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“O cientista ndo é o homem que fornece as verdadeiras respostas;
¢ quem faz as verdadeiras perguntas.”

Claude Lévi-Strauss



RESUMO

A alface (Lactuca sativa L.) e a cebola (Allium cepa L.) sdo vegetais de grande importancia na
alimentacdo dos brasileiros. Também sdao amplamente utilizadas como espécie-alvo em
bioensaios, 0s quais sd@o importantes para a determinacdo do efeito de agentes sobre partes de
um organismo. O conhecimento sobre os aspectos morfoldgicos dos cromossomos de espécies
alvo € extremamente importante. Desta forma, faz-se necessario a utilizacdo de metodologias
que possibilitem um conhecimento de caracteristicas que estdo relacionadas com a
sensibilidade e/ou resisténcia dos materiais geneticamente distintos dentro da espécie-alvo.
Um parametro a ser utilizado na descri¢@o cariotipica € a identificacdo de proporcao durea na
razdo de bracos de cromossomos. A proporc¢ao durea encontrada em varias formas na natureza
e utilizada em diversas dreas dos saberes do homem confere as estruturas uma maior
estabilidade e resisténcia. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar metodologias para
averiguar a presenca de propor¢do durea, bem como quantificar as variagdes cariotipica e
morfométricas de sete gendtipos de Lactuca sativa L. e de quatro gendtipos de Allium cepa
L., bem como identificar e quantificar a presenca de propor¢cdo durea na razao de bracos dos
cromossomos desses gendtipos. A metodologia que estabelece a presenca de propor¢do durea
fazendo uso da diferenca entre o maior segmento € o menor multipicado por ® apresentou
melhores resultados nos controles das taxas de erro tipo I e de poder. Houve variagdo da
férmula cariotipica de gendtipos das duas espécies utilizadas para o estudo. Identificou-se a
presenca de propor¢ao durea nos pares cromossomicos em todos os gendtipos. Ha variacao na
quantidade de cromossomos que apresentam em proporcdo durea entre os genotipos das
espécies. Elas apresentaram entre um e quarto cromossomos em propor¢do durea. Os
resultados citogenéticos aqui relatados podem ser aplicados como ferramentas de auxilio na
identificacdo de gendtipos de Lactuca sativa L e de Allium cepa L. além de fornecer subsidios

para futuros estudos de manipulacdo cromossOmica.

PALAVRAS—-CHAVE: Cariétipo. Espécie-alvo. Lactuca sativa L. Numero de ouro. Allium
cepa L.



ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa L.) and onion (Allium cepa L.) plants are of great importance in the
diet of Brazilians. They are also widely used in bioassays as the target species, which are
important for determining the effect of agents on parts of the body. Knowledge of the
morphology of the chromosomes of target species is important. Thus, it is necessary to use
methods that allow knowledge of characteristics that relate to the sensitivity and/or resistance
of materials within genetically distinct target species. A parameter to be used in karyotype
description is the identification of the golden ratio in the arm ratio of chromosome. The
golden ratio found in various forms in nature and used in various areas of human knowledge
structures confers greater stability and strength. The objective of this study was to evaluate
methodologies for the presence of the golden ratio, as well as quantify the karyotypic and
morphometric variation in seven genotypes of Lactuca sativa L. and four genotypes of Allium
cepa L., and identify and quantify the presence of the golden ratio in the ratio arms of
chromosomes of these genotypes. The methodology that establishes the presence of the
golden ratio making use of the difference between the largest and smallest segment multiplied
by ® showed better results in the control of Type I error rates and power . There was variation
in the karyotype formula of genotypes of the two species used for the study. Identified the
presence of the golden ratio in chromosome pairs in all genotypes. There is variation in the
number of chromosomes present in the golden ratio between genotypes and species. The
species had between one and fourth chromosomes in golden ratio. Cytogenetic findings
reported here can be applied as a tool to aid identification of genotypes and Lactuca sativa L.

e Allium cepa L. and provide insights for future studies of chromosomal manipulation.

KEY-WORDS: karyotype. Target species. Lactuca sativa L. Gold number. Allium cepa L.
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1 INTRODUCAO

A utilizacao de bioensaios € uma metodologia importante para a determinac¢do do
efeito de agentes sobre partes de um organismo, como um 6rgao especifico ou em seu DNA,
assim como o seu efeito sobre o organismo como um todo. Dentre os agentes que podem ser
avaliados através da utilizacdo de bioensaios estdo extratos oriundo de plantas, substincias
que apresentem efeitos citotéxicos, antioxidantes e genotoxicos.

Para a realizacdo de bioensaios € necessdria a utilizacdo de uma espécie-alvo,
podendo ser uma espécie vegetal ou animal. E extremamente importante o conhecimento
sobre a espécie-alvo a ser utilizada, em todos os aspectos, fisioldgicos, morfoldgicos,
moleculares e génicos. Assim, faz se necessdria a utilizacao de metodologias que possibilitem
um conhecimento a respeito da sensibilidade ou resisténcia dos materiais geneticamente
distintos dentro da espécie-alvo. Um padrao que pode estar relacionado a essa resisténcia € a
propor¢ao aurea.

Sempre associada as formas harmonicas e encontrada nas mais diversas formas de
seres vivos, a propor¢do durea fornece maior estabilidade, maior eficiéncia, e, estruturas
regidas por ela seguem a lei da conservacdo da energia e a lei da conservacdo dos tecidos.
Diversas metodologias sdo aplicadas com o intuito de identificar se duas medidas t€m ou nio
propor¢do durea, podendo-se destacar a andlise da varidncia, o teste de ¢ de Student, o teste
Qui - Quadrado, métodos ndo paramétricos, além de decisdes subjetivas.

Tendo em vista a auséncia de um método padrdo para certificacdo da presenca de
propor¢ado aurea e de estudos sobre a sua presenca em espécie-alvo de bioensaios, pretende-se,
com o presente trabalho, avaliar dentre as metodologias usualmente aplicadas para identificar
a propor¢do durea, qual é mais precisa e acurada, bem como identificar se ha presenca de
razdo aurea na razdo de bracos dos cromossomos de gendtipos de Lactuca sativa L. e Allium
cepa L., além de descrever e relacionar caracteristicas genéticas desses genétipos com a

ocorréncia ou nao de propor¢do aurea.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Este capitulo apresenta os conteidos que foram base para a constru¢do do
conhecimento a cerca dos temas utilizados, bem como para o desenvolvimento e conclusao do
trabalho. Os conteidos aqui abordados foram: bioensaios vegetais, proporcdo durea e

inferéncia estatistica.

2.1 BIOENSAIOS VEGETAIS

Alteragdes ocorridas nos gendtipos de populagdes, geragdo apds geragao, determinam
danos e beneficios ao organismo e a sua descendéncia. Elas podem ocorrer espontaneamente
nos organismos independentes do meio ambiente (RAVEN, 2007), porém a maioria delas é
induzida por agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos que afetam diretamente o material
genético (CALVIELLOA et al., 2005). Esses agentes podem ser radiacdes ionizantes, radiacao
ultravioleta ou compostos quimicos. Essas mudangas podem também ocorrer devido ao mau
funcionamento no processo de replicacdo celular. Essas alteragdes causam diversas
modificagdes ao gendtipo do organismo e, dentre elas, € possivel destacar a duplicacdo, a
inversao, a translocacdo, aneuploidia e euploidia (RAVEN, 2007).

A interacdo entre o agente mutagénico e o material genético do organismo, segundo
Ferreira e Matsubara (1997), pode causar danos a este, podendo leva-lo a apresentar doengas
graves e até carcinogénese. Assim, bioensaios que possam determinar com rapidez a acdo de
agentes mutagénicos sao importantes.

O desenvolvimento de bioensaios rdpidos e simples tem sido alvo de pesquisas que
buscam a determinagdo de substdncias com potencial genotoxico. Para realizacdo desses
bioensaios, utiliza-se de espécies-alvos. Estas variam de organismos simples como virus,
bactérias e fungos, até organismos complexos, como plantas e animais (OBE et al., 2004).

Os bioensaios permitem a investigacdo de mecanismos que estdo em interacdo,
possibilitando controlar varidveis que possam influenciar nos procedimentos de um teste,
como a temperatura, disponibilidade de dgua, luminosidade e aeracdo (ASTARITA et al.,

1996).
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Segundo Grant (1999) e Ma (1995), os bioensaios vegetais t€m vantagens sobre 0s
bioensaios que fazem uso de animais, pois estes apresentam maior sensibilidade aos agentes
genotoxicos e sao mais simples de serem executados.

Os sistemas vegetais utilizados em bioensaios devem expressar resultados quando
submetidos a baixas concentracdes do agente genotdxico, apresentando germinacdo rapida e
uniforme (FERREIRA e AQUILA, 2000).

A utilizacdo de plantas em bioensaios com o propdsito de monitorar a atividade
genotoxica de diversas substancias tem-se apresentado satisfatéria, quando utilizadas as
espécies Allium cepa, Tradescantia, Vicia faba, Crepis capillaris, Hordeum vulgare, Pisum
sativum e Zea mays (GRANT, 1999) e Lactuca sativa (MONTEIRO et al., 2009).

