a produgdo de VBL em uma planta ¢ considerada
muito baixa. Segundo estes autores, a diferenciagao e o desenvolvimento dos tecidos da planta
sdo os fatores centrais que regulam a biossintese de VBL. Uma hipdtese para os reduzidos niveis
de VCR e VBL ¢ a separagdo espacial dos locais biossintéticos. Os precursores biossintéticos
(CAT e VDL) sdo produzidos em regides distintas nas folhas. A CAT se acumula inteiramente
nos exsudatos de cera na superficie da folha, enquanto a VDL ¢ produzida dentro de células
especializadas da folha chamadas de idioblastos e canais laticiferos (YU & DE LUCA, 2013).
Segundo Roepke et al. (2010), esta separacao espacial dos alcaloides monoméricos CAT e VDL
fornece uma explicacdo para os baixos teores dos alcaloides diméricos VCR ¢ VBL em C.
roseus.

Apesar da complexidade da biossintese de VBL, nos genotipos UFRRJ
VINO13/22(PAB), UFRRJ VIN005/007(PAB) e UFRRJ VIN056/48(PAB) foram observadas
produgodes bastantes satisfatorias em plantas cultivadas em vasos (Tabela 9). Schlaepfer e
Mendoza (2010) encorajaram a producdo de VCR e VBL em plantas cultivadas no campo.

As concentragdes de CAT e VDL variaram entre 1,05 e 0,14 mg/g de BFOs, ¢ 0,86 a
0,07 mg/g de BFO;, respectivamente (Tabela 9). Essas estimativas foram superiores a maioria
das referéncias disponiveis na literatura (VERMA et al., 2008; MU et al., 2012; ZHANG et al.,
2014; JEONG & LIM, 2018). Excecdo apenas para os relatos de Gupta et al. (2020) e Chung
et al. (2011). Estes autores relataram, respectivamente, teores de VDL da ordem de 5,47 e 2,08
mg/g. Chung ef al. (2011) estimaram o teor de catarantina em 2,90 mg/g de peso seco foliar na
cultivar Pacifica Peach, cultivada em vasos. Portanto, na literatura existem concentragdes de
CAT e VDL muito acima dos nossos resultados (Tabela 9).

De forma semelhante & VBL, os gen6tipos com maiores teores de CAT em relacdo a
média (0,52 + 0,27 mg/g de BFOs - Tabela 9) foram os mesmos de maior producdo dessa
substancia por planta. Sdo eles: UFRRJ VIN044/37(PAB) (1,05 mg/g de BFOs e 21,16
mg/planta), UFRRJ VINO013/22(PAB) (0,97 mg/g de BFOs e 17,15 mg/planta) ¢ UFRRJ
VINO007/13(PAB) (0,89 mg/g de BFOs e 17,87 mg/planta) (Tabela 9). J& para a VND, em
relagdo a média do teor da substancia (0,33 £+ 0,24 mg/g de BFOs - Tabela 9) e produgao por
planta (6,37 + 4,23 mg) dois gendtipos e trés gendtipos, respectivamente, se destacaram. Para
concentragao de VDL o destaque foi o genotipo UFRRJ VINO013/22(PAB) (0,86 mg/g de BFOs)
e UFRRJ VIN005/07(PAB) (0,61 mg/g de BFOy). Ja para a producao de VDL, destacaram-se
os mesmos dois gendtipos citados anteriormente, com 15,20 e 11,30 mg/planta,
respectivamente, € mais o UFRRJ VIN044/37 (PAB) (11,28 mg/planta).
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Tabela 9. Quantificagdo do teor e producdo dos alcaloides catarantina (CAT), vindolina (VDL) e vimblastina (VBL) em extratos alcaloidicos de
14 gendtipos de vinca (C. roseus) analisados em HPLC-DAD.

Genotipos CAT VDL VBL BFOs CAT/planta VDL/planta VBL/planta
UFRRIJ VIN004/01(AUT) 0,39 0,33 0,16 19,53 7,62 6,44 3,12
UFRRIJ VIN004/02(AUT) 0,41 0,21 0,22 20,30 8,32 4,26 4,47
UFRRIJ VIN004/03(AUT) 0,14 0,13 0,10 18,91 2,65 2,46 1,89
UFRRIJ VIN004/05(PAB) 0,55 0,19 0,03 22,40 12,32 4,26 0,67
UFRRJ VIN005/07(PAB) 0,38 0,61 0,69 18,53 7,04 11,30 12,79
UFRRIJ VIN005/09(PAB) 0,36 0,11 0,02 22,30 8,03 2,45 0,45
UFRRIJ VIN007/13(PAB) 0,89 0,07 0,04 20,08 17,87 1,41 0,80
UFRRIJ VINO13/22(PAB) 0,97 0,86 0,77 17,68 17,15 15,20 13,61
UFRRIJ VINO13/25(PAB) 0,61 0,22 0,05 21,34 13,02 4,69 1,07
UFRRIJ VIN029/32(PAB) 0,18 0,11 0,00 17,88 3,22 1,97 0,00
UFRRIJ VIN029/34(PAB) 0,44 0,30 0,39 18,01 7,92 5,40 7,02
UFRRJ VIN044/37(PAB) 1,05 0,56 0,20 20,15 21,16 11,28 4,03
UFRRJ VIN044/39(PAB) 0,43 0,42 0,23 17,85 7,68 7,50 4,11
UFRRJ VIN056/48(AUT) 0,49 0,56 0,58 18,89 9,26 10,58 10,96

Média 0,52 0,33 0,25 19,56 10,23 6,37 4,64
Minimo 0,14 0,07 0,00 17,68 2,65 1,41 0,00
Maiximo 1,05 0,86 0,77 22,40 21,16 15,20 13,61

Amplitude 0,91 0,79 0,77 4,72 18,51 13,80 13,61

Desvio padrao 0,27 0,24 0,26 1,61 5,43 4,23 4,69
CV (%) 52,70%  70,61%  104,36% 8,21% 53,03% 66,42% 100,93%

Legenda: CAT - Catarantina expressa em miligrama por grama (mg/g) de BFOs; VDL - Vindolina em miligrama por grama (mg/g) de BFOs; VBL
- Vimblastina em miligrama por grama (mg/g) de BFOs; BFOs - Producdo de biomassa foliar seca em gramas (g); Produ¢do de CAT/planta,
VDL/planta e VBL/planta (mg), CV - coeficiente de variacdo em porcentagem (%).
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Com base nos resultados obtidos, verifica-se que o genétipo UFRRJ VINO013/22(PAB)
se destacou estatisticamente para as trés substancias analisadas (VBL, CAT e¢ VDL). A
relevancia foi tanto para o teor quanto para a produgdo dessas substancias (Tabela 9). Em
relagdo aos mesmos quesitos, o genotipo UFRRJ VIN005/07 (PAB) também merece mengao,
porém, apenas para a VBL e VDL (Tabela 9). Em suma, os gendtipos UFRRJ VINO013/22
(PAB) e UFRRIJ VIN005/07 (PAB), citados anteriormente, merecem atengao especial quanto a
producdo de VBL em C. roseus (respectivamente, 13,61 e 12,79 mg/planta) (Tabela 9). O
primeiro genotipo citado destaca-se também para a producao de VDL (15,20 mg/planta). Nesta
pesquisa, o gendtipo UFRRJ VIN044/37 (PAB) também foi destaque, porém, apenas para os
precursores da VBL (CAT e VDL). Especialmente, em C. roseus, este genotipo destacou-se
para a producdo de CAT (21,16 mg/planta).

Em suma, ¢ possivel inferir que existem trés gendtipos promissores para o teor e
produgdo de VBL. O gendtipo UFRRJ VINO13/22 (PAB) merece destaque nesse quesito
(Tabela 9). Por outro lado, os teores de CAT e VDL nas plantas ndo se mostraram promissores,
visto que a literatura reporta a existéncia de gendtipos com teores de CAT e VDL bem acima
das 14 plantas de C. roseus aqui analisadas (Tabela 9).

3.4. Analise da diversidade genética via marcador de DNA do tipo ISSR

As plantas elencadas como superiores foram submetidas a analise de DNA via
marcadores ISSR. O proposito foi garantir que a populacdo a ser submetida a anélise quimica
disponha de alta diversidade genética. Em programas de melhoramento, a existéncia de uma
alta diversidade genética ¢ uma questdo sine qua non, pois aumenta as chances de selecdao de
gendtipos superiores. Além disso, possibilita a exploragdo da heterose em caso de hibridacao
entre genotipos.

Dos 58 primers do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) testados, 15 (Tabela 6)
mostraram-se adequados para acessar a diversidade genética entre os 14 gendtipos de C. roseus,
uma vez que exibiram fragmentos com bom perfil de amplificagdo. Desta maneira, foram
amplificadas 304 bandas ISSR. Dessas, 300 (98,69%) foram polimorficas e quatro (1,31%)
monomorficas, com uma média de 20,27 fragmentos por primer.

O menor nimero de bandas foi encontrado no primer (GT)sGG com seis bandas. Por
outro lado, o maior numero, no primer (GACA)4+ com 40 bandas, todas elas polimorficas
(Figura 11). Amorim (2019) também observou o primer (GACA)4+ como o mais polimorfico
em genotipos de vinca. Além de (GACA )4, os primers (GTG)3GC, (AG)sC, (GATA)(GACA),,
(CT)sG, (GA)CC, (CT)STG, (AC)ST, (TC)sAGG, (AG)sYT, G(CTA)s e (ATG)sG exibiram
100% de polimorfismo. Este resultado demonstra a 6tima performance dos primers ISSR na
analise da diversidade genética. Enquanto (GAA)sAA, (TG)sA e (GT)sGG exibiram,
respectivamente, 94,12, 90,00 e 66,67% de polimorfismo.
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Figura 11. Padrao de amplificacdo pelo primer (GACA)s de ISSR em gel de agarose de 14
genotipos de C. roseus. Ordem dos genotipos no gel (da esquerda para a direita): UFRRJ
VIN004/01(AUT), UFRRJ VINO004/02(AUT), UFRRJ VINO004/03(AUT), UFRRJ
VIN004/05(PAB), UFRRJ VIN005/07(PAB), UFRRJ VINO005/09(PAB), UFRRIJ
VINO007/13(PAB), UFRRJ VINO13/22(PAB), UFRRJ VINO13/25(PAB), UFRRJ
VIN029/32(PAB), UFRRJ VIN029/34(PAB), UFRRJ VIN044/37(PAB), UFRRJ
VIN044/39(PAB) e UFRRJ VIN056/48(AUT).

