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HIBRIDACAO E IDENTIFICACAO DE GENES ENVOLVIDOS
NA SENESCENCIA DE GERBERA VISANDO O
SILENCIAMENTO DE GENES E MELHORAMENTO
GENETICO

RAQUEL DALLA LANA CARDOSO!

RESUMO — A produgao brasileira de gérbera (Gerbera hybrida Hort.)
¢ dependente tecnologicamente de empresas multinacionais que
realizam o processo de melhoramento e fornecem variedades para o
mercado nacional. Assim, o desenvolvimento de programas de
melhoramento nacionais podem contribuir para redugdo de tal
dependéncia, obtencdo de cultivares mais adaptadas as condi¢des
ambientais brasileiras, ¢ melhores rendimentos. Informagdes sobre as
técnicas de hibridacdo em gérbera sdo pouco publicadas devido a
importancia comercial e pelo fato do melhoramento desta espécie ser
realizado principalmente por empresas privadas. Estudos para
compreender o sistema reprodutivo de gérbera vem sendo realizados
mas a produgdo de sementes nas hibridagdes tem sido insatisfatoria.
Este trabalho foi conduzido com o objetivo de fornecer subsidios para
o melhoramento genético de gérbera, contribuindo para a reducao da
atual dependéncia externa quanto aos cultivares de flores
comercializadas no pais. Trés estudos foram realizados: hibridagao
artificial e seu efeito na formagdo de sementes e andlise da progénie

obtida, realizado em ambiente semi-protegido na UPF; avaliacdo da

! Biologa Doutoranda do Programa de Pos-graduagdo em Agronomia (PPGAGRO)
da FAMV/UPF, Area de Concentragdo em Produgdo Vegetal.



expressdo de transcritos de etiquetas de sequéncia expressa e genes
relacionados a senescéncia floral; avaliagdo da técnica de
silenciamento génico por indugdo viral, realizadas na Universidade da
California, Davis-EUA. Confirmou-se a ocorréncia de geitonogamia
na planta e auséncia de autoincompatibilidade nos genétipos de
gérbera estudados. Devido ao alto CV, nao foi detectada
significAncia estatistica para capacidade geral e especifica de
combinagdo para a formac¢do de sementes. Foi possivel gerar
populacdes segregantes e alta herdabilidade foi encontrada para a
maioria das caracteristicas florais avaliadas. Das dezesseis etiquetas de
sequéncia expressa e seis genes associados a senescéncia floral
avaliados, treze apresentaram aumento da expressdo e quatro
diminui¢do da expressao com o avangar dos estadios de senescéncia.
A técnica de silenciamento génico por inducao viral pode ser utilizada
em gérbera, no entanto, precisa ser otimizada para se obter um
silenciamento génico mais efetivo e assim, ser aplicada em estudos de

identificacao da funcdo génica.

Palavras-chave: = Autoincompatibilidade, geitonogamia, VIGS,

silenciamento génico, herdabilidade



HYBRIDIZATION AND IDENTIFICATION OF GENES
INVOLVED IN FLORAL SENESCENCE OF GERBERA
TARGETING THE GENE SILENCING AND BREEDING

ABSTRACT- The Brazilian production of gerbera (Gerbera hybrida
Hort.) is dependent of multinational companies that perform the
breeding process and provide genetic materials for the internal market.
Thus, the development of national breeding programs could help to
reduce this dependence, to obtain adapted cultivars to Brazilian
environmental conditions and improve yield. Information about
hybridization techniques are not published because of the commercial
importance and due to the fact that breeding is executed by private
companies. Studies to understand the reproductive system of gerbera
have been made but the seed production in hybridizations has been
low. This work was carried out to provide subsidies for the breeding
of gerbera, helping to reduce the current dependence of flowers
cultivars sold in the country. Three studies were performed: artificial
hybridization and its effect on seed formation and analysis of progeny
obtained, carried out in semi-protected environment at UPF;
evaluation of the expression of transcripts expressed sequence tags
and genes related to flower senescence; evaluation of virus-induced
gene silencing technique, carried out at the University of California,
Davis-USA. The occurrence of geitonogamy and no self-
incompatibility were confirmed. The influence the general and
specific combining ability for the formation of seeds was not
significant. It was possible to generate segregant populations and high

herdability was found for most floral traits evaluated. Sixteen



expressed sequence tag and six senescence associated gene were
evaluated, thirteen were up regulated and four down regulated with
advancing stages of senescence. The virus-induced gene silencing can
be used, however, must be optimized to obtain a more effective gene

silencing and be applied in studies for identification of gene function.

Key words: Self-incompatibility, geitonogamy, VIGS, gene silencing,
herdability



1 INTRODUCAO

A floricultura ¢ uma atividade agricola de importancia
econdmica e social crescentes no mundo, sendo exigente em
tecnologia de producdo e com um sistema eficiente e rapido de
distribuicdo e comercializagdo. A produ¢do mundial de plantas
ornamentais movimenta valores proximos a 16 bilhdes de dolares por
ano ao nivel de produtores, enquanto que no varejo, este valor
ultrapassa a 44 bilhdes de dolares/ano (KIYUNA et al., 2003). Dentro
desta cadeia produtiva, a gérbera (Gerbera hybrida Hort.) ¢ uma das
mais importantes flores-de-corte do mercado internacional,
destacando-se especialmente na Europa, Israel, Colombia e Estados
Unidos. A procura por esta ornamental € expressiva. Anualmente, na
California (EUA), sdo produzidos mais de 60 milhdes de hastes de
gérbera gerando um faturamento de U$ 30 milhdes/ano, e na Europa,
nos leildes holandeses, as vendas excedem 100 milhdes de hastes
gerando valores superiores a € 100 milhdes (TEERI et al., 2006).
Segundo Yakoni (2008), a producao de gérbera na maioria dos paises,
inclusive no Brasil, ¢ dependente da importacdo de mudas da Holanda,
pais onde se encontram as principais empresas de melhoramento da
espécie.

As modernas cultivares de gérbera sdo o resultado do
melhoramento genético, o qual tem proporcionado a obtencdo de
genoétipos elites com boas caracteristicas morfoldgicas e econdmicas
desejadas comercialmente. No entanto, apesar do sucesso no
melhoramento desta ornamental, as técnicas de polinizacdo e

hibridagdo em gérbera sdo pouco publicadas, devido a importancia



comercial dos hibridos gerados por estes procedimentos e o
melhoramento de plantas ornamentais vir sendo, principalmente,
realizado por empresas privadas. Apesar disso, alguns estudos com
hibridagao artificial em gérbera foram relatados recentemente
(SOUZA et al., 2005; MARIA & CHIS, 2006; CARDOSO et al.,
2009). Maria & Chis (2006), realizando hibridacdes em gérbera, ndo
obtiveram uma produgdo de sementes satisfatoria. Cardoso et al.,
(2009) também observaram uma baixa frequéncia de formacdo de
sementes (4%) no cruzamento entre as cultivares comerciais. Os
autores sugeriram haver algum tipo de incompatibilidade ou depressao
endogamica, pelo alto grau de parentesco dos parentais, uma vez que
no cruzamento entre acessos ndo comerciais e cultivares esta
frequéncia foi de 50%. Tais resultados motivaram o presente estudo,
cuja primeira hipotese foi ser possivel realizar fecundagdo cruzada e
autofecundacdo (pelo uso da geitonogamia) e obter progénies com
variabilidade genética para os caracteres desejados comercialmente
para gérbera, permitindo a obtencao de novas cultivares.

A longevidade pos-colheita ¢ wuma das caracteristicas
comerciais mais importante, pois contribui para diminuir as perdas ao
longo da cadeia produtiva, entre a produgdo e a distribuicdo,
permitindo ao consumidor ter plantas com maior vida de vaso. A
senescéncia  floral € um processo fisiolégico controlado
geneticamente, sendo assim, a segunda hipdtese deste trabalho foi que
¢ possivel identificar genes diferencialmente expressos no decorrer do
periodo de senescéncia. A identificacdo destes genes pode contribuir

tanto para o entendimento do processo de senescéncia, através do



silenciamento génico, quanto para o desenvolvimento de cultivares
com uma maior longevidade pds-colheita pela engenharia genética.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo geral de fornecer
subsidios para o melhoramento genético de gérbera de forma a
contribuir para a reducdo da atual dependéncia externa quanto aos
cultivares de flores comercializadas no pais, sendo os objetivos
especificos:

1) Verificar a ocorréncia de incompatibilidade em gérbera;

2) Avaliar a capacidade combinatoria para formagdo de

sementes;

3) Estimar o modo de heranga e a herdabilidade de caracteres

morfologicos de capitulos de gérbera importantes

comercialmente;

4) Identificar genes relacionados a senescéncia floral em

gérbera;

5) Avaliar o uso da metodologia de silenciamento génico por

indugdo viral em gérbera;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizagdo da espécie

A gérbera ¢ uma planta perene, herbacea, da Familia
Asteraceae. O género compreende cerca de trinta espécies distribuidas
pela Africa, Madagascar, Asia tropical e uma espécie originada nos
Andes do Peru, América do Sul (BARROSO, 1991). As modernas
cultivares de gérbera apresentam uma grande variabilidade em
decorréncia do longo processo de melhoramento que vem sendo
realizado nesta espécie, originada do cruzamento de G. jamesonii ¢ G.
viridifolia. Dentre estas duas espécies, a primeira ¢ a mais importante
contribuidora para as modernas cultivares. Hibridos naturais destas
duas espécies nao foram encontrados e ¢ possivel também que outras
espécies de gérberas tenham sido utilizadas pelos melhoristas nos
cruzamentos (HANSEN, 1985; HANSEN, 1999; KLOSS et al.,
2005a).

2.2 Aspectos morfologicos do capitulo e sistema reprodutivo em

gérbera

A gérbera apresenta a tipica inflorescéncia da familia
Asteraceae, que ¢ o capitulo, que sdo grandes e solitdrios e com uma
ampla variedade de cores que vao dos tons pastéis, como o creme,
rosa, salmio até o vermelho vibrante, laranja e parpura. Tourjee et al.
(1995) estudaram o complexo de segregacdo da coloragdo das flores

de gérbera e constataram que a distribui¢do da cor parece ser bimodal,



0 que sugere que o controle genético seja determinado por um gene
com grande efeito o qual ¢ modificado pela adicdo de genes de
pequeno efeito. Além da variagao nas cores das flores do capitulo, ha
também a variacdo na cor do centro do capitulo, o qual ¢ classificado
como claro ou escuro. A pigmentac¢do escura deve-se ao acumulo de
antocianinas no pappus. Kloss et al. (2005b), analisando o modo de
heranca da cor do disco, constataram que a coloragdo escura ¢
determinada por um unico gene dominante, designado Dc, e a
coloracdo clara pelo gene recessivo dc. A domindncia parece ser
completa, pois plantas homozigotas ou heterozigotas para o gene Dc
apresentam coloragao similar.

Botanicamente, o capitulo de gérbera ¢ classificado como
actinomorfo, ou seja, de simetria radial (CABRERA & KLEIN, 1973;
BARROSO, 1991; ELOMAA & TEERI, 2001). No entanto,
comercialmente, o Ministério da Agricultura e Pecudria (MAPA,
2011) classifica os capitulos de gérbera em simples, semidobrados e
dobrados (Figura 1). Cardoso et al. (2009) propuseram o uso de um
indice de sobreposi¢cdo das flores do raio para classificar os capitulos
de gérbera em simples, semidobrado e dobrados, e assim, padronizar a
classificacdo a qual ¢ realizada mediante a comparacdao com figuras do
MAPA, sendo subjetiva, o que tem gerado algumas contradi¢cdes nas

classificagoes.
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Figura 1 - Tipos de capitulo em gérbera. Fonte: MAPA, 2011.

De acordo com Kloss et al. (2004), o modo de heranca dos
genes que determinam o tipo de capitulo em gérbera ¢ de dominancia
incompleta e que gérberas homozigotas dominantes para este gene
apresentaram capitulos dobrados, as heterozigotas, capitulos
semidobrados e as homozigotas recessivas, capitulos simples. Os
capitulos semidobrados, dobrados ¢ pétalas do tipo spider sao
variantes das primeiras cultivares mais rusticas, ou seja, as silvestres,
que foram observados por melhoristas durante o cultivo de um grande
numero de progénies segregantes.

A expressao sexual da planta individual de gérbera, com base
nos critérios de Frankel & Galun (1977) € ginomonoica, pois
apresenta ambas as flores, hermafroditas e femininas. O capitulo de
gérbera abriga trés tipos de flores (Figura 2), que diferem quanto a
morfologia e expressdo sexual: as do raio, femininas, localizadas na
parte mais externa do capitulo em uma a trés séries radiais, as trans,
femininas, localizadas entre as flores do raio e do disco, e as do disco,
hermafroditas, localizadas no centro do capitulo (ELOMAA &
TEERI, 2001; KLOSS et al., 2004, TEERI et al., 2006; CARDOSO,
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2007). As flores hermafroditas podem ser férteis ou funcionalmente
masculinas, no entanto, a forma¢ao de sementes tem sido observada
nas flores do raio e trans (CARDOSO, 2007).

A gérbera ¢ uma espécie de fecundagdo cruzada, sendo
constatado em seu capitulo a separagdo espacial das flores conforme
sua sexualidade: as femininas (flores do raio e trans) sao localizadas
na periferia do capitulo e as hermafroditas (flores do disco) no centro
do capitulo. Também ¢ observada a separacdo temporal do sexo,
ocorrendo protoginia, que ¢ a matura¢do do pistilo antes das anteras.

Estes fatores, juntamente com a protandria, matura¢do das anteras

antes do pistilo, encontrada nas flores do disco induzem a alogamia

(CARDOSO, 2007).

Figura 2 - Tipos de flores encontradas no capitulo de gérbera: (A) vista
geral do capitulo; (B) localizagdo dos trés diferentes tipos
morfologicos de flores (raio, trans e disco); (C) flor do raio
feminina, fértil (com 6vulo) e corola bilabiada-ligulada com Iabio
externo tridentado e interno bifido; (D) flor trans, feminina, com
ovulo e corola bilabiado-ligulada com lébio externo tridentado e
interno bifido e (E) flor do disco, androginas, férteis ou estéreis,
com corola bilabiada (Fonte: CARDOSO, 2007).

O conhecimento da biologia floral e 0 modo de reproducao de
uma espécie ¢ de extrema importancia para hibridagdo. A hibridacao ¢

um processo rotineiramente realizado nos programas de melhoramento
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genético por permitir a incorporacdo de genes, o aumento de

variabilidade genética e a producao de hibridos.

2.3 Hibridacdo e melhoramento genético

A hibridag¢do controlada ¢ uma técnica que possui inimeras
vantagens na sintese de hibridos, pois além de proporcionar o
conhecimento da capacidade geral e/ou especifica de combinagao das
matrizes, possibilita o cruzamento entre parentais que apresentam
diferencas na floracdo. Entretanto, a utilizacdo de técnicas nao
adequadas de coleta, transporte e armazenamento de polen podem
comprometer sua viabilidade, e, consequentemente, dificultar a
producao de hibridos intraespecificos e interespecificos.

A hibridagdo ¢ uma técnica muito importante para o
melhoramento de plantas, uma vez que possibilita a recombinagdo da
variabilidade disponivel, permitindo a obtencdo de novos materiais,
geneticamente superiores. No entanto, para o sucesso desta etapa, é
necessario entender as caracteristicas biologicas do germoplasma, a
capacidade combinatoria, a segregacdo e a heranga das caracteristicas
de interesse.

O conhecimento e a identificagdo dos genitores a serem
utilizados em hibridagdes artificiais ¢ uma das mais importantes etapas
do melhoramento. A escolha dos genitores com base em caracteres
desejaveis per se, ¢ insuficiente para assegurar a obten¢do de
progénies com alto potencial genético. Dessa forma, a escolha dos
parentais se fundamentada em informagdo genética e em estudos de

avaliacdo da capacidade combinatoria, facilita a produgdo e
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identificacdo de hibridos e populagdes segregantes promissoras € a,
obtengdo de progresso genético (LORENCETTI et al., 2005).

As teorias de andlise dialélica tiveram inicio apos a introducao
dos conceitos de capacidade geral e especifica de combinagdo por
Sprague & Tatum (1942). Os autores definiram como capacidade
geral de combinacdo (CGC) o comportamento médio de uma
linhagem, cultivar ou outro material genético, em um conjunto de
cruzamentos, € como capacidade especifica de combinag¢ao (CEC) o
resultado de uma combinagdo hibrida em particular que difere do que
poderia se prever com base no desempenho médio dos respectivos
parentais.

O delineamento genético de cruzamentos dialélicos ¢ uma das
formas para a analise da capacidade combinatéria. As metodologias de
analise dialélica tém por finalidade analisar fornecer estimativas de
parametros Uteis na selegdo de parentais para a hibridacdo e no
entendimento dos efeitos génicos envolvidos na heranca dos
caracteres (CRUZ et al., 2004). H4 varios métodos empregados para
analise e interpretacdo de cruzamentos dialélicos, os quais apresentam
peculiaridades e exploram de forma diferenciada os dados, sendo
preferida de acordo com os objetivos do pesquisador (CRUZ &
REGAZZI, 1997).

Entre os varios métodos propostos para analise dialélica, os
principais sdo o de Jinks & Hayman (1953), o de Gardner & Eberhart
(1966), que estuda em detalhes a heterose, e o de Griffing (1956), que
fornece informagdes sobre a capacidade geral e especifica de
combinagdo dos genitores em cruzamentos artificiais. Basicamente, os

trés métodos permitem estimar os efeitos genéticos aditivos e de
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dominancia, os componentes de varidncia genética, bem como o0s
parametros genéticos como herdabilidade no sentido amplo e restrito e
grau médio de dominancia.

O método de Griffing (1956) é o mais amplamente utilizado,
devido a sua generalidade, uma vez que os parentais podem ser clones,
linhas puras, linhas endogamicas ou populagdes de autofecundacao ou
de cruzamento, considerando-se ainda as facilidades de analise e
interpretagdo. Nesta metodologia, as somas dos quadrados de
tratamentos sdo desdobradas em efeitos de capacidade geral,
especifica de combinacao e, dependendo do método, em efeitos
reciprocos. CRUZ et al. (2004) relatam diversos tipos de andlise
dialélica: Balanceados, Parciais, Circulantes, Incompletos e
Desbalanceados. Destes, os mais aplicados sdo os Dialelos
Balanceados, propostos Griffing (1956) e Gardner & Eberhart (1966).

A metodologia proposta por Griffing (1956) foi desenvolvida
para quatro tipos de tabelas dialélicas, que consistem nos quatro
métodos experimentais proposto pelo autor:

Meétodo 1: sdo incluidos os parentais, o grupo de hibridos F1 e seus
reciprocos (todas as p2 combinagdes);

Meétodo 2: sdo incluidos os parentais e o grupo de hibridos F1; p (p +
1)/2 combinacgdes, faltando os hibridos reciprocos F1;

Meétodo 3: sdo incluidos o grupo de hibridos F1 e seus reciprocos; p
(p—1) combinacgdes, faltando os genitores; e

Método 4: ¢ incluido apenas o grupo de hibridos F1, p (p—1)/2
combinagoes, faltando os genitores e os hibridos F1 reciprocos.

Além dos quatro métodos descritos acima, pode-se considerar

ainda, modelo fixo ou aleatorio, dependendo dos gendtipos utilizados
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como genitores. No modelo fixo os parentais sdo escolhidos
criteriosamente em relagdo a uma populacao de referéncia, assim as
estimativas obtidas ndo podem ser extrapoladas para a populacdo. Ja
no modelo aleatdrio, os parentais escolhidos ao acaso representam a
populacdo de referéncia, podendo, neste caso, as estimativas obtidas
serem extrapoladas para a populacao.

Segundo Ramalho et al. (1993), a capacidade geral de
combinagdo tem grande importancia para o melhorista, uma vez que,
com elas ¢ possivel obter as informacdes sobre participagdo dos
efeitos aditivos dos genes na amplitude de variacdo das geracdes
segregantes de um dado cruzamento, o que permite a determinagdo
das melhores estratégias para um programa de melhoramento.

O melhoramento de plantas ornamentais vem sendo realizado
tradicionalmente por empresas privadas com o objetivo de obter
plantas que tenham valor comercial e que sejam competitivas com os
hibridos ja disponiveis no mercado (SPARNAAIL, 1976;
FILLIETTAZ, 2007). O melhoramento classico, realizado através de
programas de cruzamento (hibridacdes) e selegdo ¢ o mais utilizado
para o melhoramento de plantas ornamentais, porém outras técnicas
como as mutac¢des (mutagdes quimicas e fisicas), variagdo somaclonal,
haploidiza¢do, e mais recentemente a engenharia genética, tém
oferecido sucesso na producao de cultivares (HAN & LEE, 2002).

As plantas ornamentais sdo produzidas exclusivamente por seu
valor estético. Dessa forma, os programas de melhoramento buscam
melhorar atributos qualitativos, como a coloragdo e forma de flores,
longevidade pds-colheita, forma e arquitetura da planta, entre outros.

No entanto, com o rapido crescimento da horticultura ornamental, o
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objetivo dos melhoristas tem tomado uma nova dire¢do, a busca por
novidades ndo ¢ mais o objetivo principal, a meta ¢ melhorar
caracteristicas quantitativas, uniformidade, produtividade,

longevidade, resisténcia a doengas (SPARNAALJ, 1976).

2.3.1 Melhoramento genético em gérbera

O melhoramento de gérbera ¢ baseado em cruzamentos
sexuais, hibridacdo e selecdo, sendo os genotipos elites propagados
através da cultura de tecidos (NAGARAIJU et al., 1998; MARIA &
CHIS, 2006). Os melhoristas desta espécie tem buscado melhorar
propriedades estéticas (coloracdo e morfologia da flor) e
arquitetonicas (ordem e numero de oOrgdos florais, simetria da flor,
estrutura da inflorescéncia). Atualmente, com a grande demanda do
mercado, 0s objetivos estdo mais relacionados as caracteristicas
quantitativas e econdmicas como produtividade, sincronia de
florescimento, tempo de florescimento, vida de vaso (duragdao pos-
colheita), resisténcia a pragas e doengas principalmente as causadas
por fungos, porém este tipo de melhoramento envolve custos altos.

O melhoramento convencional tem oferecido bons resultados
devido a grande variabilidade genética entre espécies de gérbera,
proporcionando a obtencao de gendtipos elite ricos em cores e padroes
de coloragao dentro do capitulo, combinados com boas caracteristicas
produtivas e econOmicas desejaveis comercialmente (SPARNAAIJ,
1976; ELOMAA & TEERI, 2001).

A maioria dos programas de melhoramento genético de

gérbera ¢ realizado por empresas da Holanda, Dinamarca, Franca,
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Alemanha, Japdo e Israel (KLOSS et al., 2005b), com enfoque para
gérbera de corte, ndo sendo de conhecimento publico os materiais
genéticos e os métodos de melhoramento utilizados na obtencdo destes
hibridos, os quais seriam supostamente diploides (2n=50)
(REYNOIRD et al.,1993; SANE & GOWDA, 2005). Outros paises
também tém realizado o desenvolvimento de cultivares de gérbera,
entre eles Estados Unidos, Italia (OTTAVIANO et al., 1974), Israel,
Japao e Holanda, sendo que este ultimo domina todo o mercado
internacional (ROGERS & TIJA, 1990).

Este sucesso no melhoramento de gérbera ¢ fruto de muitos
estudos ja realizados: viabilidade de podlen de gérbera (CARDOSO,
2007), indugdo de calos e duplicagdo de cromossomos (MIYOSHI &
ASAKURA, 1996), genética quantitativa e  populacional
(OTTAVIANO et al., 1974), andlise de caracteres quantitativos de
importancia no melhoramento (SCHIVA, 1976), andlise da genética
quantitativa de dias para o florescimento em gérbera (YU et al., 1991),
analise de caracteristicas morfoldgicas e variagao genética (CHUNG
et al., 2001), analise do complexo de segregacdo da cor da flor
(TOURIJEE et al., 1995), caracterizagdo e divergéncia genética com
base em marcadores morfoldgicos (CARDOSO et al., 2007), estudos
visando estimar a herdabilidade de caracteres relacionados ao capitulo,
escapo e caracteristicas florais (OTTAVIANO et al., 1974; SCHIVA,
1976; DRENNAN et al., 1986, KLOSS et al., 2004), determinacao dos
mecanismos moleculares que controlam a identidade floral e
pigmentacdo antocianinica durante o desenvolvimento floral (YU et

al., 1999) e modifica¢des no desenvolvimento floral e na estrutura do
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capitulo através da transformacdo de varios cDNAs da familia dos
genes MADS-box (KOTILAINEN et al., 1999; YU et al., 1999).