Segundo Wang e Freemark (1995), as sementes de plantas sdo excelentes organismos
para bioensaios de genotoxicidade, pois apresentam caracteristicas importantes para o
desenvolvimento destes. Permanecem dormentes e podem ser estocadas sem perder sua
viabilidade. Quando hidratadas, saem de um estado de dorméncia e inicia-se a germinagao,
onde ocorrem intensas mudancas fisiol6gicas, tornando-se muito sensiveis a qualquer estresse
ambiental.

A utilizagdo de raizes dos sistemas testes Allium cepa L. e Lactuca sativa L. em
bioensaios com o cardter de monitoramento da atividade de agentes genotoxicos € validado
pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental
das Nagdes Unidas (UNEP) (CABRERA e RODRIGUEZ, 1999 apud BAGATINI, 2007).

A espécie alvo Allium cepa L., apresenta complemento cromossdmico diploide,
constituido de 2n = 2x = 16 (PAKNIA ¢ KARIMZADEH, 2010; OKUMUS e HASSAN,
2000; FISKEJO, 1975). Paknia e Karimzadeh (2010) fizeram a andlise cariotipica de 12
genotipos de Allium cepa L., nos quais encontraram para estes 3 férmulas distintas: 14m +
2sm (oito populacdes), 12m + 4sm, (duas populagdes) e 16m (duas populacdes).

Na determina¢do do potencial toxico/genotéxico de niveis de polui¢do ambiental, El-
Shahaby et al. (2003) e Fachinetto (2007) consideraram o sistema teste de Allium cepa L. o
mais adequado.

A Lactuca sativa L. € uma planta dicotiledonea que pertence a familia Asteraceae. A
espécie apresenta férmula cariotipica 2n = 2x = 18 (MOUSAVI et al., 2013; MATOBA et al.,
2007; HAQUE e GODWARD, 1985). Segundo Matoba et al. (2007), a férmula cariotipica

sat

apresentada pela espécie é 4sm + 2sm/st™ + 2sm + 2sm*™ + 2m/sm +6m), apresentando

comprimento total do lote diploide (CTLD), médio e desvio padrdo, igual a 71,99 +6,31.
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Mousavi et al. (2013), analisaram 15 gendtipos de Lactuca sativa L., encontrando uma grande
variagdo quanto a foérmula cariotipica (14m+2sm+2st, 10m+8sm, 12m+4sm+2st,
10m+4sm+4st, 2m+16sm, 10m+6sm+2st, 12m+6sm e 4m+10sm+4st), ao comprimento
cromossdmico e a simetria cromossomica.

O sistema teste Lactuca sativa L. apresenta germinacdo rédpida, crescimento linear
insensivel as diferencas de pH em ampla faixa de variacdo e insensibilidade aos potenciais
osmoticos, o que confere vantagens de sua utilizacdo em bioensaios. Porém, a principal
vantagem do uso da espécie é a sua sensibilidade, mesmo a baixas concentra¢des de
toxicantes (RICE, 1984). A Alface € utilizada por vérios autores como sistema teste para a
andlise da genotoxicidade de um composto, amostra ou elementos como, por exemplo, metais
(MONTEIRO et al., 2009; ZALTAUSKAITE e CYPAITE, 2008).

Para a caracterizagdo cromossdmica das espécies sao considerados parametros como:
comprimento total do lote haploide (CTLH), cromossomo médio (CM), indice centromérico
(IC), comprimento do braco curto (BC), comprimento do brago longo (BL), inverso da razao

de braco (RB™) e a razdo de braco (RB), que é a razdo entre o braco longo e o brago curto.

2.2 PROPORCAO AUREA

A propor¢do &durea, também conhecida como ‘“divina propor¢do”, “razdo &urea”,
“ndmero de ouro”, “seccdo durea”, € encontrada nas mais diversas formas de seres vivos
presentes na natureza e vem sendo empregada desde a antiguidade por dreas do conhecimento
humano.

A primeira definicdo de proporcdo durea € atribuida a Euclides de Alexandria, o qual
chamou de “razao extrema e média”, em suas palavras: “Diz-se que uma linha reta é cortada
na razdo extrema e média quando, assim como a linha toda estd para o maior segmento, o
maior segmento estd para o menor”’. Essa divis@o de linha que Euclides definiu com objetivo
puramente geométrico alcancou resultados extraordindrios devido a suas propriedades
algébricas unicas (LIVIO, 2009).

De acordo com Livio (2009), para compreensao dessas, faz-se necessdrio determinar o
valor encontrado do fracionamento de Euclides, o valor de Phi (®). Atribuindo quaisquer

valores aos segmentos de retas pelos quais Euclides definiu a propor¢ao durea, AC = b,
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CB = a, e AB = (a+b), e os substituindo na razdo por ele encontrada, tem-se

b :(a+b)

a b

=& . Considerando a equagdo, o termo b=®qa. Substituindo b na equagdo e

multiplicando os dois lados por @, obtém-se ®*> =® +1 que equivale a uma simples equagio
quadritica ®* —®—1=0. Resolvendo a equacdo, encontra-se as duas solu¢des possiveis para
a propor¢do durea: P, = (1+\/§)/2 e &,= (1—\/5)/2. A solu¢do positiva
®, =1,618033988749894848204586834365... apresenta o valor de @, um numero irracional.

A solugdo negativa € igual ao inverso de @, ou seja, @, = (1—\/3)/2 =—1/®.

Virias espécies de animais e outros elementos da natureza apresentam estruturas com
propor¢dao durea. Na filotaxia (DOUADY e COUDER, 1996; LEVITOV, 1991), nas
borboletas, nos “olhos” da cauda do pavdo e na reflexdo da luz (LIVIO 2009). Nas artes,
vdrios pintores e escultores como: Fidias, Piero della Francesca, Leonardo da Vinci, Albrecht
Durer, Picasso, Gino Severini, Rivera e Le Corbusier utilizaram das propriedades associadas a
proporcdo durea para produzir obras que encantassem por sua beleza. Lauro (2005) destaca
que Le Corbusier prop6s de acordo com a utilizagdo da propor¢do durea, um novo sistema de
medidas relacionado a escala humana, sendo este aplicado a mecénica e a arquitetura, o
Modulor. No ser humano, a propor¢do 4urea também se encontra relacionada ao bom
funcionamento do coracdo Henein et al. (2011) e a relagdes estéticas (BOZOLA et al., 2011;
GIL e MEDICI FILHO, 2002).

Desde a Antiguidade, varios filosofos, artistas, arquitetos e outros estudiosos
interessaram se pelas relacdes entre as propor¢des e a natureza. O filésofo Pitdgoras
descreveu a proporcdo durea, relacionando a esséncia da beleza da natureza com as
propor¢des matemdticas. Tal proporcdo aparece em varios elementos da natureza, tais como: a
refracdo da luz, crescimento das plantas, marfins de elefantes, ondas no oceano, furacdes, na
proporcdo entre abelhas fémeas e machos nas colmeias e também nas medidas do corpo
humano. Esta medida foi usada na constru¢do do Parthenon, templo dedicado a Athena, e
também nos desenhos classicos de Leonardo Da Vinci (CARVALHO, 1958).

A propor¢do durea utilizada por Fidias na constru¢do do Parthenon, também foi
utilizada, com o passar do tempo, em outras constru¢des. Em 1922, concluiu-se a construgdo
da gigantesca Catedral de Notre Dame de Chartes, na Franca, considerada a rainha das
catedrais gbticas, onde a proporcdo durea € encontrada em muitas formas espaciais da obra,

desde as esculturas dos portais de entrada a alta estrutura da igreja e na espessura de seus
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pilares. Um dos mais importantes arquitetos do século XX, Le Corbusier, fez uso da
propor¢do durea em suas obras. Uma delas é o edificio-sede da Organizacdo das Nagdes
Unidas (ONU), em Nova lorque, onde hd a presenca de trés retangulos com dimensdes dureas
em sua estrutura (LAURO, 2005). O arquiteto criou o Modulor, um sistema de medidas
harmoniosas do ser humano aplicado a arquitetura. Esse sistema apresenta a propor¢do durea
em diversas relacdes métricas do corpo humano.

A propor¢do durea também € encontrada nas propor¢cdes humanas e sdo alvo de
estudos como os de Henein et al. (2011) que estudaram as dimensdes cardiacas e funcionais
do coragdo humano de mulheres suecas e chinesas, utilizando tecnologia de imagem 2D e 3D
obtidas por ultrassom cardiaco ou por tomografia computadorizada. As médias das medidas
cardiacas das mulheres de cada grupo foram comparadas através do teste ¢t de Student ndo
pareado. Os autores identificaram o efeito da etnicidade sobre o ventriculo esquerdo, quando
compararam as medidas cardiacas, transversal e vertical, de um grupo de 30 mulheres suecas
sauddveis com as de um grupo de 30 chinesas sauddveis. Concluiram que o ventriculo
esquerdo das chinesas sdo menores, vertical e transversalmente, que o das suecas, € que nos
dois grupos, a razdo entre as medidas transversal e vertical € significativamente igual a
propor¢do durea. Dessa forma, inferiram que a presenca da propor¢do durea entre as medidas
vertical e transversal do ventriculo esquerdo do coragdo humano de mulheres é importante
para o seu funcionamento sauddvel.