Na andlise de agrupamento, verificou-se que as matrizes fenética e cofenética
apresentaram uma boa correspondéncia. O coeficiente de correlagdo cofenética entre as
referidas matrizes foi estimado em 0,71, significativo a 1% de probabilidade pelo teste de
Mantel (MANTEL, 1967). De acordo com Rohlf (1970), valores de correlacdo cofenética
superiores a 0,70 indicam um bom ajuste entre as matrizes de distincia e a matriz de
agrupamento resultante.

A diversidade genética pode ser analisada pela verificagdo do numero de grupos
formados no dendrograma. Com base no algoritmo kgs (KELLEY et al., 1996) foi observado a
formagdo de quatro grupos estatisticamente distintos (Figura 12). Dos quatro grupos, apenas
um grupo foi representado por apenas um genotipo, a saber: UFRRJ VIN004/01(AUT) (grupo
I). O grupo 111, o segundo menor, agrupou os seguintes genotipos: UFRRJ VIN044/39(PAB) e
UFRRIJ VINO056/48(AUT). O grupo IV, o maior grupo, foi formado por sete genotipos, o que
representa metade (50%) das plantas analisadas. A formagao de grupos muito grandes sugere,
normalmente, a priori, que a diversidade genética pode ser baixa. O segundo maior (grupo II)
agrupou quatro genotipos, isto €, UFRRJ VIN044/37(PAB), UFRRJ VIN013/25(PAB), UFRRJ
VINO13/22(PAB) e UFRRJ VIN029/34(PAB).

A magnitude das distancias genéticas no dendrograma sdo também de grande
importancia para verificagdo da diversidade. Com base no dendrograma (Figura 12), € possivel
observar que as medidas de dissimilaridades variaram de 0,65 a 0,83, o que leva a distancia
genética média estimada em 0,80. A maxima dissimilaridade (0,83) foi observada entre o
genotipo UFRRJ VIN004/01(AUT), do grupo I, com os demais gendtipos (Figura 12). A menor
dissimilaridade ocorreu entre os gendtipos UFRRJ VIN044/39(PAB) e UFRRJ
VINO056/48(AUT), ambos do grupo III.

Ha indicios de que a diversidade entre 14 genétipos de C. roseus seja alta, visto que a
média das distancias genéticas (0,80) foi proxima da unidade (1,00) e a menor distancia genética
(0,65) também foi elevada. Além da diversidade genética entre os grupos formados, também se
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verificou diversidade intragrupos. A distdncia genética média dentro dos grupos II e IV foi de
0,76 ¢ 0,79, respectivamente.
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Figura 12. Dendrograma obtido a partir da dissimilaridade de Jaccard e método de
agrupamento UPGMA entre 14 genétipos de Catharanthus roseus com desempenho superior
para produgdo de biomassa de folhas secas (BFOs).

No que tange a estimacdo da diversidade genética foram estimados os indices de
Shannon (H") e de Pielou (J) entre os gendtipos elencados como superiores para produgdo de
BFOs (Tabela 7). De maneira geral, verificou-se elevada diversidade molecular, haja vista as
estimativas de 5,66 e 0,96 obtidas via H™ e J, respectivamente. Sabe-se que quanto maior o
indice de Shannon, maior serd a diversidade genética. J4 o indice de Pielou varia de zero a 1,0,
logo valores proximos a 1,0 indicam maior diversidade. Os referidos indices corroboram os
resultados obtidos na andlise de agrupamento UPGMA (Figura 12) e apontam para a existéncia
de alta diversidade genética entre os gen6tipos analisados.

A literatura reporta a existéncia de alta diversidade genética em C. roseus (SHOKEEN
et al.,2007; SHAW et al., 2009; QING et al., 2011; LAL et al., 2011; AMORIM et al., 2023).
Em trabalhos de melhoramento genético a existéncia de alta diversidade genética ¢ fator
primordial para o sucesso no processo da sele¢dao de plantas e, portanto, para a continuidade de
programas de melhoramento (ALLARD, 1960; CARENA, 2021; SALGOTRA & CHAUHAN,
2023; SANCHEZ et al., 2023). Por outro lado, a escassez de diversidade implica em reduzidas
chances de se obter progénies com boa recombinacdo alélica e alto vigor. Sem duvida, a alta
diversidade genética entre gendtipos representa um recurso valioso para programas de
melhoramento genético, ja que aumenta as chances de selecao de gendtipos superiores.

Com base no dendrograma (Figura 12) pode-se dizer, que os valores maximos da
producdo de VBL, VDL e CAT (Tabela 9) foram observados em gendtipos do grupo II (Figura
12). A producdo de VBL/planta também se destacou no gendtipo UFRRJ VIN056/48(AUT)
pertencente ao grupo III, e no grupo IV com a presenga de UFRRJ VIN005/07(PAB). Mishra
et al. (2001) observaram trés grupos com bastante potencial para a producdo de alcaloides em
C. roseus ao estudar a diversidade genética através de caracteres morfoagronomicos. No grupo
'A', de modo geral, as plantas de vinca exibiram alto teor de vincristina e vimblastina nas folhas.
O grupo 'B' caracterizou-se pela alta producdo de biomassa de raizes e folhas e alta concentracao
de vimblastina nas folhas. O grupo 'D' apresentou alta produ¢do de biomassa foliar com alto

84



teor de vincristina. Ainda segundo Mishra ef al. (2001), certos acessos dos grupos 'A', 'B' e 'D'
poderiam ser envolvidos em hibridag¢des, visando a obtencdo de progénies superiores para
produgdo de alcaloides em C. roseus.

A diversidade genética também proporciona a exploracao da heterose em caso de
hibridag¢des (cruzamentos) entre genotipos. Para isso, as hibridacdes devem ser feitas entre
genotipos divergentes, mas que apresentem também desempenho superior em relacao aos
caracteres de interesse. Algumas hibridagdes podem ser recomendadas a partir dos resultados
obtidos na Tabela 9 e Figura 12. Para a VBL, por exemplo, ¢ recomendado o cruzamento entre
os gendtipos UFRRJ VINO13/22(PAB) e UFRRJ VIN005/07(PAB), pertencentes aos grupos II
e IV, respectivamente, com distancia genética de 0,82 (Figura 12). Também ¢ aconselhavel o
cruzamento entre o gendtipo UFRRJ VINO013/22(PAB) com o UFRRJ VIN056/48(AUT), os
quais pertencem, respectivamente, aos grupos II e III, e com distancia estimada entre eles de
0,79 (Figura 12). Outras combinagdes possiveis entre os genotipos UFRRJ VINO13/22(PAB),
UFRRIJ VIN005/07(PAB) e UFRRJ VIN056/48(AUT) também sdo recomenddveis. Todos os
cruzamentos mencionados acima podem resultar em progénies superiores para producio de
VBL em C. roseus.

Contudo, a selegdo de gendtipos para estudos relativos a estabilidade da produgdo de
alcaloides nas plantas durante diferentes periodos de colheita se constitui, a principio, na real
prioridade do programa de melhoramento da vinca na UFRRJ. E provavel que a producio de
BFO;s e de alcaloides sejam caracteres quantitativos e de forte influéncia ambiental. No trabalho
de Sharma et al. (2012), a herdabilidade para as variaveis relacionadas a producao de biomassa
e de alcaloides em C. roseus foram de baixas a moderadas. Isto, possivelmente, ratifica a
natureza poligénica da produ¢@o de biomassa e de alcaloides, pois as herdabilidades estimadas
indicaram forte a moderada influéncia do ambiente sobre estas varidveis.

Em uma pesquisa conduzida na ndia, Mall et al. (2019) constataram que o teor de VCR
e VBL foi maior durante o verdo, especialmente em junho, quando a temperatura diurna atingiu
40°C. Nas estacdes de inverno e primavera, o teor desses alcaloides diminuiu. Isso evidencia o
efeito do ambiente sobre os niveis dos alcaloides produzidos nas folhas de vinca. Alam ef al.
(2017) apontaram para uma forte influéncia do ambiente sobre a produgdo de alcaloides em
vinca. De acordo com esses autores, a sintese de alcaloides na espécie ocorre sob alta
complexidade, uma vez que os precursores de alcaloides utilizam diferentes vias bioquimicas.

Portanto, como o desempenho dos genoétipos, possivelmente, pode se diferenciar ao
longo do tempo, torna-se necessario maiores avaliagdes sobre a producdo de BFOs e de VBL
nos genotipos aqui selecionados. De todo modo, a presente pesquisa identificou genotipos
promissores para produ¢do de VBL. Ademais, tais genotipos podem ser clonados e indicados
para a producdo de VBL em Seropédica-RJ.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que foi possivel a identificagao de genotipos promissores para o teor de VBL,
uma vez que trés dos 14 gendtipos analisados se destacaram, estatisticamente, para teores de
VBL nas folhas, a saber: UFRRJ VINO13/22(PAB) (0,77 mg/g de BFO;), UFRRJ
VINO005/07(PAB) (0,69 mg/g de BFOs) e UFRRJ VIN056/48(PAB) (0,58 mg/g de BFOs). Tais
gendtipos também se destacaram para producdo de VBL por planta. Por outro lado, a selecao
de gendtipos para os teores de CAT e VDL nao foi promissora.

A diversidade molecular foi alta entre os genotipos elencados como superiores para a
producao de BFOs, haja vista as distancias genéticas obtidas corroboradas pelos indices de
diversidade de Shannon e de Pielou.
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Capitulo III. Proposicio de descritores minimos para a vinca (Catharanthus roseus [L.]
G. Don).