Além disso trabalhos relacionadas ao genoma, formagdo de
bibliotecas de etiquetas de sequéncia expressa para gérbera
(LAITINEN et al., 2005), métodos de regeneracdo e transformagdo
genética mediados por Agrobacterium, visando alterar a coloragdo e
melhor entender o mecanismo e identificar os genes que governam a
biossintese de pigmentos florais (NAGARAIJU et al., 1998). Todos
estas pesquisas tem contribuido enormemente para o sucesso dos
programas de melhoramento genético de gérbera.

As técnicas de polinizacdo e hibridacdo em gérbera sdo pouco
difundidas devido a importancia comercial dos hibridos gerados por
estes procedimentos. Estudos com hibridagao artificial em gérbera tém
sido relatados recentemente (HANSEN, 1999; SOUZA et al, 2005;
MARIA & CHIS, 2006; CARDOSO, 2007).

Souza et al. (2005), analisando a estrutura floral de gérbera,
observaram que ocorre a exposi¢cdo sucessiva das flores femininas
situadas na parte externa da inflorescéncia, com estigma receptivo, e,
por ultimo, as flores masculinas, com a liberagdo do polen, enquanto
alguns estigmas ainda estdo receptivos. Os autores afirmam que isso
demonstra a possibilidade de autogamia em gérbera, havendo a
necessidade de realizar a emasculacdo para se ter certeza da origem
das sementes dos hibridos produzidos.

No entanto, Cardoso et al. (2009), estudando o sistema
reprodutivo em gérbera, hibridagdo artificial e realizando a
caracterizacdo citogenética de cultivares e acessos ndo comerciais de

gérbera constataram que ndo ocorre geitonogamia no capitulo, ndo
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sendo necessaria a realizagdo de emasculacdo. No entanto, a
ocorréncia de geitonogamia na planta nao foi descartada, devendo ser
investigada. Os autores também verificaram ser possivel a hibrida¢ao
entre as cultivares, e entre acessos ndo comerciais e cultivares devido
a compatibilidade gendmica entre ambos os acessos (2n=50). A alta
fertilidade do podlen e o sucesso na obten¢do de sementes entre
cultivares e acessos ndo comerciais, sugere a possibilidade de
producdo de hibridos com novas combinagdes e transferéncia de
caracteres desejaveis dos acessos ndo comerciais para as comerciais.

Quanto ao tempo necessario para a producdo de sementes,
Souza et al. (2005) determinaram que o mesmo seria de 18 dias. A
germinagdo da semente ocorre entre 7 a 14 dias apo6s a semeadura. As
plantulas devem ser transplantadas quando possuirem de quatro a
cinco folhas. A etapa de crescimento vegetativo se prolonga por dois a
trés meses. A floragdo comeca por volta do quinto més ap6s o plantio.
No primeiro ano a planta produz de trés a seis flores, aumentando esta
produtividade para seis a dezoito flores no segundo e terceiro ano
(BELLE, 1998; INFOAGRO, 2011).

Segundo Maria & Chis (2006), a producdo de sementes desta
espécie ¢ insatisfatoria devido a forte heterozigose. Cardoso et al.
(2009), realizando cruzamentos entre cultivares de gérbera,
observaram uma baixa formacdo de sementes de gérbera, 4,46%, o
que poderia estar relacionado a incompatibilidade entre os hibridos,
pois em cruzamentos de acessos ndo comerciais com cultivares, a
frequéncia de formacao de sementes foi de 50%. Outro fato observado
pelos autores foi que as flores do disco de alguns acessos de gérbera

eram hermafroditas férteis sendo teoricamente aptas para a produgao
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de sementes, o que necessita ser investigado para otimizar a produgao
de sementes.

Segundo Huang et al. (1995), a depressao endogamica em
gérbera afeta a produtividade, havendo um decréscimo de 25% de
produtividade de flores por geracdo de autofecundagao.

A autoincompatibilidade € um mecanismo bastante comum em
angiospermas, impondo barreiras fisiologicas entre a polinizacdo e
fertilizagdo (ASCHER, 1976), o que induz a alogamia. Na familia
Asteraceae, o girassol (Helianthus sp.) mostra variacdo quanto a esse
aspecto, em que a autoincompatibilidade varia de completa a ausente.
Em gérbera ha relatos da ocorréncia de problemas com endogamia,
entre eles, a redug¢do do rendimento (HUANG et al.,, 1995). A
autofecundagdo tem ocasionado a degeneracdao da progénie,
malformagdes e esterilidade (MIYOSHI & ASAKURA, 1996),
havendo a necessidade de melhor investigar a ocorréncia de problemas
de autoincompatibilidade. Uma das formas de se obter estas
informacdes ¢ através de hibridagdo, avaliando-se a progénie de

cruzamentos.

2.4 Novas tecnologias no melhoramento

A biotecnologia vem colaborando para grandes avangos no
melhoramento genético. O advento da tecnologia do DNA
recombinante, trouxe a possibilidade de se isolar e clonar genes de
bactérias, virus, plantas e animais, introduzi-los e expressa-los em
plantas. Desta forma, a barreira do cruzamento entre espécies e até

entre diferentes reinos foi rompida.
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O projeto Genoma tem um papel essencial no conhecimento da
estrutura do genoma dos organismos. Entretanto, a simples
informacao de todas as sequéncias de bases que compde um genoma
ndo garante a revelagdo da fun¢do e dos mecanismos de controle da
expressao de todos os genes presentes no organismo (MEYERS et al.,
2004). Com a imensa quantidade de dados gerados em intimeros
laboratérios de todo o mundo, estas informagdes sdo armazenadas e
organizadas em bancos de dados, o NCBI (Centro Nacional para
Informacdo Biotecnoldgica dos EUA), ¢ considerado o banco de
dados central sobre informacdes gendmicas. Varios outros bancos de
dados estdo distribuidos por paises na Europa e Japdo, mas todos
trocam dados em um intervalo de 24 horas com o NCBI. O GenBank ¢
o principal banco de dados do NCBI e armazena todas sequéncias
disponiveis publicamente de DNA, RNA e proteinas.

Devido a grande quantidade de estudos com RNA comparados
com os estudos de proteinas, a primeira aplicagdo da gendmica em
muitos organismos ¢ catalogar e, entdo, medir a atividade
transcricional (MEYERS et al., 2004). Desse modo, nos ultimos anos
varias técnicas vem sendo desenvolvidas para permitir a andlise da
expressao génica das espécies.

O progresso da biotecnologia vegetal e o desenvolvimento de
metodologias de transformagdo genética associadas as técnicas de
isolamento e caracterizagdo de genes, tém contribuido para o

progresso no melhoramento vegetal.
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2.4.1 Técnicas moleculares utilizadas no estudo da expressao

génica

A era genOmica colocou a disposi¢do genomas dos mais
variados organismos para gerar variabilidade e novas combinagdes a
partir do isolamento e a transferéncia de genes de interesse. No
entanto, a utilizacdo de toda esta informagdo genOmica necessita de
estudos que identifiquem a funcdo das sequéncias obtidas, como os de
expressdo génica, entre eles os de perda-de-funcdo realizados através
do silenciamento de genes de interesse (MALONE et al., 2006).

A expressdao génica ¢ a principal fungdo relacionada com os
RNAm e o processo da transcri¢do. Ela define o perfil das proteinas
nas células e sua diferenciacdo. Mediante o estudo da expressao
génica tem sido possivel isolar e caracterizar genes, o que permite o

melhor entendimento de processos bioldgicos em nivel molecular.

2.4.2 Etiquetas de Sequéncia Expressas (EST)

O sequenciamento de etiquetas de sequéncias expressas (ESTs)
¢ um método comum para analise do perfil de expressdo génica,
embora a proposta primaria do sequenciamento de EST tenha sido
gerar dados de sequéncias génicas (MEYERS et al., 2004). Dados de
ESTs sdo gerados em larga escala, com sequéncias parciais de clones
de cDNA (aproximadamente 500 pb), geralmente a partir de um
grande numero de bibliotecas, representando diversos tecidos e

tratamentos.
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O transcriptoma pode ser definido como o conjunto de
sequéncias expressas de um genoma na forma de mRNA, que pode ser
sequenciado a partir de bibliotecas de cDNAs preparadas com o
auxilio da enzima transcriptase reversa que converte RNA em DNA.
Diferentemente do sequenciamento do genoma, a andlise do
transcriptoma exige a investigacdo de varias células e tecidos
diferentes, bem como de distintos estagios do desenvolvimento, para
que se detecte o maior numero possivel de genes. Com essas
sequéncias em maos, ¢ facilitada a procura de genes no DNA
gendmico.

Com a obtenc¢do da sequéncia génica alvo, o cDNA pode ser
utilizado para técnicas de técnicas de silenciamento gé€nicos, as quais
visam inibir a expressao de determinado gene, quando sua expressao
ndo for de interesse, mediante o controle da expressao génica pods-
transcricional que utilizam técnicas como RNA de interferéncia

(RNA1), RNA anti-senso e inducdo viral para o silenciamento génico.

2.4.3 Silenciamento génico e sua aplicacao

O termo silenciamento génico refere-se a uma série de
mecanismos por meio dos quais a expressao de um ou mais genes ¢
regulada negativamente.

O silenciamento constitui um mecanismo celular que tem
como alvo sequéncias especificas de acidos nucleicos, resultando na
regulacdo negativa da expressdo gé€nica. O fendmeno pode ocorrer
tanto no nivel transcricional quanto no pos-transcricional

(VAUCHERET et al., 2001).
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De acordo com Zerbini et al. (2005), o silenciamento de RNA,
¢ processo que leva a degradacdo de mRNA homologos, RNA dupla
fita, e que também ¢ denominado RNA de interferéncia (RNA1) em

animais e silenciamento génico pds-transcricional em plantas.

2.4.3.1 Silenciamento génico pos-transcricional

O silenciamento génico poOs-transcricional ¢ também
denominado de silenciamento de RNA, por resultar na degradagdo de
RNAm de maneira altamente especifica em termos de sequéncia,
reduzindo o acimulo de mRNA no citoplasma sem afetar a taxa de
transcri¢do. O silenciamento de RNA pode ser induzido por virus,
transgene ou genes endogenos, enxertia entre plantas silenciadas e nao
silenciadas, e, uma vez ativado, o mRNA correspondente (exdgeno ou
endogeno) ¢ degradado de forma sequéncia-especifica (VIDAL, 2003;
BAULCOMBE, 2004).

O fenoémeno, atualmente denominado silenciamento de RNA,
foi observado pela primeira vez em plantas transgé€nicas por dois
grupos independentes de pesquisadores Napoli et al. (1990) e Van Der
Krol et al. (1990), que objetivavam criar petinias transgénicas com
coloragdo mais intensa. A estratégia escolhida consistia em
superexpressar o gene que codifica a chalcone sintase (CHS), enzima
chave na biossintese de antocianinas. No entanto, o mecanismo de
silenciamento foi desencadeado, ¢ o que foi observado foram
linhagens transgénica com uma variegacdo floral, e até mesmo
linhagens totalmente brancas, ou seja, sem pigmento. A andlise

molecular das linhagens transgénicas comprovou que a introducao da
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copia extra havia efetivamente bloqueado a biossintese de
antocianinas, inibindo, simultaneamente, a expressao do gene
endogeno pré-existente e da copia introduzida.

Segundo Palauqui et al. apud Vidal (2003), o silenciamento
génico pods-transcricional parece ser desencadeado localmente por
moléculas de RNA fita dupla, mas ¢ capaz de se espalhar desses
pontos até outros tecidos. Parece que tal dispersdo ndo se da por uma
via metabolica, mas sim, através de um sinal difusivel especifico de
determinada sequéncia génica, que € capaz de transpor as barreiras
celulares via plasmodesmos ou pelo sistema vascular.

O silenciamento génico pds-transcricional pode ser dividido
em trés etapas basicas: inducdo, dispersdo e manutencdo (VIDAL,
2003). Ha uma série de processos nucleares e citoplasmaticos
envolvidos na regulacdo da expressdo génica no nivel poOs-
transcricional, por meio da degradacdo sequéncia-especifica de
mRNAs alvos ou do bloqueio de sua tradu¢ao (ZERBINI et al., 2005).

Tal mecanismo ativado pela producao de RNA de fita dupla ¢
clivado por uma Rnase III denominada Dicer em Drosophila ¢ DLC
(Dicer-like) em Arabidopsis, gerando moléculas de RNA com 21-25
nucleotideos, denominadas siRNAs (short interfering RNAS). Estas
moléculas sdo incorporadas a um complexo de inducio de
silenciamento de RNA denominado RISC, que direciona a degradacao
dos mRNA com sequéncia complementar ao siRNA (ZERBINI et al.,
2005).

Estudos genéticos demonstraram a existéncia de trés vias de
silenciamento de RNA. A primeira via ¢ a do silenciamento

citoplasmatico via siRNAs, que esta envolvida na degradacdo de RNA



26

viral, ou mesmo bloqueando, o ciclo de infec¢do. O RNA dupla fita
pode originar-se da transcricdio de um gene enddgeno, de um
transgene, ou de um intermediario da replicagdo de virus com genoma
de RNA. Em virus com genoma de DNA, o RNA dupla fita pode ser
formado por meio do anelamento de transcritos sobrepostos
complementares. A segunda via ¢ a de silenciamento de mRNAs
endogenos via micro RNAs, os quais regulam a expressdo génica
negativamente por meio do pareamento de bases especificos a mRNAs
alvo, resultando na clivagem do mRNA ou na repressdo de sua
traducdo. A terceira via ¢ nuclear, e esta associada a metilacdo de
DNA e a formagao de heterocromatina. Uma importante fung¢do para
esta via ¢ provavelmente proteger o individuo de desorganizacgdes

genomicas causadas por transposons (BAULCOMBE, 2004).

2.4.3.2 RNA anti-senso

Nesta técnica o gene que se deseja silenciar ¢ clonado e
modificado por engenharia genética de forma que apresente a
sequéncia oposta do gene alvo e que possa ser transcrito, produzindo
assim moléculas de RNA anti-senso, que entdo se pareardo com a
molécula de RNA senso (RNA produzido pela transcricio do gene
normal) formando uma dupla hélice RNA/RNA que impede a sintese
proteica.

O RNA anti-senso ¢ o RNA que ¢ exatamente complementar
em sequéncia e oposto em polaridade ao mRNA de um gene, o que
permite que o RNA anti-senso hibridize ao mRNA, criando uma

molécula de fita dupla o que inibe a traducao desta sequéncia pelos
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ribossomos de modo que a expressao do gene normal ¢ reduzida
(ALBERTS et al., 1997; BOURQUE, 1995; KREUZER & MASSEY,
2002).

O RNA anti-senso pode ser sintetizado quimicamente ou
enzimaticamente, e entdo injetado em células, bloqueando (embora

temporariamente) a producao da proteina correspondente.

2.4.3.3 RNA interferéncia (RNAI)

A técnica do RNAi ¢ um método potente que utilizando poucas
moléculas de RNA de fita dupla faz com que o silenciamento da
sequéncia alvo seja expresso.

A descoberta do RNAI surgiu da utilizacdo da técnica anti-
senso em Caenorhabditis elegans para provar a fung¢ao génica do gene
par-1, foi constatado que o fenotipo obtido foi 0 mesmo tanto no
controle, utilizando RNA na orientagdo senso quanto na orienta¢ao
anti-senso, fato que ja havia sido observado em plantas quando se
aumentava a dose do gene (GUO & KEMPHUES, 1995).
Posteriormente, Fire et al. (1998), também observaram que tanto o
RNA na orientagdo senso quanto o anti-senso inibiam a fung¢ao génica,
e entdo, decidiram injetar os dois juntos, a fita dupla, e observaram
que houve um silenciamento dez vezes maior do que quando utilizada
a fita simples. Este efeito induzido pelas fitas duplas foi entdo
nomeado de RNA de interferéncia.

O mecanismo do RNA de interferéncia ¢ induzido pela
presenca de RNA dupla fita introduzidos exogenamente, chamados

shRNA (small hairpin RNA), conhecidos como micro RNA. Estes



28

RNA dupla fita s3o processados por uma ribonuclease celular,
denominada Dicer, da Familia RNase III, em fragmentos de 21 a 28
nucleotideos, os quais se associam a outras proteinas celulares
formando um complexo multimérico chamado RISC. Apds, uma
helicase presente neste complexo abre a dupla-fita dos micro RNAs,
de forma que a fita anti-senso localiza sitios especificos
complementares do mRNA alvo onde se liga causando sua
degradacao.

Os RNAs de fita dupla que desencadeiam o silenciamento
génico pos-transcricional sdo originados naturalmente no ntcleo ou no
citoplasma celular pela transcrigdo de repeti¢cdes invertidas de DNA,
sinteses simultdneas de RNA senso e anti-senso ou em infecgoes
virais. Os RNAs também podem ser adquiridos artificialmente por
vetores de expressao introduzidos na célula (NOGUEIRA & PACCA,
2008).

Apesar de técnica de RNA de interferéncia, ter se mostrado
eficiente no silenciamento de genes pos-transcricionalmente, a
necessidade de producao de copias de sequéncias invertidas e com
transformagao estavel, faz com que a técnica de silenciamento génico
por indugdo viral seja mais atrativa por ndo necessitar da producdo de

copias no sentido inverso.

2.4.3.4 Silenciamento génico por inducdo viral (Virus induced gene
silencing - VIGS)

A inducio de silenciamento génico pos-transcricional por virus

foi confirmada com a observagdo de que genes enddgenos ou
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transgenes eram silenciados apos a infeccdo com virus recombinantes
contendo parte da sequéncia do gene ou transgene. O mecanismo de
indu¢do de silenciamento por meio da replicacdo de virus foi
denominado virus-induced gene silencing (VIGS) (RATCLIFF et al.,
2001; RUIZ et al., 1998). VIGS ¢ um mecanismo de defesa da planta
que limita a severidade da infec¢ao viral (BAULCOMBE, 1999).

O uso de VIGS para o estudo da expressdo e fungdo de genes
constitui atualmente, uma das aplica¢des praticas mais disseminadas
do silenciamento de RNA (LU et al., 2003). VIGS mostra-se um
método rapido pois a avaliacao pode ser realizada no fenotipo maduro
evitando a necessidade dos demorados processos de transformagdo e
regeneragdo, além disso, permite analisar genes que possuem um
fenotipo letal uma vez que esse sistema ¢ aplicado em plantas adultas
ndo havendo morte do embrido como ocorre em sistemas de
mutagénese insercional (BAULCOMBE, 2004; JIANG et al., 2005).

Entre as vantagens da técnica VIGS sobre os outros métodos
de silenciamento génico envolvendo plantas transgénicas expressando
construgdes com sequéncias invertidas, tem-se o fato, de que a
construgdo pode ser facilmente gerada pela clonagem direta dentro do
vetor viral sem envolver sequéncias invertidas (JIANG et al., 2005).

Para o silenciamento utilizando a metodologia VIGS, um
fragmento do gene de interesse ¢ inserido em um vetor viral, em
substitui¢do a genes dispensaveis para a infeccdo sistémica ou como
um gene extra. Os vetores para VIGS tém sido frequentemente
empregados em estudos de genética reversa, sendo promissores para
plantas dificeis de serem transformadas, caso estas sejam suscetiveis a

infeccdo viral (ROBERTSON, 2004). Quando o virus infecta
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sistemicamente, o transcrito do gene enddgeno, que ¢ homologo ao
inserto no vetor viral, ¢ degradado pelo mecanismo do silenciamento
génico pos-transcricional (BAULCOMBE, 2004).

Diversos virus de planta tém sido modificados para a utilizagao
como vetores virais para a indugdo de VIGS. O primeiro vetor viral
criado foi baseado no Tobacco Mosaic Virus (TMV), o qual foi
modificado para carregar a sequéncia do gene Phytoene desaturase
(PDS). Transcritos do virus recombinante carregando a sequéncia do
gene PDS foram produzidos in vitro e inoculados em Nicotiana
benthamiana, e como resultado, foi observado o silenciamento do
gene PDS (KUMAGALI et al., 1995).

Dentre os virus de RNA mais utilizados como vetores virais,
tem-se o Potato virus X (PVX) (RUIZ et al., 1998) ¢ os tobravirus,
Tobacco rattle virus (TRV) (RATCLIFF et al., 2001, JIANG et al.,
2005) ¢ Pea early browning virus (PEBV) (CONSTATIN et al.,
2004), ¢ entre os de DNA, os begomovirus, o Tomato golden mosaic
virus (TGMV) (KJEMTRUP et al., 1998), o Cabbage leaf curl virus
(CbLCV) (TURNAGE et al., 2002) e o African cassava mosaic virus
(ACMYV) (FOFANA et al., 2004). Dentre eles, o TMV, PVX e TRV
sdo os mais utilizados.

Apesar de apresentar algumas limitagdes, o método de VIGS
geralmente ¢ escolhido pela rapidez de geracdo de fenotipos, por ter
custo relativamente baixo e ndo requerer sistemas de transformacdo e
regeneragdo in vitro (BURCH-SMITH et al,, 2004; UNVER &
BUDAK, 2009).

Entre os vetores para VIGS, o baseado no Tobacco rattle virus

¢ 0 mais proeminente, por apresentar uma ampla gama de hospedeiro,
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incluindo gérbera, e por conseguir disseminar-se vigorosamente por
toda a planta, incluindo o tecido meristematico. Outra fator citado ¢
que os sintomas induzidos pela doenga sdo mais suaves em
comparagdo com os de outros virus (LIU et al., 2002; RATCLIFF et
al., 2001).

O vetor TRV tem sido utilizado para silenciar genes endégenos
de varias solanaceas, incluindo os géneros Nicotiana (RATCLIFF et
al., 2001), Capsicum (CHUNG et al., 2004; RYU et al., 2004),
Solanum (BRIGNETI et al., 2004), Lycopersicon (LIU et al, 2002;
VALENTINE et al., 2004) e Petunia (CHEN et al., 2004; RYU et al.,
2004), bem como em Arabidopsis (VALENTINE et al., 2004).

A metodologia VIGS tem sido utilizada por alguns
pesquisadores para analise funcionais de genes associados a
senescéncia floral. Jiang et al (2005) utilizaram esta técnica para
avaliar efeitos do silenciamento de genes associados a senescéncia. O
organismo de estudo selecionado foram petinias de flores roxa, e
como vetor viral o TRV (pTRV1 e pTRV2). O TRV foi alterado,
inserindo-se neste, clones de cDNA dos genes CHS (Chalcone
sintase), PDS (Phytoene desnaturase) e ACO (1-aminocyclopropane-
1-carboxylate oxidase) e também, a combinacdo do CHS (utilizado
como marcador visual) associado ao PDS (gene que causa um
fotoclareamento em tecidos fotossintetizantes) e CHS associado ao
gene ACO (CHEN et al., 2004). Apds as flores serem tratadas com
acido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) e polinizadas, os
autores observaram uma menor produgdo de etileno e um atraso na
senescéncia nas partes silenciadas da planta. Isso mostrou que a

técnica VIGS, com construgdo seguida do gene CHS como reporter
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seguida do gene alvo, ¢ eficiente para investigacdo da funcao de genes

isolados de tecidos em senescéncia floral.

2.5 Senescéncia floral

O processo de senescéncia de uma planta ¢ uma fase
irreversivel de degradacdo estrutural e funcional das células,
caracterizada por processos catabolicos que predominam sobre os
processos anabolicos (COLL et al., 1995). De acordos com Bieleski &
Reid (1992), um 6rgdo em senescéncia se caracteriza por apresentar
uma reducdo de taxa fotossintética, conteudo de amido, acidos
nucleicos, polissacarideos, massa e pigmentagdao. Simultaneamente a
estes processos, observa-se um aumento do processo respiratdrio, dos
niveis de enzimas catabolicas e de diversos radicais livres que
favorecem a degradagdo da parede celular (NONNECKE &
GLADON, 1995).