O estudo também avaliou as dimensdes do coracdo de individuos que apresentam
insuficiéncia cardiaca, quando foram utilizadas medi¢des cardiacas de 40 individuos sendo 20
com insuficiéncia cardiaca leve e 20 com estigio final da doenga. Os coragdes que
apresentavam insuficiéncia cardiaca leve tiveram o aumento do ventriculo esquerdo sobre o
direito, que teve sua diminuicdo. Na fase final da insuficiéncia cardiaca, a razdo do ventriculo
esquerdo foi significativamente reduzida, assim a razdo entre as medidas apresentaram
valores em torno de 1,4. Dos individuos com esse grau da patologia, 50% morreram. Desta
forma, os autores concluiram que, quando a proporcao cardiaca ¢ mantida em torno de 1,618,
maiores sao as chances de sobrevida de pacientes que apresentam a doenca.

Mizumoto et al. (2009) analisaram a existéncia de propor¢do durea na face de 3 grupos
de jovens mulheres japonesas, sendo o grupo 1 constituido por mulheres em tratamento
ortoddntico; grupo 2, por modelos e o grupo 3, por atrizes famosas. Para verificar a existéncia
da propor¢ao durea nas faces dos individuos de cada grupo, foram feitas 7 medicdes para o

comprimento da face e 3 para largura, utilizando-se de imagens. O grupo 1 foi fotografado
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especialmente para o trabalho, jd as fotos dos grupos 2 e 3 foram retiradas de revistas,
seguindo o critérios de apresentarem as mesmas dimensdes. A partir dessas medicdes, foram
feitas relacoes entre pares destas, obtendo uma determinada propor¢cdo para cada par de
interesse. Os valores encontrados nas razdes entre os pares de interesse foram transformados
em porcentagem, assumindo que a propor¢cdo durea € 100%. Assim, os dados foram
submetidos a uma andlise de varidncia, em que observou que algumas das razdes entre as
medi¢des em relagdo ao comprimento da face se encontraram em proporcdo durea nos grupos
1 e 2, estando presente a proporcao durea em todas as medi¢des do grupo 3. Quanto a largura,
apenas o grupo 1 apresentou uma relacio entre razdes em propor¢ao durea.

Saraswathi (2007) utilizou a razdo entre o comprimento da face, medido na linha
média do rosto desde o inicio do couro cabeludo até a margem inferior do queixo, e a largura,
feita através da medida da distancia horizontal entre os pontos salientes lateralmente sobre o
corpo de ambos 0s 0ssos zigomadticos, para classificar as faces humanas em curtas, normais ou
longas, definindo que as faces normais teriam a sua razdo igual a propor¢do durea 1,6. Em
faces curtas, a razao seria menor que 1,6 e as faces longas apresentariam razao superior a 1,6.
Assim, na avaliacdo de seus dados, a autora, ndo utilizou um critério estatistico, mas sim um
critério arbitrario para afirmar quando uma face € longa, normal ou curta.

Além da aplicacdo da proporcdo durea como um referencial para padroes do
comprimento da face, ela foi aplicada por profissionais na drea odontoldgica, buscando que ao
término de um tratamento, além da funcionalidade, o individuo apresentasse um perfil
harmonico e esteticamente agradavel (GIL e MEDICI FILHO, 2002).

Takeshita et al. (2007) verificaram a propor¢do durea em radiografias cefalométricas
laterais em 37 pacientes portadores de ma-oclusdo Classe II, antes e depois do tratamento
ortodontico. As radiografias foram digitalizadas e marcados pontos nestas, aos quais foram
atribuidos nomes. Cada dois pontos formaram um segmento de reta denominado fator. A
partir dos pontos foram criadas as anilises Aurea Tratl e Trat2 com 19 fatores cada, e
estabelecendo 19 razdes entre os fatores correspondentes entre cada tratamento. Foram
analisadas radiografias antes e apds o tratamento ortodontico, obtendo trinta e oito razdes para
cada paciente. Para andlise estatistica, subtraiu 1,618033 das razdes encontradas, sendo as que
mais se aproximassem de zero, mais proximas estariam da proporcao durea. A partir do teste ¢
de Student pareado entre as médias das razdes antes do tratamento e depois, foi observado que
oito das dezenove razdes eram diferentes estatisticamente. Dessas, sete continham proporcao

durea, apresentando um resultado estético mais agradavel ao paciente.
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Virias formas apreciadas na natureza pela sua beleza também se encontram regidas
pela proporcdo durea, como as flores azaléia, petinia e o jasmim-estrela. As sementes do
girassol e as flores que formam a configuracdo dos flésculos das margaridas do campo estdao
dispostas em dois conjuntos de espirais sobrepostas, irradiando-se nos sentidos hordrio e anti-
horério regidos pela propor¢ao durea (LAURO, 2005).

Além de estar presente nas belas estruturas da natureza, a proporcdo durea também
estd relacionada a utilizagdo de minima energia para alguns sistemas como na filotaxia.
Douady e Couder (1996) pingaram gotas de um fluido magnético no centro de um prato cheio
de dleo de silicone ao qual foi aplicado um campo magnético, sendo a borda do prato o campo
mais forte. As gotas foram empurradas radialmente pelo campo magnético, onde convergiam
para uma espiral em que o angulo dureo separava as sucessivas gotas. Sistemas fisicos
acomodam-se, geralmente, em estados que minimizam energia.

Gil (2001) e Ricketts (1981) relatam que estruturas regidas pela propor¢do durea sio
esteticamente mais agraddveis, mais estdveis, funcionalmente eficientes e seguem a lei da
conservacdo dos tecidos (minima quantidade de material empregada na execucdo de
determinada tarefa e da profunda eficiéncia). Os autores destacam que as estruturas em
propor¢do durea seguem a lei da conservacdo da energia (mdximo desempenho com o minimo
de esforco).

Nao existe em literatura um teste especifico para identificar proporcdo durea em
estruturas. Porém, dentre os testes estatisticos utilizados, o teste ¢t de Student (Chander et al.,
2012; Henein et al., 2011; Ono et al., 2007), tem fornecido bons resultados.

Para identificacdo da proporc¢do durea, existem diversos métodos que sao utilizados em
distintas estruturas. Chander et al. (2012), avaliaram a presenga de propor¢do durea nos dentes
de indigenas do sexo feminino e masculino. A metodologia utilizada multiplicava a largura do
maior dente por 0,62 e comparava por meio de um teste t de Student sua igualdade a largura
do menor dente.

Gil e Médici Filho (2002) e Peron et al., (2012) utilizaram o postulado de Euclides para
validar a presenca da proporcao durea por meio de um teste ¢ de Student.

Outro método utilizado para determinar a presenga da proporcao durea faz uso apenas
da razdo encontrada (SILVA et al., 2012; HENEIN et al., 2011; ONO et al., 2007,
SARASWATHI, 2007). Saraswathi (2007) aplica apenas a razdo entre o comprimento € a
largura da face na determinacdo da propor¢cdo durea. Faces que encontravam em propor¢ao

durea 1,6 eram consideradas normais; Faces longas as que apresentavam razdo igual ou
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superior 1,7, e curtas as que apresentavam razao inferior a 1,6, ndo utilizando de qualquer
teste estatistico para verificacdo dos dados.

Dentre os testes estatisticos utilizados para determinacdo da propor¢do durea, estdo o
teste ¢ de Student (CHANDER et al., 2012; HENEIN et al., 2011; ONO et al., 2007), ANAVA
(MIZUMOTO et al, 2009), Qui-quadrado (SOARES, 2006), e teste ¢ de Student pareado
(TAKESHITA et al., 2007).

2.3 TESTES DE HIPOTESES

Em estudos cientificos, geralmente, sdo analisadas uma ou mais varidveis em uma
determinada populacdo. Porém, raramente € possivel a obten¢do da distribui¢do exata de uma
varidvel em uma populacdo, pois pode ser muito demorado realizar todas as medi¢Oes
(populagdes muito grandes), e em muitos casos, € invidvel (caso de populagdes infinitas, ou
situacdes que para obter a medida da varidvel aplica-se um processo destrutivo). Dessa forma,
a inferéncia estatistica ¢ amplamente utilizada em estudos cientificos, pois possibilita fazer
afirmacodes sobre uma populagdo a partir de uma parte desta, ou seja, uma amostra (BUSSAB
e MORETTIN, 2002).

No processo de inferéncia, € necessdria a determinacdo de dois fatores: os parametros
populacionais e a teoria da decisdo. Os parametros populacionais sdo medidas utilizadas na
descri¢do de caracteristicas de uma populacdo, como a média (n), a varidncia (%) e a
proporcdo (p). A partir de amostras da populacdo pode se gerar estimadores para estes
parametros, os quais sdo valores aproximados. As estimativas podem ser pontuais ou
intervalares. Estimativas pontuais sdo aquelas que utilizam apenas um valor na determinagdo
do parametro. J4 as estimativas intervalares propdem que o parametro populacional esteja
inserido dentro de um intervalo de confianga, o qual admite uma elevada probabilidade de
conter o verdadeiro valor do pardmetro (FERREIRA, 2009).