RESUMO

A vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) ¢ fonte de alcaloides utilizados no tratamento
convencional da leucemia e linfomas em humanos. Ademais, a espécie ¢ amplamente utilizada
como planta ornamental, devido a imensa diversidade em aspectos florais e de folha. Apesar de
sua importancia, ndo ha uma lista de descritores minimos para a vinca disponivel no Servigo
Nacional de Prote¢ao de Cultivares (SNPC), vinculado ao Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA). Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo propor uma
lista de descritores minimos, normatizada e testada para a cultura da vinca, cujo propdsito €
distinguir gendtipos de C. roseus. Para isso, foram elencados 15 descritores minimos, sendo
nove qualitativos e seis de origem quantitativa. Os descritores abarcaram caracteristicas
relacionadas as folhas, flores ¢ ramos. Os 15 descritores minimos foram aplicados em 77
gendtipos de vinca pertencentes a Colecdo de Trabalho da UFRRJ. Foram adotados alguns
critérios na escolha dos descritores adequados para a descricdo minima, a saber: ser de facil
aplicagdo, ndo gerar grandes variagdes do descritor dentro do mesmo genotipo € ndo ser
redundante. Apos a coleta de dados, os descritores foram padronizados, conforme o Bioversity
International. Os descritores de natureza quantitativa foram submetidos a testes de normalidade
multivariada e a analise da multicolinearidade. Posteriormente, os descritores de natureza
quantitativa foram transformados para descritores multicategoricos. Apds a unido da matriz de
descritores de origem qualitativa e os de origem quantitativa, os dados foram submetidos a uma
nova checagem da multicolinearidade e, em seguida, a analise de agrupamento. Utilizou-se a
dissimilaridade multicategorica como método de distincia, e o vizinho mais distante como
método de agrupamento. O ajuste entre as matrizes de distancia e de agrupamento foi baseado
na correlagdo cofenética. Por fim, os 15 descritores minimos elencados foram submetidos a
analise da importancia relativa das varidveis. Todas as matrizes testadas apresentaram
distribuicdo normal multivariada e multicolinearidade fraca. A correlagdo cofenética foi
estimada em 0,73. No dendrograma, a menor e maior distancia genética foram estimadas em
0,13 e 1,00, respectivamente. A média das distancias genéticas no dendrograma foi igual a 0,89.
Foi possivel observar no dendrograma que os 15 descritores minimos possibilitaram a distingao
de todos os genotipos analisados. Isto ocorreu até mesmo em genotipos mais relacionados
geneticamente, ou seja, com a menor distancia genética estimada entre eles (0,13). O descritor
minimo NRBg, (nimero de ramos na base da planta), proposto de forma inédita, mostrou-se
fundamental como um descritor util para distinguir plantas de vinca menos divergentes. Os
descritores minimos com a maior importancia relativa na distinguibilidade dos genotipos foram
a cor de flor (CFLOq) (11,64%), cor da zona do olho irradiada (CZOlq) (10,00%) e cor da zona
do olho ao redor do halo (CZOLq) (9,61%). Nesse sentido, as flores podem ser utilizadas para
se confeccionar bons descritores minimos para a vinca. Conclui-se, portanto, que os descritores
minimos distinguiram, de forma inequivoca, os 77 gen6tipos de vinca estudados.

Palavras-chave: alcaloides, estatistica multivariada, melhoramento de plantas, planta
ornamental.
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Chapter II1. Proposition of minor descriptors for periwinkle (Catharanthus roseus [L.] G.
Don).

ABSTRACT

Periwinkle (Catharanthus roseus [L.] G. Don) is a source of alkaloids used in the conventional
treatment of leukemia and lymphomas in humans. Furthermore, the species is widely used as
an ornamental plant due to its immense diversity in floral and leaf aspects. Despite its
importance, there is no list of minimum descriptors for periwinkle available in the National
Service for Plant Variety Protection (SNPC), linked to the Ministry of Agriculture, Cattle and
Supplying (MAPA). In view of the above, the present study aimed to propose a standardized
and tested list of minimum descriptors for the vinca crop, whose purpose is to distinguish
genotypes of C. roseus. For this purpose, 15 minimum descriptors were listed, nine of which
were qualitative and six of quantitative origin. The descriptors covered characteristics related
to leaves, flowers and branches. The 15 minimum descriptors were applied to 77 periwinkle
genotypes belonging to the UFRRJ Working Collection. Some criteria were adopted in
choosing the appropriate descriptors for the minimum description, namely: being easy to apply,
not generating large variations of the descriptor within the same genotype and not being
redundant. After data collection, the descriptors were standardized, according to Bioversity
International. The quantitative descriptors were subjected to multivariate normality tests and
multicollinearity analysis. Subsequently, the quantitative descriptors were transformed into
multicategorical descriptors. After combining the matrix of qualitative and quantitative
descriptors, the data were subjected to a new multicollinearity check and then to cluster
analysis. Multicategorical dissimilarity was used as the distance method, and the furthest
neighbor as the clustering method. The adjustment between the distance and clustering matrices
was based on cophenetic correlation. Finally, the 15 minimum descriptors listed were subjected
to analysis of the relative importance of the variables. All matrices tested presented multivariate
normal distribution and weak multicollinearity. The cophenetic correlation was estimated at
0.73. In the dendrogram, the smallest and largest genetic distances were estimated at 0.13 and
1.00, respectively. The average genetic distances in the dendrogram were 0.89. It was possible
to observe in the dendrogram that the 15 minimum descriptors allowed the distinction of all the
genotypes analyzed. This occurred even in genotypes that were more genetically related, that
is, with the smallest estimated genetic distance between them (0.13). The minimum descriptor
NRBgn (number of branches at the base of the plant), proposed in an unprecedented way, proved
to be fundamental as a useful descriptor to distinguish less divergent periwinkle plants. The
minimum descriptors with the greatest relative importance in distinguishing the genotypes were
flower color (CFLOq) (11.64%), color of the radiating eye zone (CZOlIq) (10.00%) and color
of the eye zone around the halo (CZOLq1) (9.61%). In this sense, flowers can be used to create
good minimum descriptors for periwinkle. It is concluded, therefore, that the minimum
descriptors unequivocally distinguished the 77 periwinkle genotypes studied.

Keywords: alkaloids, multivariate statistics, plant breeding, ornamental plant.

93



1. INTRODUCAO

A espécie Catharanthus roseus [L.] G. Don, popularmente conhecida como vinca,
pertence a familia Apocynaceaec (MISHRA & VERMA, 2017), ¢ diploide com 2n = 2x = 16
cromossomos (GUIMARAES et al., 2012), apresenta flores hermafroditas e modo de
reproducao preferencial alégamo (AMORIM et al., 2023). Sua provavel origem ¢ a ilha de
Madagascar (ALLORGE et al., 2015). A espécie é perene e desenvolve-se até um metro de
altura, com raizes que podem se estender at¢ 70 cm de profundidade (NEJAT et al., 2015).

A vinca ¢ responsdvel pela producdo de diversos alcaloides antineoplésicos,
denominados de TIAs (Terpenoid Indole Alkaloids) (ZHU et al., 2014). Além disso, a espécie
chama ateng¢ao pela sua imensa diversidade quanto aos aspectos florais e de folha, por isso, no
Brasil, ¢ amplamente utilizada como planta ornamental, sendo cultivada em jardins ou
diretamente em vasos. Atualmente, no Brasil, existem 127 cultivares de vinca registradas no
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2024), todas elas
destinadas para fins ornamentais. Vale destacar que ndo ha uma lista de descritores minimos
para a vinca disponivel no Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), vinculado ao
MAPA. Cabe ao SNPC divulgar as espécies vegetais e os respectivos descritores minimos
necessarios a abertura de pedidos de protecdo de cultivares (SILVA, 2005).

As listas de descritores minimos permitem distinguir o genotipo de interesse das demais
cultivares ja registradas. Porém, para a vinca, o que se verifica na literatura ¢ a presenca de
listas de descritores totais (MISHRA et al., 2001; KUMAR et al., 2007; FLASCHENRIEM,
2016; SAMIYARSIH et al., 2019; PAULA et al., 2021; SOARES et al., 2024). Um descritor é
definido como um atributo, ou caracteristica, passivel de ser mensurada, que pode ser observada
entre os diferentes acessos de uma colecdo de germoplasmas (BIOVERSITY
INTERNATIONAL, 2007).

Normalmente, os descritores totais sdo aplicados na caracterizagdo e avaliacdo de
colecoes de germoplasmas para tornar suas propriedades agronOmicas conhecidas
(SALOMAO, 2010), bem como para conhecer e estimar a diversidade genética entre gendtipos
(OLIVEIRA et al., 1999; MISHRA et al., 2001; SUDRE et al., 2005; RODRIGUES et al.,
2010; REIS et al., 2015; SILVEIRA et al., 2022). J& os descritores minimos possuem como
objetivo principal distinguir gendtipos dentro de uma mesma espécie. De acordo com o
Bioversity International (2007), as listas de descritores minimos devem conter um conjunto
minimo de descritores altamente discriminatérios. Segundo Irastorza (1983), a descrigdao de
uma variedade deve contribuir para solucionar conflitos de identificacdo que possam surgir no
registro e protegdo de cultivares, nos campos de producdo de sementes e na sua
comercializagao.

Segundo o Bioversity International (2007), os descritores precisam ser de aplicagdao
facil, a fim de ndo gerar duvidas na defini¢do das classes. Ademais, os descritores minimos
devem conter um “nome”, capaz de descrever o atributo de forma simples, compacta e nao
ambigua; um “método”, apresentado de forma objetiva e facil para se mensurar; e um “estado”,
capaz de expressar a caracteristica do atributo observado, conforme o Bioversity International
(2007). Sem duvida, listas de descritores minimos padronizadas permitem simplificar a sua
aplicacdo pratica no campo.

Também ¢ indispensavel que o descritor minimo permaneca inalteravel nas plantas,
independentemente do local onde elas sdo cultivadas e caracterizadas. As caracteristicas mais
apropriadas para uso como descritores sdo aquelas altamente herdaveis, normalmente
controladas por um ou poucos genes, que se expressam igualmente em todos os ambientes, ou
seja, apresentam baixa interacdo gendtipo x ambiente (BURLE & OLIVEIRA, 2010). Nesse
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contexto, enquadram-se as varidveis qualitativas, que exibem alta herdabilidade, sdo pouco
afetadas pelo ambiente e controladas por poucos genes (FALCONER & MACKAY, 1996).
Porém, varidveis quantitativas também podem, em certa medida, serem utilizadas como um
descritor minimo, desde que sejam categorizadas e de natureza oligogénica.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve por objetivo propor uma lista de descritores
minimos, normatizada e testada para a cultura da vinca, cujo proposito ¢ distinguir genotipos
de C. roseus.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Localizacdo da pesquisa

A pesquisa foi conduzida na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)
(22°45' S; 43° 41' W), localizada no municipio de Seropédica, RJ. Todas as analises estatisticas
foram conduzidas no Laboratorio de Citogenética e Biologia Molecular de Plantas (LCBMP),
do Departamento de Agrotecnologias e Sustentabilidade (DATS), do Instituto de Agronomia,
da UFRRJ.

2.2. Material vegetal e condi¢cdes experimentais

A coleta de dados foi realizada em 77 genotipos, em vez de 79 genodtipos, conforme
observado no capitulo I. Duas plantas apresentaram problemas de ordem fitossanitaria e, por
isso, foram desconsideradas no presente capitulo. Cabe ressaltar que os 77 genotipos pertencem
a Colegao de Trabalho de vinca do LCBMP e foram cultivados sob telado em vasos de 8 litros
contendo substrato na propor¢ao de 1:1:1 (areia, terra e esterco bovino curtido). Todas as 77
plantas foram dispostas com espacamento de 0,80 x 0,80 m, sem repetigdes, ndo havendo
delineamento estatistico. As temperaturas minima e maxima médias foram, respectivamente,
23,85°C e 25,09°C, enquanto a umidade relativa média foi de 71,27% (BRASIL, 2023).