Para Reid & Wu (1992), a senescéncia floral ¢ definida por
relagdes hidricas adversas, abscisdo e murchamento das pétalas e
flores, e pode ocorrer no inicio da fase de reproducdo e ou na fase de
envelhecimento e morte do tecido floral. A senescéncia das pétalas ¢é
classificada em trés tipos: 1) pétalas que mostram um rapido
murchamento seguido de aumento da produgdao enddgena de etileno,
por exemplo, petinia (WHITEHEAD et al., 1984) e Hibiscus sp.
(WOODSON et al., 1985); 2) pétalas que murcham lentamente e
flores que ndo apresentam aumento significativo da producdo de
etileno, por exemplo, em crisantemo, narciso (NICHOLS, 1966) e

Zinnia elegans (STIMART et al., 1983); 3) pétalas que apresentam
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sintomas de abscisdo, sem murchamento, geralmente estimulada por
etileno exogeno, por exemplo, Digitalis purpurea (STEAD &
MOORE, 1983), Antirrhium spp. (FARNHAM et al., 1981) e
Delphinium spp. (SHILLO et al., 1980).

De acordo com Xu et al. (2007), atualmente, sao reconhecidos
trés padrdes de senescéncia floral, os quais baseiam-se em como a flor
responde ao etileno, fito-hormoénio com estrutura molecular simples,
gasoso, que promove uma série de respostas fisiologicas na planta e
esta relacionado com a senescéncia natural das flores (WOLTERING
et al., 1994), assim, as flores sdo classificadas em: flores dependentes
do etileno, flores independentes do etileno e outras, que apresentam
um padrdo intermedidrio entre estes dois tipos.

Em flores dependentes do etileno, como o cravo, e flores das
familias Geraniaceae, Lamiaceae, Ranunculaceaec, Rosaceae e
Scrophulariaceae, um aumento na sintese de etileno desencadeia o
processo de senescéncia nestas flores, a aplicagdo exdgena de etileno
acelera a senescéncia e o uso de inibidores de etileno prolonga
substancialmente sua longevidade. Ja para as flores cuja senescéncia €
independentes do etileno, pouco etileno ¢ produzido antes ou durante
o processo de senescéncia, ndo havendo efeito de aceleracdo do
processo de senescéncia ou retardo da senescéncia quando tratadas
respectivamente com etileno exdgeno e inibidores de etileno. E o
terceiro tipo, as com padrdo intermedidrio, nas quais sem a
polinizacao, respondem como uma flor independente do etileno, no
entanto quando polinizadas, passam a responder como uma flor

dependente de etileno (HUNTER et al., 2002; XU et al., 2007)
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Para evitar perdas na produgdo devido a senescéncia, sao
adotadas medidas de controle das perdas pos-colheita, como a colheita
no ponto ideal, o uso adequado da temperatura e umidade de
armazenamento, aplicagdes de substancias quimicas utilizadas na
conservagdo de flores de corte, algumas relacionadas a reducdo da
sintese ¢ ou acdo do etileno (SEREK et al., 1994), ou outros
reguladores, visando retardar a senescéncia das flores de modo que
estas possam apresentar uma maior vida de vaso. Uma outra solugao,
seria o uso de tecnologias que auxiliassem no desenvolvimento de
cultivares com uma maior longevidade pds-colheita. Assim,
pesquisadores tem buscado associar seus conhecimentos de genes
associados a senescéncia floral e engenharia genética para
desenvolverem plantas transgénicas que apresentem uma maior
longevidade pods-colheita, o que contribuiria para a reducao de perdas

ao longo da cadeia produtiva de plantas ornamentais.
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CAPITULO 1

HIBRIDACAO ARTIFICIAL EM GERBERA: FORMACAO DE
SEMENTES E SEGREGACAO DA PROGENIE

RESUMO - Avaliou-se a ocorréncia de autoincompatibilidade e
incompatibilidade em gérbera, e 0 modo de heranga e segregacio de
caracteres vegetativos e morfoldgicos de capitulos importantes
comercialmente.  Para determinar a ocorréncia  de
autoincompatibilidade, capitulos da cv. Green White Center (GWC) e
de dois acessos ndo comerciais, A7 e A8, foram polinizados com
poélen proveniente da mesma planta, avaliando-se a formacdo de
sementes. Visando verificar a ocorréncia de incompatibilidade e o
efeito materno ou paterno na formagao de sementes, foram realizados
dois blocos de cruzamentos dirigidos, um testando diferentes
genitores masculinos (A7, A8 e as cvs. Ave Maria, Chili Pepper,
Dream, Essandre, Feria, GWC, Isimar ¢ Opium), e outro avaliando
dois diferentes genitores femininos (cv. GWC e o A8). A capacidade
geral e especifica de combinacdo para formacdo de sementes foi
avaliada mediante um dialelo entre os gen6tipos GWC, A7 e A8. As
sementes foram germinadas e a progénie avaliada aos nove meses para
os caracteres vegetativos € morfologicos do capitulo. A herdabilidade
no sentido amplo foi estimada através do método de componentes de
varidncia. Confirmou-se que pode ocorrer geitonogamia na planta,
entre capitulos, devido a auséncia de autoincompatibilidade e que a
inibicdo da autofecundagdo dentro do capitulo ¢ devido a protoginia.

A influéncia da capacidade geral e especifica de combinagdo para a
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formagdo de sementes ndo foi significativa estatisticamente devido ao
alto CV do experimento. As estimativas de herdabilidade variaram de
moderada a alta. A variabilidade encontrada na progénie tanto para os
caracteres vegetativos quanto os para os avaliados no capitulo, reitera
que as progénies obtidas nas hibridacdes realizadas ndo foram

originadas de autofecundacdo.

Palavras-chave: capacidade geral e especifica de combinagao,
incompatibilidade,  geitonogamia, = Gerbera  hybrida  Hort.,

melhoramento vegetal.
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ARTIFICIAL HYBRIDIZATION IN GERBERA: SEED
FORMATION AND SEGREGATION OF THE OBTAINED
PROGENY

ABSTRACT - In this study was evaluated the occurrence of self-
incompatibility and incompatibility in gerbera, and analyze
segregation and inheritance of vegetative and morphological
capitulum character that are commercially important. To evaluate the
self-incompatibility occurrence, capitulum of cv. Green White Center,
A8 e A7, were pollinated with pollen of the same plant evaluating the
seed production. In order to verify the incompatibility and maternal
and paternal effect on seed production, two different set crossing
carried out, one testing the paternal parents (A7, A8 and the cvs. Ave
Maria, Chili Pepper, Dream, Essandre, Feria, GWC, Isimar and
Opium), and other the maternal effects using GWC and a non
commercial access A8 as mother. The general and specific ability for
seed production were checked using a diallel between the genotypes
GWC, A& e AS8. The seeds were germinated and the progeny
evaluated at nine months for vegetative and morphological capitulum
characters. Herdability was estimate in the broad sense based on the
environmental variance. It was confirmed the occurrence of
geitonogamy, self-incompatibility absence and that the inhibition of
self pollination within the chapter is due to protoginy. The general and
specific combining ability to seed production did not have statistic
significance due the high coefficient of variation of the experiment.
The heritability estimates were moderate to high. The variability

observed in the progeny obtained to vegetative plant character and in
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the capitulum character, confirm that the progenies from performed

crosses 1is not originating from self-cross.

Key words: general and specific combining ability, incompatibility,

geitonogamy, Gerbera hybrida Hort., plant breeding
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1 INTRODUCAO

Atualmente, no Brasil, ndo ha informacdes sobre a existéncia
de programas de melhoramento em gérbera, o que justifica qualquer
esforco a fim de reduzir a dependéncia externa, oferecendo ao
produtor uma alternativa nacional e plantas mais adaptadas as
condi¢des ambientais. Além disso, esfor¢os desta natureza podem
oferecer aos empresarios do ramo da multiplicagdo de gérbera a
possibilidade de atuar na propagacao desta espécie.

A trajetéria do melhoramento de gérbera ¢ longa e as
modernas cultivares de gérbera hibrida, sdo, na sua maioria,
originadas do cruzamento entre a Gerbera jamesonii H. Bolus ex
Hook ¢ Gerbera viridifolia ~ Schultz Bip. O melhoramento
convencional tem gerado bons resultados na produgdo de gendtipos
elite ricos em cores e padroes de coloragdo dentro do capitulo,
combinados com boas caracteristicas produtivas e econdmicas
desejaveis  comercialmente (ELOMAA & TEERIL, 2001;
SPARNAALIJ, 1976).

Apesar do melhoramento desta espécie vir sendo realizado por
varios anos, informa¢des como a ocorréncia de autofecundacdo e
geitonogamia, bem como o efeito destas na progénie ainda ndo estdo
bem esclarecidos. De acordo com Cardoso (2007), ndo ocorre
geitonogamia dentro de um mesmo capitulo de gérbera, no entanto, a
geitonogamia na planta ndo foi descartada. A geitonogamia consiste
na polinizagdo, fecundacdo cruzada, entre flores femininas e

masculinas da mesma planta.
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Segundo Maria & Chis (2006), ainda hoje ndo ha producdo de
sementes satisfatoria desta espécie devido a forte heterozigose.
Cardoso et al. (2009), realizando cruzamentos entre cultivares
comerciais de gérbera, observaram uma baixa formagdo de sementes,
em torno de 4%, o que segundo os autores, pode estar relacionado a
problemas de incompatibilidade entre os hibridos devido a
similaridade entre eles, pois nos cruzamentos do acesso ndo comercial
e cultivares a frequéncia de formagao de sementes foi de 50%.

Virios autores vem realizando hibridagcdes em gérbera para
estudos de heranca de tipos de capitulo (KLOSS et al., 2004),
florescimento (YU et al.,1991), diametro e comprimento do escapo,
numero de inflorescéncias, comprimento da ligula (SCHIVA, 1976),
coloragao das flores de gérbera (TOURJEE et al., 1995), coloragdo do
disco (KLOSS et al., 2005b). Para Hardingl, a obtencdo de sementes
em hibridacdes em gérbera ¢ baixa e dificil, sendo necessario repeti-la
muitas vezes para a obten¢do de um nimero minimo de sementes para
realizar estudos genéticos (informacao verbal).

Os relatos de dificuldade de obtencdo em niimero satisfatorio
de sementes nos cruzamento entre gérberas, indica haver fatores que
parecem estar influenciando a producdo de sementes. Tais fatores,
sejam eles de ordem genética, como a incompatibilidade, ou fatores
ambientais, necessitam ser investigados a fim de se superar esta

barreira que dificulta a obtengdo em numero satisfatorio de sementes

' HARDING, J. Department of Horticulture- Universidade da California —
Davis/EUA
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as quais sdo necessarias tanto para os estudos de heranca genética
quanto para o melhoramento.

Da mesma forma, a heranca de caracteres de interesse
comercial precisa ser melhor estudada, principalmente em
cruzamentos com acessos coletados encontrados localmente, para que
estes possam ser utilizados em programas de melhoramento e para que
a selecdo das melhores progénies possa ser realizada de forma mais
precisa. Ainda, o conhecimento e obtengdo destas informacdes sao
necessarios para subsidiar programas de melhoramento visto que a
hibridagdo e a sele¢do, sdo as etapas fundamentais de um programa de
melhoramento.

No melhoramento, uma das dificuldades encontrada
frequentemente pelos melhoristas estd relacionada ao conhecimento e
identificacdo dos genitores a serem utilizados em hibridacdes
artificiais. Tal decisdo, quando tomada com base em caracteres
desejaveis, ¢ insuficiente para assegurar a obteng¢do de progénies com
alto potencial genético, sendo necessario que os genodtipos utilizados
nos cruzamentos tenham capacidade combinatoria em nivel expressivo
para produzirem, em alta frequéncia, recombinacdes favoraveis
(FERREIRA FILHO, 1982). Entre as técnicas para determina¢do dos
efeitos de capacidade geral e especifica tem-se utilizados amplamente
os cruzamentos dialélicos para selecao de genitores.

Os métodos empregados para andlise e interpretacdo de
cruzamentos dialélicos apresentam peculiaridades e exploram de
maneira diferenciada os dados, e a escolha entre as diferentes técnicas
vai depender do objetivos do pesquisador. Dentre os principais

métodos tem-se 0 de GARDNER & EBERHART (1966), que d4a uma
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maior énfase a heterose, e 0 de GRIFFING (1956), que permite obter
informacdes sobre a capacidade geral e especifica de combinagdo dos
genitores em cruzamentos artificiais. Neste Ultimo, as somas dos
quadrados de tratamentos sdo desdobradas em efeitos de capacidade
geral (CGC), especifica de combinagdo (CEC) e, dependendo do
método, em efeitos reciprocos. A importancia relativa das variancias
da CGC e de CEC relacionadas com os efeitos aditivos e ndo aditivos,
respectivamente, tem sido apontada por diversos pesquisadores. E na
existéncia de tais variabilidades que residem a viabilidade e sucesso
do melhoramento proposto (CRUZ et al., 1987).

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
fornecer subsidios para viabilizar a obten¢do de materiais genéticos de
gérberas, tendo como objetivos especificos: (1) verificar a ocorréncia
de autoincompatibilidade em gérbera; (2) investigar fatores envolvidos
na producdo de sementes de gérbera; (3) acessar a capacidade
combinatoria de cruzamentos para a producdo de sementes; (4) avaliar
o modo de heranca e a segregacao dos caracteres vegetativos e

morfologicos de capitulos de gérbera importantes comercialmente.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em Passo Fundo, Rio
Grande do Sul, a 28°15° S, 52°24” W ¢ a 687 metros de altitude, entre
outubro de 2009 e dezembro de 2011. O clima da regido ¢ subtropical
umido (Cfa), segundo Koppen (MORENO, 1961).

Os experimentos foram conduzido em ambiente semi-

protegido (telado), constituido por uma cobertura impermeavel (filme
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de polietileno de baixa densidade leitoso, de 0,15mm de espessura),
apresentando nas laterais uma faixa fixa de clarite com 1,40 m de
largura, e na estufa climatizada do Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal (LBV) da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
(FAMV) da Universidade de Passo Fundo UPF. As avaliagdes foram
realizadas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da FAMV/UPF.

Experimento 1 — Hibridacédo em gérbera

A ocorréncia de autoincompatibilidade e fecundagdo cruzada
foi avaliada pelo niimero e percentagem de sementes formadas em
capitulos de gérbera protegidos sem polinizacdo artificial ou
manualmente polinizados. Para isso foram conduzidos quatro blocos
de cruzamento.

Dez genotipos de Gerbera spp. foram utilizados neste estudo
(Tabela 1). Destes genotipos, oito denominados acessos comerciais de
gérbera (sendo sete com aptiddo para corte e um para vaso) e dois
denominados acessos nao comerciais, os quais ja foram estudados por
Cardoso (2007) e Cardoso et al. (2009). Os acessos comerciais com
aptiddo para corte utilizados foram as cultivares Ave Maria, Chili
Pepper, Dream, Essandre, Feria, Isimar e Opium. Estas ndo foram
cultivadas devido a dificuldade de se adquirir mudas destas cultivares,
sendo obtidos capitulos destas cultivares em floriculturas, dos quais se
fez a coleta de podlen. O podlen obtido foi armazenamento no
congelador a -4°C, para utilizacdo nos cruzamentos. Assim, estes
acessos apenas participaram dos cruzamentos como genitores

masculinos. A cultivar comercial com aptidao para vaso, Green White
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Center, e os acessos ndo comerciais (A7 e A8) foram utilizados tanto
como genitores femininos quanto masculino. Junto ao Herbario da
Universidade de Passo Fundo (RSPF), estdo tombadas exsicatas dos
acessos nao comerciais: A7 (RSPF-11.315) e A8 (RSPF-11.316), os
quais acredita-se pertencerem a espécie G.jamesonii pela aparéncia

das flores do raio.

Tabela 1 — Denominagdo, procedéncia e caracteristicas gerais de
acessos ¢ cultivares de gérbera. Passo Fundo, RS, 2009-

2011
Cultivar/acesso Procedéncia Classificagdo  Coloragdo  Coloragéo
(aptidéo) comercial do miolo
guanto ao (pappus)
tipo de
capitulo
1) A7* ndo comercial Semidobrado  Amarelo Claro
2) A8* ndo comercial Simples Rosa Claro
3) Green White Center ~ comercial ( vaso)  Simples Branco Claro
4) Ave Maria comercial (corte)  Semidobrado  Branco Escuro
5) Chilli Pepper comercial ( corte)  Simples Vermelho Escuro
6) Dream comercial ( corte)  Semidobrado  Rosa Escuro
7) Essandre comercial ( corte)  Dobrado Amarelo Escuro
8) Feria comercial ( corte) Semidobrado  Laranja Escuro
9) Isimar comercial ( corte) Semidobrado  Rosa Claro
10) Opium comercial ( corte) Semidobrado  Vermelho Claro

* Nomenclatura de acordo com Cardoso et al. (2009).

GWC, A7 e A8 foram escolhidas como genitores femininos
devido as suas caracteristicas de coloracdo clara do capitulo e miolo
(pappus), que sdo, de acordo com a literatura, geneticamente
recessivas. Dessa forma, progénies derivadas desses cruzamentos
com caracteristicas idénticas a mae eram esperadas ter origem de
autofecundagdo, enquanto que as F1, originadas de fecundagdo
cruzada, eram esperadas apresentar uma amplitude de variagdo de
cores, de acordo com os cruzamentos realizados e caracteristicas de

flor do genitor masculino.
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Os acessos GWC, A7 e A8 (genitores femininos) foram
cultivados em vasos de polietileno com didmetro de 30 cm e
capacidade para oito litros de substrato, que constou de uma mistura
de solo mineral e casca de arroz carbonizada em igual proporcdo, o
qual foi analisado e corrigido para atender as necessidades da cultura.
Esse substrato apresentou densidade de 0,607 g/em’, 76% de
porosidade, pH 5,8 e CTC (capacidade de troca de cations) 13,5
cmolc/dm3.

As plantas foram mantidas sem restrigdo hidrica, mediante
irrigacdo manual, com auxilio de regador, sendo aplicados fertilizantes
liquidos, semanalmente, alternando duas solugdes, conforme Guiselini

(2002) (Tabela 2).

Tabela 2 - Composi¢do quimica das solu¢des nutritivas utilizadas nas
fertilizagoes de gérbera

Solucao A Solucao B

Nitrato de calcio 0,8 g.L”! Nitrato de potassio 0,7 gL
Nitrato de aménia 0,4 g.L”! Sulfato de magnésio 0,6 g.L"!
Tenso Ferro 0,01 gL' MAP 0,15 gL
Borax 0,001 g.L''  Tenso Cocktail 0,01 gL

Fonte: Guiselini, 2002.

Durante o periodo experimental foram necessarias aplicagdes
de fungicida (carbendazin a 0,15 mL.L ' dissolvido na solugio de 4gua
com 15% de leite) para o controle de oidio (Erysiphe sp.), acaricida
(abamectin a 0,25 mL.L™") para controle do acaro rajado (Tetranychus
sp.) ¢ inseticida (thiamethoxam 1,14 g.L'l) para o controle do pulgdo e

tripes (Frankliniella sp.).
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Procedimento da hibridagao

Os capitulos foram previamente protegidos com papel
manteiga, quando estavam com estigmas fechados, para evitar
polinizagdes indesejadas. A prote¢do ocorreu durante o estadio 7 e 8
(HELARIUTTA et al., 1993), periodo em que era possivel observar
que os ramos dos estigmas estavam fechados. Os pacotes de papel
manteiga e pincéis utilizados foram esterilizados antes de cada bloco
de polinizagdo. Para a esterilizacdo os materiais foram colocados
dentro de um saco plastico preto juntamente com algoddo embebidos
em formol, onde permaneceram pelo periodo de cinco dias.

A polinizagcdo foi manual e realizada na ocasido em que 0s
estigmas apresentavam-se receptivos, sinalizada pelos seus ramos
estigmaticos abertos (Figura 1). O acompanhamento da abertura do
estigma, sinal de que estava receptivo, foi didrio.

O polen, previamente avaliado para viabilidade com a
metodologia descrita por Cardoso et al. (2009), foi levado ao estigma
do progenitor feminino com auxilio de pincel (Figura 1A). A
polinizagdo foi realizada entre as 13 e 14 horas, momento em que hé a
maior liberacdo de polen (SOUZA et al., 2005), e repetida em trés dias
consecutivos conforme recomendacdes de Kloss et al. (2004). Este
procedimento visou maximizar a producdo de sementes devido ao
desenvolvimento centripeto dos capitulos de gérbera.

A polinizagao foi realizada somente nas flores do raio. Apds a
polinizagdo, os capitulos permaneceram protegidos com papel
manteiga, sendo colhidos apds trinta dias, para avaliagdo da formagao

e numero de sementes. Estes procedimentos foram realizados para
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todos os blocos de cruzamento, tanto para os com cruzamentos

dirigidos quanto para os dialélicos.

Figura 1 — Processo de hibridagdo em gérbera : (A) coleta do pdlen,
(B) detalhe do estigma receptivo, (C) polinizacdo das flores
do raio do capitulo de gérbera e (D) aspecto do capitulo
apos a polinizagao.

1.1 Investigagédo da ocorréncia de autoincompatibilidade

Para investigacdo da ocorréncia de autoincompatibilidade em
gérbera e os possiveis fatores envolvidos neste processo, foram

utilizados trés gendtipos, a cv. Green White Center e dois ndo
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comerciais A7 ¢ AS8. Foram realizados dois tratamentos: 1) os
capitulos de gérbera foram protegido com papel manteiga antes de o
estigma estar receptivo € nao foi realizada polinizagdo nestes; 2) os
capitulos de gérbera foram protegido com papel manteiga, e quando os
estigmas estavam receptivos, estes foram polinizados utilizando pdlen
da mesma planta. O polen coletado foi armazenado no congelador a
-4°C até o momento da utilizacdo. O tratamento 1 foi realizado para
testar se a ndo ocorréncia de formagdo de sementes no capitulo ¢
devido a protoginia, ou seja quando as flores femininas tornam-se
receptivas antes das flores hermafroditas ou masculinas, e¢ o
tratamento 2 para detectar se ha ocorréncia de autoincompatibilidade
na formacdo de sementes. Os tratamentos foram realizados no
ambiente semi-protegido da FAMV/UPF descrito anteriormente. O
delineamento foi em blocos casualizados, com cinco repeti¢des, sendo
a unidade experimental o capitulo.

Os capitulos apoés terem sido submetidos aos diferentes
tratamentos, permaneceram protegidos com papel manteiga, sendo
debulhados apos trinta dias para avaliacdo da formagao de sementes.
Foi avaliada a ocorréncia e frequéncia de formagdo de sementes, os

dados obtidos foram analisados pelo teste Chi-quadrado.

1.2 Incompatibilidade e efeito paterno e materno na producéo de

sementes

Visando avaliar a possibilidade de realizar cruzamentos em
gérbera e investigar a ocorréncia de incompatibilidade entre genotipos,

foram realizados dois blocos de cruzamentos dirigidos:
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Bloco 1: foi utilizado como genitor feminino a cv. Green White
Center, e como genitores masculinos, dez acessos, o A7, A8 ¢ as
cultivares Ave Maria, Chili Pepper, Dream, Essandre, Feria, Green
White Center, Isimar e Opium, totalizando assim 10 diferentes
cruzamentos. O polen foi coletado de cada um dos diferentes pais, e
armazenado em tubos de eppendorf a -4°C até o momento da
polinizacdo. Antes de ser utilizado para o cruzamento o mesmo foi
avaliado para viabilidade conforme metodologia utilizada por Cardoso
et al. (2009). Foram realizadas cinco repeticdes para cada um dos
diferentes cruzamentos, considerando o capitulo como unidade
experimental, totalizando 50 capitulos. O delineamento foi em blocos
casualizados, de forma que em um mesmo dia se conseguisse pelo
menos realizar uma polinizagdo para cada um dos diferentes

cruzamentos (tratamentos).

Bloco 2: foram utilizados como genitores femininos a cv. Green White
Center e o acesso ndo comercial A8, e como genitores paterno as cvs.
Essandre, Feria e Isimar, totalizando assim seis diferentes
cruzamentos. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados, cada bloco correspondeu a uma data de polinizagdo. Os
cruzamentos foram repetidos em quatro dias (blocos). A unidade
experimental foi o capitulo, totalizando 24 capitulos polinizados. A
metodologia utilizada para a polinizagdo foi a mesma descrita
anteriormente, no entanto, neste experimento o podlen ndo foi
congelado, apenas armazenado a 4°C durante os trés dias de repeticao

de polinizagdo. A cada bloco de cruzamento foram adquiridos
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capitulos, dos quais coletou-se o pdlen, de forma a se utilizar o pdlen o
mais fresco possivel, evitando a necessidade de congelamento.

A hibridacdo procedeu como descrito anteriormente, e foram
realizadas no ambiente semi-protegido da FAMV/UPF.

