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RESUMO

O sucesso em programas de melhoramento de plantas ornamentais, como as beldroegas
(Portulaca spp.), estd intimamente associado a correta identificagdo dos niveis de ploidia. A
poliploidizagdo ¢ uma técnica que gera novas combinacdes genéticas e variagdes fenotipicas,
sendo util no melhoramento de espécies de Portulaca spp. pelo seu valor ornamental, medicinal
e nutricional. Este trabalho objetivou determinar o nivel de ploidia em acessos de Portulaca
spp. por meio da contagem do nimero de cloroplastos por células-guarda, visando subsidiar os
programas de melhoramento genético da espécie. Amostras foliares de 15 gendtipos cultivados
em estufa agricola foram coletadas e analisadas em microscopio Optico (40x). Analisaram-se
trés estobmatos em cada cinco campos aleatorios da folha, ¢ os dados foram submetidos a
ANOVA, ao teste de média Scott-Knott e agrupamento Tocher. As médias observadas variaram
amplamente, de 4,93 a 24,65 cloroplastos por células-guarda, indicando a presenca de diferentes
niveis de ploidia, desde diploides a hexaploides. A analise de variancia confirmou diferengas
significativas entre os gendtipos (p < 0,001). O agrupamento de Tocher classificou os acessos
em quatro grupos distintos e revelou alta divergéncia genética entre os acessos extremos
(PU0010 com 24,65 cloroplastos e PUOO1 com 4,93). A herdabilidade no sentido amplo foi alta
(98,57%), evidenciando forte controle genético do carater. Os resultados confirmam a contagem
de cloroplastos como uma ferramenta primaria eficiente e com alta precisao seletiva (99,3%),
util para selecionar gendtipos e orientar cruzamentos, para posterior desenvolvimento de
hibridos promissores com caracteristicas desejaveis de vigor, resisténcia e valor ornamental.

Palavras-chave: beldroega; células-guarda; herdabilidade; melhoramento; poliploides.



ABSTRACT

The success of breeding programs for ornamental plants such as purslanes (Portulaca spp.) is
closely linked to the correct identification of ploidy levels. Polyploidization is a technique that
generates new genetic combinations and phenotypic variations, making it useful in the
improvement of Portulaca spp. due to their ornamental, medicinal, and nutritional value. This
study aimed to determine the ploidy level of Portulaca spp. accessions by counting the number
of chloroplasts per guard cell, providing support for breeding programs of the species. Leaf
samples from 15 genotypes cultivated in a greenhouse were collected and analyzed under an
optical microscope (40%). Three stomata from each of five random fields of the leaf were
analyzed, and the data were subjected to ANOVA, the Scott—Knott mean test, and Tocher
clustering. The observed means varied widely, from 4.93 to 24.65 chloroplasts per guard cell,
indicating the presence of different ploidy levels, ranging from diploids to hexaploids. Analysis
of variance confirmed significant differences among genotypes (p < 0.001). Tocher clustering
classified the accessions into four distinct groups and revealed high genetic divergence between
the most contrasting accessions (PU0010 with 24.65 chloroplasts and PU0OO1 with 4.93). Broad-
sense heritability was high (98.56%), indicating strong genetic control of the trait. The results
confirm that chloroplast counting is an efficient primary tool with high selective accuracy
(99.3%), useful for selecting genotypes and guiding crosses for the subsequent development of
promising hybrids with desirable characteristics such as vigor, resistance, and ornamental value.

Keywords: purslane; guard cells; heritability; breeding; polyploids.
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1 INTRODUCAO

O setor de floricultura no Brasil demonstra grande relevancia econdmica, com mais de
15 mil hectares plantados anualmente, o que corresponde a aproximadamente 8% da produgao
mundial ¢ mantém uma tendéncia de crescimento gradual (Instituto Brasileiro de Floricultura,
2024).

Dentro deste contexto, o género Portulaca L. (familia Portulacaceae) apresenta-se
como uma fonte de potencial pouco explorado. O Brasil possui 21 espécies nativas de
beldroegas catalogadas, porém apenas cinco cultivares ornamentais foram registradas por
empresas nacionais no Sistema de Registro Nacional de Cultivares no Ministério de Agricultura
e Pecuaria até 2021, o mercado brasileiro ¢ amplamente dominado por multinacionais (81%),
porém cultivares como Portulaca grandiflora, P. umbraticola ¢ P. oleracea, P. amilis ¢ P.
werdemanni sdo pouco exploradas (Coelho e Giuliette, 2006; MAPA, 2021).