2.3. Desenvolvimento dos descritores e caracterizacio das plantas

A escolha dos descritores foi fundamentada no critério de selecionar caracteristicas que
sejam pouco influenciadas pelo ambiente. Além disso, os descritores minimos utilizados foram
baseados nos seguintes quesitos: (i) entendimento, por parte do usuario, da metodologia que
norteia a aplica¢do do descritor; (i1) a sua eficiéncia em descrever a estrutura alvo, retornando
valores mais homogéneos possiveis dentro da planta. Em suma, buscou-se a utilizagdo de
descritores simples e de fécil aplica¢do, que permitam uma interpretacdo inequivoca.

Todos os descritores minimos elencados foram desenvolvidos, conforme o Guidelines
for the Development of Crop Descriptor Lists (BIOVERSITY INTERNATIONAL, 2007).
Cada descritor compreendeu trés elementos essenciais para simplificar sua aplicacao pratica no
campo, a saber: um “nome”, capaz descrever o atributo de forma simples, compacta e nao
ambigua; um “método”, apresentado de forma objetiva e facil para se mensurar; € um “estado”,
capaz de expressar a caracteristica do atributo observado.

Foram elencados descritores quantitativos (qn) e qualitativos (ql). Esses descritores
foram desenvolvidos com base nas listas propostas por Mishra et al. 2001, UPOV (2004),
Kumar et al. (2007) e Flaschenriem (2016) para a espécie C. roseus. Os descritores aqui
utilizados foram adaptados dos referidos autores (Tabela 10). Em suma, manteve-se
basicamente apenas o “nome” dos descritores consultados nos trabalhos supracitados e ndo os
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“estados”. Também foram idealizados descritores de forma inédita (Tabela 10). Todos os
descritores elencados foram utilizados na caracterizagao das plantas no campo.

Foram definidos 15 descritores minimos, sendo nove de natureza qualitativa, a saber:
CRAq (cor dos ramos do caule), FFOq (formato das folhas), FAFOq (formato do apice das
folhas), CHgi (cor de halo), CFLOgq (cor de flor), PPETq (posi¢do entre as pétalas), CZOLq (cor
da zona do olho ao redor do halo), ZOLIy (zona do olho quanto a profusdo ou irradiacdo),
CZOlq (cor da zona do olho irradiada). Outros seis descritores foram de natureza quantitativa:
NRByn (nimero de ramos na base da planta), CPEy, (comprimento médio do peciolo), CFOgn
(comprimento médio foliar), LFOgn (largura média foliar), AIFCg, (Angulo médio de inser¢do
da folha no caule) e DFLOg, (didmetro médio da flor) (Tabela 10). Os descritores de origem
quantitativa (qn) relativos ao comprimento, largura, didmetro e angulo foram mensurados via
analise digital de imagem através do software Imagel. Vale ressaltar que o comprimento,
largura e didmetro também podem ser mensurados através de um paquimetro ou fita métrica, e
o angulo, por meio de um transferidor.

Tabela 10. Lista de descritores minimos desenvolvidos para a vinca. A lista inclui o tipo de
variavel, nome do descritor, metodologia, estado e a referéncia de cada descritor.

Descritores Quantitativos (qn): Referéncias*
NRBgn - Numero de ramos na base da planta: avaliado a partir
da contagem dos ramos que saem da base do caule da planta.
NRBgn pode assumir os seguintes estados: 1- Pouco ramos (< 5
ramos), 2 - Médio (5 a 8 ramos) e 3 - Muitos ramos (> 8 ramos).
CPEg - Comprimento médio do peciolo: obtido pela média do
comprimento do peciolo (cm), avaliado em 10 folhas
completamente desenvolvidas por planta. CPEg, pode assumir
os seguintes estados: 1 - Peciolos pequenos (< 0,70 cm), 2 -
Peciolos médios (0,70 a 1,00 cm) e 3 - Peciolos grandes (>1,00
cm).

CFOgn - Comprimento médio foliar: obtido pela média do
comprimento (em cm) de 10 folhas completamente UPOV (2004), Kumar et al.
desenvolvidas por planta. CFOqn pode assumir os seguintes  (2007) e Flaschenriem
estados: 1 - Folhas pequenas (< 6,30 cm), 2 - Folhas médias (2016).

(6,30 a 8,00 cm) e 3 - Folhas grandes (> 8,00 cm).

LFOqn - Largura média foliar: obtida pela média da largura (cm)

em 10 folhas completamente desenvolvidas por planta. LFOqn  UPOV (2004), Kumar et al.
pode assumir os seguintes estados: 1 - Folhas estreitas (< 3,00  (2007) e Flaschenriem
cm), 2 - Folhas médias (3,00 a 3,60 cm) e 3 - Folhas largas (> (2016).

3,60 cm).

AIFCgn - Angulo médio de insergdo da folha no caule: obtido

pela média das medidas entre a inser¢ao da folha (peciolo) e o

caule em 10 folhas completamente desenvolvidas por planta. A

média do angulo de insercao da folha no caule (em graus) ¢ dada

pela divisao do valor da soma de todos os angulos aferidos pelo Inédito.

nimero total de folhas avaliadas. AIFCgyn pode assumir os

seguintes estados: 1 - Angulo fechado (< 47,50 graus), 2 -

Angulo médio (47,50 a 63,50 graus) e 3 - Angulo aberto (>

63,50 graus).

Inédito.

Mishra et al. (2001), UPOV
(2004) e Kumar et al.
(2007).
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DFLOqn - Didmetro médio da flor: obtido a partir da média da
distancia (em cm) entre duas pétalas opostas em 5 flores por
planta. DFLOg, pode assumir os seguintes estados: 1 - Flores

Mishra et al. (2001), UPOV
(2004), Kumar et al. (2007)

pequenas (< 3,00 cm), 2 - Flores médias (3,00 a 3,90 cm) e 3 - e Flaschenriem (2016).
Flores grandes (> 3,90 cm).

Descritores Qualitativos (ql): Referéncias*
CRAg - Cor dos ramos do caule: observado com base na cor que

predomina nos ramos do caule. CRAq pode assumir os seguintes Inédito.

estados: 1 - Verde, 2 - Marrom e 3 - Vermelho.

FFOgq - Formato das folhas: observado com base no formato da
folha. FFOq pode assumir os seguintes estados: 1 - Linear, 2 -

Mishra et al. (2001), UPOV
(2004) e Flaschenriem

Oblonga e 3 - Eliptica. (2016).
FAFOq - Formato do apice das folhas: observado através do
formato que predomina no dpice das folhas. FAFOq pode Inédito
assumir os seguintes estados: 1 - Apice arredondado e 2 - Apice ’
levemente pontiagudo.
Cll Cor el vl o b v o v pdominaio oo oo

-~ P & ' Flaschenriem (2016).

Branca e 2 - Amarela.

CFLOg - Cor de flor: observado com base na cor que predomina
nas pétalas das flores. CFLOq pode assumir os seguintes
estados: 1 - Branca, 2 - Salmao, 3 - Rosa clara, 4 - Rosa escura,
5 - Vermelha clara, 6 - Vermelha e 7 - Vermelha escura.

Mishra et al. (2001), UPOV
(2004), Kumar et al. (2007)
e Flaschenriem (2016).

PPETq - Posi¢do entre as pétalas: observado com base na
posicao entre as pétalas das flores. PPETq deve assumir os
seguintes estados: 1 - Livre (pétalas sem contato ou com
somente um contato), 2 - Em Contato (no minimo dois contatos
sem sobreposicdo ou com no maximo dois contatos com
sobreposicdo) e 3 - Sobreposta (no minimo trés contatos com
sobreposicdo).

UPOV (2004).

CZOLg - Cor da zona do olho ao redor do halo: obtido com base
na cor que predomina na zona do olho proxima ao halo das
flores. CZOLq deve assumir os seguintes estados: 1 - Sem zona
do olho aparente, 2 - Branca, 3 - Amarela, 4 - Vermelha, 5 -
Rosa escura e 6 - Vermelha escura.

UPOV (2004).

ZOLlq - Zona do olho quanto a profusdo ou irradiagdo: obtido
através do formato da borda da zona do olho. ZOLIg pode
assumir os seguintes estados: 1 - Ausente, 2 - Discreto e 3 -
Irradiante ou difuso.

UPOV (2004).

CZOlIy - Cor da zona do olho irradiada: obtido com base na cor
que predomina na zona do olho irradiada distante do halo das
flores. CZOly deve assumir os seguintes estados: 0 - Ausente, 1
- Branca, 2 - Rosa Clara, 3 - Rosa Escura e 4 - Vermelha.

UPOV (2004).

*O “nome” dos 15 descritores minimos foram adaptados das referéncias apresentadas nesta
Tabela. Em suma, manteve-se basicamente apenas o “nome” dos descritores consultados na

literatura e nao os “estados”.
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Como recurso auxiliar para o melhor entendimento dos descritores minimos cor de halo
(CHq), cor da zona do olho ao redor do halo (CZOLg), zona do olho quanto a profusdo ou
irradiacdo (ZOLlIg) e cor da zona do olho irradiada (CZOlq) (Tabela 10) foi aplicado um filtro
no software CorelDRAW Standard. A aplicagdo deste filtro teve apenas o objetivo de permitir
uma compreensao precisa da estrutura da flor a ser observada nos quatro descritores minimos
supracitados (Figura 13). Além disso, no Anexo 3 foram apresentadas imagens de todos os
descritores qualitativos (ql) (Tabela 10). De acordo com Barbieri (2013), desenhos ou imagens
podem auxiliar a compreensao dos estados do descritor em varios casos, evitando confusdes e
davidas que possam surgir.

Zona do olho proxima ao halo ou ao redor do halo

Halo

Zona do olho distante do halo

Figura 13. Imagem indicando a estrutura da flor a ser observada nos descritores minimos CHgq
(cor de halo), CZOLq (cor da zona do olho ao redor do halo), ZOLI (zona do olho quanto a
profusdo ou irradiagdo) e CZOIlq (cor da zona do olho irradiada) apds aplicacdo de filtro no
software CorelDRAW Standard.