Passados trinta dias da polinizagdo, os capitulos foram
colhidos e debulhados para avaliar a ocorréncia e frequéncia de
formagao de sementes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias
comparadas por Tukey 5% de probabilidade de erro mediante
utilizagdo do Programa SAS .

As analises de variancia foram realizadas considerando todos
0s cruzamentos, os cruzamentos dentro dos blocos, entre diferentes
genitores masculinos e femininos. Além da comparagao de médias por
Tukey, as médias também foram comparadas utilizando-se a média
mais/menos um desvio padrdo para separar os cruzamentos superiores

e inferiores na produgdo de sementes.

1.3 Dialelo e capacidade geral e especifica de combinacéo

Neste experimento foram utilizados trés acessos: a cultivar
Green White Center, e os acessos A7 e A8. O delineamento genético
utilizado para este bloco de cruzamentos foi o de dialelo balanceado
completo, no qual estdo inclusas as p> combinagdes (genitores, F;’s e
reciprocos) para verificar o possivel efeito de heranga materna. Foram
realizados nove diferentes cruzamentos (Tabela 3). As hibridagdes
foram realizadas conforme descrito anteriormente, no entanto, neste

experimento o podlen ndo foi congelado, apenas armazenado a 4 °C
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durante os trés dias de repeticdo de polinizagdo. O delineamento
utilizado foi o completamente casualizado com trés repeti¢cdes, sendo
o capitulo a unidade experimental. Apos os trinta dias, os capitulos
foram debulhados e contado o nimero de sementes formadas.

As sementes ficaram armazenadas na camara de sementes em
temperatura de 4 °C, até se obter o nimero minimo de sementes
necessario para os estudos de herdabilidade e de heranca, que ¢ de no

minimo cem sementes por cruzamentos.

Tabela 3 - Esquema dialélico envolvendo os gendtipos GWC, A7 e
A8, seus hibridos F1’s e reciprocos

Genitores GWC A7 A8 Total (Y3)
AT Yo Y2 Yos Y>
A8 Y31 Y32 Y33 Y3
Total (YJ) Y 4 Y., Y .3 Y..

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variincia
univariada (considerando-se fixo os efeitos dos tratamentos) e ao teste
F a 5% de probabilidade de erro. A metodologia utilizada para
estimar os efeitos de capacidade geral de combinagdo (CGC) e
capacidade especifica de combinagdo (CEC) foi a proposta por
Griffing (1956), método 1, utilizando as p* combinagdes (genitores,
combinagdes hibridas (F;’s) e os reciprocos.

A andlise genética foi realizada empregando o modelo
genético estatistico:

Yi=m+g+g+sjtrt Eij

Em que:
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Yi; : valor médio da combinacgdo hibrida (i#j) ou do progenitor (i=j);

m : média geral;

g, g : efeito da capacidade geral de combinagdo do i-ésimo ou j-

¢simo progenitor (i,j=1,2....p);

sij : efeito da capacidade especifica de combinagdo para os

cruzamentos entre os genitores de ordem i e j;

r;; : efeito reciproco que mede as diferencas proporcionadas pelo
progenitor i1, ou j, quando utilizado como macho ou fémea no
cruzamento ij; e

Eij: erro experimental médio observado associado a observagdo de
ordem ij.

Neste modelo sdo considerados sj; = sji, Tjj = - Tji € ;i = 0.

Experimento 2 — Germinagdo de sementes e segregacdo da

progénie
2.1 Germinag&o de sementes e sobrevivéncia das plantas

As sementes dos cruzamentos que produziam mais de cem
sementes, foram colocadas para germinar na estufa climatizada do
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da FAMV para verificar a
viabilidade das sementes obtidas. A semeadura foi realizada em
bandejas de isopor de 72 células preenchidas com substrato Substrato
MecPlant HF-01 Classe F.

As sementes foram tratadas com fungicida sist€émico a base de
carbendazin 2,5mL. L. O tratamento consistiu em mergulhar estas

sementes na solu¢do do fungicida, e em seguida, secé-las com papel
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toalha conforme orientagio de Reis® (informagdo verbal). Tal
tratamento foi realizado devido a ter sido observado, em varios
capitulos, a presenca de fungos durante a formagao das sementes.

Durante o periodo de germinacgao, as irrigacdes foram manuais
e didrias para evitar estresse hidrico. Apds a germinagdo, as plantas
permaneceram na bandeja por sessenta dias, sendo transferidas
posteriormente para sacos plasticos com capacidade para trés litros de
substrato, os quais foram preenchidos com substrato Substrato
MecPlant HF-01 Classe F. As plantas permaneceram na estufa
climatizada da LBV desde a semeadura, realizada no dia 21/04/2011,
at¢ completarem seis meses, em 21/10/2011, quando foram
transferidas para o ambiente semi-protegido da FAMV/UPF, pois as
temperaturas ja estavam mais amenas com o inicio da primavera. As
plantas foram mantidas sem restricdo hidrica, mediante irrigacao
manual, com auxilio de regador, sendo aplicados fertilizantes liquidos,
semanalmente, alternando duas solugdes, conforme Guiselini (2002)
(Tabela 2).

Durante o periodo experimental foram necessarias aplicagdes
de fungicida (carbendazin a 0,15 mL.L'dissolvido na solugdo de agua
com 15% de leite) para o controle de oidio (Erysiphe sp.), acaricida
(abamectin a 0,25 mL.L™") para controle do 4caro rajado (Tetranychus
sp.) e inseticida (thiamethoxam 1,14 g.L™") para o controle do pulgdo e
tripes (Frankliniella sp.).

O delineamento foi completamente casualizado. Foram

avaliadas a taxa de germinagdo ¢ a taxa de sobrevivéncia aos seis € aos

* REIS, E.M. PPGAgro/ Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria/UPF
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nove meses. Os dados obtidos foram analisados pelo teste Chi-

quadrado.

2.2. Segregacdo da progénie

A andlise da progénie foi realizada aos nove meses e consistiu
da avaliagdo dos caracteres vegetativos e caracteres morfologicos do
capitulo. Os caracteres vegetativos avaliados foram: didmetro da
planta (obtido através da medi¢@o entre os dois pontos mais distantes
da planta), estatura da planta (determinada da base da planta até seu
ponto mais alto), comprimento da folha (da base do peciolo até o apice
da folha) e largura (obtida na parte mais larga da folha), estes dois
ultimos caracteres foram avaliados na maior folha da planta.

As avaliagdes dos caracteres morfologicos do capitulo foram
realizadas quando a planta iniciou o estadio reprodutivo, e quando os
capitulos encontravam-se no estddio comercial, ou seja, quando da
abertura das duas fileiras de flores do disco. Os capitulos foram
avaliados para os seguintes caracteres: comprimento ¢ diametro do
escapo (Figura 2), diametro do capitulo e do centro do capitulo,
diametro do invélucro, largura do labio superior (Figura 3), nimero de
flores do raio, tipo do capitulo (simples, semidobrado e dobrado) e
coloragdo do capitulo.

As avaliagcdes quantitativas foram realizadas com auxilio de
régua, trena e de paquimetro digital. O experimento para avaliacdo da
progénie foi completamente casualizado. A plantas foram distribuidas
em trés fileiras com espacamento entre linhas de 30 cm e entre plantas

de 25 cm.
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Figura 2- Variaveis quantitativas continuas avaliadas no escapo: (a)
comprimento do escapo e (b) didmetro do escapo. Fonte:
Cardoso (2007).

Figura 3 - Variaveis quantitativa continuas avaliadas no capitulo de
gérbera: (a) didmetro do capitulo, (b) didmetro do centro
do capitulo, (¢) didmetro do invdlucro e (d) largura do
labio superior da flor do raio. Figura adaptada de Drennan
et al. (1983).

As variancias de ambiente (VE), variancia fenotipica (VF) e
variancia genética (VG) foram estimadas para as geragdes fixas P1 e
P2, e a geracdo segregante F2 (correspondente neste trabalho a
geracdo F1 que apresenta segregacdo devido a heterozigose dos
parentais) para cada um dos cruzamentos realizados. Com os dados
obtidos para a varidncia ambiental, estimou-se a herdabilidade no

sentido amplo utilizando a equag@o proposta por Allard (1960).

VE = (VP1 + VP2)/2
VF = VF2
VG=VF-VE

H? = VG/VF
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 — Hibridacéo em gérbera

O conhecimento da biologia e morfologia floral, tipo de
reprodu¢do, bem como os aspectos relativos a polinizagdo e a
fertilizagdo sdao fundamentais para trabalhos de melhoramento
genético, sendo importante também, avaliar os efeitos das alteragcdes
da induzidas artificialmente no modo de reproducdo, nos cruzamentos
dirigidos e autofecundagdes. A hibridacdo ¢ uma das etapas mais
importante de um programa de melhoramento pois gera variabilidade,
permite combinar genes em um mesmo individuo, e dessa forma o
sucesso de um programa de melhoramento depende da possibilidade

da hibrida¢ao, a qual deve estar bem estabelecida e controlada.

1.1 Avaliacdo da ocorréncia de autoincompatibilidade em gérbera

A ndo observagao da formagdo de semente nos capitulos
protegidos para nenhum dos acessos avaliados, confirma o que foi
observado por Cardoso (2007). Segundo esse autor, a ndo formagao de
sementes no capitulo, ou seja a ndo ocorréncia de geitonogamia no
capitulo ¢ devida a protoginia, observando-se a maturacao das flores
femininas antes das flores hermafroditas.

A auséncia de formagao de sementes nos capitulos que apenas
foram protegidos (Tratamento 1), juntamente com a obtencdao de
sementes em capitulos que foram polinizados com pdlen de outros

capitulos do mesmo individuo (Tratamento 2), demonstra que a
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auséncia de autofecundacdo dentro do capitulo, nas condigdes
experimentais aqui avaliadas, ¢ devida a protoginia ¢ ndo a
autoincompatibilidade.

Analisando a frequéncia de capitulos em que foi observada a
formacdo de sementes, e a de capitulos em que ndo houve a formacao
de sementes, pelo teste Chi-quadrado (q= 13,01), foi possivel
constatar que as frequéncias observadas diferiram das frequéncias

esperadas ao nivel de significancia de 1% (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero de capitulos em que houve formagdo de
sementes quando apenas protegidos e quando
submetidos a polinizacdo manual com polen da mesma
planta (geitonogamia), porém de diferentes capitulos.
Passo Fundo, RS, 2009-2012

Tipo de tratamento Capitulos Numero de
realizado no capitulo Com forma¢do  Sem formacdo  capitulos
de sementes de sementes avaliados
Somente protecdo 0 (4.5)* 15 (10.5)* 15
Poliniza¢do manual 9 (4.5)* 6 (10.5)* 15
Total 9 21 30

* Os valores numéricos indicam a frequéncia de formacdo de sementes:
frequéncia observada e entre parenteses a frequéncia esperada.

A formagao de sementes em capitulos polinizados com poélen
oriundo de outros capitulos da mesma planta indica que pode ocorrer
geitonogamia  em  gérbera e,  portanto,  nao ocorre
autoincompatibilidade. O fato de ndo ocorrer autoincompatibilidade
nao exclui a possibilidade de existéncia de incompatibilidade entre
genotipos de gérbera. Segundo Zapata & Arroyo (1978), alogamas
autocompativeis costumam exibir grau variavel de

autocompatibilidade e de adaptacdo a endogamia, o que pode
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minimizar o efeito da limitagdo, auséncia ou falta de pdlen. Entretanto,
sua eficiéncia reprodutiva pode ser comprometida na dependéncia da
intensidade da depressdo endogamica: a expressao de alelos recessivos
letais ou semi-letais na endogamia (KNIGTH et al., 2005).

O namero de flores do raio e a média de sementes obtidas com

a geitonogamia estao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Numero de sementes formadas nos capitulos submetidos
polinizacdo com polen da mesma planta. Passo Fundo,
RS, 2009-2010

Numero de flores do raio Numero de sementes
Acesso R1 R2 R3 R4 RS X Rl R2 R3 R4 R5 X
A7 36 38 36 35 36 362 0 20 23 0 2 9,0
A8 32 30 33 32 33 32,0 5 0 6 0 47 11,6
GWC 71 83 76 77 82 778 2 6 0 126 0 2638

*R =repeticao, X= média

Apesar de o numero de flores variar conforme o material
genético utilizado, as médias de semente formadas entre os gendtipos
nao diferiram significativamente (Tabela 6). A grande amplitude no
numero de sementes formadas entre as repeticdoes (Tabela 5), indica
que a producdo de sementes nos capitulos em que se realizou a
poliniza¢do com pdlen da mesma planta, parece estar mais relacionada
a fatores ambientais do que relacionada a autoincompatibilidade.

Em girassol, Asteraceae aldgamas, se observa a ocorréncia de
protandria e ocorréncia de um sistema genético de
autoincompatibilidade, que determina a diferenga do nivel de
autofecundacdo de cada genoétipo. Nesta espécie, ha uma variagdo que
vai desde completa autoincompatibilidade até total autofertilidade

(CASTIGLIONI & OLIVEIRA, 1999).
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Tabela 6 — Média do numero de flores do raio, sementes formadas e
percentagem de sementes formadas nos capitulos dos
genotipos A7, A8 e Green White Center, submetidos
polinizagdo com pdlen da mesma planta. Passo Fundo,
RS, 2009-2010

Genoétipo  Numero médio Numero Percentagem do
de flores do médio de nimero de sementes
raio no capitulo sementes formadas em relagao
formadas ao numero de flores do

raio (%)
A7 36,2 b 9,0a 24,86 a
A8 32,0b 11,6 a 36,25 a
GWC 77,8 a 26,8 a 3445 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, Teste Tukey ao
nivel de 1% de probabilidade.

A geitonogamia tem sido relatada como um mecanismo que
assegura a reproducdo quando cruzamentos (entre individuos) sdo
escassos, no entanto, sua taxa diminui com o aumento da densidade
populacional (ASHMAN et al., 2004).

Comparando a sobrevivéncia das plantas originadas de
geitonogamia com as de fecundacgdo cruzada, observou-se uma menor
sobrevivéncia das plantas originadas de sementes geitonogamicas.
Isso pode ser constatado nitidamente para os cruzamentos envolvendo
a cultivar GWC. Para os outros cruzamentos observou-se uma baixa
germinagdo de sementes e até a auséncia desta para o genotipo A8
(Figura 4). Tal constatacdo pode estar relacionada a depressdo
endogdmica uma vez que ocorre formagdo de sementes vidveis mas as
progénies obtidas apresentam baixa sobrevivéncia ao longo do tempo,

e também um fenotipo inferior aos dos parentais.
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Figura 4 - Nimero de plantas obtidas em diferentes cruzamentos de
gérbera e de plantas sobreviventes ao longo do tempo.

Raju & Ezradanam (2002) avaliaram a geitonogamia e
xenogamia em Jatropha curcas, e obtiveram respectivamente, 77% e
96% de frutos formados nestes processos, no entanto, enquanto todos
os frutos xenogamicos se desenvolveram até a maturacdo, 23% dos
frutos geitonogadmicos foram abortados antes de finalizarem seu
desenvolvimento.

Abdelgadir et al. (2008), compararam a formacao de frutos a
partir de autofecundacdo e fecundagdo cruzada em J. curcas, e
observaram uma maior produ¢do de frutos na fecundagdo cruzada,
além destes serem maiores e mais pesados do que aqueles produzidos
por autofecundagao

Para confirmar a ocorréncia de depressdo endogdmica em
gérbera, experimentos com progénies maiores € com maior nimero de

repeticdes devem ser avaliados.
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1.2 Avaliagéo do efeito paterno, materno e incompatibilidade na

formacao de sementes

Nao foi verificada influéncia paterna significativa para a
formagdo de sementes para os dez gendtipos avaliados quando a GWC
foi utilizada como genitor feminino. No entanto, o genotipo A7
apresentou média de producdo de sementes superior (média+1 desvio
padrao) quando comparado as demais médias obtidas para os outros
doadores de polen (Tabela 7). E possivel que haja certo grau de
incompatibilidade entre os gendtipos, mas a genealogia dos materiais
utilizados ndo ¢ de dominio publico, pois a frequéncia média de
sementes formadas foi baixa, chegando até a em determinados
cruzamentos nao se obter sementes (Tabela 7).

A frequéncia média foi calculada mediante a multiplicacao do
nimero médio de sementes por 100 e divisdo deste valor por 77,8
(média do nimero de flores do raio na cultivar Green White Center).
Se avaliou apenas as flores do raio, pois se deu prioridade a
polinizacdo destas, mas em alguns casos houve uma formagdo de
sementes superior a esta média, devido a algumas flores trans terem
sido fertilizadas pela proximidade e por ja estarem receptivas nos dias
que se fez a poliniza¢do das flores do raio. Sugere-se que em estudos
futuros repita-se a poliniza¢do por mais dias para otimizar o nimero

de sementes formadas.
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Tabela 7 — Viabilidade média do polen (VMP) de diferentes genotipos
de gérbera, nimero, média (MS) e frequéncia (F) de
sementes formadas em cruzamentos envolvendo a cv.
Green White Center (GWC) como genitor feminino e
diferentes genotipos de gérbera como genitores
masculinos (doadores de pdlen). Passo Fundo,RS, 2009-

2010

Genotipos doador VMP Numero de sementes F

de polen (%) DI D2 D3 D4 D5 MS (%)
A7 959 0 0 5 152 1 31,6*% 40,61
Opium 97,9 0 0 0 46 0 92 11,82
Chili Pepper 956 0 16 O 0 0 32 4,11
Essandre 97,8 0 0 0 0 10 2,0 2,57
GWC 98,6 2 0 6 0 0 1,6 2,05
Dream 92,0 1 0 0 5 0 1,2 1,54
A8 95,7 4 0 1 0 0 1,0 1,28
Feria 86,8 0 1 2 0 0 0,6 0,77
Isimar 983 0 0 0 0 0 0,0 0,0
Ave Maria 944 0 0 0 0 0 0,0 0,0
Total por dia 7 17 14 203 11 252

* Nao houve diferenga na média de formagao de sementes pelo F-teste ao nivel de 5%.
Meédia geral = 5,6. Desvio Padrao = 21,51. D = dia de polinizacao (bloco).

A variacdo no numero de sementes formadas entre os blocos
(dias de polinizag¢do) ndo foi significativa pelo F-teste ao nivel de 5%
de probabilidade de erro (Tabela 8). Uma das hipoteses levantadas
para explicar a baixa formacao de sementes, foi que, o congelamento
do polen tivesse alterado seu poder de germinagdao. No entanto, a
avaliacdo do pdlen foi realizada sempre antes das polinizag¢des e para
todos os cruzamentos a média de viabilidade foi alta utilizando o
método da coloragdo com Carmin acético 45% (Tabela 7). Em um
estudo paralelo a este, foram testados alguns meios de cultura para
germinagdo do grao de pdlen mas em nenhum deles se observou a
germinagdo, tanto para os polens congelados quanto para os frescos. A

observacdo de formagdo de sementes para alguns cruzamentos nos
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leva a crer que outros fatores, provavelmente ambientais, estejam
atuando no processo de fertilizacao, ou no processo de germinagao do

tubo polinico, de forma que nao se observou a formacao de sementes.

Tabela 8 — Andlise de variancia para influéncia de genitor masculino e
dias de polinizagdo (blocos) na formagao de sementes em
gérbera. Passo Fundo, RS, 2009-2010

Fonte de Variacao GL SQ QM F (Pr>F)
Genitor masculinos 8 4102,8 512.8 0,97 (0,47)
Blocos 5 3240,3  810,1 1,53 (0,21)
Erro 32 15935,6  529,2

Total 44 242788

Apesar de ndo haver diferengas significativas entre as médias
de producdo de sementes e nem entre os blocos devido ao alto
coeficiente de variagdo foi possivel observar que o pai A7 sempre se
destacou para a producdo de sementes nos cruzamentos em que esteve
envolvido neste trabalho. O fato de A7 ser um gendtipo ndo comercial,
e potencialmente mais distante geneticamente dos demais, pode ser
uma das razdes para isso. Possivelmente outros fatores ambientais
como altas temperaturas e baixa umidade relativa do ar possam estar
afetando a fertilizacdo, devendo estes serem testados. Castiglioni &
Oliveira (1999) citam chuvas prolongadas durante a floracdo, altas
temperaturas e baixa umidade relativa do ar como desfavoraveis a
fertilizagdo, reduzindo o nimero de sementes por planta em girassol.

Seja qual for o fator influenciando na formacdo de sementes,
parece haver uma interacdo deste fator com o genotipo, pois ha

cruzamentos em que em nenhum dos blocos observou-se formacao de
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sementes, ou que haja problema de incompatibilidade entre os
genotipos cruzados.

Na avaliacao do efeito materno na producao de sementes, onde
a cv. Green White Center e o acesso A8 foram utilizados como genitor
feminino, e as cultivares Essandre, Feria e Isimar, como genitores
masculinos, a analise de varidncia ndo demonstrou haver influéncia
significativa entre os genitores femininos, € nem entre estes € 0s
genitores masculinos (Tabela 9). O fator significativo nesta analise foi
o de blocos, evidenciando que o dia da polinizagdo influenciou os
resultados e que o uso de ambientes controlados pode aumentar a

eficiéncia na formagao de sementes.

Tabela 9 — Analise de variancia para influéncia de genitor feminino,
masculino ¢ intera¢do destes na formagao de sementes
em gérbera. Passo Fundo, RS, 2009-2010

Fonte de Variagao GL SQ QM F (Pr>F)
Genitor feminino (GF) 1 661,50 661,50 1,44 (0,249)
Genitor masculino (GM) 2 540,58 270,29 0,59 (0,568)
Interacdo GF*GM 2 252,75 126,37 0,27 (0,763)
Bloco 3 6994,83 2331,61 5,07 (0,012)
Erro 15 6900,16 460,01

Total 23 15349.83

Apesar de neste bloco de cruzamento o podlen utilizado ainda
fresco, sendo armazenado no refrigerador apenas durante os trés dias
de polinizacdo consecutivos, observou-se, mesmo assim, uma baixa e
até a auséncia de formacao de sementes (Tabela 10). Tal constatagao
demostra que o congelamento do polen nio afetou a baixa formagao
de sementes obtidas nos cruzamentos com diferentes genitores

masculinos.
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O polen parece ndo ter sido o fator mais importante para a
diferenca das médias de formacdo de sementes, pois utilizando o
mesmo polen para ambos os acessos utilizados como genitores

femininos, houve diferenca no nimero de sementes formadas (Tabela

10).

Tabela 10 — Numero de sementes formadas em cruzamentos
envolvendo os genitores femininos, Green White
Center (GWC) e A8, e diferentes genitores
masculinos. Passo Fundo — RS, 2009-2010

Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4 MSG

09/09/10 15/09/10 16/09/10 27/09/10 M
Genitor T™M 29 °C TM 28 °C TM 28 °C TM 25 °C
masculino  Tm 24 °C Tm 24 °C Tm 24 °C Tm 20 °C

GW A GW

C 8 GWC A8 C A8 GWC A8
Essandre 0 26 0 1 0 0 39 49 1437
Feria 0 4 0 64 34 0 58 37 24,62
Isimar 0 66 0 0 0 10 59 59 2425
MSGF 0 32 0 206 11,3 33 52 483
Média
bloco 16,0 ab 10,83 b 7,33 b 50,17 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey ao
nivel de 1% de probabilidade. MSGM (média de sementes por genitor masculino),
MSGF (média de sementes por genitor feminino).

A analise de varidncia mostrou haver diferenca significativa
para as repeti¢des, pelo F-teste, ao nivel de 1% na pega dos
cruzamentos (Tabela 10). Pela comparagdo de médias de sementes
obtidas nos diferentes dias de polinizagdo (Bloco), a maior média foi
obtida no bloco quatro, que nao diferiu do bloco 1, para ambos os
genitores femininos (Tabela 10). Tal constatacdo indica que a
temperatura parece ter um efeito sobre a formacdo de sementes, ou

diminuindo a receptibilidade do estigma ou por algum mecanismo de
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abortamento pos-fertilizagdo. A segunda hipoOtese parece ser a mais
coerente visto que nos dias seguintes apds a polinizacao os estigmas se
apresentavam escuros sinal de que houve fertilizagao (Figura 5).

Outro fator que ndo pode ser descartado ¢ a determinacdo da
receptividade do estigma. Neste trabalho os estigmas foram
considerados receptivos quando apresentavam seus ramos abertos.
Talvez, a abertura dos ramos nao seja indicativo suficiente de que
realmente o estigma esteja receptivo pois observou-se que em blocos
diferentes, com mesma temperatura, observou-se diferenca na

formagdo de sementes (Tabela 10).