Para determinagdo dos intervalos de confianca, utiliza-se da estimativa pontual, da
qual sdo gerados limites inferior e superior, criando-se, assim, um intervalo para o parametro
de interesse. Esses limites, geralmente, sdo estabelecidos a partir da soma e da subtragdo de

um valor determinado, a margem de erro.



21

As inferéncias feitas sobre a populacdo a partir da amostra, nunca poderdo ser
provadas como verdadeiras, pois sempre haverd uma possibilidade de se cometer o erro em
aceitar ou rejeitar a afirmacao testada (LOUREIRO e GAMEIRO, 2011). Estas afirmacdes ou
conjecturas sobre uma ou mais populacdes sdo chamadas de hipoteses estatisticas
(WALPOLE, 2009).

Os testes de hipdtese consistem em testar a hipétese nula (Hp), sendo esta € a hipotese
criada para o desenvolvimento de estudos populacionais (FERREIRA, 2009), podendo ser
rejeitada ou ndo rejeitada, como parametro para populacdo. Quando a hipétese nula é rejeitada
leva a aceitacdo da hipétese alternativa (H;), que € complementar a hipétese nula
(WALPOLE, 2009).

Quando o parametro testado na amostra aproxima se ao da populacdo o valor do teste
aproxima-se de zero levando a nao rejei¢ao da hipdtese nula. Quando o parametro se distancia
o valor do teste se afasta de zero, levando a rejeicdo da hipdtese nula e consequentemente
aceitacdo da hipédtese alternativa (BUSSAB e MORETTIN, 2002). Desta forma € possivel

chegar a duas conclusdes:

Rejeitar Hy: a favor de H;, pois os dados apresentam evidéncias suficientes.

Nao rejeitar Hy: pois os dados ndo apresentam evidéncias suficientes

Em testes de hip6tese pode se levar a duas conclusdes errdneas quanto a ndo rejeicao
ou rejeicdo da hipdtese nula. Quando o teste leva a rejeitar a hipétese nula quando, na verdade
ela é verdadeira, comete se o erro tipo I, também chamado de nivel de significancia. Também
€ possivel concluir de forma errada sobre o teste quando ndo rejeitamos a hipétese nula e esta
¢ na verdade falsa assim cometendo o erro tipo II tem associado a si o poder do teste. A
probabilidade de se cometer estes erros pode ser reduzida aumentando o tamanho amostral

(WALPOLE, 2009).

2.4 SIMULACAO DE DADOS

Através de simulacdo de dados pode-se reproduzir em um ambiente controlado cendrios

da realidade com fidelidade, fazendo possivel a repeticio de comportamentos do real por
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meio de computadores. Caracteriza um processo para imitar o comportamento de um sistema
real, e assim estudar seu funcionamento sob condi¢des alternativas (CHWIF e MEDINA,
2007).

Segundo Dachs (1988), o uso de métodos de simulagdo tornou-se cada vez mais
frequente para estudar novos procedimentos estatisticos ou para comparar e avaliar o
comportamento de diferentes técnicas estatisticas. A simula¢do de dados €, possivelmente, a
drea em que mais se usa geracao de nimeros aleatdrios na atualidade. Foi com o aparecimento
e evolucao dos computadores que permitiu a um nimero crescente de pessoas possibilidade
de realizar simulagdes, desde simples jogos, até modelos complexos.

O uso da simulagcdo de dados tem uma grande diversidade de dreas de aplicagdo,
basicamente sob duas linhas de atuagdo: problemas mateméaticos completamente
deterministicos, cuja solugdo € dificil, ou em problemas que envolvem o processo estocéstico
Monte Carlo. Esta técnica de simulagdo tem base probabilistica ou estocdstica, e de uma
maneira geral, ¢ um método utilizado para que sejam simulados dados (varidveis aleatdrias) a
partir de uma sequéncia pseudo aleatéria, baseada na distribui¢cdo uniforme (0,1). Todo
processo simulado que envolve um componente aleatério de qualquer distribuicdo ¢é
considerado como pertencente ao método de Monte Carlo. A tnica restricdo para o uso deste
método € a sua implicacdo quanto a distribui¢des cuja fun¢do distribuicdo seja desconhecida
ou que a inversao ndo seja possivel pela ndo existéncia de algoritmos numéricos. Felizmente,
na literatura, existem inimeros algoritmos eficientes de inversao das fun¢des de distribuicdes

comumente usadas pelos estatisticos (SANTOS, 2001).
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3 OBJETIVOS

No capitulo 3, sdo apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos deste

trabalho.

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e quantificar a presenca de proporcdo durea na razdo de bracos de

cromossomos de genétipos das espécies Lactuca sativa L. e Allium cepa L.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Propor uma metodologia para averiguar a presenca de propor¢ao durea.

Avaliar via simulacdo de dados, a taxa do poder e do erro tipo I de alguns testes
utilizados para determinacdo de estruturas em propor¢do aurea.

Quantificar e identificar a presenca de propor¢cdo durea em cromossomos de diferentes
gendtipos das espécies vegetais, Lactuca sativa L. e Allium cepa L., utilizadas em bioensaios.

Identificar variacdes quanto aos parametros morfométricos comprimento dos bracos
curtos, comprimento dos bracos longos, comprimento total do lote haploide, razdao de braco

entre os diferentes genotipos.
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4 MATERIAIS E METODOS

O capitulo 4 apresenta as metodologias e os materiais utilizados para o
desenvolvimento do trabalho. Esse capitulo € dividido em novas duas sec¢des: 4.1 avaliacdo de
testes de identificacdo de propor¢do durea e 4.2 Obtencao dos genétipos de Lactuca sativa L.

e Allium cepa L.

4.1 AVALIACAO DE TESTES DE IDENTIFICACAO DE PROPORCAO AUREA

A secdo 4.1 apresenta o procedimento, utilizando simulacdo de dados para avaliacdo

de quatro metodologias para determinacio de proporcao durea.

4.1.1 Dados simulados

Para simulac¢io dos dados, foi utilizado o método de Monte Carlo, na geracdo de duas
populacdes a e b, sendo que os dados simulados para populacdo a apresentam valores
menores que a populacdo b, com o intuito de avaliar a taxa de erro tipo I e do poder de quatro
testes utilizados na aferi¢do de proporcao durea.

Para simulac¢do dos dados experimentais (calcular as taxas de erro tipo I e o poder dos
testes), foi utilizado o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).

Foram simulados 5.000 amostras para cada combinacdo de tamanho amostral (n = 2;
3; 4; 5; 10; 20; 30; 40; 50) e coeficiente de variagao (10%, 20%) em relacdo a média de a e e
coeficiente de variacdo (1%, 5%, 10%, 20%) em relacdo a média de b, para cada um dos
cendrios, sendo o cendrio I aplicado para avaliar a taxa de erro tipo I e o cendrio II aplicado
para avaliar a taxa de poder dos testes. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Para que
os resultados ndo sofressem interferéncia do processo de simulagdo, estes foram simulados

com base na mesma semente.
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Para os cendrios I e I, foram utilizados dois segmentos, a e b. Definiu-se cada um dos
segmentos por meio de uma distribuicdo Normal, com média e desvio padrdo conhecidos.
Para o cendrio I, fez-se uso de uma média arbitraria para a sendo 10,6. A média de b foi
estabelecida através da média de a multiplicada pela propor¢do durea (P=1,6180339887).
Para o cendrio II, a média do segmento a foi 10,6. A média utilizada para o segmento b foi de
a multiplicada por @ e, posteriormente, somado 0,4.

Para determinar a taxa de erro tipo I e do poder de cada, teste foram somados nos
cendrios I e II, respectivamente, a quantidade de valores gerados diferentes da propor¢ao

durea ao nivel de 5% de significancia e divididos por 5000, nimero total de valores gerados.

4.1.2 Metodologias avaliadas

Foram avaliadas quatro metodologias para determinac¢do da proporcdo durea, para a

taxa de erro tipo I (cendrio I) e poder dos testes (cendrio II). Chamou as metodologias por:

1. Metodologia TRPA

Consiste na aplicacdo do teste ¢ de Student para comparar se a média da razdo entre os

segmentos (R=b/a) € igual a proporc¢do durea (@), com a seguinte hipdtese:

Hj:p,=®
Hy:pt, #® (1)

ii. Metodologia TDZ

Consiste na aplicacdo de um teste ¢ de Student, sobre o enunciado de Euclides para a
razdo extrema e média, que diz: “O maior termo estd para o menor, assim como o todo estd

para o maior”, A = 2— (a+b) .
a b

Hipétese testada:
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Hy:py =0
H,: %0 @)

iii. Metodologia TPMPA

Consiste na utilizacdo do teste ¢ de Student pareado, na identificacdo da igualdade
entre o valor de b e a multiplicagdo do termo a pela propor¢do durea (CI)) , D=b—a®.