2.3.1. Verificacao da normalidade dos dados e padronizaciao dos descritores quantitativos

Os dados foram submetidos a testes de normalidade multivariada. Para isso, foi aplicado
o teste de Assimetria e Curtose (MARDIA, 1970). Posteriormente, os descritores quantitativos

. . . . Xij
foram padronizados a partir do seguinte estimador: Z;; = S—” . Onde: X;; = valor observado
]

obtido pelo descritor j do gendtipo 1; S; = desvio-padrio do correspondente descritor j e Z;; =
média reduzida, de varidncia unitaria.

2.3.2. Anailise de multicolinearidade na matriz de dados quantitativos

Todos os descritores quantitativos foram submetidos ao teste de multicolinearidade,
conforme Montgomery e Peck (1981). Segundo estes autores, o grau de multicolinearidade ¢
estabelecido através do ntimero de condi¢do (NC), ou seja, entre a razdo do maior € menor
autovalor (A,;,4x € Apin) da matriz de correlagdo. De acordo com este diagnostico, quando o NC
for menor ou igual a 100, a multicolinearidade ¢ classificada como fraca, quando se encontra
entre 100 e 1000, seu grau ¢ de moderado a forte; e quando maior ou igual a 1000, sua
classificacao ¢ severa.

2.3.3. Categorizacao de descritores quantitativos em descritores qualitativos

Todos os descritores quantitativos elencados para analise, seja de classificagdo discreta
ou continua, foram categorizados em descritores qualitativos. Para a defini¢do do limite do
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numero de classes (k), utilizou-se, inicialmente, a Regra de Sturges (STURGES, 1926), onde:
k =1+ log,(n), sendo “n” o nimero de amostras. Posteriormente, foi utilizado a experiéncia
do pesquisador para o ajuste final do nimero de classes, sempre respeitando o limite méximo
determinado pela regra de Sturges. Para a defini¢dao dos intervalos de classes (amplitude das
classes), foi utilizado o seguinte estimador: AC = (V0 — Vinin)/k, onde: AC = amplitude das
classes, V4 = valor maximo da variavel, V,,,;,, = valor minimo da variavel e k = nimero de
classes.

Os descritores quantitativos transformados para descritores qualitativos tiveram o
elemento “estado” adicionado. Em seguida, houve o espelhamento da matriz quantitativa para
a qualitativa, ou seja, cada valor quantitativo correspondeu a um outro valor dentro de uma
classe no descritor qualitativo também correspondente. Por fim, os descritores transformados
em qualitativos foram anexados a mesma matriz dos descritores cuja origem ja tinha sido
qualitativa. Esta matriz final, completa, foi submetida a uma nova checagem da
multicolinearidade, conforme Montgomery e Peck (1981), e posteriormente, submetida a
analise de agrupamento.

2.4. Analise de agrupamento

Todos os descritores minimos elencados foram submetidos a analise da dissimilaridade
multicategorica (CRUZ & CARNEIRO, 2003) para obtencao da matriz fenética de distancia,
conforme o estimador: d;;; = D/C + D. Onde: d;;, = dissimilaridade considerando um
conjunto de varidveis multicategoricas; D = concordancia de categoria; C = discordancia de
categoria. Em seguida, a matriz fenética foi submetida a analise de agrupamento utilizando o
método do vizinho mais distante (SORENSEN, 1948) para obten¢do da matriz cofenética. Por
fim, foi apresentado um dendrograma anexado a um heatmap contendo as classes de descritores
minimos as quais cada gendtipo pertence. O ajuste entre as matrizes fenética e cofenética foi
estimado através da correlagdo cofenética (SOKAL & ROHLF, 1962), utilizando o teste de
Mantel com 1000 permutagdes (MANTEL, 1967).

2.5. Percentual de ocorréncia das classes dos descritores minimos

O percentual de ocorréncia das classes dos descritores minimos no germoplasma
analisado foi apresentado em histogramas.

2.6. Importancia relativa dos descritores minimos

A matriz contendo todos os descritores minimos foi submetida a analise da importancia
relativa das variaveis, conforme Singh (1981).

Todas as andlises estatisticas contidas no Material e Métodos foram realizadas no
Programa R, versao 4.2.3 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2023).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposicdo de descritores minimos surge da necessidade de distinguir genotipos de
C. roseus. Para isso, foram elencados e analisados ao todo 15 descritores para compor a lista de
descritores minimos. Seis deles foram relacionados a caracteristicas das folhas (CPEqn, CFOqp,
LFOgn, AIFCgn, FFOq, FAFOq), dois relativos aos ramos (NRBgi, CRAq), € outros sete
relacionados as flores (DFLOgn, CHqi, CFLOq1, PPETq, CZOLg1, ZOLIlg, CZOlg1) (Tabela 10).

Apos a idealizagdo, escolha e aplicagdo dos descritores para a caracterizagao das plantas,
as variaveis quantitativas (NRBgn, CPEgn, CFOgn, LFOgn, AIFCqn € DFLOgn - Tabela 10) foram
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submetidas ao teste de normalidade multivariado para verificagdo da assimetria e curtose,
conforme Mardia (1970). Com base no referido teste, os dados seguiram uma distribui¢ao
normal multivariada. O mesmo conjunto de dados apresentou multicolinearidade fraca, com
numero de condi¢dao (NC) estimado em 4,20. Segundo Montgomery e Pack (1981), quando o
NC for menor que 100, a multicolinearidade ¢ classificada como fraca. Para Carvalho et al.
(1999), somente o grau fraco de multicolinearidade nao constitui problema sério a analise.

Posteriormente, realizou-se a transcricdo dos descritores quantitativos para variaveis
qualitativas multicategoricas. Para cada descritor quantitativo (qn) foram utilizados trés
intervalos de classes (Tabela 10). Apos a confeccdo de uma sé matriz de dados qualitativa
contendo as varidveis com origem quantitativa (NRBgn, CPEg, CFOgn, LFOgn, AIFCyn €
DFLOgn) e qualitativa (CRAq, FFOq, FAFOgq, CHq, CFLOgq, PPETq, CZOLq, ZOLIg e
CZOlq), procedeu-se novamente uma checagem da multicolinearidade, a qual foi classificada
como fraca (NC = 40,55). Logo, os descritores minimos aqui propostos nao foram redundantes
e, assim, nao constituem implicacdes s€rias para a analise.

De posse da matriz de dados constituida por 15 descritores minimos obtidos a partir da
caracterizagdo de 77 gendtipos de vinca procedeu-se a andlise de agrupamento (Figura 14). O
coeficiente de correlagdo cofenética, entre as matrizes fenética e cofenética, foi igual a 0,73.
Segundo Rohlf (1970), valores de correlacdo cofenética superiores a 0,70 indicam um bom
ajuste entre as referidas matrizes. No dendrograma, a menor e maior distancia genética foram
estimadas em 0,13 e 1,00, respectivamente. A média das distancias genéticas foi igual a 0,89.

Os resultados obtidos no dendrograma mostraram que os descritores minimos propostos
foram eficientes em distinguir as 77 plantas de vinca analisadas, uma vez que ndo foi observada
distancia genética igual a zero (Figura 14). A eficiéncia destes descritores foi tal que eles
distinguiram até¢ mesmo os genotipos UFRRJ VIN004/01(AUT) e UFRRJ VIN004/02(AUT),
UFRRIJ VINO056/47(AUT) e UFRRJ VIN056/48(AUT), que s3o oriundos de sementes de
autofecundagdo (AUT), com distancias genéticas de 0,25 e 0,31, respectivamente (Figura 14).

Rodriguez-Alfonso et al. (2020) propuseram uma lista com 14 descritores minimos para
a cultura do abacaxi. Neste trabalho, todas as 48 cultivares de abacaxi foram separadas no
dendrograma e ndo houve nenhuma distancia genética igual a zero. Na Unido Internacional para
a Protecdo das Obtengdes Vegetais (UPOV, 2024), sdo apresentados os descritores minimos
para os testes de distinguibilidade, homogeneidade e estabilidade (DHE) de 340 espécies
vegetais. A vinca esta entre as espécies contempladas (UPOV, 2004). Contudo, em UPOV
(2004), os descritores minimos de origem quantitativa foram declarados apenas com suas
classes, sem os respectivos intervalos de medida para cada uma delas. Isso torna bastante
subjetiva a alocagdo das plantas de vinca em qualquer uma das classes.

Os descritores minimos sao recomendados pelo Servigo Nacional de Prote¢do de
Cultivares (SNPC), vinculado ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA). O SNPC ¢ o 6rgao competente para protecao de cultivares no Brasil, responsavel,
entre outras atribuicdes, pela divulgacdo das espécies vegetais e seus respectivos descritores
minimos, necessarios para abertura do processo de proteg¢ao, conforme o Decreto n® 2.366/1997
(RAMOS et al., 2018). Ainda nao ha uma lista de descritores minimos disponivel para a vinca
no SNPC. Portanto, ¢ possivel inferir que os descritores minimos sao escassos para a espécie
C. roseus ou quando existentes possuem problemas na sua padronizacdo, o que dificulta o uso
de qualquer lista de descritores minimos.
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Figura 14. Dendrograma mostrando o agrupamento de 77 gendtipos de vinca (C. roseus) com base em 15 descritores minimos, utilizando a

dissimilaridade multicategérica e o método do vizinho mais distante. O heatmap mostra as classes de descritores minimos as quais cada gendtipo

pertence.
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Foi utilizado o método de Singh (1981) para verificar os descritores minimos de maior
importancia relativa na distinguibilidade dos genotipos analisados. Os descritores com maior
importancia relativa foram a cor de flor (CFLOq) (11,64%), a cor da zona do olho irradiada
(CZOly) (10,00%) e a cor da zona do olho ao redor do halo (CZOLgq) (9,61%) (Figura 15).
Estes trés descritores relacionados as flores totalizaram 31,25% da importancia relativa. Nesse
sentido, as flores podem ser utilizadas para se confeccionar bons descritores minimos para a
vinca.

Soares et al. (2024) observaram herdabilidades acima de 99,00% para a cor de flor e cor
da zona do olho ao redor do halo em C. roseus. Ambos os descritores foram considerados na
presente pesquisa, ou seja, CZOLg e CFLOq (Tabela 10). Sreevalli ef al. (2002) mencionaram
o envolvimento de pelo menos seis genes na determinacdo da cor de flor na vinca. De acordo
com Severino et al. (2002), descritores com alta herdabilidade refletem a menor influéncia do
ambiente o que aumenta o poder discriminatério dos descritores. Porém, vale destacar que as
estimativas de herdabilidade dependem da estrutura genética da populacdo analisada.