Figura 5 — Capitulo de gérbera da variedade GWC
apos primeira polinizagao.
A temperatura em que houve maior formacao de sementes,
independente da combinagdo dos cruzamentos foi a ocorrida no bloco

4, temperatura méaxima de 25 °C, ndo diferindo no entanto do bloco 1,
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indicando que deve haver algum mecanismo que inviabiliza a
formacao de sementes ou por a temperatura inviabilizar o pdlen ou
estigma (Tabela 10). Também ndo se descarta que a influéncia de
outros fatores como a umidade relativa, pois tal fator ndo foi
controlado.

Para o gendtipo A8 a temperatura superior a 25 °C parece ndo
ser tdo nociva visto que em todos os blocos houve a formacdo de
sementes com pelo menos um dos genitores masculinos.

As percentagem média estimadas do numero de sementes
produzidas para os cruzamentos envolvendo os diferentes genitores
femininos e masculinos (Tabela 11), levou em consideragao o nimero
médio de flores do raio, que na cv. Green White Center foi de 77,8 e
para o acesso A8 foi 32. Nos casos em que se obteve um nimero de
sementes superior, provavelmente pela polinizagdo de flores trans
devido a proximidade destas com as do raio, se considerou o numero
médio, pois como sempre foi priorizado a polinizagdo das flores do

raio.

Tabela 11 — Percentagem média do nimero de sementes
obtidas em cruzamentos de gérbera
envolvendo diferentes genitores femininos e
masculinos. Passo Fundo — RS, 2009-2010

Genitores masculinos Genitores femininos
GWC (%) A8 (%)
Essandre 12,5 46,1
Feria 29,5 53,1
Isimar 18,9 57.8

Total 20,3 52,3




68

A frequéncia de sementes formadas quando utilizado o acesso
A8 como genitor feminino 52,3%, foi semelhante a percentagem de
50% obtida por Cardoso et al. (2009) quando utilizou este mesmo
acesso para cruzar com outras cultivares comerciais.

Analisando todos os dados obtidos com a formacdo de
sementes para os diferentes cruzamentos realizados, foi possivel
observar que a polinizagdo ¢ influenciada pelo ambiente. Em
decorréncia disto, em trabalhos futuros, a temperatura devem ser
controlada e com a finalidade de testar diferentes temperaturas de

forma a garantir uma maior formag¢ao de sementes.

1.3 Dialelo e capacidade geral e especifica de combinacéo

Nao houve diferenca significativa entre os nove cruzamentos
para média de produgdo de sementes formadas a partir de cruzamentos
dialélicos envolvendo trés genotipos de gérbera GWC, A7 e A8
(Tabela 12 e 13). A ndo significancia estatistica ¢ atribuida ao alto

coeficiente de varia¢ao observado (155,78%).

Tabela 12 — Média de producdo de semente de trés genitores
de gérbera, de seus hibridos F1’s e dos
reciprocos. Passo Fundo - RS, 2009-2010

Genitores GWC A7 A8  TOTAL (Y1)
GWC 42,0 68,0 29,0 139,0
A7 34,6 8,3 15,0 57,9
A8 43,6 28,6 17,6 89,8

TOTAL (Yj) 120,2 1049 61,6 286,7

Média geral= 31,9 Desvio padrao= 43,1
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A andlise de variancia mostrou que ndo houve influéncia
significativa para capacidade geral de combinacdo e capacidade
especifica de combinagdo entre os acessos avaliados para a formagao
de sementes de gérbera (Tabela 13). Em fungdo da ndo significancia
estatistica para capacidade geral e especifica de combinacao, os efeitos

de CGC e CEC nao foram estimados no presente estudo.

Tabela 13 - Anélise de variancia da produgdao de sementes de gérbera
para um dialelo envolvendo trés genitores, seus hibridos
F,’s e reciprocos. Passo Fundo — RS, 2009-2010
Fonte de

Variagao GL SQ QM F (calculado)
Cruzamentos 8 7829,63 978,70 0,39 ns
CGC 2 1169,0 584,55 0,24 ns
CEC 3 689,80 229,93 0,09 ns
Ef. Reciproco 3 756,84 252,28 0,10 ns
Residuo 18 44629,33 2479,41

Total 26 5245896

Experimento 2 : Germinacdo de sementes e segregacdo da

progénie

As progénies avaliadas neste estudo foram obtidas dos

diferentes cruzamentos realizados no Experimento 1.
2.1 Germinacao de sementes
Para a maioria dos cruzamentos obteve-se semente vidveis

(Tabela 14), apenas ndo observou-se germinagdo das sementes dos

cruzamentos A8XxA8 e A7xGWC, e uma baixa viabilidade (1,8%) para
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o cruzamento A7xA7, provavelmente devido a endogamia. No
cruzamento entre a cv. GWCXGWC observa-se que nao deve haver
uma influéncia consideravel de endogamia para germinacao de
sementes, ou talvez, uma explicacdo, seja que apesar das plantas
obtidas serem de mesma variedade possam haver uma certa
variabilidade genética entre elas visto que foram adquiridas em
floriculturas.

As sementes com maior viabilidade foram obtidas nos
cruzamentos envolvendo a cv. Green White Center e o acesso A8
como genitoras femininas. As sementes com maior viabilidade foram
obtidas nos cruzamentos entre GWC x GWC (65,9%) e entre os
acesso A8 x A7 (79,1%) (Tabela 14 e Figura 6).

Tabela 14— Numero de sementes semeadas (NS), nimero de sementes
germinadas (NSG) e frequéncia (F) de semente
germinadas aos 30 e 60 dias, para diferentes cruzamentos
envolvendo como genitores femininos a cv. White Green
Center (GWC), A7 e A8, e como genitores masculinos a
cv. GWC, A7 e A8. Passo Fundo, RS, 2009-2010

Cruzamento NS Avalia¢ao 30 dias Avaliagdo 60 dias F (%)

GF GM NSG  F(%) NSG  F(%)  por

GF
GWC 126 7 5,5 83 65,9

GWC A7 129 7 4,1 40 236 444
A8 117 47 40,2 51 43.6
GWC 166 0 0 0 0

AT A7 35 3 1,8 3 1,8 7.9
A8 41 9 21,9 9 21,9
GWC 138 22 15,8 30 21,6

A8 A7 86 68 79,1 66 791 335
A8 58 0 0 0 0

GF = genotipo feminino; GM = gendtipo masculino; F (%) = NSG/NS * 100.
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Observou-se haver influéncia do tipo de cruzamento na
germinagdo ¢ viabilidade das sementes, visto que todas foram

semeadas em mesmas condigdes ambientais (Figura 6).
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Figura 6 — Percentagem de germinacdo de sementes obtidas nos
diferentes cruzamentos realizados em gérbera.

2.2 Avaliacao da progénie

2.2.1 Caracteres Vegetativos

A dispersdao observada para os diferentes caracteres
vegetativos avaliados nas plantas obtidas apds os nove meses da
germinacdo das sementes, demostra haver variabilidade e pode ser um
indicativo de que as mesmas foram obtidas da fecundagdo cruzada
(Tabelas 15, 16, 17 ¢ 18).

Os cruzamentos que proporcionaram a obtencdo de progénie

com maior variabilidade para os quatro caracteres vegetativos
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avaliados foram os entre A8 x A7 e A7 x A8, provavelmente por estes
genotipos serem mais divergentes geneticamente e apresentarem mais
locus em heterozigose. Também ¢ possivel constatar que as maiores
médias foram obtidas quando o A8 foi utilizado como mae, talvez tais
caracteres tenham influéncia de efeito materno.

Nos cruzamentos realizados entre diferentes genodtipos foi
possivel observar segregagdo para os caracteres quantitativos estatura
de planta, diametro de planta, comprimento e largura de folha, o que
indica que ha variabilidade genética pois todos os materiais foram
cultivados sob mesmas condi¢des ambientas.

A amplitude da distribui¢do das observagdes permitiu o
estabelecimento de diferentes classes. O nlimero de classes variou em
funcao do caractere avaliados e do desvio padrao encontrado para este.
A determinagdo das classes se deu pelo 1/4 do desvio padrao, de
acordo com Steel & Torrie (1980).

Para o caractere didmetro de planta observou-se uma redugao
da média das progénies quando comparada a média dos parentais
(Tabela 15), o que pode estar relacionado a depressdao endogamica,
constatacdo ainda mais evidente no cruzamento de autopolinizacdo da
cultivar Green White Center (GWC x GWC) (Tabelas 15, 16, 17 e
18).

Para estatura de plantas houve uma menor segregacdo, € o
desvio padrao e as médias das progénies ndo se distanciaram muito do
desvio e das médias dos pais. Houve uma tendéncia da média da
estatura de planta da progénie ser menor que a média de ambos os pais

(Tabela 16).
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Tabela 15 — Distribui¢cao em classes*, média e desvio padrao dos pais
e das progénies obtidas de diferentes cruzamentos de
gérbera para o caractere didmetro de planta. Passo Fundo,

RS, 2011
Geragdo Diametro da planta (cm) N Média o
e 8 83T 838 E2F L8 KT LRI
accsoccecdgdggaddeEgsFEIIn Ed
Populagdo 1: Green White Center x A8
Pl 12 2 5 4380 1,92
P2 1 3 1 5 5440 4,93
Progénie (F,) 1 1 3 9 7 6 7 3 2 1 1 41 36,08 741
Populagdo 2: Green White Center x A7
P1 12 2 5 4380 1,92
P2 2 2 1 5 5840 241
Progénic (F,) 11 1 1 4 5 4 1 1 1 1 21 3322 878
Populagdo 3: Green White Center x Green White Center
P1 12 2 5 4380 1,92
P2 12 2 5 4380 1,92
Progénie (F;) 1 1 2 1 6 910 2 1 1 2 36 28,13 742
Populagdo 4: A7 x A8
P1 2 2 1 5 5840 241
P2 13 1 5 5440 493
Progénie (F/) 2 1 11 1 6 30,58 13,52
Populagdo 5: A8 x A7
P1 13 1 5 5440 493
P2 2 2 1 5 5840 241
Progénie (F,) 1 4 3 4 3 2 5 4 4 3 6 39 36,18 10,96
Populagdo 6: A8 x Green White Center
Pl 13 1 5 5440 493
P2 12 2 5 4380 1,92
Progénie (F;) 2 3 1 3 3 2 2 1 1 18 42,26 7,79

N = nimero de individuos avaliados. * Classes estabelecidas utilizando ¥4 do desvio

padrao médio de todos os individuos avaliados.
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Tabela 16- Distribuicdo em classes* , média e desvio padrdao dos
pais e das progénies obtidas de diferentes cruzamentos
de gérbera para o caractere estatura de plantas. Passo
Fundo, RS, 2011
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Tabela 17 - Distribuicdo de classes*, média e desvio padrao dos pais
e das progénies obtidas de diferentes cruzamentos de
gérbera para o caractere comprimento da maior folha.

Passo Fundo, RS, 2011
Geragao Comprimento da folha (cm) N Média o
SFERIAITEZIRTETZISE ST
ST L dI e aR a3 E3
Populagio 1: Green White Center x A8
P1 2 1 2 5 2442 1,38
P2 2 2 1 5 32,08 1,86
Progénie (F;) 2 2 310 7 4 8 3 1 1 41 2321 385
Populagio 2: Green White Center x A7
P1 2 1 2 5 2442 1,38
P2 2 1 2 5 3626210
Progénie (F,) 1 1 1 2 1 6 4 3 1 1 21 239538
Populagio 3: Green White Center x Green White Center
P1 2 1 2 5 2442 1,38
P2 2 1 2 5 2442 1,38
Progénie (F;) 1 1 3 5 612 2 2 3 1 36 16,12 4,16
Populagdo 4: A7 x A8
P1 2 1 2 5 36,26 2,10
P2 2 2 1 5 32,08 1,86
Progénie (F,) 1 1 1 1 1 1 6 23,13 573
Populagio 5: A8 x A7
P1 2 2 1 5 32,08 1,86
P2 2 1 2 5 36,26 2,10
Progénie (F;) 1 1 2 3 6 3 4 6 4 9 39 26,38 5,47
Populagdo 6: A8 x Green White Center
P1 2 2 1 5 32,08 1,86
P2 2 1 2 5 2442 1,38
Progénie (F;) 1 2 6 1 1 2 2 3 18 2595 4,38

N = nimero de individuos avaliados. * Classes estabelecidas utilizando ¥ do desvio
padrao médio de todos os individuos avaliados.
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Tabela 18 - Distribuicdo em classe* , média e desvio padrio da
progénie obtida de diferentes cruzamentos de gérbera para

o caractere largura da folha. Passo Fundo, RS, 2011
Geragio Largura da folha (cm) N Média ©

REostfs2rd2ecgoEs-Fg DRy
Populagdo 1: Green White Center x A8
P1 2 1 2 5 12,06 1,04
P2 12 2 5 6,48 0,63
Progénie (F)) 1 1 3 6 5 4 5 5 4 2 2 2 1 41 8,88 2,05
Populagdo 2: Green White Center x A7
P1 2 1 2 5 12,06 1,04
P2 2 3 5 8,06 0,55
Progénie (F)) 1 1 3 4 3 2 2 1 3 120 8,17 2,65
Populagdo 3: Green White Center x Green White Center
P1 2 1 2 5 12,06 1,04
P2 2 12 5 12,06 1,04
Progénie (F)) 1 1 1 2 2 4 4 510 2 301 36 8,06 2,04
Populagdo 4: A7 x A8
P1 2 3 5 8,06 0,55
P2 1 2 2 5 648 0,63
Progénie (F)) 1 2 1 1 1 6 573147
Populagdo 5: A§ x A7
P1 12 2 5 6,48 0,63
P2 2 3 5 8,06 0,55
Progénie (F)) 1 1 3 4 1 8 5 7 1 4 2 1 1 39 6,42 1,92
Populagio 6: A8 x Green White Center
P1 12 2 5 6,48 0,63
P2 2 12 5 12,06 1,04
Progénie (F)) 1 1 33 1 1 3 1 1 1 2 18 10,88 2,17

N = nimero de individuos avaliados. * Classes estabelecidas utilizando %4 do desvio
padrao médio de todos os individuos avaliados.

Todos os caracteres vegetativos avaliados apresentaram uma
distribuicdo continua evidenciando natureza quantitativa dos

caracteres avaliados.

2.2.2 Caracteres morfoldgicos do capitulo de gérbera

O experimento relacionado com a heranga de caracteres florais
de gérbera ndo pode ser realizado conforme havia sido planejado. O
primeiro problema encontrado foi a baixa formagdo de sementes
conforme discutido e apresentado anteriormente, o que juntamente

com a baixa viabilidade das sementes comprometeu o estudo de
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heranca pois para tal era necessario uma populacdo com mais de 100
individuos, e a maior populacdo obtida foi de 41 individuos.

O outro fato que atrasou os experimentos foi o tempo
necessario para as plantas iniciarem o estddio reprodutivo. As
primeiras flores comegaram a surgir apos 9 meses da semeadura, em
janeiro de 2012, e apenas em alguns cruzamentos. Na literatura ndo ha
um consenso entre os autores sobre o tempo que a gérbera necessita
para passar do estagio vegetativo para o reprodutivo. De acordo com
Ball (1998), as sementes emergem em 14 dias, e ap0s quatro semanas,
observa-se o primeiro par de folhas verdadeiras, podendo apos este
estadio serem transplantadas, e apos dez semanas, as plantas comegam
a produzir flores. Assim, desde a semeadura até a producdo das
primeiras flores seriam dezesseis semanas, quatro meses.

No presente trabalho foi necessario o dobro do tempo. Ja para
Kloss et al. (2004) as flores usualmente comegam a aparecer apos os 5
a 8 meses de idade. Mesmo assim, para o cruzamento (Green White
Center x A8) que foi mais precoce que os demais, o florescimento
ocorreu aos 8 meses e 23 dias.

As avaliagdes apresentadas sobre os caracteres morfologicos
do capitulos foram feitas na progénie de 41 individuos obtidas do
cruzamento entre a GWC x AS.

As estimativas de herdabilidade obtidas foram no sentido
amplo e variaram de moderada a altas, assim tais caracteristicas
podem ser selecionadas ja nos primeiros ciclos do programa de
melhoramento devido a serem pouco afetadas pelo ambiente.

O caractere comprimento do escapo, de acordo com a progénie

obtida, ¢ uma caracteristica quantitativa com genes de acdo aditiva,
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visto que a média da progénie foi intermediiria a dos pais e
apresentou uma distribuicdo simétrica (Tabela 19). A estimativa de
herdabilidade obtida para este caractere, foi de 55%, indicando que o
comprimento do escapo tem uma grande influéncia ambiental,
devendo sua sele¢do ser realizado em estdgios mais avangados do
programa de melhoramento. Apesar das estimativas de herdabilidade
serem restritas a sua populacdo de origem, outros autores também
encontraram estimativas no sentido amplo préximas a obtida neste
estudo e populacdo, 57,2% (OTTAVIANO et al; 1974) e 47%
(SCHIVA, 1975).

Tabela 19 - Média, desvio padrao (o), amplitude e herdabilidade
de diferentes caracteres florais avaliados nas haste
floral de gérbera (escapo + capitulo) oriundas da
progénie obtida do cruzamento entre a Green White
Center e A8. Passo Fundo,RS, 2012

Caractere Meédiados Média G Amplitude h,
pais (cm) da (cm) (cm)
progénie
(cm)
CE 35,6 30,25 5,32 21,7 - 38,00 0,55
DE 0,53 0,48 0,05 0,40 — 0,60 0,99
DC 11,44 9,39 1,65 6,30 —12,70 0,92
DCC 2,01 1,88 0,38 1,20 -2,50 0,96
DI 1,93 1,64 0,18 1,28 — 1,95 0,99
LLFR 0,65 0,57 0,11 0,37-0,71 0,92
NFR 53,5 42,53 4,84 36,00 — 51,00 0,99

CE = comprimento do escapo, DE = didametro do escapo, DC = didmetro
do capitulo, DCC = didmetro do centro do capitulo, DI= diametro do
involucro LLRF = largura da ligula da flor do raio, NFR = ntimero de
flores do raio.

A coloragdo dos capitulos de gérbera, uma das mais

importantes caracteristicas, ¢ baseada na interacdo de carotenoides e
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flavonoides. Segundo Tourjee et al. (1995), o controle genético da
coloragao dos capitulos de gérbera ¢ determinado pela segregacao de
um gene de grande efeito (controlando a expressdo do pigmento
flavonoide) modificado pela adi¢do de genes de menor -efeito
(provavelmente carotenoides) que teriam sua expressdo mascarada
pelo gene de maior efeito. Assim, gendtipos cianicos com
carotenoides s3o amarelos, e os genotipos brancos seriam acianicos e
sem carotenoides (TYRACH & HORN, 1997).

Observou-se que as flores apresentaram um gradiente de
variagdo de tons de rosa claro, apresentando-se intermedidria entre a
coloracdo branca do pai 1 (GWC) e a rosa pink do acesso A8 (Figura
7) o que indica que este caractere ¢ aditivo. O padrao de distribui¢do
da coloragdao ao longo da ligula também foi diferenciado, havendo
capitulos que apresentavam o parte distal da ligula branca, outros tanto
a parte proximal quanto distal de cor branca, outros apresentavam uma
tonalidade rosa até a parte medial rosa claro e apds este, a coloragao

branca.

Figura 7 — Aspecto dos capitulos dos genitores: (A) cultivar de vaso
Green White Center e (B) acesso nao comercial AS.
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Todos os capitulos obtidos na progénie até o momento,
apresentaram disco de cor claro (Figura 8), coloragdo dada pela cor do
pappus, o que era esperado visto que tanto a GWC quanto o acesso A8
possuem cor clara (Figura 7).

Segundo Kloss et al. (2005b) a coloragdo escura do disco de
gérbera ¢ determinada por um unico gene dominante, designado Dc.
Gérberas com o centro da inflorescéncia clara seriam recessiva para
este gene, apresentando genotipo dcdc. Tal fato foi confirmado
também nos cruzamento realizados, pois utilizando dois parentais com
disco de coloragdo clara, foi obtida uma progénie apenas com
capitulos com disco de coloragdo clara. Ainda segundo este autor, a
coloracdo clara do centro do capitulo de gérbera, ¢ devida ao nao
acumulo de antocianinas no pappus, assim, a cor do disco apresenta-se

entre verde-amarelado, amarelo-esverdeado e amarelo claro.
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Figura 8 — Aspecto dos capitulos de gérbera oriundos da progénie
obtida do cruzamento entre a cv. Green White Center ¢
o acesso A8. Passo Fundo, RS, 2012.
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Os capitulos 2, 6, 12, 23 e 26 apresentam uma coloragdo
marrom clara no disco, tal coloragdo desapareceu com o
desenvolvimento do capitulo (Figura 8). Kloss et al. (2005b) em seu
estudo sobre a determinacdo da coloracdo do disco em gérbera,
também relatam ter observado em algumas cultivares e na progénie
que estavam avaliando, a ocorréncia desta coloracdo marrom clara no
centro do disco de capitulos com colora¢ao do disco clara, quando
estes estavam imaturos, mas quando os capitulos atingiam a
maturacao, esta coloracdo marrom clara desaparecia.

Com relagdo ao tipo de capitulo, a progénie apresentou
somente capitulos do tipo simples, estando de acordo com Kloss et al.
(2004), os quais mostraram ser os capitulos simples determinados por
gene recessivo, visto foram obtidos pelo cruzamento de dois genotipos
de capitulos simples, a progénie deve apresentar apenas capitulos
simples.

Yu et al. (1991) avaliaram a herdabilidade do caractere tempo
de florescimento e constataram que o maior efeito genético
controlando este caractere ¢ a aditividade. A herdabilidade obtida pelo
autor, através da regressdo pai progénie, foi de 0.49 indicando que o
componente genético aditividade contribuiu com 50% da variancia
total, enquanto que o componente dominancia contribui com 28% e o
ambiente com 23% da variancia total. A média de dias necessario para
o florescimento nas progénies obtidas por Yu et al. (1991) variou de
95 a 122 dias.

Para as progénies obtidas nos cruzamentos realizados no
presente experimento, o tempo para o florescimento foi bem superior

ao descrito por Yu et al. (1991). A primeira flor obtida do cruzamento
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entre a cv. Green White Center e acesso A8, aos 161 dias. Este tempo
foi determinado subtraindo o numero de dias necessarios para a
germinagdo até o estaddio de plantula, momento em que estas
apresentavam em média trés pequenas folhas. Contabilizando desde a
data de semeadura, foram necessarios em média 210 dias para a
obtencdo das primeiras flores na progénie do cruzamento entre a
GWC e AS8. Para os outros cruzamentos o tempo de florescimento sera
ainda maior, pois ha progénies em que ainda ndo foram obtidos
capitulos.

A variabilidade encontrada na progénie para os diferentes
caracteres vegetativos e morfologicos do capitulo, até o momento
avaliados, reiteram que as progé€nies obtidas dos cruzamentos
realizados nao sao fruto de autofecundagao. Tal fato ¢ evidenciado na
Figura 8, onde se observa que nenhum dos individuos obtidos foi igual

aos pais.
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CONCLUSOES

E possivel realizar cruzamentos e gerar sementes férteis e progénies

de gérbera tanto por fecundacdo cruzada quanto autofecundacao.

Os gendtipos avaliados ndo apresentaram autoincompatibilidade

podendo ocorrer geitonogamia em gérbera.

Nao foi detectada influéncia da capacidade geral e especifica de
combinacdo na formacdo de sementes devido ao alto coeficiente de

variacao.

Nao foi possivel observar a influéncia do efeito paterno e materno

para formacgao de sementes neste trabalho.

A polinizacdo em gérbera ¢ sensivel a temperatura, devendo esta ser

controlada para aumento da eficiéncia na producdo de sementes.