Hipétese testada:

H,:u,=0
H :p, #0 (3)

iv. Metodologia WMPA

Consiste na utilizacdo do teste de Wilcoxon, na identificagcdo da igualdade entre o

valor de b e a multiplicagdo do termo a pela propor¢io durea (®), D=b—ad.

Hipoétese testada:

Hj:u,=0
H,: pt, %0 @)

4.2 OBTENCAO DOS GENOTIPOS DE Lactuca sativa L. E Allium cepa L.

Foram utilizadas sementes de seis gendtipos comerciais de Lactuca sativa L.
adquiridas comercialmente e quarto gendtipos de Allium cepa L. fornecidos pela EMBRAPA
— Hortalicas. As caracteristicas fornecidas pelo fabricante e o respectivo agrupamento com
base nas caracteristicas morfoldgicas da planta (HENZ e SUINAGA, 2009) estdao

apresentados na Tabela 1 e 2.
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Tabela 1 - Genotipos de Lactuca sativa L. e seus respectivos agrupamentos com base em caracteristicas

morfoldgicas.
Gensipo Caracteristicas
Validade Pureza (%) Grupo*
Delicia 01/08/14 100 Americana
Grandes Lagos 01/08/14 100 Americana
Maravilha de Inverno 01/03/14 99,6 Manteiga
Simpson Semente Preta 01/09/14 99,5 Crespa
Mbnica 01/08/14 100 Crespa
Grand Rapids - TBR 01/08/14 100 Crespa

*Classificacdo de acordo com Resende et al. (2007).

Tabela 2 - Genétipos de Allium cepa L. e suas caracteristicas morfoldgicas.

Gendtipo Formato do bulbo Cor da pelicula Cor da escama
Franciscana - IPA 10 Globular achatado Vermelho puirpura Vermelho ptirpura
Brisa - IPA 12 Globular achatado Amarelo Branca
Pira Ouro Globular Amarelo Branca
Conquista Globular Amarelo Branca

4.2.1 Preparacoes Citogenéticas

Sementes de cada genétipo foram colocadas para germinar em placas de Petri
conforme descrito por Simdes et al. (2013) com adaptagdes. Apds a protrusdo da raiz, estas
foram coletadas e realizaram-se os procedimentos de pré-tratamento com Colchicina 0,05%.
Posteriormente, as raizes foram fixadas em Carnoy por 24 horas, e armazenadas a -4°C.

ApOs a fixacdo, as raizes dos genotipos de Lactuca sativa L. foram lavadas duas vezes
com 4gua destilada, hidrolisadas em HCL 5N a temperatura ambiente por 8 minutos, lavadas
novamente e coradas com Reativo de Schiff. Ja as raizes dos genétipos de Allium cepa L.
foram lavadas duas vezes com dgua destilada, hidrolisadas em HCL 1N a uma temperatura de
60°C por 10 minutos, lavadas novamente em dgua destilada e coradas com Reativo de Schiff.

Apés esses procedimentos, as preparacdes citogenéticas foram confeccionadas de
acordo com o procedimento descrito por Guerra e Souza (2002), Alvim et al. (2011) e Ribeiro

et al. (2012), com modificagdes.
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4.2.2 Morfometria cromossomica

Foram digitalizadas oito metafases de cada gendtipo de Lactuca sativa L. e cinco
metdfases para os genétipos de Allium cepa L. utilizando objetiva de 100X e optovar de 1,6,
com o auxilio de um microscopio Carl Zeiss Micro Imaging GMBH com sistema de captura
acoplado Axion Vison. Para as medicdes, foi utilizado o software ImageTool for Windows
Versao 3.00.

Para analise morfométrica dos cromossomos, foram obtidas as medidas do
comprimento de braco curto (BC) e comprimento de braco longo (BL) de cada par

cromossdmico. A partir destes foram calculados o comprimento total do lote haploide (CTLH

= ZCti ), razdo de braco (RB = BL/BC), inverso da razdo (RB'1 = BC/BL), cromossomo

médio (CM = ) Cti /n).

Os cromossomos foram classificados de acordo com a posicao do centrdmero segundo
Levan et al. (1964). Os pares foram organizados de acordo com o comprimento e posi¢ao do

centrOmero.

4.3 Analise estatistica

Os dados morfométricos obtidos foram submetidos a andlise de variancia. As médias
dos gendtipos de cada espécie foram comparadas pelo teste Scott-Knott. Para avaliar a
pressuposicdo de normalidade dos residuos, foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade de variancia foi verificada, utilizando-se o teste de Bartlett.

Nao existe em literatura um teste especifico para identificar propor¢do durea em
estruturas. Porém, dentre os testes estatisticos utilizados, o teste ¢t de Student (Chander et al.,
2012; Henein et al., 2011; Ono et al., 2007), tem fornecido bons resultados.

Para avaliar a presenca de propor¢cdo durea na razdo de bragos, foi utilizado o teste
apresentado na secao 4.1.2, que demonstrou melhores resultados quanto a taxa de erro tipo I e

poder.
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Todos os testes foram realizados ao nivel de 5% de significancia, sendo para isto

utilizado o programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse capitulo é dividida em duas secodes: 5.1 testes para identificagdo de proporcdo
durea e 5.2 Proporg¢do durea em cromossomos de Lactuca sativa L. e Allium cepa L.

Na secdo 5.1 € apresentado, por meio de graficos, os resultados e as discussdes sobre
as metodologias utilizadas na determinacdo de proporcdo durea. A secdo 5.2 é dedicada a

discussao dos resultados obtidos para os genétipos das espécies utilizadas neste trabalho.

5.1 TESTES PARA IDENTIFICACAO DE PROPORCAO AUREA

Os resultados obtidos das taxas de erro tipo I e poder estdo apresentados nas Figuras 1,
2, 3 e 4. Podemos observar que os coeficientes de variacdo do menor segmento (cv_a) e do
maior segmento (cv_b), utilizados na identificacdo da propor¢cdo 4urea, tiveram efeito nas
taxas de erro tipo I e no poder dos testes avaliados. Sendo assim, € imprescindivel que o
pesquisador tenha conhecimento destes coeficientes para escolha do teste adequado na
identificacdo de proporcao durea.

Os resultados obtidos, para os testes TPMPA e WMPA (Figuras 1 e 2), que
apresentaram coeficiente de variagdo para o menor segmento (cv_a) igual a 10% e o
coeficiente de variacdo para o maior segmento (cv_b) iguais a 1% e 5%, indicaram a
necessidade da amostra ter tamanho igual a 5 (n = 5) para que seja possivel o controle do erro
tipo I e que o teste apresente poder alto (> 80%). Para o teste TDZ, ndo é controlado o erro
tipo Il comcv_b=1% en=50; cv_b=5% e n=230e 50. Para o teste TRPA, ndo é controlado
oerrotipolcomcecv_b=1%en>20;cv_b=5%en>30.Jacomcv_a=10% e cv_b=10%
€ necessdario n = 10 para controlar o erro tipo I e apresentar um alto poder para os testes
TPMPA, TDZ e WMPA. Para o teste TRPA, ndo é controlado o erro tipo I com n = 30 e 50.
Para os casos de cv_a = 10% e cv_b = 20% € necessario n = 20 para controlar o erro tipo [ e
apresentar um alto poder para os testes TPMPA, TDZ ¢ WMPA. Porém o teste TRPA ndo

controla o erro tipo I com n = 30 (Figuras 1D e 2D).
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Figura 1: Grificos relacionando o tamanho de Figura 2: Gréficos relacionando o tamanho de
amostra ao controle do erro Tipo I, amostra ao controle do poder do teste,
quando o coeficiente de variagdo do quando o coeficiente de variagdo do
menor segmento (cv_a) € igual a 10%. menor segmento (cv_a) € igual a 10%
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(cv_b) igual a 1% (A), 5% (B), 10% (C) e (cv_b) igual a 1% (A), 5% (B), 10% (C) e
20% (D). 20% (D).
Fonte: Do autor. Fonte: Do autor.

Para os casos com cv_a= 20% e cv_b= 1%, 5% e 10% € necessiario que o
tamanho de amostra seja igual a 10 (n=10) para controlar o erro tipo I e apresentar alto poder (>
80%), para os testes TPMPA e WMPA. Entretanto, para o caso de cv_a= 20% e cv_b=20% ¢é
necessario n=20 para controlar o erro tipo I e apresentar um alto poder para os testes TPMPA e
WMPA. Para o teste TDZ ndo € controlado o erro tipo I com cv_b= 1%, 5% e 10% e n=20, 30 e
50; e cv_b=20% e n=30 e 50. Para o teste TRPA nao € controlado o erro tipo I com cv_b= 1%,

5% e 10% e 20% e n=20, 30 e 50 (Figuras 3 e 4).



Figura 3: Graficos relacionando o tamanho de
amostra ao controle do erro Tipo I,
quando o coeficiente de variagdo do
menor segmento (cv_a) é igual a 20%.
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Figura 4: Grificos relacionando o tamanho de
amostra ao controle do Poder do teste,
quando o coeficiente de variagdo do
menor segmento (cv_a) é igual a 20%.