Importancia relativa das variaveis (Singh, 1981)

CFLOgl CZOlgl CZOLgl AIFCgn DFLOgn NRBqn CFOgn CRAgl PPETgl FFOql LFOgn CPEgn ZOLIgl FAFOgl  CHgl

Descritores apos o descarte

Figura 15. Percentuais de importancia relativa de descritores na distinguibilidade de genotipos
de vinca. Legenda: CFLOq (cor de flor), CZOlIgq (cor da zona do olho irradiada), CZOLg (cor
da zona do olho ao redor do halo), AIFCqn (angulo médio de inser¢do da folha no caule),
DFLOgn (didmetro médio da flor), NRBgn (nimero de ramos na base da planta), CFOqn
(comprimento médio foliar), CRAq (cor dos ramos do caule), PPETq (posi¢do entre as pétalas),
FFOql (formato das folhas), LFOq, (largura média foliar), CPEq, (comprimento médio do
peciolo), ZOLIy (zona do olho quanto a profusdo ou irradiagao), FAFOq (formato do apice das
folhas) e CHgqi (cor de halo).

Os descritores minimos cor de flor (CFLOy), cor da zona do olho irradiada (CZOlq) e
cor da zona do olho ao redor do halo (CZOLg) foram os que apresentaram o maior nimero de
classes, a saber: sete, cinco e seis, respectivamente (Tabela 10 e Figura 16). Portanto, descritores
com maior numero de classes exibiram maior importancia relativa (Figura 15).

A maioria das plantas estudadas exibiu flores na cor branca (29,87%) e rosa clara
(32,47%) (Figura 16). Mishra ef al. (2001) também observaram um predominio de flores na cor
branca em 32 genotipos de vinca coletados no subcontinente indiano, Madagascar, Cingapura
e Malésia. Vale mencionar que as flores de vinca na cor branca e rosa clara sao muito comuns
no Brasil, e tendem a ser uma caracteristica de um germoplasma silvestre, ja que a maioria das
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cultivares ornamentais exibem coloracdes de flor bem distintas. Segundo Jhang et al. (2022),
existem mais de 324 cultivares de C. roseus desenvolvidas com uma vasta gama de coloragdes
de flores e zona do olho. Em vinca, a presenca de cores na zona do olho das flores diferente da
cor da pétala ¢ predominante em genotipos ornamentais melhorados. Por isso, a zona do olho
deve ser considerada na composi¢do da lista de descritores minimos, ja& que se pretende
distinguir cultivares e variedades.
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Figura 16. Distribuicdo dos descritores minimos qualitativos propostos em 77 gendtipos
pertencentes a Colecdo de Trabalho de vinca da UFRRIJ. Legenda: CRAq (cor dos ramos do
caule), FFOq (formato das folhas), PPETq (posicdo entre as pétalas), ZOLIq (zona do olho
quanto a profusdo ou irradiacdo), FAFOq (formato do 4pice das folhas), CHq (cor de halo),
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CZOly (cor da zona do olho irradiada), CZOLg (cor da zona do olho ao redor do halo) e CFLOq
(cor de flor).

A cor da zona do olho irradiada (CZOly)) foi classificada em ausente, branca, rosa clara,
rosa escura e vermelha (Anexo 3). Estes estados foram observados, respectivamente, em 59,74,
7,79, 9,09, 11,69 e 11,69% dos gendtipos analisados (Figura 16). Deste modo, na maioria das
plantas analisadas predominou a auséncia da zona do olho irradiada.

A cor da zona do olho ao redor do halo (CZOLy), o terceiro descritor com maior
importancia relativa (Figura 15), se apresentou em seis estados: sem zona do olho aparente,
branca, amarela, vermelha, rosa escura e vermelha escura (Tabela 10 e Anexo 3). Este tltimo
estado foi verificado em 31,17% dos genotipos estudados e o estado sem zona do olho aparente
em 28,57% (Figura 16).

Dos descritores minimos relacionados a zona do olho das flores, a ZOLIg (zona do olho
quanto a profusdo ou irradiacdo) exibiu a menor importancia relativa (5,14% - Figura 15). Para
este descritor foram observados os seguintes estados: ausente, discreto e irradiante ou difuso
(Tabela 10 e Anexo 3), os quais se distribuiram, respectivamente, da seguinte forma: 25,97,
33,77 e 40,26% das plantas analisadas (Figura 16).

A posic¢ao das pétalas das flores (PPETq) foi classificada da seguinte maneira: livre, em
contato e sobreposta (Tabela 10 e Anexo 3), as quais foram observadas em 19,48, 41,56 ¢
38,96% das plantas estudadas, respectivamente (Figura 16). As variedades Kururi White,
Flappe Coconut e Flappe Lilac foram classificadas, respectivamente, como livre, em contato e
ligeiramente sobreposta (UPOV, 2004).

Entre os descritores minimos de origem quantitativa (qn) ligados as folhas (CPEqp,
CFOgqn, LFOgn € AIFCqyn), destaca-se o angulo médio de inser¢ao da folha no caule (AIFCgn),
por ser o quarto maior em importancia relativa (8,20% - Figura 15). Neste descritor inédito
(Tabela 10), os angulos fechado e aberto apresentaram percentuais proximos, sendo 36,37% e
35,06%, respectivamente (Figura 17). Os descritores minimos LFOgq, (largura média foliar) e
CPEgn (comprimento médio do peciolo), ao contrario do AIFCqn, apresentaram percentuais
menores de importancia relativa, respectivamente, de 5,59 e 5,28% (Figura 15).

Ainda no que se refere as folhas, mais especificamente quanto ao seu formato (FFOq),
¢ possivel verificar que predominou a folha eliptica (62,34% - Figura 16). Flaschenriem (2016)
constatou, em vinca, o formato de folha eliptica nas cultivares PAS1053044, Cora Lavender e
M3861D. Ja no trabalho de Mishra et al. (2001), o formato eliptico foi minoritario, € o oblongo
foi maioria em 32 acessos de vinca.

Tanto na largura média foliar (LFOgn) quanto no comprimento médio do peciolo
(CPEgn) predominaram os estados pequeno e médio (Tabela 10). Peciolos pequenos (< 0,70 cm)
e médios (0,70 a 1,00 cm) foram observados em 44,16 e 38,96% das plantas analisadas,
respectivamente. Folhas de largura estreita (< 3,00 cm) e média (3,00 a 3,60 cm) estiveram
presentes, nesta ordem, em 42,86 e 44,15% dos gendtipos (Figura 17). Quanto ao comprimento
médio das folhas (CFOgn) observou-se que 37,66% das plantas exibiram folhas de comprimento
médio, e 31 gendtipos (40,26%) tiveram suas folhas classificadas como grandes (Figura 17).
Ravikumar et al. (2023) e Soares et al. (2024) observaram altos valores de herdabilidade para
o comprimento e largura foliar em vinca. Tais estimativas de herdabilidade préximas de 1,00
sugerem que o ambiente teve pouca influéncia no fenotipo observado. Um descritor minimo
ideal ¢ aquele que tem a capacidade de se repetir no gendtipo de interesse em diferentes
ambientes. E certo que aqui se considera um manejo adequado da cultivar, conforme suas
recomendacoes de cultivo.

Paula ef al. (2021) informaram uma elevada herdabilidade (93,95%) para o didmetro da
flor em C. roseus e, além disso, neste mesmo trabalho, foi a variavel com a maior contribui¢ao
relativa. J& na presente pesquisa, o didmetro da flor (DFLOga) foi o quinto descritor minimo em
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importancia relativa (7,10% - Figura 15). No entanto, ¢ importante destacar que a contribui¢ao
dos descritores depende da estrutura genética da populagdo de plantas analisadas. O DFLOgn
foi classificado em trés estados: pequeno (< 3,00 cm), médio (3,00 a 3,90 cm) e grande (> 3,90
cm) (Tabela 10 e Anexo 3). A maioria das plantas analisadas (40,26%) foi classificada com
flores médias. Em 24 geno6tipos (31,17%), as flores apresentaram tamanho grande, enquanto 22
(28,57%) exibiram tamanho pequeno (Figura 17).
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Figura 17. Distribui¢do dos descritores minimos de origem quantitativa propostos em 77
gendtipos pertencentes a Colecdo de Trabalho de vinca da UFRRIJ. Legenda: NRBg, (nimero
de ramos na base da planta), CPEy, (comprimento médio do peciolo), CFOgqn (comprimento
médio foliar), LFOq, (largura média foliar), AIFCgn (angulo médio de inser¢do da folha no
caule) e DFLOq, (didmetro médio da flor).

A cor do halo das flores (CHgq1) € o formato do apice das folhas (FAFOq) foram os tinicos
descritores minimos com apenas duas classes (Tabela 10 e Figura 16). Na CHg houve
predominio da cor branca (68,83%) e no FAFOq predominou o formato levemente pontiagudo
(61,04% - Figura 16). Ambos os descritores minimos exibiram os percentuais mais baixos de
importancia relativa (Figura 15). E possivel que descritores com menor namero de classes
tenham menor importancia relativa.

O niimero de ramos na base da planta (NRBgn), com 6,32% de importancia relativa
(Figura 15), foi o unico descritor minimo que conseguiu separar plantas de vinca menos
divergentes, isto ¢, UFRRJ VIN062/66(PAB) e UFRRJ VIN069/71(PAB), UFRRIJ
VINO044/37(PAB) e UFRRJ VIN044/39(PAB). Entre esses pares de genotipos foi observada a
menor distancia genética no dendrograma, ou seja, 0,13 (Figura 14). Nesse contexto, o descritor
NRBgn, um descritor inédito (Tabela 10), mostrou-se fundamental como um descritor minimo
util para distinguir plantas de vinca menos divergentes. UFRRJ VIN062/66(PAB) e UFRRJ
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VIN069/71(PAB) foram plantas de poucos e médios ramos na base da planta, respectivamente.
Ja UFRRJ VINO044/39(PAB) foi classificado como um gendtipo de muitos ramos ¢ UFRRJ
VINO044/37(PAB) com poucos ramos na base da planta (Figura 14). Este tltimo estado foi
observado em 53,25% do germoplasma estudado (Figura 17). Portanto, mais da metade das
plantas analisadas foram pouco ramificadas. Ainda permanecendo na ramificagao das plantas,
mais especificamente na cor dos ramos do caule (CRAy), ¢ possivel notar que houve um
predominio da cor verde (59,74%) (Figura 16).

Em resumo, com base nas Figuras 16 e 17, ¢ possivel inferir que no germoplasma
analisado houve um predominio de poucos ramos na base da planta, ramos com cor verde,
formato da folha eliptico, apice da folha levemente pontiagudo, halo na cor branca e auséncia
da zona do olho irradiada. Tais caracteristicas ocorreram em mais da metade das plantas aqui
analisadas. De certa forma, as flores nas cores branca e rosa clara também predominaram.