A herdabilidade estimada para os caracteres morfoldgicos do capitulo

de gérbera variou de moderada a alta.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA EXPRESSAO DE TRANSCRITOS DE
ETIQUETAS DE SEQUENCIA EXPRESSA E GENES
RELACIONADOS A SENESCENCIA FLORAL EM GERBERA

RESUMO - Este trabalho foi conduzido com o objetivo de identificar
sequéncias expressas € genes que possam estar relacionados a
senescéncia floral de gérbera. Foram coletadas quatro flores do raio
para dez diferentes estadios de senescéncia do capitulo. O estadio 0,
foi determinado como o estddio em que o capitulo de gérbera atinge o
estadio comercial. Foram determinados quatro estadios antes do
estadio zero (dia 0) estadios -4, -3, -2 e -1, estadios pré-senescente, e
cinco estddios apds o estaddio 0, estaddio 3, 6, 9, 12 e 15,
correspondentes ao niimero de dias apds o capitulo atingir o estadio
comercial. Foram selecionados 16 etiquetas de sequéncias expressas
(EST- expressed sequence tags) baseadas nos dados de microarranjo
de Laitinen (2007) e seis genes associados a senescéncia floral
(Senescence associated gene — SAG), SAG Daylily, SAG Daylily (2),
SA4 Daylily, Cyp Ipomea, MT Petunia e SAG Gerb, totalizando 22
genes avaliados. Os iniciadores para estas EST foram delineados
utilizando o software Primer3. As extracoes dos RNAs totais foram

realizadas utilizando a metodologia do reagente Trizol. Para a sintese

®
de cDNA utilizou-se o kit Super Script III First Strand Synthesis
System for RT-PCR, e a normalizagdo realizada para o gene 26s

rRNA. Este cDNA foi utilizado como template para PCR em tempo
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real. Para cada um destes 22 genes foram realizadas reagdes de PCR
para cada um dos diferentes estadios de senescéncia do capitulo
determinados para este estudo. Avaliou-se a presenga e auséncia da
observacdo das bandas obtidas pela amplificagdo, bem como a
comparacdo da intensidade destas para os diferentes estadios de
senescéncias para cada um dos gene candidatos relacionados a
senescéncia floral. Das dezesseis EST e seis genes associados a
senescéncia avaliados, cinco ndo demostraram estar relacionados
especificadamente com a senescéncia das corolas de gérbera, treze
apresentaram um aumento da expressao com o avancar dos estadios de
senescéncia e quatro apresentaram uma diminui¢do na expressao. Dos
22 genes avaliados, cinco transcritos de sequencias expressas, a saber
Ger protease, Ger B-gal, Ger Cys prot, Ger WD, ¢ SAG gene Cyp
Ipomea, apresentaram-se promissores para futuros estudos por ja
terem sido relatados em outras espécies como envolvidos no processo
de senescéncia. O SAG gene SA4 Daylily apresentou sua expressao
limitada aos dois estddios anteriores ao estadio 0, podendo estar
envolvido a algum mecanismo que desencadeia o processo de

senescéncia floral em gérbera.

Palavras-chave: senescéncia floral, RT-PCR
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TRANSCRIPT EXPRESSION EVALUATE FROM
EXPRESSED SEQUENCE TAG AND GENES ASSOCIATED
TO FLORAL SENESCENCE IN GERBERA

ABSTRACT - This study was carried out to identify expressed
sequence and genes involved in gerbera floral senescence. Four ray
flowers corolla were collected in ten different stages of capitulum
senescence. The stage 0 was determined as the time the gerbera
capitulum is on the commercial stage. Four stages before the stage 0
was choosen, stage -4, -3, -2, -1, pre-senescence stage, and five after
the stage 0, corresponding to 3, 6, 9, 12 and 15 after the commercial
stage. Sixteen expressed sequence tag (EST) were selected based on
Laitinen (2007) microarray, and six senescence gene associated to
floral senescence (SAG Daylily, SAG Daylily (2), SA4 Daylily, Cyp
Ipomea, MT Petunia e SAG Gerb), totaling 22 genes evaluated. The
primers to the EST’s were designed using the Primer3 software. Total
RNA was extracted from corolla ray of gerbera using the Trizol
reagent methodology. To synthetize the cDNA the kit Super Script®
II First Strand Synthesis System for RT-PCR were used, and the
normalization proceed using 26s rRNA. These cDNA were used as
template for real time PCR. PCR reaction was done to the 22 genes
evaluated in each of the ten capitulum senescence stage determined in
this experiment. It was analyzed the presence and absence, and band
intensity obtained by PCR amplification to the different senescence
stage for each one of the candidate gene. From the 22 genes evaluated,
five did not demonstrate to be specifically related to senescence of

gerbera corolla, thirteen showed be up regulated and four down
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regulated as flowers enter in senescence. Five genes, Ger protease,
Ger B-gal, Ger Cys prot, Ger WD, ¢ SAG gene Cyp Ipomea, showed
to be promising for future studies since they already have been
reported to other species as related to senescence. The SAG SA4 gene
had its expression limited to only two stages before the stage 0, and
can be involved in some mechanism that triggers the corolla

senescence process in gerbera.

Key words: floral senescence, RT-PCR
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INTRODUCAO

O processo de senescéncia de uma planta ¢ um processo de
desenvolvimento geneticamente regulado e programado que se
finaliza com a morte da planta completa ou de um o6rgdo, sendo
observado em folhas, pétalas, oOrgaos reprodutivos, entre outros
tecidos. E um processo irreversivel de degradagdo estrutural e
funcional das c€lulas, caracterizado por processos catabolicos que
predominam sobre os processos anabolicos (COLL et al., 1995). Para
Reid & Wu (1992) a senescéncia floral ¢ definida por relagdes hidricas
adversas, abscisdo e murchamento das pétalas e flores. A senescéncia
das pétalas ¢ visivelmente mostrada pela murcha (observada pela
perda do turgor) e descoloragdo das pétalas. Na maioria das espécies,
quando as pétalas apresentam sintomas de senescéncia, estas sofrem
abscisdo (VAN DOORN & WOLTERING, 2008). O processo de
senescéncia floral tem sido caracterizado como um exemplo de morte
programada da célula em plantas, envolvendo um elaborado processo
catabolico de degradagdo de macromoléculas, organizadas em cascata,
que culminam com a morte celular (TROBACHER et al., 2006, VAN
DOORN & WOLTERING, 2008).

Segundo Valpuesta et al. (1995) e Hunter et al. (2002) grande
parte dos estudos relacionados a senescéncia floral sdo realizados para
espécies em que o o etileno coordena todo o processo de senescéncia,
¢ o caso de espécies como o cravo, petinias, flores das familias
Geraniaceae, Labiatae, Ranunculaceae, Rosaceae e Scrophulariaceae.
Estudos visando identificar genes ou fatores que desencadeiam a

senescéncia em espécies cujo processo de senescéncia ndo ¢ regulado
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pelo etileno devem ser realizados, entre as espécies cujo o processo de
senescéncia nao ¢ regulado pelo etileno tem-se a gérberas, narcisos e
outras flores de interesse ornamental. De acordo com Reid (2004) as
gérberas nao sdo afetadas pela exposi¢ao ao etileno.

De acordo com Xu et al. (2007), atualmente, sdo reconhecidos
trés padrdes de senescéncia floral, os quais baseiam-se em como a flor
responde ao etileno, o qual promove uma série de respostas
fisioldgicas na planta e esta relacionado com a senescéncia natural das
flores (WOLTERING et al., 1994), assim, as flores sao classificadas
em: flores dependentes do etileno, flores independentes do etileno e
outras, que apresentam um padrdo intermedidrio entre estes dois tipos.

Durante o processo de senescéncia muitos genes tem sua
expressao aumentada enquanto para outros ocorre uma redugdo da
expressao. Para muitas espécies, um ou mais genes relacionados a
cisteina protease  apresentam expressdo aumentada em pétalas
visivelmente senescentes (JONES et al., 1995; GUERRERO et al.,
1998; EASON et al., 2002, WAGSTAFF et al.,, 2002). Outras
proteinas, como proteases asparticas ja foram observadas em pétalas
de Arabidopsis (CHEN et al., 2002).

Segundo Van Doorn & Woltering (2008), a maioria das
mudangas da expressdo génica sdo relacionadas a remobilizacdo de
macromoléculas, e transporte de compostos moéveis para fora da
pétala. A degradacdo de moléculas em células senescentes sdo
principalmente devido ao processo autofagico no vactolo, somado a
degradagio proteica na mitocondria, nicleo e citoplasma. Acidos
graxos sao quebrados nos peroxissomos e os acidos nucleicos

degradados no nucleo. Estes sinais visiveis de senescéncia sao
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precedidos de uma degradagdo em larga escala de proteinas,
aparentemente devido a atividade de cisteina e serine proteases. Pak &
van Doorn (2005) obtiveram um atraso na senescéncia de flores de Iris
utilizando inibidores de serine proteases.

Breeze et al. (2004) identificaram 109 genes associados com a
senescéncia floral em Alstroeméria, destes 93 apresentavam expressao
aumentada, codificando proteinas como dedo de zinco (zinc finger), e
uma proteinase aspartica, ¢ 16 apresentavam expressao reduzida, entre
estes, genes que codificam proteinas indutoras de giberelinas e
citocromo P450.

Uma consideravel parte da expressdo génica diferencial esta
relacionada a defesa da planta, mas at¢é o momento ndo foram
identificados genes especificamente relacionadas a morte celular, e
como ¢ regulado o processo de desencadeamento da senescéncia ainda
ndo esta elucidado. E sabido que no inicio do processo de senescéncia
floral ha um aumento da produgdo de etileno nos sistemas que sdo
controlados pelo etileno bem como para as espécies onde a
senescéncia ndo estd sob controle deste fitohormonio.

Muitos fatores de transcricdo e fatores de sinalizagdo de
traducdo sdo diferencialmente expressos durante a senescéncia da
pétala, porém pouco ¢ conhecido sobre o papel e a fungdo desses
fatores.

As pesquisas em biotecnologia vem causando um grande
impacto na agricultura, principalmente com o desenvolvimento da
tecnologia gendmica, que tem possibilitado a geracdo de informagdes
bem como a criacdo de banco de dados de sequéncias de DNA, que

possibilitam a identificacdo dos fatores genéticos determinantes e/ou
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associados com caracteristicas de interesse agronomico. O
sequenciamento de cDNAS em em larga escala para produzir
Etiquetas de Sequéncia Expressa (ESTs — Expressed Sequence Tags)
tem sido muito util na identificacdo de genes responsaveis por
caracteristicas agronomicas desejaveis, possibilitando a manipulagao
subsequente de genes de interesse por meio de técnicas de genética
molecular.

Em plantas, o sequenciamento de EST foi inicialmente feito
para espécies modelos Arabidopsis (HOFTE et al.,, 1993) e arroz
(YAMAMOTO & SASAKI, 1997), e posteriormente para muitas
outras espécies, inclusive para gérbera (LAITINEN, 2006), sendo as
informacdes obtidas depositadas em bancos genomicos, como o
GenBank. A Gerbera hybrida é uma flor de corte importante no
mercado de planta ornamentais e também tem sido utilizada como
planta modelo para estudos de desenvolvimento floral e organogense
das pétalas por pertencer a familia Asteraceae (LAITINEN et al.,
2007).

O objetivo principal da investigacdo gendmica ¢ identificar
genes responsaveis por caracteristicas importantes. No caso de plantas
ornamentais, uma das caracteristicas de grande importancia é a
longevidade pos-colheita, de forma que a identificagdo de genes
relacionados a senescéncia floral ¢ de extrema importancia por
permitir um melhor entendimento dos fatores que atuam no processo
de senescéncia floral, bem como a possibilidade de manipulagdo e
silenciamento destes genes pela engenharia genética visando obter
flores com uma maior longevidade pos-colheita. Dessa forma, o

presente trabalho foi realizado com o objetivo de identificar
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sequéncias expressas € genes que possam estar relacionados a

senescéncia floral de gérbera.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado no periodo de outubro

2010 a marco de 2011, no Louis Mann Laboratory (Figura 1), na

Universidade da Califérnia, no Campus localizado na cidade de Davis/

EUA.

Figura 1 — Vista externa do Louis Mann Laboratory, Universidade da
Califérnia, Davis/ EUA, onde os experimentos de
identificacdo de genes relacionados a senescéncia floral de
gérbera foram desenvolvidos.

Material Vegetal

Para este experimento foi utilizada um hibrido de Gerbera
hybrida, identificado com o niimero de 32 (Figura 2), obtido ¢ cedido
pelo PhD. James Harding, professor da UC-Davis que trabalha com o

melhoramento de gérbera. Deste hibrido foram coletados trés



94

capitulos. Tais capitulos foram armazenados no laboratorio com
fotoperiodo de 16h luz/8 escuro com temperatura ambiente, e
constituiram as unidades experimentais.

De cada um destes capitulos foram coletadas, em diferentes
estagios de desenvolvimento, quatro flores do raio, que foram

identificadas e armazenadas em freezer a -80°C até o momento da

extragdo do RNA. A coleta foi realizada no periodo da manha, as

9h30.

Figura 2 — Hibrido 32 de Gerbera hybrida (vermelho e com capitulo
semidobrado), utilizado para coleta das amostras para
verificagcdo da expressdo de sequencias e genes relacionados
a senescéncia.
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Para determinacdao dos dias de coleta do material vegetal e
determinagdo do dia zero (0) utilizou-se a descri¢ao dos estadios de
desenvolvimento do capitulo de gérbera determinadas por Helariutta
et al. (1993) e ilustrados por Laitinen et al. (2007) (Figura 3). Foram
determinados 10 dias para coletas das flores do raio do capitulo de

gérbera, iniciando-se no estadio 8 descrito por Helariutta et al. (1993).

Figura 3 - Estadios de desenvolvimento da inflorescéncia de Gerbera
hybrida descritos por Helariutta et al (1993) (a);
desenvolvimento das pétalas nos respectivos estadios de
desenvolvimento do capitulo (b). (Fonte: Laitinen et al.,
2007).

O aspecto do capitulo de gérbera e a descri¢do destes nos
diferentes estadios de senescéncia utilizados nesse estudo estdo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Denominagao, caracterizacao e aspecto geral do capitulo
de gérbera durante os diferentes estadios de senescéncia
em que foram coletadas as corolas de gérbera para os
estudos de expressdo de transcritos

Ordem da
coleta

Denominagao e caracteristica do
estadio de senescéncia

Aspecto geral do capitulo

Estadio -4 (dia -4) ou seja, quatro
dias antes do dia zero. Neste
estadio a inflorescéncia esta
completamente aberta, no entanto,
as anteras ndo estdo visiveis.
Corresponde ao estadio 8 de
Helariutta et al (1993).

Estadio -3 (dia -3) ou seja, trés dias
antes do dia zero. Algumas flores
do disco comegam a mostrar seus
estames.

Estadio -2 (dia -2), ou secja, dois
dias antes do dia zero. Uma fileira
de flores do disco com estames
expostos.

Estadio -1 (dia -1), ou seja, um dia
antes do dia zero. Uma fileira de
flores do disco, e mais algumas da
segunda fileira, com estames
expostos.
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....continuacao

Tabela 1 - Denominagdo, caracterizagdo e aspecto geral do capitulo

de gérbera durante os diferentes estadios de senescéncia
em que foram coletadas as corolas de gérbera para os
estudos de expressdo de transcritos.

Ordem da Denominagao e caracteristica do estadio de Aspecto geral do
coleta senescéncia capitulo

Estadio 0 (dia 0) neste estddio ¢é possivel
observar que duas fileiras de flores do disco

5 apresentam os estames aparentes. Também
chamado de estadio comercial, ¢ corresponde ao
estadio 9 do desenvolvimento do capitulo de
gérbera de acordo com Helariutta et al. (1993).

6 Estadio 3 (dia 3), corresponde a 3 dias apds o
dia zero.

7 Estadio 6 (dia 6), corresponde a 6 dias apds o
dia zero.

8 Estadio 9 (dia 9), corresponde a 9 dias apds o

dia zero.




98
...continuacao

Tabela 1 - Denominacao, caracterizacdo e aspecto geral do capitulo
de gérbera durante os diferentes estadios de senescéncia
em que foram coletadas as corolas de gérbera para os

estudos de expressdo de transcritos
Data de Denominagao e caracteristica do Aspecto geral do capitulo
coleta estadio de senescéncia

DAY

9 Estadio 12 (dia 12), corresponde a
12 dias apos o dia zero.

10 Estadio 15 (dia 15), corresponde a
15 dias apos o dia zero.

O dia zero foi determinado como o dia em que o capitulo
atinge o estadio comercial, ou seja quando € possivel visualizar os
estames de duas fileiras de flores do disco. Este dia corresponde o
estadio nove descrito por Helariutta et al. (1993). De acordo com
Kotilainen et al. (1999), neste estdgio as pétalas alcancam seu
comprimento e largura final, tal informacdo permite-nos afirmar que
apos este estadio inicia-se o processo de senescéncia. Determinado o
dia 0, estabeleceu-se os outros 9 estadios para a coleta das corolas,
quatro estadios antes e cinco estadios ap6s o dia 0. Os quatro estadios

determinados antes do dia 0, -4, -3, -2 e -1, apesar de saber que sdo
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pré-senescente, neste estudo foram denominados juntamente com os
demais estadios, como estadios de senescéncia do capitulo.

As corolas das flores do raio coletadas nos diferentes estadios
de senescéncia foram congeladas

com nitrogénio liquido e

conservadas a temperatura -80°C até a extracao dos RNA totais.
Selecdo de sequéncias expressas e genes relacionados a senescéncia
As sequéncias expressas relacionadas a senescéncia floral de
gérbera foram selecionadas baseadas em revisdo de literatura. Foram
selecionados 16 sequéncias expressas (Tabela 2) baseadas nos dados

de microarranjo realizados por Laitinen (2006).

Tabela 2 — Cdédigos e descricdo das etiquetas de sequéncia expressa

investigadas neste estudo

Codigo da EST Denominagao Descrigao
neste estudo
G0000200024B4  Ger WD Similar to WD-repeat protein
G0000800015G1  Ger BELLI BEL-1 related homeotic protein 29
G0000100034F2  Ger BHLH BHLH transcription factor GBOF-1
G0000200044D12  Ger CCAAT- CCAAT-binding transcription factor
binding subunit A (CBF-A)
G0000200017G4  Ger apt2 AP2 domain containing protein
G0000100036A5  Ger vacuolar Vacuolar processing enzyme precursor
(EC3.4.22)
G000020009E12  Ger cys. Prot. Putative cysteine protease
G0000700001G3  Ger ser. Carboxyp. Putative serine carboxypeptidase 11
GO0000900007E3  Ger ubi Ubiquitin-like protein SMT3
G0000800018G12  Ger protease Protease [
G0000100008H3  Ger inhibitor cys Cysteine proteinase inhibitor A
prot (Cystatin A)
G0000300013D7  Ger 26S prot 26S proteasome ATPase subunit
G0000200012C4  Ger sub pro Subtilisin proteinase-like protein
G0000200003G5  Ger Irr LRR receptor-like protein
G0000500003E11  Ger thi pro Thiol protease
G0000600018F11  Ger B-gal Beta-galactosidase (EC 3.2.1.23)

Fonte: Laitinen (2006).
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Os primers utilizados neste estudo foram delineados para as

sequéncias de EST’s de gérbera obtidas por Laitinen et al. (2007).

As sequéncias de estiquetas expressas estdo disponiveis no

National Center for Biotechnology Information (NCBI). O nimero do

acesso para a sequéncia ¢ apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncia dos primers utilizado na PCR para as EST
escolhidas e tamanhos dos fragmentos amplificados

Nome dos primers e
namero de acesso*

Sequéncia dos primers (5°- 3°)

Tamanho
estimado do
fragmento
amplificado
(pb)

Ger WD (AJ754310)

Ger Bell (AJ765494)

Ger BHLH (AJ752240)

Ger CCAAT-binding
(AJ755343)

Ger apt2 (AJ753855)

Ger vacuolar (AJ752320)

Ger cys.protease (AJ753206)
Ger ser. carboxyp. (AJ763235)
Ger ubi (AJ766328)

Ger protease (AJ765711)

Ger inhibitor cys (AJ750570)
Ger 26s prot (AJ757149)
Ger sub pro (AJ753423)

Ger Lir (AJ752682)

Ger thi pro (AJ760102)

Ger B-gal (AJ762983)

Fw-AATACCAGGGCCATAAGAAGAAG
Rv-CAGTACCATTTCCGGTAGTCAAG
Fw-GAGCAATTCCAACAGCAATACTC

Rv-TCCAATGGTTCTTGTTCTTCTTC
Fw-GGTGTGACAAGGTAACTGGAAAG
Rv-TTAGTCTTTGGTCATCCACATCC
Fw-CATCTTCATCTCGATCTTCATCC
Rv-ATAATCTTCAAACCCGAGGGTAG
Fw-TTTGATCAACATCGTCAACATC

Rv-TTTCGCTCATGTTTGTAAATAAGG
Fw-TGTATATCATGGAGTCCCAAAGG
Rv-ACATGTAAGGATTTGTTGGCATC
Fw-ATCGATGATAAGGAGTTGCAGAG

Rv-TATTCGATAGCGTGATTCTTTCC
Fw-AAGGGCTCTATCTATGGCTGAAG
Rv-TGAAAGATTTAAAGCGTCAATGG

Fw-AACTCCTGATGAGCTGGAAATG
Rv-AACCAACCACGAACTCAGTTTAG

Fw-CCAATTAATCTATTTGGCTACGC

Rv-

TTCTCTCTAGCGTGTCAATTATCAG
Fw-ACATATAACATTTGGCAGGGAAC

Rv-TGGAGTTTGGGAAGGGTCTAAG
Fw-TAACGAGGTTCAACGAACTATGC
Rv-GAGTGGCACTGAACTTCTGGTAG

Fw-ACAAATGGCAAGATGAATGAAAC

Rv-GTGCAATGTTTGTGACTGTTAGC
Fw-ACAAAACATATTCCCAACACCAC

Rv-ATTTCCATTTTAGCCGAACTTG

Fw-GCTGCATCTTTGAGTTTATGGAC

Rv-TAACTTCGGTTTCCTCAAACAAC
Fw-GTGAATAAACTCTCGTGGCAAAC

Rv-CATGTAGATTTGCATTTCCAGTG

474

530

366

484

360

633

606

489

323

214

423

690

587

381

604

554

* Numero de acesso para as sequéncias EST no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)
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Para o delineamento dos primers foi utilizado o Programa
Primer3, os quais foram ajustados para a temperatura de anelamento
de 58 °C, e o tamanho dos fragmentos amplificados para as diferentes
EST variou de 214 a 690 pb (Tabela 3). Também foram avaliados os
genes associados a senescéncia floral (Senescence associated gene —
SAG) clonados no laboratorio para Hemerocalis sp. (Daylily), Ipomea
sp. (Ipomea), petunia e gérbera: SAG Daylily, SAG Daylily (2), SA4
Daylily, Cyp Ipomea, MT Petunia e SAG Gerb (JIANG et al. dados

ndo publicados).

Extracdo do RNA

As extragdes dos RNAs totais de cada uma das amostras para
os diferentes datas de coletas das corolas foram realizadas mediante a
maceracgao de 200 mg de corola de gérbera congelada (o que equivalia
a corola das quatro folhas do raio). A maceragdao foi realizada em
almofariz com nitrogénio liquido. Apds, cada uma das amostras foi
acondicionada em microtubos de 1,5 mL. Para a extra¢do utilizou-se a
metodologia do reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Aos microtubos com as amostras, sob capela de fluxo laminar,
foram adicionados 1000 pL de Trizol resfriado a 4 °C. Os microtubos
foram mantidos em temperatura ambiente por 3 min. Em seguida,
foram acrescentados 200 pL de cloroféormio gelado as amostras
invertendo-se os tubos gentilmente em temperatura ambiente por 10
minutos. Apods, foram centrifugadas por 15 min a 13.000 rpm a 4 °C.
Recuperou-se o sobrenadante, o qual foi transferido para um novo

tubo, e adicionado 500 pL de isopropanol gelado, invertendo-se o tubo
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algumas vezes para homogeneizar. Novamente, os tubos foram
centrifugados, durante 10 min a 13.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e ao pellet (precipitado) adicionado de 500 pL de etanol
75% (v/v) gelado. Em seguida, os microtubos foram centrifugados por
5 minutos em 13.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi eliminado,
deixando-se o precipitado secar em temperatura ambiente na capela de
fluxo laminar por 20 min e posteriormente adicionado de 100 pL de
Nuclease-free water (Ambion®™) para dissolver o pellet.