—— TPMPA--- TRPA —— TPMPA - TRPA
—o- TDZ - WMPA - TDZ -4~ WMPA
0.20 0.20 s %
3 0.15 T 3 015 N - e
E= A = _ e AT o 0]
£ e g ot i o & &
005 g === 005 “w/. . e +
py g e e
0.00 45 T T 0.00 45— T T T 00~ T T T 00 T T T
2510 20 30 2510 20 30 50 2510 20 30 50 2510 20 30 50
Tamanho de amostra Tamanho de amostra Tamanho de amostra Tamanho de amostra
020 W
S 015 _ _
= @ @
o 010 8 8
* oos : :
0:00 0.0 17— \ 00 1 \
2510 20 30 2510 20 30 50 2510 20 30 50 2510 20 30 50

Tamanho de amostra

Nota:

Tamanho de amostra

Coeficiente de variagdo do maior segmento

(cv_b) igual a 1% (A), 5% (B), 10% (C) e

20% (D).
Fonte: Do autor.
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Nota: Coeficiente de variagdo do maior segmento
(cv_b) igual a 1% (A), 5% (B), 10% (C) e
20% (D).

Fonte: Do autor.

Quando os coeficientes de variacdo dos dois segmentos sdo altos, tamanhos de amostra
maiores sa0 necessdrios para que os testes estudados tenham um alto poder.

O teste TDZ ¢ utilizado por vérios autores, como metodologia para averiguacdo da
proporcdo durea (GIL e MEDICI FILHO, 2002; PERON et al., 2012). Muitos destes sO

N

avaliam o coeficiente de variacio do método em relacdo a igualdade zero. Porém, os
resultados deste trabalho mostram ser necessario o conhecimento do cv de cada segmento (a e
b). Como apresentado nas Figuras 1, 2, 3 e 4, este método nao controla o erro tipo I quando se
associaum cv_a 10%, cv.b=1% en =50; cv_a 10%, cv_.b =5% e n > 30; cv_a = 20%,
cv.b=1%en=>20;cv_a=20%,cv_b=5%en>20;,cv_a=20%, cv_b=10% e n > 20;
cv_a=20%, cv_b=20% en > 30.

O teste TRPA ¢ utilizado, também, por muitos autores que buscam determinar a presenga
da proporcdo durea (ONO et al., 2007, SILVA et al., 2012). Algumas associa¢des nao

controlam o erro tipo I deste teste, sdo elas: cv_a = 10%, cv_b = 1% e n > 20; cv_a = 10%,

cv.b=5%en>30;cv_a=10%,cv_b=10% en>30; cv_a =10%, cv_b =20% e n = 30;
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cv_a=20%,cv. b=1%en>20;cv_a=20%,cv_b=5%en>20;cv_a=20%,cv_b=10%
en=>20;cv_a=20%,cv_b=20% en>20.

Os testes TPMPA e WMPA controlaram o erro tipo I em todas as associacdes analisadas
neste estudo.

As associagdes cv_a =10%, cv_b =1%, 5% e n > 5 apresentam alto poder para todos os
testes, exceto o WMPA que necessita de n > 10. Associagdes cv_a =10%, cv_b =10% e n > 10
e cv_a =10%, cv_b = 20% e n > 20, também apresentam alto poder para todos os testes. As
associagdes com cv_a = 20%, cv_b=1%, 5%, 10% e n > 10, assim como cv_a = 20%, cv_b
=20% e n > 20, o poder apresenta-se alto para todos os testes.

Os resultados observados para o teste WPMPA com amostra n < 5 acontecem, segundo
Ferreira (2009), pelo fato de que o nivel de significincia determinado pela metodologia

(= 5%) ser inferior aos niveis criticos da distribui¢ao nula para esses tamanhos de amostras.

5.2 PROPORCAO AUREA EM CROMOSSOMOS DE Lactuca sativa L. E Allium cepa L.

Os genétipos de Lactuca sativa L. utilizados para o estudo sdo diploides com
2x=2n=18, com ndmero basico de cromossomos do genoma n=9 (Figura 1). O nimero de
cromossomos identificados corroboram com Mousavi et al. (2013), Matoba et al. (2007),

Lindqvist (1960).
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Figura 5: Metifase somadtica e idiogramas de diferentes genétipos de Lactuca sativa L.

i i

E F

Nota: A — Grandes Lagos, B — Delicia, C — Maravilha de Inverno Manteiga, D — Simpson, E — Moénica, F —
Grand Rapids. As barras nas metdfases somdticas representam 5 pm e nos idiogramas 2 um.
Fonte: Do autor.

Na Tabela 3, é apresentado o resumo da andlise de variancia, onde sdo determinadas
diferencas significativas, entre genétipos, para os seguintes parametros: comprimento do
braco curto, comprimento do brago longo, razio de braco, inverso da razdo de braco e
cromossomo médio. Ressalta-se que para todos os parametros foram satisfeitas as
pressuposicoes da ANAVA, ou seja, os residuos apresentaram normalidade (p > 0,05) e

homogeneidade de variancia (p > 0,05).
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Tabela 3 - Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas cariotipicas de diferentes genétipos de Lactuca
sativa L.

Fonte de Grau de Quadrado Médio dos Parametros
variagio liberdade BC | BL ‘ RB RB’! CM
Gendtipo (G) 5 0,2661%** 0,4987%** 0,0270™ 0,0023™ 1,4719%%*
Par Cromossdmico (PC) 8 1,1911%** 15,1346** 3,7515%* 0,7402%* 4,6359%%*
Gx PC 40 0,0265™ 0,0268 ™ 0,0578 ™ 0,0100™ 0,0765™
Erro 378 0,0195 0,0462 0,0451 0,0085 0,0853
cv (%) 11,85 11,76 13,83 13,49 9,71

Nota: BC — Brago curto, BL — Braco longo, RB — Razdo de braco, RB - Inverso da razio de braco, CM —
Cromossomo médio. **Significativo pelo teste F ao nivel de 5%. Ns: ndo significativo pelo teste F ao
nivel de 5%.

Fonte: Do autor.

Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam que ha variacdo cariotipica entre os
gendtipos utilizados para o estudo. O gendtipo Maravilha de Inverno Manteiga apresentou
férmula cariotipica 2sm*" + 6sm + 2m*" + 8m, sendo que os pares I e V com presenga de
satélite. Matoba et al. (2007) e Lindqvist (1960) demonstraram que o gendtipos apresentaram
satélite nos pares III e V. Mousavi et al. (2013) encontraram dois gendtipos com presenca de
dois pares satelitados, sendo os pares Il e IV, para o genétipo Borazjan e os pares Il e VI para
o gendtipo Qom. O gendtipo Delicia apresentou satélite no par V, sendo a férmula cariotipica
deste gendtipo 6sm + 2m + 2m*" + 8m. O gendtipo Mdnica apresentou o par I com satélite

"+ 2m + 2sm + 12m. Os genétipos Abtavil e Fasa,

sendo sua férmula cariotipica 2sm™
pesquisados por Mousavi et al. (2013), apresentaram o par I com satélite, corroborando com o

presente estudo.

Tabela 4 - Média das caracteristicas cromossomicas de diferentes genétipos de Lactuca sativa L.

Gen BC BL RB RB' CM CTLH sat Cariétipo

DE 1,22 a 1,90 a 1,54a 0,68a 3,12a 28,05a 1 6sm +2m +2m*™ + 8m
GL 1,17 a 1,81 a 1,52a 0,69a 298b 26,81a 6 sm+ 12m

MI 1,20a 1,88a 1,55a 0,68a 3,08a 27,72a 2 2sm™ + 6sm + 2m™ + 8m
SI 1,20 a 1,84 a 152a 0,69a 3,04b 27,36a 6sm + 12m

MO 1,22 a 1,87 a 1,52a 0,68a 3,10a 27.88a 1 2sm™ 4+ 2m + 2sm + 12m
GR 1,06b 1,67b 1,56a 0,68a 2,73c 24,60b 6 sm+ 12m

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5%.
Gen — Genétipo, BC — Braco curto, BL — Brago longo, RB — Razio de braco, RB™'— Inverso da razio de
brago, CM — Cromossomo médio, CTLH — Comprimento total do lote haploide e Sat — Satélite.

Fonte: Do autor.
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Os bracos longos de Lactuca sativa L. apresentaram-se diferentes uns dos outros,
sendo que seus tamanhos foram decrescentes a partir do par cromossémico I. O comprimento
médio dos pares cromossOmicos apresentou diferente em todos os pares, sendo o par I o maior
e os sequentes ordenados em ordem decrescente, assim podemos considerar que o0s
cromossomos foram ordenados de maneira satisfatéria dentro de seus gendtipos.

O gendétipo Grands Rapids apresentou menor comprimento de brago curto, braco longo
e CTLH em relacdo aos demais gendtipos utilizados no estudo que apresentaram oS mesmos

comprimentos para essa caracteristica, observado na Tabela 4.

Tabela 5 - Média das caracteristicas cromossomicas dos pares cromossomicos de Lactuca sativa L.