Diante do exposto, entende-se que os descritores minimos propostos podem contribuir
de forma bastante satisfatoria para o desenvolvimento da cultura da vinca, visto que contribuem
para a distingdo de cultivares. Com a lista de descritores minimos aqui desenvolvida foi possivel
distinguir todos os gendtipos analisados, mesmo aqueles mais relacionados geneticamente.
Apesar dos resultados obtidos, novos descritores minimos podem ser acrescentados a estes. De
toda forma, a identificagdo inequivoca de variedades de vinca no Brasil ¢ no mundo ¢ um
desafio. O desenvolvimento de ferramentas que fazem uso da biotecnologia pode e deve ser
agregado a este processo.

4., CONCLUSAO

Foram propostos 15 descritores minimos para a cultura da vinca, a saber: nimero de
ramos na base da planta (NRBg,), comprimento médio do peciolo (CPEg,), comprimento médio
foliar (CFOqn), largura média foliar (LFOqn), dngulo médio de inser¢do da folha no caule
(AIFCqn), didmetro médio da flor (DFLOgn), cor dos ramos do caule (CRAq), cor das flores
(CFLOgq1), cor da zona do olho irradiada (CZOlg), cor da zona do olho ao redor do halo
(CZOLy), cor dos ramos do caule (CRAq), posi¢do entre as pétalas das flores (PPET), formato
das folhas (FFOq), zona do olho (distante do halo) quanto a profusdo ou irradiacdo (ZOLlIq),
formato do apice das folhas (FAFOq) e cor de halo (CHg1). Estes descritores foram capazes de
distinguir as 77 plantas de C. roseus analisadas. Isto ocorreu at€ mesmo em genotipos proximos
geneticamente. A maior importancia relativa na distinguibilidade dos genotipos foi verificada
nos descritores minimos relacionados as flores, a saber: cor de flor (CFLOgq), cor da zona do
olho irradiada (CZOly) e cor da zona do olho ao redor do halo (CZOLg).
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Anexo 1. Sementes de 73 gendtipos de vinca (Catharanthus roseus [L.] G. Don) pertencentes ao Laboratério de Citogenética e Biologia Molecular

de Plantas (LCBMP) do DAST/IA/UFRRJ.

Numero para identificacao Numero de acesso Nome de acesso Lote Sementes
34 112005 UFRRIJ VIN004 16/01/2018 Autofecundacao
52 114806 / 112005 UFRRJ VIN004 16/08/2019 Polinizagdo aberta
35 112006 UFRRIJ VIN005 10/01/2018 Autofecundagio
42 112006 UFRRJ VIN0OS5 28/06/2018 Polinizagao aberta
44 112006 UFRRJ VIN005 28/06/2018 Autofecundacao
117 112006 UFRRJ VIN005 16/07/2018 Polinizagao aberta
148 112006 UFRRJ VIN0OS5 05/07/2018 Polinizagao aberta
83 114804 / 112006 UFRRIJ VIN005 23/08/2019 Polinizagao aberta
118 112007 UFRRJ VIN006 16/07/2018 Polinizagao aberta
151 112007 UFRRJ VIN006 26/08/2019 Polinizagao aberta
123 112008 UFRRJ VINOO7 12/11/2018 Autofecundacao

6 112008 UFRRJ VIN007 03/09/2018 Polinizagdo aberta
18 112008 UFRRJ VINO007 06/11/2018 Autofecundagao
22 112008 UFRRJ VIN007 09/11/2018 Autofecundacao
24 112008 UFRRJ VINO0O7 05/11/2018 Autofecundacao
31 112008 UFRRJ VINO007 16/07/2018 Polinizagao aberta

100 112008 UFRRJ VINOO7 12/09/2018 Polinizagao aberta
113 112008 UFRRJ VINO007 30/08/2018 Polinizagao aberta
98 112009 UFRRIJ VIN0OOS 03/07/2018 Autofecundacao

126 112009 UFRRIJ VINO0OS 16/07/2018 Polinizacao aberta

7 112010 UFRRJ VIN009 03/09/2018 Polinizagédo aberta

8 112010 UFRRJ VIN009 27/08/2018 Polinizagédo aberta
17 112010 UFRRJ VIN009 29/06/2018 Autofecundacao
20 112010 UFRRJ VIN009 15/11/2018 Autofecundagao
106 112010 UFRRJ VIN0O09 21/09/2018 Polinizacao aberta
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Continua.

122 112010 UFRRJ VIN009 13/11/2018 Autofecundagao
96 114811 /112010 UFRRJ VIN009 23/08/2019 Polinizagao aberta
32 112011 UFRRIJ VINO10 27/08/2018 Polinizagao aberta
73 112011 UFRRIJ VINO10 22/08/2019 Polinizagao aberta
116 112011 UFRRJ VINO10 16/07/2018 Polinizagao aberta
10 112013 UFRRJ VINO12 27/08/2018 Polinizagao aberta
63 112013 UFRRJ VINO12 15/08/2019 Polinizagao aberta
30 112014 UFRRJ VINO13 16/07/2018 Polinizagao aberta
41 112015 UFRRIJ VINO14 16/07/2018 Polinizagao aberta
150 112015 UFRRJ VINO14 28/06/2018 Polinizagao aberta
131 114805/ 112015 UFRRIJ VINO14 07/11/2019 Polinizagao aberta
135 114805/ 112015 UFRRIJ VINO14 29/10/2019 Polinizagao aberta
3 112016 UFRRJ VINO15 06/09/2018 Polinizagao aberta
4 112016 UFRRJ VINO15 03/09/2018 Polinizagao aberta
47 112016 UFRRJ VINO15 27/08/2018 Polinizagao aberta
102 112016 UFRRJ VINO15 12/09/2018 Polinizagao aberta
86 112018 UFRRJ VINO17 23/08/2019 Polinizagdo aberta
12 112019 UFRRJ VINO18 27/08/2018 Polinizagao aberta
26 112019 UFRRJ VINO18 03/09/2018 Polinizagao aberta
93 112019 UFRRIJ VINO18 23/08/2019 Polinizagdo aberta
59 112020 UFRRJ VINO19 15/08/2019 Polinizagdo aberta
81 112020 UFRRJ VINO19 27/11/2017 Polinizagao aberta
37 112025 UFRRIJ VIN024 08/01/2018 Autofecundagao
36 112026 UFRRJ VINO025 08/01/2018 Autofecundacao
108 112029 UFRRJ VIN028 27/11/2017 Polinizagao aberta
119 112041 UFRRJ VINO030 16/07/2018 Polinizagdo aberta
79 112046 UFRRJ VINO035 27/11/2017 Polinizagao aberta
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82 112046 UFRRIJ VINO035 27/11/2017 Polinizagao aberta
1 112048 UFRRIJ VINO036 27/08/2018 Polinizagao aberta
25 112048 UFRRJ VIN036 03/09/2018 Polinizagao aberta
107 112048 UFRRIJ VINO036 12/09/2018 Polinizagao aberta
114 112048 UFRRIJ VINO036 30/08/2018 Polinizagao aberta
120 112048 UFRRJ VIN036 16/07/2018 Polinizagao aberta
124 112048 UFRRJ VINO036 03/09/2018 Polinizagao aberta
147 112048 UFRRJ VIN036 06/09/2018 Polinizagao aberta
33 112049 UFRRJ VINO037 27/08/2018 Polinizagao aberta
94 114812 /112049 UFRRJ VINO037 18/08/2019 Polinizagao aberta
168 114812 /112049 UFRRJ VINO037 22/11/2019 Polinizagdo aberta
21 112051 UFRRJ VINO039 06/07/2018 Polinizagao aberta
27 112051 UFRRJ VIN039 24/08/2018 Polinizagao aberta
97 112051 UFRRJ VIN039 25/09/2018 Polinizagao aberta
28 112056 UFRRJ VIN044 27/08/2018 Polinizagao aberta
46 112056 UFRRJ VIN044 03/09/2018 Polinizagao aberta
99 112056 UFRRJ VIN044 12/09/2018 Polinizagao aberta
11 112086 UFFRJ VINO050 27/08/2018 Polinizagao aberta
15 112086 UFFRJ VINO050 10/09/2018 Polinizagao aberta
43 112086 UFFRJ VINO050 28/06/2018 Polinizagao aberta
45 112086 UFFRJ VINO050 03/09/2018 Polinizagao aberta
101 112086 UFFRJ VINO050 12/09/2018 Polinizagao aberta
121 112086 UFFRJ VINO050 25/09/2018 Polinizacao aberta
165 114813 /112086 UFFRJ VINO50 22/11/2019 Polinizagao aberta
66 111793 UFRRJ VINO054 22/08/2019 Polinizagao aberta
134 111793 UFRRJ VINO054 17/10/2019 Polinizagao aberta
5 111794 UFRRIJ VINO55 03/09/2018 Polinizagdo aberta
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19 111794 UFRRIJ VINO55 06/11/2018 Autofecundagao
39 111794 UFRRIJ VINO55 01/11/2018 Autofecundagao
104 111794 UFRRJ VINO55 27/08/2018 Polinizagao aberta
112 111794 UFRRIJ VINO55 19/12/2017 Autofecundagao
115 111794 UFRRJ VINO55 30/08/2018 Polinizagao aberta
140 111794 UFRRJ VINO55 15/10/2019 Polinizagao aberta
23 111787 UFRRJ VINO056 05/11/2018 Autofecundacao
38 111787 UFRRJ VINO056 01/11/2018 Polinizagao aberta
40 111787 UFRRJ VINO056 01/11/2018 Autofecundacao
48 111787 UFRRJ VINO056 06/09/2018 Polinizagao aberta
109 111787 UFRRJ VINO056 24/04/2019 Polinizagao aberta
110 111787 UFRRJ VINO056 21/09/2018 Polinizagao aberta
111 111787 UFRRJ VINO056 30/04/2019 Polinizagao aberta
29 111790 UFRRJ VINO057 27/08/2018 Polinizagao aberta
155 112057 UFRRJ VIN058 26/08/2019 Polinizagao aberta
130 112058 UFRRJ VIN059 26/08/2019 Polinizagao aberta
14 112060 UFRRJ VIN060 27/08/2018 Polinizagao aberta
91 112060 UFRRIJ VIN060 23/08/2019 Polinizagdo aberta
2 112085 UFRRJ VINO61 27/08/2018 Polinizagao aberta
61 112085 UFRRJ VINO61 15/08/2019 Polinizagao aberta
16 112088 UFRRJ VIN062 27/08/2018 Polinizagao aberta
87 112088 UFRRIJ VIN062 23/08/2019 Polinizacao aberta
92 112089 UFRRIJ VIN063 23/08/2019 Polinizagao aberta
89 112090 UFRRIJ VIN064 23/08/2019 Polinizagao aberta
103 112090 UFRRIJ VINO064 27/08/2018 Polinizacao aberta
156 112091 UFRRIJ VIN065 26/08/2019 Polinizagdo aberta




Continua.