As plantas do género Portulaca se caracterizam por serem de habito anual ou perene,
com folhas carnosas ¢ alternadas, inflorescéncia em (cimeira), ovario infero, com uma
variedade de cores e tamanhos de flores e de porte pequeno, o que potencializa seu uso como
ornamental (Coelho e Giulietti, 2010).

A espécie P. oleracea (2n=18,36,45,52 e 54) € particularmente notavel e tem sido alvo
de intensa pesquisa devido a sua rara plasticidade fotossintética. Ela estd entre as unicas seis
espécies descritas que possuem o metabolismo fotossintético C4-CAM facultativo (Ferrai.,
2021).

A P. grandiflora (2n=10,18,36 e 54) ¢ uma suculenta anual nativa da América do S-ul
(Brasil, Argentina e Uruguai) e a principal espécie ornamental de beldroegas, com 66 cultivares
registradas no MAPA, possui alta viabilidade polinica, e relevante interesse ornamental para
programas de melhoramento genético que visam a hibridacao (Santos et al., 2022).

P. umbraticola (2n =18, 36 e 54) possui alto polimorfismo genético, caracteristicas
vantajosas para o melhoramento. Seu sistema reprodutivo alégamo e autoincompativel facilita
a hibrida¢do, recomendando-se cruzamentos entre acessos geneticamente distintos. A ampla
variabilidade fenotipica floral, sob forte controle genético, consolida seu potencial para
desenvolvimento de novas cultivares ornamentais (Souza et al., 2024).

No Brasil, a P amilis ¢ frequentemente confundida com P. mucronata devido a
semente lisa, mas se distingue desta pelo seu porte prostrado e flores menores. O nimero

cromossomico ¢ 2n = 18 ou 36 (Coelho & Giulietti, 2024).
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Morfologicamente a P. pilosa (2n = 8 e 16), se distingue das demais espécies pela
presenca de pélos longos e esbranquicados, e por suas folhas cilindricas e suculentas. Seu uso
medicinal ¢ amplo, sendo empregada popularmente como analgésico, cicatrizante, desconforto
estomaquico e vermifugo, e utilizada topicamente em queimaduras e feridas o que a torna uma
candidata promissora para a industria farmacéutica (Matthews et al., 1985). Estas propriedades
medicinais e os teores dos principios ativos das plantas do género Portulaca, sdo diretamente
influenciados pelo nivel de ploidia das plantas (Parida ef al., 2015; Madani et al., 2021).

O aumento da ploidia também eleva o nimero de cloroplastos das células-guarda do
aparelho estomatal, visto que os genes nucleares regulam seu desenvolvimento. Métodos
classicos de determinacdo de ploidia, como contagem cromossdmica e citometria de fluxo, sdo
confidveis, porém onerosos ¢ laboriosos. Assim, a contagem de cloroplastos surge como uma
alternativa rapida e acessivel para triagem inicial (Mohammadi ef al., 2023).

A maioria das cultivares de beldroegas sdo autopoliploides ou alopoliploides. A
poliploidia geralmente altera aspectos importantes como morfologia, metabolismo e adaptagdes
a condicdes adversas quando comparado aos diploides da espécie, estes tendem a exigir mais
energia e carboidratos, obtidos por meio da fotossintese, dessa forma ocorre aumento na
quantidade de cloroplastos (Evans 2013; Rodriguez Bautista et al, 2018; Paredes, 2022; Alvarez
et al., 2010). Em plantas poliploides geralmente possuem duas ou mais camadas de pétalas em
suas flores, sdo duradoras e estas sdo geralmente maiores, o que lhes confere maior valor
ornamental (Begna., 2024; Ning et al., 2009; Ranney, 2006), e, portanto, devem ser utilizadas
em programas de melhoramento.