Par BC(um) BL(um) RB RB CM
1 145a 2,71 a 1,87 a 0,54 ¢ 4,17 a
II 1,34b 2,46 b 1,84 a 0,55 ¢ 3,81b
III 1,26 ¢ 2,27 ¢ 1,81 a 0,56 ¢ 3,53 ¢
10Y 1,21c 1,99d 1,65b 0,61d 3,20d
\Y 1,19 ¢ 1,71 e 1,45 ¢ 0,70 ¢ 2,90 ¢
VI 1,10d 1,52 f 1,39d 0,73 b 2,62 f

VII 1,04 ¢ 1,40 g 1,35d 0,75b 243 ¢

VIII 1,04 ¢ 1,26 h 121e 0,83 a 2,30 h
IX 0,97 f 1,131 1,17e 0,86 a 2,101

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5%, Par
— par cromossdmico, BC — Brago curto, BL — Brago longo, RB — Razdo de braco, RB'- Inverso da razdo
de braco, CM — Cromossomo médio.

Fonte: Do autor.

Podemos encontrar nos distintos gendtipos de Lactuca sativa L. utilizados para o
estudo uma diferenca na presenca de cromossomos em proporcdo durea. Os gendtipos que
foram pertencentes ao grupo “Crespa” apresentaram menor nimero de cromossomos em
propor¢do durea que os genétipos dos grupos “Americana”’ e “Manteiga” como pode se
observar na Tabela 6.

Os gendétipos Grandes Lagos, Delicia e Maravilha de Inverno, apresentaram os pares
IV; os pares III e IV; e o par III, respectivamente, em propor¢ao durea. Genétipos do grupo
“Crespa”, Grand Rapids — TBR, Monica e Simpson Semente Preta, apresentam
respectivamente, os pares IV e V; os pares II, III, IV e V; e os pares III, IV, V, em propor¢ao
durea. O par cromossdmico IV apresenta-se em propor¢dao durea em todos os genotipos

estudados. Observa-se na Tabela 5, que a média da razdo de brago para o par IV é 1,65,
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proxima de Phi (@), e diferente das médias dos demais pares para essa caracteristica. Este
resultado € indicio de que os genétipos da espécie Lactuca sativa L. apresenta o par IV em

proporcao aurea.

Tabela 6 - Comparagdo das médias da razdo de braco dos pares cromossomicos de diferentes gendtipos de
Lactuca sativa L. (média e desvio padrido) quanto a propor¢do durea.

Americana Manteiga Crespa
Cromfc))zggsmicos GE DE MI D SR ol

M DP M DP M DP M DP M DP M DP
I 1,98 0,25 1,98 0,16 1,81 0,26 1,89 0,20 1,84 0,13 1,83 0,16
I 1,76 0,21 1,80 0,26 2,00 0,20 1,69 @ 0,28 2,02 0,30 1,91 0,24
11 1,89 0,29 1,73 ® 0,27 1,90 0,18 1,73 @ 0,29 2,03 0,37 1,73 @ 0,24
v 1,61 ® 0,33 1,68 ® 0,30 1,73 ® 0,22 1,63 ® 0,23 1,61 ® 0,27 1,65 ¢ 0,24
v 1,46 0,28 1,41 0,24 1,38 0,23 1,50 ® 0,28 1,52 & 0,31 1,54 & 0,33
VI 1,40 0,23 1,42 0,19 1,40 0,16 1,36 0,22 1,40 0,24 1,34 0,13
vl 1,32 0,26 1,27 0,21 147 0,26 1,42 0,14 1,25 0,14 1,38 0,12
VIII 1,17 0,14 1,25 0,24 1,20 0,14 1,28 0,20 1,25 0,17 1,15 0,11
IX 1,12 0,12 1,30 0,12 1,11 0,11 1,18 0,16 1,16 0,14 1,16 0,12

Nota: Médias seguidas de @ apresentam-se em propor¢do durea pelo teste ¢ de Student ao nivel de 5%.
Fonte: Do autor.

O genétipo Monica foi considerado por Bitencourt e Silva (2010) resistente ao
nematoide Meloidogyne enterolobii. Charchar e Moita (1996) avaliaram a resisténcia de
genétipo de alface aos patégenos M. incognita ragca 1 e M. javanica, observando que os
gendtipos Grands Rapids (TBR), Grands Rapids e A. Salinas, pertencentes ao grupo “Crespa”
apresentaram grande resisténcia. Gomes et al. (2002) verificaram que gendtipos pertencentes
ao grupo “Crespa” Salinas 88, Lorca e Legacy apresentaram resisténcia a M. incognita. De
acordo com o presente estudo, os gendtipos de Lactuca sativa L. pertencentes ao grupo
“Crespa” apresentaram maior nimero de cromossomos em proporcdo durea. Desta forma, a
proporcdo durea pode ser um indicativo de gendtipos mais resistentes.

Os gendtipos de Allium cepa L. utilizados para o estudo sdo diploides com 2x=2n=16,
com ndmero basico de cromossomos do genoma n=9 (Figura 6). O nimero de cromossomos

identificados corrobora com Okumus e Hassan (2000) e Paknia e Karimzadeh (2010).
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Figura 6: Metifase somatica e idiogramas de diferentes gendtipos de Allium cepa L.

A B
X

e ‘!‘,

C D

Nota: A—1IPA-10, B — IPA-12, C — Pira Ouro e D — Conquista. As barras representam 5 pm.
Fonte: Do autor.

Na Tabela 7, é apresentado o resumo da andlise de variancia, onde sdo determinadas
diferencas significativas, entre gendtipos € seus pares cromossomicos, para os seguintes
parametros: comprimento do braco curto, comprimento do braco longo, razdo de braco,
inverso da razdo de braco e cromossomo médio, além da interacdo entre gendtipo e par
cromossOmico. Ressalta-se que, para todos os parametros, foram satisfeitas as pressuposi¢oes
da ANAVA, ou seja, os residuos apresentaram normalidade (p > 0,05) e homogeneidade de
variancia

(p > 0,05).
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Tabela 7 - Resumo da andlise de varidncia para as caracteristicas cariotipicas de gendtipos de Allium cepa L.

Fonte de Grau de Quadrado Médio dos Parametros
variagio liberdade BC | BL ‘ RB RB™' CM
Gendtipo (G) 3 5,5704%%* 4,621%* 0,454 0,056 19,070%*
Par Cromossomo (PC) 7 7,9322%% 12,926%** 0,440%* 0,071** 38,095%*
GxPC 21 0,7731%* 0,851 %** 0,351 0,062** 0,357"
Erro 127 0,3313 0,513 0,038 0,009 1,198
cv (%) 14,29 12,73 13,67 13,19 11,32

Nota: BC — Brago curto, BL — Braco longo, RB — Razdo de braco, RB - Inverso da razio de braco, CM —
Cromossomo médio. **Significativo pelo teste F ao nivel de 5%. ns: ndo significativo pelo teste F ao
nivel de 5%.

Fonte: Do autor.

Os resultados apresentados na Tabela 8 indicam que ha variacdo cariotipica entre os
gendtipos utilizados para o estudo. Na Tabela 7 observa-se que os gendtipos Conquista e Pira
Ouro apresentaram mesma formula cariotipica sendo que todos os cromossomos sao
metacéntricos. Os gendtipos Franciscana IPA — 10 e Brisa IPA — 12 apresentaram
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, de acordo com a classificagdo de Levan et al.
(1964), sendo suas férmulas cariotipicas, respectivamente, 2m+2sm+4m-+2sm+2m+2sm+2m
e 4m+2sm+2m+2sm+6m. Nenhum cromossomo apresenta satélite. Esta variacdo na férmula
cariotipica dos gendtipos também foi observado por Paknia e Karimzadeh (2010) em seus
estudos. Eles encontraram dois gendtipos que apresentavam férmula cariotipica 16m, dois
gendtipos apresentando 12m+4sm e oito gendtipos que apresentavam 14m+2sm.

O gendtipo Franciscana IPA — 10 apresentou menor cromossomo médio entre os
genotipos utilizados neste estudo. Os genétipos Pira Ouro, Conquista e Brisa — [PA 12
apresentaram cromossomo médio de mesmo tamanho. Os genétipos utilizados para o estudo
apresentaram cromossomo médio variando entre 8,66 pm e 10,21 um. Paknia e Karimzadeh

(2010) encontraram variacao do cromossomo médio entre 8,54 pm e 11,97 um.

Tabela 8 - Comparacgio das médias das caracteristicas cromossomicas de diferentes genétipos de Allium cepa L.

Genoétipo CM CTLH Caridtipo
IPA 12 9,93 a 79,77 a 4m+2sm+2m+2sm+6m
IPA10 8,60 b 72,67 a 2m+2sm+4m+2sm+2m+2sm+2m
Pira Ouro 9,85a 78,15a 16m
Conquista 10,21 a 78,99 a 16m

Nota: Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5%.
CM - Cromossomo médio e CTLH — Comprimento total do lote haploide.
Fonte: Do autor.



40

Os gendtipos Brisa — IPA 12 e Conquista apresentaram comprimento igual, entre si,

em sete dos oito bragos curtos, destes pares, seis apresentaram maior comprimento que oS

demais gendtipos (Tabela 9).