Para remover qualquer contamina¢do com DNA genomico, foi
realizado o tratamento com o Kit Turbo DNA-free™ (Ambion®)
utilizando-se as recomendagdes do fabricante. Procedeu-se entdo, com
a precipitacdo do RNA, para isso foram adicionados a cada uma das
amostras 10 pL. de Acetato de Sodio 3M e 250 pL etanol 75% (v/v)
gelado. Os tubos com as amostras foram centrifugados durante 15
minutos a 13.000 rpm a 4 °C, descartado o sobrenadante, adicionado
mais 500 pL de etanol 75% (v/v) gelado, centrifugando novamente
por 5 minutos a 13.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi eliminado,
deixando-se o precipitado secar em temperatura ambiente na capela de
fluxo laminar por 20 min e posteriormente adicionado de 20uL de

Nuclease-free water (Ambion™) para dissolver o pellet.
Avaliacdo da qualidade e quantidade do RNA extraido
A qualidade e concentracdo (quantidade) do RNA total

extraido foi verificada através de espectrofotometria e eletroforese em

gel de agarose.
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A quantificagdio do RNA total foi realizada em
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Nanodrop Technologies), mediu-
se a absorbancia em dois comprimentos de onda 260nm (A260nm) e
280nm (A280nm). A quantidade de RNA total presente nas solugdes
foi estimada em A260nm, e no comprimento de onda de 280nm
mediu-se a quantidade de polifendis das amostras. A pureza das
amostras foi medida pela razdo entre as leituras A260nm e
A280nm. Utilizou-se como branco (controle interno e auséncia de
RNA) Nuclease-free water (Ambi0n®).

A qualidade do RNA extraido foi observada através de
eletroforese em gel de agarose 1%, em tampao TAE 1x. Foi
adicionado ao gel, antes que este se solidificasse, 5 pL. do corante
Sybr Green (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

As amostras foram preparadas através da mistura de 5 pL de
Loading Buffer e 1 pL. de RNA, a qual foi aquecida por Smin a 65 °C.

A amostra foi colocada no gel e o mesmo foi submetido a
corrente de 100v por 20min.

As moléculas de RNAs foram visualizadas por meio de
coloragdo com Sybr Green em transiluminador-UV e fotografado e
analisado através do sistema de fotodocumentacdo computadorizado
para analise de gel (Kodak Digital Science 1D-EDAS 120). As
analises foram realizadas com trés repeticoes para cada tratamento

(estadio de senescéncia).

Sintese de cDNA
Para a sintese de cDNA utilizou-se o kit Super Script® III First
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen'", Carlsbad, CA,
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USA). A solugdo para sintese de cDNA foi preparada utilizando 1 pL
de RNA (na concentragao de 2 pg/ul), ao qual foi adicionado 9uL da
solugdo resultante da mistura de 1 pL de 10 mM de dNTP Mix (10
mM de cada [dATP, dTTP,dCTP e dGTP]), 0,8 puL de oligo dt (50
uM), random hexamers 0,2 pL e 7 pL de Nuclease-free water
(Ambion®™).

As amostras foram incubadas a 65 °C por 5 min em
termociclador. Apds esta etapa, adicionou-se a cada amostra, 10 pL
da solugdo constituida de 2 pL de tampado 10 x First-Strand; 4 pL de
MgCI* 25 uM; 2 uL de 0,IM de DTT (ditiotreitol) ¢ 1 pL de
RNaseOut™ (Recombinant RNase Inhibitor), 0,5 pL da
SuperScript™ III RT e 0,5 pL de Nuclease Free Water
(Invitrogen™). As amostras foram incubadas por 10 min a 25 °C, 50
min a temperatura de 50 °C. Em seguida, incubou-se por 5min a 85 °C,
e apds as amostras foram colocadas em banho de gelo e adicionado a
cada uma delas, 1 pL de RNase H (2U), incubando-se por 20min a
37°C.

Real Time PCR (RT-PCR) para 26S para normalizacdo das
amostras

Para corrigir as variacdes entre as amostras, foi realizado o
RT-PCR com os primers do gene constitutivo que codifica para RNA
ribossomal 26S. Cada amostra de cDNA obtida dos RNA totais
extraido nos diferentes estadios de senescéncias, selecionados
anteriormente, foi diluida na propor¢ao de 1:50, 1uL de cDNA em
50pL de Nuclease-free water (Ambion™). A solugio para o RT-PCR

foi preparada utilizando-se 9,5 pL Nuclease-free water (Ambion®),
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0,5 uL de 26S F-primer, 0,5 pL. de 26S R-primer, 2 pL de cDNA
(1/50cDNA) e 12,5 pL de “SYBR Green Master Mix”
(Invitrogen,Carlsbad, CA, USA). As reacdes foram feitas em
triplicatas.

As condicdes das reagdes para o Real Time PCR foram 50 °C
por 2 min, 95 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 s e
60 °C por 30 s, 72 °C por 5 min, 95 °C por 15 s, 60 °C por 30 s, e
95°C por 15 s, e os dados foram coletados na ultima fase (fase de
extensao).

Os produtos de amplificacdo obtidos foram identificados por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1% contendo tampao TAE
0,5 x, submetidos a corrente de 100V por 30 min, utilizando como
marcador de peso molecular DNA Ladder® 100 pb (Invitrogen™).
Os géis foram corados com Sybr Green (lpL.mL') e em
transiluminador-UV, foram fotografados e analisados através do
sistema de fotodocumentacdo computadorizado pela andlise de gel

(Kodak Digital Science 1D-EDAS 120).

PCR para amplificacdo dos cDNA obtidos para os diferentes

estadios de senescéncia de capitulos de gérbera

A reagdo de amplificacdo foi realizada para cada uma das 16
EST, para as quais foram delineados os primers apresentados na
Tabela 2, e também para os 6 genes associados a senescéncia floral
(SAG gerbera, SAG daylily (2), SAG daylily, SA4 daylily, MT
petinia, Cyp Ipomea), totalizando 22 genes candidatos avaliados.

Cada um destes 22 genes foram realizadas reagdes de PCR para cada
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um dos diferentes estadios de senescéncia do capitulo determinados
para este estudo.

A reagao foi composta de 1 pL de cDNA (cDNA
normalizados, obtidos para cada um dos estadios de senescéncia), 2.5
uL  de buffer (tampao), 0,5 uL Forward-primer (F-primer) do gene
alvo (10 uM), 0,5 pL Reverse-primer (R-primer) do gene alvo (10
uM), 25mM de dNTP Mix, 0,2 pL da enzima Taq DNA e Nuclease-
free water (Ambion®™) até completar o volume de 25 pL.

Esta solugdo foi preparada para cada um dos 10 estadios de
senescéncia do capitulo, para cada um dos 22 gene alvo, e para cada
uma das 3 repetigoes, totalizando 660 reagdes preparadas e avaliadas.

A reacdo PCR foi realizada em termociclador programado para
uma reagdo de amplificacdo com desnaturagdo inicial a 94 °C por 5
min. Em seguida, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s e 72°C
por 30 s, seguidos de uma extensao final por 10 min a 72 °C.

Os produtos de amplificagdo obtidos foram identificados por
meio de eletroforese em gel de agarose a 1% contendo tampao TAE
0,5 x, submetidos a corrente de 100V por 30min, utilizando como
marcador de peso molecular DNA Ladder® 100 pb (Invitrogen™).

Os géis foram corados com Sybr Green (IpL.mL") e em
transiluminador-UV, foram fotografados e analisados através do
sistema de fotodocumentacdo computadorizado pela andlise de gel
(Kodak Digital Science 1D-EDAS 120).

Avaliou-se a presenca e auséncia das bandas obtidas pela
amplificacdo, bem como a comparacao da intensidade destas para os
diferentes estadios de senescéncias para cada um dos genes candidatos

relacionados a senescéncia floral. A variacdo na intensidade das
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bandas, com o cDNA normalizado, significava um aumento da

expressao do gene candidato avaliado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de senescéncia da pétala ¢ considerado um
sindbnimo de morte programada da célula em plantas, envolvendo um
complexo conjunto de processos catabodlicos e de degradacdo de
macromoléculas em cascata, que culminam com a morte celular
(TROBACHER et al., 2006, VAN DOORN & WOLTERING, 2008).
A degradacao de macromoléculas em células senescentes ¢ devido ao
processo autofagico no vacuolo, degradacdo proteica nas
mitocondrias, nucleo e citoplasma, quebra de acidos graxos nos
peroxissomos ¢ degradacao de acidos nucleicos no nucleo (VAN
DOORN & WOLTERING, 2008). A maioria dos transcritos avaliados
neste estudo apresenta atividades relacionadas a degradacdo de
macromoléculas de acordo com relatos encontrados na literatura
(VAN DOORN & WOLTERING, 2008).

A senescéncia das pétalas tem sido classificada em trés tipos:
1- pétalas que mostram um rapido murchamento seguido de aumento
da producdo endogena de etileno, como ocorre em petinia
(WHITEHEAD et al., 1984) e hibisco (WOODSON et al., 1985); 2-
pétalas que murcham lentamente e flores que ndo apresentam aumento
significativo da producdo de etileno, como por exemplo,
Chrysanthemum, Narcissus (NICHOLS, 1966) e Zinnia elegans
(STIMART et al., 1983); 3- pétalas que apresentam sintomas de

abscisdo, sem murchamento, geralmente estimulada por etileno
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exogeno, como ocorrem em Digitalis purpurea (STEAD & MOORE,
1983), Antirrhium (FARNHAM et al., 1981) ¢ Delphinium (SHILLO
et al., 1980).

O acompanhamento da senescéncia do capitulo de gérbera no
presente experimento, permitiu observar um lento processo de
murchamento, de perda de turgescéncia das corolas da flor do raio de
gérbera, o qual se intensificou apds o estadio 9, sendo provavelmente
a gérbera classificada no grupo 2 de senescéncia da pétalas.

A Figura 4, apresenta uma flor do raio do estadio 9 e outra no
estadio 15 de senescéncia do capitulo, sendo possivel observar uma
reducdo na largura e um enrugamento devido a murcha, caracteristica
do processo de senescéncia, o que fortalece a hipotese de que gérbera
pertenca ao grupo 2, visto que no estddio 15, com visiveis sinais de
senescéncia, as flores permaneciam aderidas ao capitulo.

No entanto, para confirmar que a gérbera pertence ao grupo 2
de senescéncia, grupo em que as pétalas murcham lentamente e as
flores ndo apresentam aumento significativo da producdo de etileno,
testes para avaliar se ha a producdo de etileno deveriam ser realizados,
para descartar a possibilidade de a gérbera pertencer ao grupo 1 de
senescéncia das pétalas. Também ¢é necessario avaliar a aplicagdo
exogena de etileno para confirmar que a senescéncia do capitulo de

gérbera ndo ¢ afetada pela aplicagdo de etileno.
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Figura 4 — Aspecto das corolas da flores do raio no estadio 9 e 15
de senescéncia, respectivamente 9 e 15 dias apos a
inflorescéncia ter atingido o estddio comercial.

A estimativa da pureza dos RNAs totais obtidos em cada um
dos diferentes estadios de senescéncia apresentaram valores que
variaram, em média, de 1,78 a2,08. As médias da razdo espectral
mostram que amostras estavam com qualidade necessaria para a
sintese de cDNA e posterior amplificagdo por RT-PCR, visto que tal
razdo deve apresentar valores compreendidos entre o intervalo ja
mencionado. A integridade do RNA foi visualizada em gel de agarose
que mostrou que estes ndo estavam degradados.

Nas reacdes de RT-qPCR, para andlise de quantificacio
relativa é necessario utilizar um gene normalizador, que deve ser um
gene constitutivo e ndo variar diante das condi¢des experimentais,

como por exemplo, RNA18S, b-actina, gene ribossomal 268, os quais
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sdo utilizados para normalizar os dados da reagdo (WALL &
EDWARDS, 2002; BRUNNER et al., 2004). No presente experimento
utilizamos para a normalizagdo primers do gene 26s rRNA. A Figura 5
apresenta o perfil eletroforético dos cDNA obtidos para os diferentes
estadio de senescéncia para o gene 26s rRNA apos a normalizagao,
todos apresentando banda com as mesmas intensidades, o que torna
possivel a avaliagdo e comparagdo da expressao dos genes alvos deste

trabalhos através da comparagao da intensidade das bandas formadas.
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Figura 5 — Perfil eletroforético de PCR de cDNA normalizado,
obtido de RNA extraido de corolas de gérbera, em

diferentes estaddios de senescéncia do capitulo, para o
gene 26s rRNA.

Os transcritos avaliados neste trabalho foram selecionados de
acordo com Laitinen et al. (2007), por estarem expressos no estadio 9
do desenvolvimento do capitulo de gérbera e ndo nos estadio 7 e 8. No
entanto, observou se neste trabalho, que alguns deles j& estavam
expressos no estadio -4 de senescéncia do capitulo, estddio que
corresponde ao estadio 8 do desenvolvimento do capitulo de gérbera.

Das dezesseis etiquetas de sequéncias expressas € seis genes
associados a senescéncia avaliados, cinco ndo demostraram estar
relacionados especificadamente com a senescéncia das corolas de

gérbera, treze apresentaram uma aumento da expressdo com O
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avancar dos estadios de senescéncia, principalmente no estadio 15, e
quatro apresentaram uma diminui¢do na expressdo. Tais afirmagoes
sdo feitas baseadas na intensidade das bandas visualizadas no gel

(Figuras 6 a 13).

Figura 6 — Perfil eletroforético de PCR do actiimulo de
transcritos na corola de gérbera nos diferentes
estadios de senescéncia para sequéncias
expressas receptor do tipo proteina kinase
(Ger LRR), SMT 3 proteina tipo ubiquitina
(Ger Ubi) e para o gene SAG gerb.

A expressdo dos transcritos para as sequencias Ger-LRR

(receptor do tipo proteina kinase), Ger ubi (SMT3 proteina tipo
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ubiquitina) e Ger Apt2 (proteina contendo o dominio Apt 2), bem
como para os genes associados a senescéncia (SAG): MT petlnia e
SAG Daylily, clonado em Hemerocallis sp, ndo parece ser especifica
para a senescéncia de corolas de gérbera visto que a abundancia de
transcritos ndo mostra variagao entre os estagios iniciais de abertura do
capitulo e os estagios finais em que se observa as nitidas
caracteristicas de senescéncia na corola dos flores do raio do capitulo

de gérbera (Figura 6 ¢ 7).

Ger apt2

MT Petunia

100pb -4

SAG Daylily

Figura 7 - Perfil eletroforético de PCR do acumulo de transcritos de
cDNA na corola de gérbera nos diferentes estadios de
senescéncia para sequéncias ger Apt2 (proteina contendo o
dominio apt2) e os genes associados a senescéncia em
petiinia, MT Petunia, e em Hemerocallis sp., SAG Daylily.
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Analisando o perfil eletroforético para as diferentes sequéncias
expressas € genes avaliados, foi possivel observar uma variagdo na
expressao ao longo dos dez estadios de senescéncia para alguns destes
genes e sequéncias expressas avaliados. Apesar de nosso objetivo ser
identificar genes relacionados a senescéncia, principalmente nos
estadio mais avangados, compreendendo aqueles apds o capitulo
atingir o estadio comercial, também se avaliou a expressdo antes deste
estagio, para ver que genes atuam antes do processo inicial de
senescéncia. Tal informacdo pode ser importante para tentar melhor
compreender o processo de senescéncia e os fatores que interferem
neste processo.

Durante o processo de senescéncia das corolas de gérbera
observou-se que alguns genes apresentavam sua sua expressao
aumentada, enquanto para outros ocorria uma reducao da expressao.

A Figura 8, 9 e 10 apresentam a expressdo dos trancritos das
sequencias expressas Thiol protease (Ger thi pro), Subunidade 26S
proteosome atpase (Ger 26S prot), Enzima precursora do processo
vacuolar, Protease 1 (Ger protease), Beta-galactosidase (Ger B-gal) e
Putative cisteina protease (Ger Cys Pro), Ger Bel-1, Enzima
precursora do processo vacuolar (Ger vacuolar), Fator de transcri¢do
bHLH para GBOF-1 (Ger bHLHI), Inibidor da cisteina ptoteinase
(Ger Inhibit Cys), subunidade A do fator de transcrigdo que se liga ao
CCAAT (CBF-A) (Ger CCAAT), e a expressdo para os genes
associado a senescéncia SAG Daylily (2) e SAG gerbera.
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Ger thi pro

Figura 8 — Perfil eletroforético de PCR do actimulo de transcritos na
corola de gérbera nos diferentes estddios de senescéncia
para sequéncias expressas da Thiol protease (Ger thi
pro), 26S proteasome ATPase subunit (Ger 26S prot) e o

gene SAG Daylily (2).
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Figura 9 - Perfil eletroforético de PCR do
acumulo de transcritos na corola de
gérbera nos diferentes estadios de
senescéncia para sequéncias
expressas da Protease 1 (Ger
protease), Beta-galactosidase (Ger
B-gal), Putative cisteina proteinase
(Ger Cys Prot) e Ger-Bel 1.
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Figura 10 - Perfil eletroforético de PCR do aciimulo de transcritos na
corola de gérbera nos diferentes estddios de senescéncia
para sequéncias expressas da Enzima precursora do
processo vacuolar (Ger vacuolar), Fator de transcri¢ao
bHLH para GBOF-1 (Ger bHLHI), Inibidor da cisteina
proteinase (Ger Inhibit Cys) e CCAAT-binding
transcription factor subunit A (CBF-A) (Ger CCAAT).
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Analisando as Figuras 8, 9 e 10, ¢ possivel constatar que todas
apresentam uma alta expressao no estadio 15, ou seja 15 dias apds o
estadio comercial. Apesar deste aumento do niumero de transcritos na
corola do ultimo estadio 15 de senescéncia, tais transcritos ndo sdo
especificos para a senescéncia da corola, visto que ¢ possivel detectar
tais transcritos mesmo nas fases iniciais do desenvolvimento do
capitulo, apesar de em menores niveis.

Durante o processo de senescéncia, enzimas proteoliticas,
como as proteases € cisteina proteinases, para quais se observaram um
aumento de expressao neste estudo, degradam proteinas pela hidrélise
de ligacdes peptidicas, sendo este, um dos processos mais bem
caracterizados envolvido com a morte celular em plantas (BEERS et
al., 2000). Entre todas proteases, as cisteina proteases sao a mais
frequentes e melhor caracterizadas, e devido ao seu papel tem sido
clonadas e observado alta expressdo em pétalas petunias (JONES et
al., 2005), Alstroeméria (WAGSTAFF et al., 2002), narciso
(HUNTER et al., 2002).

Estudos tém indicado que a senescéncia floral ¢ acompanhada
pelo aumento de atividades hidroliticas, atividades da ATPase, da
celulase, poligalacturonase e Beta-galactosidase em pétalas
senescentes de Daylily. Para o gene da Beta-galactosidase, também foi
verificado um aumento da expressio nos estddios finais da
senescéncia em nossos estudos.

Outros transcritos que também tiveram uma maior expressao
nos estagios avangados da senescéncia floral foram a cisteina protease,
enzima do processo vacuolar, subtilisina e serine carboxipeptidases, os

quais também ja foram identificados em narciso (HUNTER et al.,



118

2002), planta que também apresenta o processos de senescéncia
independente do etileno, assim como gérbera. Tal fato indicando que
tais transcritos, possivelmente tém um importante papel no processo
de senescéncia, devendo ser melhor investigado em estudos futuros.

A Figura 11 também mostra uma alta expressao no estadio 15
para o transcrito Ger WD, a qual pode estar relacionada ao fato de
neste estadio a corola estar num avangado estadio de senescéncia,
podendo o Ger WD estar atuando tanto no controle do ciclo celular
quanto apoptose (EBIL, 2012), no entanto estudos devem ser realizados
de maneira a avaliar melhor o aumento de expressdo com outras

técnicas como RT-PCR.

. GerWDPCR . - =

Figura 11 — Perfil eletroforético de PCR de ¢cDNA normalizado
para proteina semelhante a WD repetitiva (Ger WD),
obtido de RNA extraido de corolas de gérbera, em
diferentes estadios de senescéncia.

O gene associado a senescéncia Cyp Ipomea foi o que
apresentou um padrdo de expressdo mais relacionado ao processo de
senescéncia floral de gérbera, visto que a abundancia de seus
transcritos tornaram-se mais evidentes no estadio de senescéncia 3,
correspondente ao terceiro dia apds o capitulo atingir o estadio
comercial, e foram aumentando até o estadio 15, onde as corolas

mostravam visiveis sinais de senescéncia, murcha das pétalas.
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Figura 12 — Perfil eletroforético de PCR de ¢cDNA normalizado
para o gene Cyp Ipomea, obtido de RNA extraido de

corolas de gérbera, nos diferentes estadios de
senescéncia.

Os gene Ger-sub pro, Ger ser. Carboxyp., € SA4 Daylily que

apresentaram uma redu¢ao da expressao (Figura 13).

100bp

Ger ser. Carboxyp.

SA4 Daylily

Figura 13 - Perfil eletroforético de PCR da expressdo de
transcritos na corola de gérbera nos diferentes
estadios de senescéncia para as sequéncias
expressas: proteina semelhante a subtilin
proteinase (Ger sub pro), Putative serine
carboxypeptidase (Ger ser. Carboxyp.), € 0 gene
associado a senescéncia flora SA4 Daylily.
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O nivel de abundancia dos transcritos para Ger sub pro, SA4
Daylily e Ger ser carboxipeptidase praticamente desapareceu antes
mesmo de o capitulo atingir o estadio comercial, com exce¢do do Ger
sub pro, proteina semelhante a subtilin proteinase, em que nos estadios
mais avancados da senescéncia foi possivel detectar seus transcritos.
Tal padrao de expressao se assemelha ao encontrado por Sugawara et
al. (2002). Estes autores clonaram um gene inibidor de cisteina
protease que expressava-se abundantemente em pétalas no estagio em
que a flor de cravo estava completamente aberta e que declinava a
expressao durante a senescéncia. Devido a este comportamento de
expressdo, este gene foi considerado pelos autores como apresentando
uma importante fun¢do na regulacdo da senescéncia das pétalas por
ajuste fino da expressdo de diferentes cisteina proteases. Assim, tais
transcritos devem ser melhor analisados para detectar possivel relacao
destes com o processo que desencadeia a senescéncia floral.

A anédlise do perfil de transcritos sdo requisitos indispensaveis
para entender o funcionamento de células, 6rgaos e da planta inteira.
As fungdes dos genes analisados foram atribuidas por similaridade
com proteinas cujas sequéncias encontram-se em bancos de dados e na
literatura. Assim, os dados apresentados refletem as taxas de
expressao dos niveis relativos dos transcritos de genes individuais, ndo
fornecendo indicacdes dos mecanismos de regulacdo ou da presenca
do produto final, a proteina expressa.

A identificagdo destes transcritos e genes com expressao
aumentada ou reduzida, serd util para estudos para a identificacdo e
analise de genes associados a senescéncia floral de gérbera, bem como

podem ser uteis em futuros estudos visando o entendimento dos
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mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares de regulacdo da
senescéncia floral.

As informagdes geradas nesse trabalho, poderdo servir como
base para estudos futuros avaliando o padrdo de interagdo entre as
proteinas decodificadas por SAGs que auxiliaram na elucidagdo do
efeito cascata de sinalizacdo no mecanismo de senescéncia floral, e
também no entendimento de como os estimulos externos e internos
atuam neste processo.

O gene associado a senescéncia floral SA4 Daylily parece estar
envolvido a algum mecanismo que desencadeia o processo de
senescéncia floral em gérbera, visto que sua expressdo estd limitada
aos dois estadios anteriores ao estadio final da organogénese. No
entanto, estudos mais especificos devem ser realizados para testar tal

hipotese.