O sucesso no melhoramento genético de espécies como as do género Portulaca
depende da correta identificacdo de seus niveis de ploidia. A poliploidizagdo, natural ou
induzida, ¢ uma técnica que gera novas combinacdes genéticas e variagdes fenotipicas,
ampliando o potencial de uso dessas plantas nos mercados cosmético, medicinal e ornamental
(Neves, 2022; Ferrari, 2022). Dentro deste contexto, este trabalho teve por objetivo determinar
o nivel de ploidia de acessos de beldroegas (Portulaca spp.) por meio da contagem de
cloroplastos nas células-guardas do estdomato e fornecer informagdes que subsidiem os

programas de cruzamentos e producdo de hibridos inter- e intraespecificos no género.
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2 METODOLOGIA

2.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus Areia-PB
(Figura 1).

Figura 1- Estufa agricola utilizada para o cultivo dos acessos de Portulaca spp

Fonte: Elaboragao propria, 2025.

2.2 Material vegetal

Foram utilizados 15 acessos de Portulaca spp. (Tabela 1), do banco de germoplasma
pertencente ao Setor de Biotecnologia e Melhoramento de Plantas e usados no "Programa de
Melhoramento de Beldroegas", projeto financiado pelo CNPq (Edital CTBIOTEC/2019,
Processo n°® 4421-04/2019).
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Figura 2 — Diferentes acessos de Portulaca spp. pertencentes ao Banco de Germoplasma de
Beldroegas do CCA/UFPB. A, acesso da espécie P. amilis (PA0OL); B e C, P. grandiflora
(PGO01; PG002); D, P. pilosa (PP001); E a L, P. umbraticola (PUOO1; PU002; PU004; PU006;
PUO007, PUO0S, PU009 e PUO010); M e N, P. oleracea (PO002; PO020) e O, P. wendermannii
(PWO001).

Fonte: Elaboragio propria, 2025
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2.3 Quantificacio de cloroplastos em células-guarda

Para a quantificagao dos cloroplastos, duas folhas totalmente expandidas de cada
acesso foram coletadas. A epiderme abaxial foi removida com auxilio de pinca e bisturi e
montada em laminas contendo uma gota de agua destilada. As amostras foram analisadas em
um microscopio Optico invertido (ZEISS - AXIO Observer Z1) com objetiva de 40x (Figura 2).
Para cada amostra, foram avaliados cinco campos aleatorios de 1 mm?, contabilizando-se os
cloroplastos de trés células-guarda por campo, totalizando 15 células por tratamento.
Figura 3 — Folhas de Portulaca spp. usadas neste trabalho (A) Folha totalmente expandida. (B)

Contagem de cloroplasto em microscopio de luz invertido acoplado a camera digital de 16
megapixels

Fonte: Elaboragdo propria, 2025

2.4 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), teste de média (Scott
Knott) a 1% de probabilidade e agrupamento Tocher a partir da matriz de distdncia generalizada

de Mahalanobis utilizando o programa GENES.
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3 RESULTADOS

A figura 3 demonstra que houve uma variacdo notdvel no nimero e no arranjo dos
cloroplastos entre os acessos analisados, refletindo os distintos niveis de ploidia inferidos neste

estudo, desde os provaveis diploides até os autopoliploides.

Figura 4 — Fotomicrografias de cloroplastos dos diferentes acessos de Portulaca spp.
pertencentes ao Banco de Germoplasma de Beldroegas do CCA/UFPB. A, acesso da espécie P
amilis (PA001); B e C, P. grandiflora (PG001; PG002); D, P. pilosa (PPOl); E a L, P.
umbraticola (PU001; PU002; PU004; PU006; PU007, PU008, PU009 ¢ PU010), M e N, P
oleracea (PO002; PO020) e O, P. wendermannii (PW001)
P BT — g

I{-‘-'\‘ ’ v -
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A andlise de variancia (ANOVA) confirmou que as diferengas observadas entre os
genotipos sdo significativas (F = 69,52; p < 0,01), corroborando a existéncia de variabilidade
genética para este carater (Tabela 2). A confiabilidade da metodologia ¢ refor¢ada pela baixa

estimativa do coeficiente de variagdo (10,13%), que indica precisdo experimental.

Tabela 1 — Resumo da analise de varidncia (ANOVA) para contagem do niimero de cloroplastos
por célula-guarda do aparelho estomatal dos acessos analisados do género Portulaca spp.