Tabela 9 - Médias dos bragos curtos dos pares cromossdmicos de diferentes gendtipos de Allium cepa L.

Genétipo | Parl | Parll | Parll | Parlv | Parv | Parvi | Parvll | Parvill
IPA10 461 Ab 366Bb 419Aa 393Bb 250Cc 372Ba 238Cb 2,79Ca
IPA12 537Aa 498Aa 396Ba 469Aa 3,73Bb 397Ba 382Ba 327Ba

PiraOuro 552Aa 429Bb 457Ba 390Cb 467Ba 421Ba 339Ca 334Ca

Conquista 4,59 Ab 5,08 Aa 477 Aa 450Aa 390Bb 432Aa 3,52Ba  3,07Ba

Nota: Médias seguidas de mesma letra maidscula, na mesma linha. Médias seguidas de mesma letra mintscula,
na mesma coluna, sdo iguais ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott — Knott.

Fonte: Do autor.

O gendétipo Conquista apresentou maior comprimento de bragos longos em todos os

pares cromossdmicos, sendo que as medidas variaram entre 7,33um, no par I, a 4,37 um, no

par VIII. Os gendtipos Pira Ouro e Brisa — IPA 12 apresentaram mesmo tamanho de braco

longo em todos os pares cromossdmicos. Entre os gendtipos todos apresentaram pelo menos

cinco pares com mesmo tamanho de brago longo (Tabela 10).

Tabela 10 - Médias dos bragos longos dos pares cromossdmicos de diferentes gendtipos de Allium cepa L.

Genétipo | Par1 Parll | Parll | ParlV | ParV | ParVI | ParVIl | Parvin
IPA10  555Ab 634Aa 531 Ab 489Bc 604Aa 451Ba  492Ba  394Ba
IPA12 649Ab 645Aa 684Aa  578Bb 561Ba  521Ba  477Ca 4,34Ca

PiraOuro 638Ab 691 Aa  624Aa 599Ab 521Ba  501Ba  503Ba  4,09Ca

Conquista 7,33 Aa 6,38 Ba 6,16 Ba 6,83 Aa 6,28 Ba 5,22 Ca 5,63 Ca 4,37 Da

Nota: Médias seguidas de mesma letra maidscula, na mesma linha e médias seguidas de mesma letra mindscula,
na mesma coluna, sdo iguais ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott — Knott.

Fonte: Do autor.

O gendtipo Brisa IPA — 12 apresentou maior média do inverso das razdes de braco, em

sete dos oito pares cromossdmicos (Tabela 11).

Tabela 11 - Médias do inverso das razdes de brago dos pares cromossdmicos de diferentes genétipos de Allium

cepa L.

Gen6tipo | Parl Parll | Parlll | ParlV | ParV | ParVI | Par VIl | ParVII
IPA10  082Aa 058Bb 0,79Aa 082Aa 049Cc 083Aa 049Cc 0,71 Aa
IPA12 082Aa 078Aa 059Bb 082Aa 067Bb 076Aa 080Aa 074 Aa

PiraOuro 0,86 Aa 0,62Bb 073Ba  0,66Bb 089Aa 085Aa 067Bb 0,82 Aa

Conquista 0,63Bb  0,80Aa 078Aa 068Bb 064Bb 083Aa 0,63Bb 071Ba

Nota: Médias seguidas de mesma letra maitscula, na mesma linha e médias seguidas de mesma letra mintscula,
na mesma coluna, sdo iguais ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Scott — Knott.

Fonte: Do autor.
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Observa se na Tabela 12 que o gendtipo Conquista apresenta quatro pares
cromossdmicos em propor¢do durea, sendo este gendtipo 0 que mais apresenta cromossomos
com esta caracteristica. Os genétipos Pira Ouro, Franciscana IPA — 10 e Brisa IPA — 12
apresentaram, respectivamente, trés, dois € um par cromossdmico em propor¢ao durea. O par
I apresentou propor¢do durea apenas no genétipo Conquista. O par II estd em propor¢do durea
nos gendtipos Franciscana IPA — 10 e Pira Ouro. Brisa IPA — 12 apresentou o par III em
proporcdo durea. Os gendtipos Pira Ouro e Conquista apresentam os pares IV e VII em
proporcdo durea. O par V estd em propor¢do durea apenas no gendtipo Brisa IPA — 12. Em

todos os gendtipos, os pares VI e VIII ndo apresentam proporcado durea na razao de bragos.

Tabela 12 - Teste para propor¢do durea de diferentes gendtipos de Allium cepa L.
Cromzz;%;ﬁcos IPA_10 IPA_12 PIRA OURO CONQUISTA
Média DP Média DP Média DP Média DP
I 1,23 0,19 1,22 0,14 1,17 0,13 1,60 @ 0,11
I 1,74 & 0,15 1,29 0,15 1,61 @& 0,09 1,27 0,18
I 1,29 0,19 1,73 ® 0,19 1,37 0,14 1,31 0,23
v 1,27 0,20 1,23 0,12 1,55 @ 0,21 1,52 & 0,26
v 241 0,31 1,52 o 0,21 1,12 0,10 1,62 @© 0,31
VI 1,21 0,12 1,32 0,13 1,21 0,17 1,23 0,19
VII 2,09 0,29 1,27 0,18 1,51 © 0,21 1,62 © 0,24
VI 1,42 0,07 1,37 0,18 1,24 0,17 1,42 0,14

Nota: Médias seguidas de @ apresentam-se em propor¢do durea pelo teste ¢ de Student ao nivel de 5%.
Fonte: Do autor.

Para os pares que se apresentaram em propor¢do durea em mais de um genoétipo, suas
médias de razdo de braco foram iguais e diferentes das médias dos outros gendétipos (Tabela

13).

Tabela 13 - Médias das razdes de brago dos pares cromossdmicos de diferentes genétipos de Allium cepa L.

Gendétipo | Par I Par I Par IIT Par IV Par V Par VI Par VII | Par VIII

IPA 10 1,23Db  1,74Ca 129Db 127Db 241 Aa 121Da 2,09Ba 142Da
IPA 12 1,22Bb  129Bb 1,73Aa 123Bb 1,52Ab 132Ba 1,27Bc 1,37 Ba
PiraOuro 1,17Bb 1,61Aa 137Ab 1,55Aa 1,12Bc 121Ba 1,51 Ab 1,24Ba
Conquista 1,60Aa 1,27Bb 1,31Bb 152Aa 1,62Ab 1,23Ba 1,62Ab 1,42Ba

Nota: Médias seguidas de mesma letra maidscula, na mesma linha. Médias seguidas de mesma letra mintscula,
na mesma coluna, sdo iguais ao nivel de 5% de significincia pelo teste de Scott — Knott.
Fonte: Do autor.
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6 CONCLUSAO

A metodologia que estabelece a presenca de propor¢do durea fazendo uso da diferenca
entre o maior segmento e o menor multipicado por @, utilizando o teste ¢ de Student pareado
apresentou melhores resultados nos controles das taxas de erro tipo I e de poder.

Existe presenca de propor¢cdo durea na razdo de braco dos cromossomos das espécies
Lactuca sativa L. e Allium cepa L., ocorrendo uma variacdo de um a quatro cromossomos em
propor¢do aurea.

Existe variacdo da férmula cariotipica entre os gendtipos de ambas as espécies.

Os resultados citogenéticos aqui relatados podem ser aplicados como ferramenta de
auxilio na identifica¢do de gendtipos de Lactuca sativa L. e Allium cepa L., além de fornecer

subsidios para futuros estudos de manipulagdo cromossdmica.

Analisando especificamente a Lactuca sativa L conclui-se que:
i. Aespécie apresenta propor¢ao durea no par cromossomico IV.
ii. O gendtipo Monica apresentou maior nimero de cromossomos em propor¢ao aurea.
i1ii. Os pares I, VI, VII, VIII e IX nao apresentaram razao de bragos com propor¢do durea.
iv. O gendtipo Grands Rapids apresentou menor comprimento de braco curto, brago longo
e CTLH dentre os gendtipos.
v. Apresenta comprimento de brago longo diferente entre os pares cromossOmicos

manifestando comportamento decrescente a partir do par L.

Analisando especificamente a Allium cepa L conclui-se que:
1. O gendtipo Conquista apresentou maior nimero de cromossomos em propor¢ao aurea.

ii. Os pares VI e VIII ndo se apresentam em proporcao durea.
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APENDICE

Apéndice A - Rotina para testar proporc¢ao aurea na razao de bracos das espécies

Lactuca sativa L. e Allium cepa L.

Comando Explicacdes

a=BC vetor de valores do braco curto
b=BL vetor de valores do braco longo
ra=1,6180339887 Phi

a2=ra*a valor utilizado para brago curto

t.test(a2,b,mu=0,paired=TRUE) teste ¢ de Student pareado

razao=b/a vetor de valores da razdo entre os bragos longos e curtos
M=mean(razao);M media
DP=sd(razao);DP desvio padrao

CV=DP*100/M;CV coeficiente de variacdo