153 112092 UFRRIJ VIN066 26/08/2019 Polinizagao aberta

9 112092 UFRRIJ VIN066 27/08/2018 Polinizagao aberta
105 112093 UFRRIJ VIN067 27/08/2018 Polinizagao aberta
50 112093 UFRRIJ VIN067 23/08/2019 Polinizagdo aberta
62 112095 UFRRIJ VIN068 15/08/2019 Polinizagao aberta
154 112096 UFRRIJ VIN069 26/08/2019 Polinizagao aberta
157 112098 UFRRIJ VINO70 26/08/2019 Polinizagao aberta
129 112099 UFRRJ VINO71 26/08/2019 Polinizagao aberta
70 111788 UFRRJ VINO072 22/08/2019 Polinizagao aberta
55 111789 UFRRJ VIN073 15/08/2019 Polinizagao aberta
152 111795 UFRRJ VINO074 26/08/2019 Polinizagao aberta
13 111798 UFRRJ VINO75 27/08/2018 Polinizagao aberta
159 111799 UFRRJ VINO76 26/08/2019 Polinizagao aberta
90 114741 UFRRJ VINO77 23/08/2019 Polinizagao aberta
54 114742 UFRRJ VINO78 15/08/2019 Polinizagao aberta
51 114743 UFRRJ VINO79 15/08/2019 Polinizagao aberta
163 114743 UFRRJ VINO079 22/11/2019 Polinizagao aberta
53 114744 UFRRJ VINO080 15/08/2019 Polinizagao aberta
164 114744 UFRRJ VINO080 22/11/2019 Polinizagao aberta
58 114745 UFRRJ VINOS81 15/08/2019 Polinizagao aberta
136 114745 UFRRIJ VINO81 29/10/2019 Polinizacao aberta
74 114746 UFRRJ VINO082 22/08/2019 Polinizacao aberta
60 114747 UFRRIJ VINO083 15/08/2019 Polinizagao aberta
76 114748 UFRRIJ VINO084 22/08/2019 Polinizacao aberta
167 114748 UFRRJ VINO084 22/11/2019 Polinizagao aberta
65 114750 UFRRIJ VINO085 22/08/2019 Polinizagdo aberta
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64 114751 UFRRJ VINO086 15/08/2019 Polinizagao aberta
80 114752 UFRRJ VINO087 22/08/2019 Polinizagao aberta
142 114753 UFRRJ VINO08S8 15/10/2019 Autofecundacao

143 114753 UFRRJ VINO08S8 15/10/2019 Polinizagao aberta
56 114753 UFRRIJ VINO0O8S8 15/08/2019 Polinizagao aberta
132 114753 UFRRJ VINO0O8S8 21/10/2019 Polinizagao aberta
85 114754 UFRRJ VIN089 23/08/2019 Polinizagao aberta
49 114755 UFRRJ VIN090 16/08/2019 Polinizagao aberta
68 114755 UFRRIJ VIN090 22/08/2019 Polinizagao aberta
75 114756 UFRRJ VIN091 22/08/2019 Polinizagao aberta
78 114757 UFRRJ VIN092 22/08/2019 Polinizagao aberta
72 114758 UFRRJ VIN093 22/08/2019 Polinizagao aberta
158 114759 UFRRIJ VIN094 26/08/2019 Polinizagao aberta
88 114761 UFRRJ VIN095 23/08/2019 Polinizagao aberta
133 114761 UFRRJ VIN095 17/10/2019 Polinizagao aberta
138 114761 UFRRJ VIN095 15/10/2019 Polinizagao aberta
144 114761 UFRRJ VIN095 08/10/2019 Polinizagao aberta
67 114801 UFRRIJ VIN096 22/08/2019 Polinizagdo aberta
128 114801 UFRRJ VIN096 04/12/2019 Polinizagao aberta
125 114802 UFRRJ VIN097 16/09/2019 Polinizagao aberta
145 114802 UFRRJ VIN097 17/09/2019 Polinizagdo aberta
77 114803 UFRRJ VIN098 22/08/2019 Polinizagao aberta
57 114807 UFRRJ VIN099 15/08/2019 Polinizagao aberta
127 114807 UFRRJ VIN099 16/10/2019 Polinizagao aberta
149 114807 UFRRJ VIN099 15/01/2020 Autofecundacao

160 114807 UFRRIJ VIN099 25/11/2019 Polinizagdo aberta
161 114807 UFRRJ VIN099 25/11/2019 Polinizacao aberta
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162 114807 UFRRJ VIN099 25/11/2019 Polinizagao aberta
166 114807 UFRRJ VIN099 22/11/2019 Polinizagao aberta
84 114808 UFRRJ VIN100 23/08/2019 Polinizagao aberta
139 114808 UFRRIJ VIN100 15/10/2019 Autofecundagao

141 114808 UFRRJ VIN100 15/10/2019 Polinizagao aberta
71 114809 UFRRJ VIN101 22/08/2019 Polinizagao aberta
146 114809 UFRRJ VIN101 17/09/2019 Polinizagao aberta
95 114810 UFRRJ VIN102 23/08/2019 Polinizagao aberta
69 114816 UFRRJ VIN103 22/08/2019 Polinizagao aberta
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Anexo 2. Genétipos de Catharanthus roseus [L.] G. Don pertencentes & Cole¢do de Trabalho
de vinca do DATS/IA/UFRRIJ.
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Anexo 3. Lista preliminar de descritores minimos propostos para a cultura da vinca
(Catharanthus roseus [L.] G. Don).

NRB¢n - Nimero de ramos na base da planta: avaliado a partir da contagem dos ramos que
saem da base do caule. NRBg, pode assumir os seguintes estados:

1- Pouco ramos (< 5 ramos);

2 - Médio (5 a 8 ramos);

3- Muitos ramos (> 8 ramos).

CPEgn - Comprimento médio do peciolo: obtido pela média do comprimento do peciolo (cm),
avaliado em 10 folhas completamente desenvolvidas por planta. CPEg, pode assumir os
seguintes estados:

1 - Peciolos pequenos (< 0,70 cm);

2 - Peciolos médios (0,70 a 1,00 cm);

3 - Peciolos grandes (>1,00 cm).

CFOqn - Comprimento médio foliar: obtido pela média do comprimento (em cm) de 10 folhas
completamente desenvolvidas por planta. CFOg4n pode assumir os seguintes estados:

1 - Folhas pequenas (< 6,30 cm);

2 - Folhas médias (6,30 a 8,00 cm);

3 - Folhas grandes (> 8,00 cm).

LFOqn - Largura média foliar: obtida pela média da largura (cm) em 10 folhas completamente
desenvolvidas por planta. LFOgn pode assumir os seguintes estados:

1 - Folhas estreitas (< 3,00 cm);

2 - Folhas médias (3,00 a 3,60 cm);

3 - Folhas largas (> 3,60 cm).

AIFCqn- Angulo médio de insercio da folha no caule: obtido pela média das medidas entre
a inser¢ao da folha (peciolo) e o caule em 10 folhas completamente desenvolvidas por planta.
A média do angulo de inser¢do da folha no caule (em graus) ¢ dada pela divisdo do valor da
soma de todos os angulos aferidos pelo nimero total de folhas avaliadas. AIFCqn pode assumir
os seguintes estados:

1 - Angulo fechado (< 47,50 graus);

2 - Angulo médio (47,50 a 63,50 graus);

3 - Angulo aberto (> 63,50 graus).

DFLOgn - Didmetro médio da flor: obtido a partir da média da distancia (em cm) entre duas
pétalas opostas em 5 flores por planta. DFLOg, pode assumir os seguintes estados:

1 - Flores pequenas (< 3,00 cm);

2 - Flores médias (3,00 a 3,90 cm);
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3 - Flores grandes (> 3,90 cm).

CRAgq - Cor dos ramos do caule: observado com base na cor que predomina nos ramos do
caule. CRAq pode assumir os seguintes estados:

bl

1 - Verde; 2 - Marrom; 3 - Vermelho.

FFOq - Formato das folhas: observado com base no formato das folhas. FFOq pode assumir
os seguintes estados:

1 - Linear; 2 - Oblonga; 3 - Eliptica.

FAFQOq — Formato do apice das folhas: observado através do formato que predomina no apice
das folhas. FAFOgq pode assumir os seguintes estados:
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1 - Apice arredondado; 2 - Apice levemente pontiagudo.

CHgq - Cor de halo: avaliado com base na cor que predomina no halo das flores. CHq pode
assumir os seguintes estados:

!

1 - Branca; 2 - Amarela.

CFLOgq - Cor de flor: observado com base na cor que predomina nas pétalas das flores. CFLOg
deve assumir os seguintes estados:

e’
1 - Branca; 2 - Salmao; 3 - Rosa clara;
4 - Rosa escura; 5 - Vermelha clara; 6 - Vermelha;
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7 - Vermelha escura.

PPETq - Posicao entre as pétalas: observado com base na posicao entre as pétalas das flores.
PPETq deve assumir os seguintes estados:

2 - Em Contato: no minimo

. . dois contatos sem 3 - Sobreposta: no minimo
1 - Livre: pétalas sem contato - A
sobreposi¢do ou com no trés contatos com
ou com somente um contato; g . .
maximo dois contatos com sobreposi¢ao.
sobreposi¢ao;

CZOLq - Cor da zona do olho ao redor do halo: obtido com base na cor que predomina na
zona do olho proxima ao halo das flores. CZOLg deve assumir os seguintes estados:

S
_ L o2
) \ a Sorr

1 - Sem zona do olho
aparente;

2 - Branca; 3 - Amarela;
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4 - Vermelha; 5 - Rosa escura; 6 - Vermelha escura.

ZOLIq - Zona do olho quanto a profusio ou irradia¢ao: obtido através do formato da borda
da zona do olho. ZOLIq pode assumir os seguintes estados:

N N

1 - Ausente; 2 - Discreto; 3 - Irradiante ou difuso.

CZOIq - Cor da zona do olho irradiada: obtido com base na cor que predomina na zona do
olho irradiada distante do halo das flores. CZOly deve assumir os seguintes estados:

“\
’ » $
= .
0 - Ausente; 1 - Branca; 2 - Rosa clara;
3 - Rosa escura; 4 - Vermelha.
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