FV GL Quadrado Médio CC Valor F
Genotipo 14 147.39 69,52%%*
Residuo 60 2.12
Total 74 149.51
CV (%) 10,13
Média Geral 14,36

FV- Fator de Varia¢ao; GL- Graus de Liberdade; CC: Contagem de Cloroplastos; CV-Coeficiente de
Varia¢ao. Fonte: Elaboragao propria, 2025

A andlise do nimero de cloroplastos por células-guarda nos quinze acessos de
Portulaca spp. revelou ampla variabilidade, com médias variando de 4,93 a 24,6 (Tabela 3). O
teste de médias de Scott-Knott organizou os acessos em oito grupos estatisticamente distintos.
Destacam-se os acessos extremos: PUO10, com a maior média (24,65 cloroplastos/célula-
guarda), e PUOO1, com a menor média (4,93).

Tabela 2 — Variagdo no niimero de cloroplastos por célula-guarda do aparelho estomatal dos
acessos analisados do género Portulaca spp.

Acessos Espécie Média de Cloroplastos
PGO001 P.grandiflora 722 ¢
PG002 P.grandiflora 12,27d
PU001 P.umbraticola 493 h
PU002 P.umbraticola 19,8 b
PU004 P.umbraticola 16,68 ¢
PUO006 P.umbraticola 13,71d
PU007 P.umbraticola 17,6 ¢
PU008 P.umbraticola 16,42 c
PU009 P.umbraticola 9,03 f
PUO10 P.umbraticola 24,65 a
PO002 P.oleracea 20,3 b
PO020 P. oleracea 15,24 ¢
PP001 P.pilosa 10,8 ¢

PA0O1 P.amilis 9,35f
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PWO001 P.wendermannii 17,53 ¢
Fonte: Elaboracao prépria, 2025

A andlise dos parametros genéticos (Tabela 4) revelou que a varidncia fenotipica
(29,48%) foi majoritariamente composta pela variancia genotipica (29,06%). A herdabilidade
no sentido amplo foi estimada em 98,57%, considerada elevada. Outros parametros genéticos
calculados incluem o coeficiente de variagdo genético (37,51%) e a correlacdo intraclasse
(93,20%).

Tabela 3 — ParAmetros genéticos relacionados ao cardter numero de cloroplastos por célula-
guarda de acessos de Portulaca spp.

Parametros Genéticos Porcentagem (%)
Variancia fenotipica 29,48
Variancia ambiental 0,42
Variancia genotipica 29,06

Herdabilidade 98,57

Fonte: Elaboragdo propria, 2025

O agrupamento de Tocher, com base na distancia generalizada de Mahalanobis (Tabela
5 e 6), classificou os acessos em quatro grupos geneticamente distintos (Tabela 5). No grupo I
foram incluidos 8 acessos, enquanto o grupo II foi constituido por 5 acessos e os grupos III e
IV, apenas um acesso cada. A distdncia maxima registrada foi de 183,61, entre os acessos PU0O1
(Grupo 3) e PUO10 (Grupo 4), enquanto a menor distancia (0,002) foi observada entre PU004
e PU007.



Tabela 4 — Matriz de Distancia Geranilizada de Mihalonobis em cloroplastos de espécies de Portulaca spp
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PWO001 PUOIO PAOO1

PU001

PU002 PUO007 PU008 PO002 PUO006 PGO01

PG002 PPOO1

PU009 PU004 PO020

PWO001 0 29,95
PUO10 0
PA0O1

PUO001

PU002

PU007

PUO008

PO002

PU006

PG001

PG002

PP0OO1

PU009

PU004
PO020

16,35
90,56
0

65,25

183,61

16,27
0

4,57
11,12
38,21
104,35
0

0,33
23,94
21,38
74,95

2,42

0

6,15
8,95
42,57
111,49
0,11
3,61
0

0,039

32,13

14,93

62,12
5,45
0,6
7,17

0

4,19
56,55
3,98
36,36
17,52
6,9
20,91
3,43
0

42,26 9,2
143,36 72,34
6,04 1,02
2,49 25,45
74,62 26,73
50,14 13,05
80,67 30,4
39,75 8,04
19,83 0,97
0 12,03

0

27,68
115,2
1,48
7,94
54,73
34,11
50,93
25,65
10,32
1,54
4,96
0

25,37
110,44
0,99
9,25
51,47
31,55
56,51
23,43
8,93
2,14
4,01
0,5
0

0,39
23,48
21,81
75,77

2,28
0,002

3,44

0,68

7,15

50,8
13,39
34,66
32,07

0

0,98
41,78
9,31
50,21
9,79
2,47
15,06
0,63
1,11
30,35
4,17
18,22
16,36
2,62
0

Fonte: Elaboragdo propria, 2025
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Tabela 5 — Agrupamento Tocher dos acessos de Portulaca spp., com base na distancia
generalizada de Mahalanobis.

Grupo Acessos C?gfﬁ;i‘ag& S Maximo Minimo
1 PU007, PU004, 17,16 13,71 20,3
PWO1,
PO002, PO020,
PU006, PU002,
PUO00S
2 PP001, PU009, 9,74 7,22 12,27
PA001, PGOO1,
PG002
3 PU001 4,93 4,93 4,93
4 PUO10 24,65 24,65 24,65

Fonte: Elaboragdo propria, 2025
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4 DISCUSSAO

Os resultados demonstram que a contagem de cloroplastos em células-guarda constitui
um método eficiente para inferéncia indireta de niveis de ploidia em Portulaca spp. A ampla
variabilidade observada, 4,93 a 24,65 cloroplastos por célula guarda, sdo evidéncias de
diferentes niveis de ploidia entre os acessos de Portulaca avaliados neste estudo, desde
provaveis diploides até hexaploides (Souza ef al., 2024). Estes achados corroboram estudos
recentes que validam a eficicia desta metodologia para triagem inicial de ploidia em plantas
(Mohammadi et al., 2023; Odumade, 2024; Sales et al., 2025).

A correlagdo positiva entre o nivel de ploidia e o nimero de cloroplastos nas células-
guarda ¢ um fenomeno bem estabelecido, observado de forma consistente em diversas familias
botanicas (De Jesus Silva, 2022).Esta correlacdo direta segue um padrdo aditivo, como
claramente demonstrado em Capsicum annuum, onde o numero de cloroplastos em plantas
diploides (cerca de 18,7) foi aproximadamente o dobro do observado em plantas haploides
(cerca de 9,9) (Qin e Rotino, 1995; Comlekcioglu et al., 2010, Ondume, 2024; Sales, 2025). Da
mesma forma, em Zea mays, plantas tetraploides exibiram aproximadamente o dobro de
cloroplastos que as diploides (Ho et al., 1990), um padrao também verificado em espécies como
Brassica oleracea (Yuan et al., 2009) e maracujazeiro-azedo (Régo et al., 2011).

O acesso PU009, com meédia de 9,03 cloroplastos por célula-guarda, apresenta
aproximadamente o dobro do diploide PU0OO1 (4,93), sugerindo ser um tetraploide. J4 o acesso
PUO10, com a média maxima registrada de 24,65 cloroplastos, representa um provavel
hexaplodide, o que precisa ser melhor investigado. A notdvel variagdo intraespecifica no numero
de cloroplastos/c€lula-guarda observada em P. umbraticola (4,93 a 24,6 cloroplastos), ¢ um
reflexo direto da conhecida variabilidade cromossomica natural reportada para o género, que
inclui citotipos dipldides (2n=18), tetrapldides (2n=36) e hexaploides (2n=54) (Souza et al.,
2024; Coelho e Giulietti, 2010).

Em Portulaca a variagdo observada no ntimero de cloroplastos seguiu este mesmo
principio aditivo. Este aumento no conteudo de cloroplastos estd frequentemente associado a
uma maior capacidade fotossintética por c€lula em poliploides, conforme a correlagdo positiva
entre a quantidade de DNA, a taxa fotossintética e o nimero de cloroplastos (Warner e Edwards,
1993). Dessa forma, os acessos de Portulaca com maior numero de cloroplastos ndo apenas

indicam niveis de ploidia mais elevados, mas também sugerem adaptacdes fisiologicas.
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A relagdo entre o crescimento e a biog€nese dos cloroplastos possui uma base
molecular que se associa a expressao de genes nucleares, cuja dosagem aumenta com a elevagao
do nivel de ploidia, resultando em uma maior producdo de proteinas essenciais para o
desenvolvimento das organelas. Consequentemente, acessos possivelmente poliploides, tais
como, PU002 e PUOIO (P umbraticola, 19,8 e 24,65 -cloroplastos/célula-guarda
respectivamente), PO002 (P. oleracea, 20,3 cloroplastos/célula-guarda), e PWO00l (P
wendermannii, 17,53 cloroplastos/célula-guarda), exibiram numerosos cloroplastos, um
fendmeno que estd consistentemente associado ao "efeito gigas" da poliploidia, no qual o
aumento do conteido genomico induz a expansdo celular ¢ a consequente ampliacdo da
capacidade de biogénese de organelas. Em contraste, acessos identificados como possiveis
diploides, como, PG001(4,93 cloroplastos/célula-guarda), PU001(9,35 cloroplastos/célula-
guarda) e PA001(7,22 cloroplastos/célula-guarda), apresentaram significativamente menor
numero de cloroplastos por célula guarda (Dubreuil ef al, 2017; Ghanavati et al., 2004; Fan et
al., 2025; Rezende et al., 2025).

A eficiéncia de um programa de melhoramento genético depende diretamente do
controle genético exercido sobre o carater de interesse, o qual € quantificado pela herdabilidade
(Gomes, 2021). As estimativas da herdabilidade em sentido amplo (98,57%) e do coeficiente
de variagao genético (37,51%), considerados elevados, demonstra que o cardter "numero de
cloroplastos por célula-guarda", est4 sob forte controle genético, o que confere alta eficiéncia a
selecdo em programas de melhoramento, pois indica que o ganho genético obtido pela sele¢do
de acessos superiores (PU010, com 24,65 cloroplastos) sera mantido nas geracdes futuras
(Rocha et al., 2009).

Por outro lado, a acentuada divergéncia genética entre acessos, evidenciada na matriz
de distancia generalizada de Mahalanobis, sdo evidéncias da possibilidade de se produzir
combinagdes hibridas superiores. O valor maximo de 183,61, registrado entre os acessos PU0OO1
(Grupo 3) e PUO10 (Grupo 4), destaca um potencial para cruzamentos intraespecificos,
favorecendo a exploragdo do vigor hibrido e a recombinagao de caracteristicas desejaveis, em
relacdo ao carater analisado, nimero de cloroplastos.

Outros pares com distancias significativas, como PU0O1 e PU002 (104,35), PUOO1 e
PUO00S8 (111,49), e PUO10 e PUO09 (110,44), reforcam a existéncia de ampla variabilidade
genética dentro da propria espécie a ser explorada. Da mesma forma, distancias expressivas

entre acessos de espécies distintas, como os 143,36 entre PG0O1 (Grupo 2) e PU010 (Grupo 4)
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e 115,2 entre PUO10 e PP001 (Grupo 2), revelam a diversidade genética entre grupos que pode
ser canalizado para a produc¢do de hibridos interespecificos.

Cruzamentos entre genétipos de grupos distintos, sejam inter ou intraespecificos,
potencializam a obteng¢ao de plantas com maior vigor, resisténcia a estresses e valor ornamental,
caracteristicas frequentemente associadas a niveis mais elevados de ploidia (Ansari, 2022;

Ferrari, 2022; Rodriguez Bautista et al., 2018).
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5 CONCLUSAO

A contagem do numero de cloroplastos por célula-guarda dos cloroplastos em
Portulaca permitiu classificar os 15 acessos das 6 espécies de beldroega em 4 grupos distintos.
Hé uma associagdo entre o nimero de cloroplastos e o nivel de ploidia dos acessos analisados,
sendo PUO10 com maior numero de cloroplastos por célula-guarda (24,65) e enquanto o acesso
PUO00O1 tem o menor numero (4,93). O carater numero de cloroplastos por célula-guarda esté

sob controle genético com herdabilidade de 98,57%.

Dessa forma, a técnica de contagem de cloroplastos constitui uma ferramenta valiosa
para a triagem inicial de ploidia, orientando cruzamentos estratégicos e auxiliando no
desenvolvimento de cultivares de Portulaca spp. com caracteristicas desejaveis de vigor,

resisténcia e valor ornamental.
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