CONCLUSAO

A avaliagdo da expressao em corolas de gérbera dos transcritos
e genes associados a senescéncia floral permitiram identificar 13
genes que possivelmente estejam envolvidos com o processo de
senescéncia floral de gérbera. Destes, cinco, a saber Ger protease, Ger
B-gal, Ger Cys prot, Ger WD, ¢ SAG gene Cyp Ipomea, sdo
promissores para futuros estudos por ja terem sido relatados em outras

espécies como envolvidos no processo de senescéncia.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DO USO DA TECNICA DE SILENCIAMENTO
GENICO POR INDUCAO VIRAL EM GERBERA

RESUMO - Objetivou-se neste trabalho avaliar a eficiéncia da
metodologia de silenciamento génico por indugdo viral (VIGS- virus
inducing gene silencing) em gérbera utilizando como vetor viral TRV,
visando a utilizacdo desta em futuros estudos de identificacdo e funcao
génica nesta espécie. Neste estudo foram utilizadas duas variedades
de gérbera, as quais foram submetidas a dois experimentos. O
primeiro experimento consistiu da avaliacdo da eficacia de trés
métodos de inoculagdo, aplicagdo de vacuo, injecdo no rizoma e
injecdo nas nervuras e peciolo da folha, do meio de infiltragdo para
VIGS em gérbera; e o segundo, da avaliacdo de duas diferentes
concentragdes do meio de infiltracdo na densidade optica de 2.0 e 3.0.
Construgdes virais pTRV1, pTRV2 e pTRV2 Phytoene desaturase
(PDS) foram transformadas independentemente em Agrobacterium
tumefaciens cepa GV3101 por eletroporag@o. A avaliag@o consistiu da
visualizacdo do sintoma de fotobranqueamento nas folhas causados
pelo silenciamento do gene PDS, que cataliza a biossintese de
carotenoides, e se o sintoma de fotobranqueamento era completo ou
variegado. Nao foi observado o fenétipo do fotobranqueamento em
gérbera para os diferentes métodos de inoculagdo testados. Apenas
para o experimento 2, quando realizou-se a inoculagdo por cinco
semanas consecutivas, da solu¢do de infiltracio de 3.0 O.D, foi

observado o fotobranqueamento variegado para ambas as variedades
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utilizadas. E possivel utilizar o vetor viral TRV para VIGS em
gérbera, no entanto, sdo necessarios mais estudos avaliando os
diferentes fatores, genotipo, temperatura, tempo e numero de
repeti¢des de inoculagdo, ou até mesmo a utilizacdo de um outro vetor
viral, de forma a aprimorar a técnica para se ter um silenciamento

génico mais efetivo.

Palavras-chaves: Gerbera hybrida Hort.,, engenharia genética,

determinagdo da funcdo genica, TRV
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EVALUATION OF VIRUS-INDUCED GENE SILENCING
METHODOLOGY IN GERBERA

ABSTRACT - This study evaluated VIGS methodology in gerbera
using the viral vetor TRV to identificate and study the gene function
in gerbera. Two gerbera varieties were used in two experiments. The
first one, the effectiveness of three inoculation methods, vacuum
application, rhizome injection and petiole and leaf vein injection were
evaluated, and in the second one, it was tested two concentrations of
infiltration medium and optical density 2.0 and 3.0. The viral
constructions pTRV1, pTRV2 and pTRV2 Phytoene desaturase (PDS)
were transformed independently into Agrobacteium tumefaciens strain
GV3101 by electroporation. The evaluations consisted of viewing of
photobleanching phenotype in leaves caused by PDS gene silence,
gene which is involved in the carotenoids biosynthesis and check if
the phenotype was complete or variegated. The photobleanching
phenotype was not observed in the different methods of inoculation
tested. Only for the experiment 2, when the inoculation was held for
five weeks, and the concentration of the medium infiltration was 3.0
O.D it was possible to observe the variegated photobleanching
phenotype for both gerbera varieties. It is possible use the TRV vector
viral for VIGS methodology in gerbera, however more studies should
be carried out to evaluate the genotype, temperature, inoculation time
and number, or even the use of another vector virus in order to
improve the VIGS technique to have a more effective gene silencing.

Key words: Gerbera hybrida Hort., genetic engeneering, gene
function determination, TRV
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INTRODUCAO

A técnica de silenciamento génico induzido por virus (VIGS)
consiste na supressio da expressio de genes. E uma técnica
desenvolvida recentemente, baseada no mecanismo natural de defesa
da planta no qual a replicacao viral sofre supressao, e que vem sendo
amplamente utilizada para estudos da expressdo e caracterizagdo da
funcao de genes em plantas (BURCH-SMITH, et al., 2004; JEONG et
al., 2005; SHAO et al., 2008).

VIGS vem se tornando uma técnica promissora por ser um
método rapido, que possibilita a visualizagdo do fendtipo do gene
silenciado entre duas a quatro semanas apds a inoculacdo, além de
permitir que a avaliagdo seja realizada no fenotipo maduro evitando a
necessidade dos demorados processos de transformagdo genética da
planta e regeneragdo, e devido ao fato de a construcdo poder ser
facilmente gerada pela clonagem direta dentro do vetor viral sem
envolver sequéncias invertidas (LU et al.,, 2003). Além destas
vantagens, a metodologia permite analisar genes que possuem um
fendtipo letal uma vez que esse sistema ¢ aplicado em plantas adultas
ndo havendo morte do embrido como ocorre em sistemas de
mutagénese insercional (BAULCOMBE, 2004; JIANG et al., 2005,
GODGE et al., 2008).

Para a obtenc¢ao de VIGS, um fragmento do gene de interesse é
inserido em um vetor viral, em substituicdo a genes dispensdveis a
infeccdo sistémica. Este vetor modificado, ao ser inoculado na planta,
fard com que o fragmento de interesse seja replicado e disseminado

pela planta como parte do virus recombinante. Iniciado o processo de
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silenciamento, 0 mRNA enddgeno, correspondente ao fragmento
transportado pelo vetor viral, ¢ degradado via silenciamento de RNA
(BAULCOMBE, 1999; LU et al.; 2003).

Os vetores virais para VIGS vem sendo frequentemente
empregados em estudos de genética reversa, sendo promissores para
plantas dificeis de serem transformadas desde que estas sejam
suscetiveis a infeccdo viral (ROBERTSON, 2004; GODGE et al.,
2008).

Intimeros genomas virais ja foram manipulados para utilizagao
como vetores para VIGS. Os mais utilizados incluem virus de RNA,
como o potexvirus Potato virus X (PVX) (CHAPMAN et al., 1992) e
os tobravirus Tobacco rattle virus (TRV) (RATCLIFF et al., 2001,
JIANG et al., 2005) e Pea early browning virus (PEBV)
(CONSTATIN et al.,, 2004), ou de DNA, como os begomovirus
Tomato rugose mosaic virus (ToRMW), Tomato golden mosaic virus
(TGMV) (KJEMTRUP et al., 1998), Cabbage leaf curl virus
(CbLCV) (TURNAGE et al., 2002) e African cassava mosaic virus
(ACMV) (FOFANA et al., 2004). No entanto, os sintomas causados
pela infec¢do viral podem interferir com a interpretagdo do fenotipo
resultante do silenciamento do gene que ele carrega.

Entre os vetores para VIGS, o baseado no Tobacco rattle virus
(TRV) ¢ o mais proeminente, por apresentar uma ampla gama de
hospedeiro, incluindo gérbera, e por conseguir se disseminar
vigorosamente por toda a planta, incluindo o tecido meristematico.
Outra fator citado € que os sintomas induzidos pela doenga sdo mais
suaves em comparacdo com os outros virus (GOSSELE et al., 2002;

LIU et al., 2002; RATCLIFF et al., 2001).
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O vetor TRV tem sido utilizado para silenciar genes endogenos
de varias solanaceas, incluindo o género Nicotiana (ABBINK et al.,
2002; LIU et al., 2002; RATCLIFF et al., 2001), Capsicum (CHUNG
et al., 2004; RYU et al., 2004), Solanum (BRIGNETI et al., 2004),
Lycopersicon (LIU et al, 2002; VALENTINE et al., 2004) e Petunia
(CHEN et al., 2004; RYU et al., 2004)., bem como em Arabidopsis
(VALENTINE et al., 2004).

Para a eficiéncia da metodologia VIGS, além da necessidade
de se ter um vetor capaz de se disseminar pela planta, ¢ necessario
durante a otimizacdo da técnica a utilizagdo de genes marcadores que
permitam a rapida e eficaz visualizagdo do silenciamento. Segundo
Godge et al. (2008), alguns genes sdo comumente utilizados como
indicadores do silenciamento génico nos diversos tecidos de plantas,
entre eles o fitoene dessaturase (PDS) e proteina verde fluorescente
(GFP). O gene que codifica a proteina fitoene dessaturase vem sendo
muito utilizado para avaliar a capacidade da indugdo de VIGS por
vetores virais pois, uma vez silenciado, ¢ observado nas plantas o
surgimento de sintomas de fotobranqueamento e nanismo. Assim, o
gene PDS ¢ um 6timo indicador de silenciamento génico no tecido
foliar, pois apresenta fun¢do conhecida e um fenétipo de mutacdo de
facil percepcao (LIU et al., 2002; JEONG et al., 2005; SHAO et al.,
2008).

Outros fatores, como o método de inoculacdo, o estdgio de
desenvolvimento da planta a ser utilizada nos experimentos, a
concentragdo da solugdo de infiltragdo com Agrobacterium, ¢ o espago
para as raizes desenvolverem-se, podem afetar a eficiéncia da VIGS

(ROBERTSON, 2004; WANG et al., 2006).
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Por todas estas vantagens oferecidas pela técnica, ela parece
promissora para ser utilizada em gérbera, espécie ornamental de alto
valor comercial, e que também vem sendo amplamente utilizada como
planta modelo para estudos genéticos e moleculares, de
desenvolvimento floral e metabolismo secundarios, sendo necessaria a
adequacao desta técnica para a utilizacao nesta espécie.

Para estudos de expressdo génica, as técnicas mais utilizadas
sao as da genética reversa e experimentos de perda-de-fungao,
silenciamento génico. Em gérbera, para viabilizar estudos da
expressdo génica relacionada ao desenvolvimento floral, e de
identificacdo e determinacdo da fungdo génica de sequéncias
expressas disponiveis em bancos genéticos, faz-se necessario o uso de
uma técnica rapida e nao onerosa para se avaliar estes genes. No
entanto, para a utilizagdo desta técnica em gérbera, ¢ necessario
adequa-la para o emprego nesta espécie e também para que seja
realizada em planta adulta, visto que a maioria dos trabalhos
realizados utilizam plantas jovem e plantulas, e também identificar
genotipos que respondam de maneira eficiente a metodologia.

Em Gerbera hybrida, Deng (2007) usando os vetores virais de
TRV disponiveis, ndo obtiveram sucesso no silenciamento devido a
dificuldade da movimentacdo do TRV RNA2, que ¢ o vetor que
carrega a sequéncia do gene alvo. J& em outro trabalho, Deng et al
(2011), utilizando a metodologia VIGS para Gerbera hybrida, testou
21 diferentes genotipos, apenas seis mostraram-se sensiveis, e foram
selecionadas para estudos futuros. Entre as metodologias por eles
testadas tem-se a inoculagdo a vacuo que mostrou-se mais eficiente

para tecidos foliares, e, a inoculagcdo com ferimento no escapo para
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induzir o silenciamento em flores. Os autores apenas afirmam, em um
resumo de congresso, que o silenciamento do gene fitoene dessaturase
e chalcone sintase induziu os sintomas tipicos da ndo expressao destes
genes, mas ndo apresentam fotos e nem avaliacdes comprovando os
dados obtidos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da
metodologia VIGS em gérbera utilizando como vetor viral TRV, para
futuramente ser utilizada em estudos de identificagdo e fungdo génica

nesta espécie.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado no periodo de outubro

2010 a margo de 2011, no Louis Mann Laboratory (Figura 1), na

Universidade da Califérnia, no Campus localizado na cidade de Davis/

EUA.

Figura 1 — Vista externa do Louis Mann Laoraory, Universidade da
California, Davis/ EUA, onde os experimentos de VIGS
foram desenvolvidos em gérbera.
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Material Vegetal

Duas variedades de gérbera denominada V1 e V2 (Figura 2),
doadas por um produtor comercial de gérberas da California/EUA

foram utilizadas neste experimento.

Figura 2 — Aspecto dos capitulos das variedades V1 e V2
utilizadas neste experimento.

De cada variedade foram recebidos cinco plantas. Como a
gérbera desenvolve-se em touceira, as plantas foram divididas de
forma a se obter as repeti¢des necessarias. Os clones obtidos através
da divisao de touceira foram padronizados, apresentando 10 cm de
parte radicial, e duas folhas completamente expandidas na parte aérea,

e constituiram nossa unidade experimental.

Construcdo do plasmidio e preparo do vetor viral

O gene utilizado para avaliar a eficiéncia da técnica VIGS em
gérbera foi o Phytoene desaturase, selecionado devido a ser uma
marcador visual pois quando silenciado a planta apresenta o
fotobranqueamente. Um fragmento de 520 pb do gene PDS foi

amplificado de folhas de gérbera utilizando primers 5’-
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GGTGGAAAG(g/a)T(a/g/t)\GCTGC(a/t/c)TGG-3° e 5’-
GCCAT(t/c)TT(g/a/t)GAAC C ATG(t/c)TT(t/c)TCCTG- 3’. O
produto obtido foi clonado no pGEM-T (Promega) para amplificacao,
sequenciamento e clonagem. O fragmento de cDNA do gene PDS foi
excisado do plasmidio mediante digestdio com EcoRI, e apos
subclonado em pTRV2 para obter o pTRV2 PDS. As construgdes
virais, utilizando o vetor viral Tobacco rattle virus, dos vetores
pTRVI1 e pTRV2 (Figura 3) foram cedidas pelo o Dr. Dinesh-Kumar
da Yale University, New Haven, EUA.

gRNA1
LB RB

gRNA2

LB RB

MCS

Figura 3 — Esquema das constru¢des do vetor viral Tobacco
rattle virus. O vetor para VIGS-TRV compreende
dois plasmideos que codificam os RNAs virais
RNA1 e RNA2. Em detalhe, os flanco da regido
codificadoras do promotor constitutivo (2X35S) e
o terminador (NOSt) e o sitio (local) de multipla
clonagem (MCS) que permite a insercao do
fragmento do gene de interesse no RNAZ2.
Designagdes génicas: 134K e 194K, replicases;
MP proteina de movimento; RZ ribozima de auto-
clivagem, e CP coat protein (Fonte: REID et al.,
2009).
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Infeccdo mediada por Agrobacterium

As construgoes pTRV1 (RNAT), pTRV2 (RNA2) e pTRV2
PDS foram transformadas independentemente em Agrobacterium
tumefaciens cepa GV3101 por eletroporagdo. A bacteria transformada
com pTRV1, pTRV2 e pTRV2 PDS for foi cultivada overnight, sob
agitacdo, na temperatura de 29 °C no escuro, em 4 mL do meio LB
com 40 mg. L''de canamicina, 20 mg. L' de gentamicina, 10 mM
MES e 10 uM acetosyringnone. Apos o crescimento bacteriano, nas
condicdes acima descrita, as bactérias foram colocadas para crescer
novamente no mesmo meio e condigdes, porém desta vez, em 500 mL.
Transcorrido o tempo crescimento (cultivo), foi avaliada a
concentracdo da solucdo em espectrofotometro, a solugdo foi
centrifugada a 3000 rpm por 15 min, para obten¢ao do pellet o qual foi
ressuspendido no Meio de Infiltracao (10 mM MES, 10 mM MgCl, e
150 uM acetosyringnone) de forma a se obter a concentracao final de
2.0 OD (densidade optica). O meio de infiltragdo foi adicionado ao
pellet e o mesmo foi homogeneizado em agitador, em temperatura
ambiente por 4 horas.

Para preparar a solucdo a ser utilizada na infiltragdo, foi
misturado na propor¢do de 1:1 a solucdo do meio de infiltragdo com
pellet da Agrobacterium contendo o pTRV1 com a solugdo contendo o
pTRV2, ou o pTRV2 PDS.

O material, construcdo e preparo do meio de infiltragdo acima
descrito, foram utilizados para os dois experimento realizados com

VIGS:
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1 — Avaliagdo da eficacia de diferentes métodos de inoculacdo da
Agrobacterium para VIGS em gérbera;
2 — Avaliagao de diferentes concentragdes do meio de infiltragdo para

otimizar a técnica VIGS em gérbera.

Experimento 1: Avaliacdo da eficacia de diferentes métodos de
inoculacdo da Agrobacterium para VIGS em gérbera

Apds a padronizagdo, as plantas foram submetidas aos
seguintes tratamentos de inoculagdo:
1) Infiltragdo a vacuo: os clones foram colocados em um frasco com a
solucdo, ficando a raiz submersa nesta solu¢ao de infiltragcdo. Uma dos
solucdes de infiltragdo com Agrobacterium com pTRV1 + pTRV2, e
outra solugdo da Agrobacterium com pTRV1 + pTRV2 PDS, e apos
colocadas na camara de vacuo, foi aplicado véacuo até que fosse
possivel observar que a solugdo havia alcancado a lamina foliar

(Figura 4A);

2) Infiltragdo no rizoma de gérbera: foi realizado um pequeno corte
perto da regido meristematica e injetado com uma seringa com agulha

2 mL as diferentes solucoes de infiltragao.

3) Infiltracdo nas nervuras da folha e peciolo da folha: uma das folhas
foi cortada, deixando-se aproximadamente 3cm de peciolo, no qual foi
injetada 0.6 mL da solucdo (Figura 4B) e mais 0,3 mL injetado na
base do peciolo das outras duas folhas nido cortadas. Também foi

injetado em cada folha, 0,4 mL do meio de infiltracdo, distribuido de



134

forma aleatdria nas nervuras das folhas (Figura 4C), totalizando 2 mL

de solugdo por planta.

Figura 4 — Diferentes formas de infiltracdo contendo a
Agrobacterium carregando os vetores virais testadas
para VIGS em gérbera. (A) Infiltragdo a vacuo; (B) e (C)
infiltragdo por injecdo da solugdo (B) no peciolo e (C)
na nervura.

Para cada um dos diferentes tratamentos de inoculacao foram
utilizados o meio de infiltragdo com a Agrobacterium contendo o
pTRV1 e pTRV2 com o gene PDS inserido, e como controle foram
utilizados o meio de infiltracgdo com pTRVI e pTRV2 e agua
destilada. A concentragao final do meio de infiltragdo com a
Agrobacterium transformada foi um O.D 2.0. O experimento
constituiu de trés métodos de inoculagdo, duas variedades de gérbera,
trés diferentes solugdes e trés repeticdes. A unidade experimental foi
uma planta. Para as solugdes controle, meio de infiltragdo com
pTRV1/pTRV2 e 4gua destilada, o nimero de repeticdes foi reduzido

para duas, totalizando 42 plantas a serem avaliadas.
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Apds terem sido submetidos aos diferentes tipos de
tratamentos, as plantas foram cultivadas na camara de crescimento
com temperatura 20 °C e fotoperiodo 16h luz/8h escuro.

As plantas foram avaliadas semanalmente durante 50 dias. A
avaliacdo consistiu da visualizacao do sintoma de fotobranqueamento
nas folhas causados pelo silenciamento do gene PDS, e se o sintoma

de fotobranqueamento era completo (em toda a folha) ou variegado.

Experimento 2: Avaliacdo de diferentes concentracdes do meio de

infiltracdo para otimizar a técnica VIGS em gérbera.

O material vegetal utilizado neste experimento foi o mesmo
descrito anteriormente, no entanto neste experimento as plantas
apresentavam trés folhas completamente expandidas. Uma destas
folhas foi cortada, deixando-se aproximadamente 3 cm do peciolo
desta folha, para realizar a inoculacdo do meio de infiltragdo no
peciolo com auxilio de uma seringa, sendo apds o tratamento
protegida com parafilme.

O método de inoculagdo utilizado foi o método de inoculagdo
trés descrito no experimento 1. A distribuicao dos 2 mL de solugdo se
deu da seguinte forma: 0,6 mL injetados no peciolo da folha cortada e
mais 0,3 mL injetado na base do peciolo das outras duas folhas nao
cortadas. Também foi injetado em cada folha, 0,4 mL do meio de
infiltracdo, distribuido de forma aleatéria nas nervuras das folhas.

O tratamento consistiu de duas diferentes concentragdes do
meio de infiltragdo com Agrobacterium contendo o pTRV1 e pTRV2

PDS, uma solugdo com O.D 2.0 e outra com O.D 3.0, e como controle
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o meio de infiltragdo com pTRVI1 e pTRV2 e agua destilada. O
numero de repeticdoes foi de quatro plantas, totalizando 32 plantas a
serem avaliadas.

Apds terem sido submetidas aos diferentes tipos de
tratamentos, as plantas foram cultivadas na cdmara de crescimento
com temperatura de 18 °C e fotoperiodo 16h luz/8h escuro.

As plantas foram avaliadas semanalmente durante um més. A
avaliacdo consistiu da visualizacdo do sintoma de fotobranqueamento
nas folhas causado pelo silenciamento do gene PDS, e se o sintoma de
fotobranqueamento era completo (em toda a folha) ou variegado.

ApoOs a ultima avaliagdo aos 30 dias, o procedimento de
inoculagdo foi repetido semanalmente por 5 semanas. A avaliagdo da
visualizacdo do sintoma de fotobranqueamento, permaneceu sendo

realizada semanalmente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 - Avaliacdo da eficacia de diferentes metodos de
inoculacdo da Agrobacterium para VIGS em gérbera

Nao foi possivel realizar o tratamento 2, injecdo da solucdo
(meio) de infiltragdo no rizoma de gérbera, devido a consisténcia
rigida do rizoma que ndo permitia a inje¢dao da solucdo, ocasionando

quebra e bloqueio (entupimento) da agulha (Figura 5).
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Figura 5 — Apecto do material vegetal das
variedades V1 e V2, que seriam
utilizadas no método de inoculagdo
mediante a injecdo da solugdo de
infiltragdo no rizoma de gérbera.
Davis/EUA, 2010-2011.

A Figura 6 mostra as plantas de gérbera utilizadas no
experimento 1, na avalia¢do dos cinquenta dias ap6s o tratamento, ndo
demostrando o sinais de fotobranqueamento, que seria visualizado se
as técnicas de inoculacdo tivessem sido eficientes para provocar o
silenciamento do gene Phytoene desaturase, gene responsavel pela
biossintese de carotendides, molécula que atua na protegdo da
molécula de clorofila. Assim, quando o gene PDS ¢ silenciado a

molécula de clorofila ¢ degradada e se observa na folha o

fotobranqueamento.
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Figura 6 — Aspecto das plantas submetidas aos diferentes métodos de
inoculagdo na avaliacdo dos 50 dias. (A) inoculagao
através de vacuo nas variedades 1; (B) inoculacdo através
de vacuo nas variedades 2; (C) inoculagdo através da
injecdo da solugdo de infiltragdo no peciolo e nervuras na
variedade 1 e (D) inoculagdo através da inje¢ao da solucao
de infiltracio no peciolo e nervuras na variedade 2.
Davis/EUA, 2010-2011.

Foi possivel observar que nas plantas em que se utilizou o
método de inoculagdo a vacuo, que estas apresentaram, visualmente,
um menor desenvolvimento do que aquelas submetidas ao método de
inoculagdo pela injecdo, tanto que nestas Ultimas foi possivel até o
desenvolvimento de flores. A metodologia de inje¢do da solucdo de
infiltragdo com seringa e agulha mostrou-se mais adequada para a
aplicacao da técnica VIGS em gérbera adulta, visto que permitiu o

desenvolvimento normal das plantas, o que ¢ necessario para a
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eficacia da técnica pois ¢ necessario um equilibrio entre a planta e o
virus. Gould & Kramer (2007) obtiveram um maior sucesso utilizando
a técnica de inje¢do para a inoculacdo do que quando utilizado vacuo
em plantas adultas de Aquilegia.

Neste experimento, utilizou-se a metodologia corriqueiramente
utilizada no laboratério Petinias, vetor viral TRV, concentracdo da
solugdo de infiltragdo O.D 2.0, e para as condigdes de crescimento a
temperatura 20 °C e fotoperiodo 16h luz/8h escuro. Com tal
procedimento, ndo se obteve sucesso no silenciamento génico em
gérbera, pois ndo foi constatado o fendtipo do fotobranqueamento

esperado com o uso do gene PDS.

Experimento 2 - Avaliagdo de diferentes concentracées do meio de
infiltracdo para otimizar a técnica VIGS em gérbera

No experimento 2, em que se avaliou o efeito de duas
diferentes concentragdes da solucao de infiltragcdo, O.D 2.0 e 3.0, ndo
foi observada na avaliagdo aos 30 dias o fendtipo do
fotobranqueamento para ambos os tratamentos (Figura 7).

Um fator que pode ter dificultado a visualizacdo do fenotipo
do silenciamento pode ter sido a idade da planta. Neste experimento
foi utilizado planta adulta, pois tal metodologia tem sido utilizada no
laboratorio e com Otimos resultados em plantulas de petania.
Inclusive, a solugdo de infiltracdo preparada para ser utilizada em
gérbera, também foi aplicada em plantulas de petunia com quatro
folhas, e mostrou-se eficiente, sendo observado o fenotipo do
fotobranqueamento entre os 15 a 21 dias ap6s a inoculag@o (dados nao

apresentados).
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Figura 7 — Avaliacdo aos 30 dias da visualizagdo do
fotobranqueamento em folhas de gérbera submetidas
a diferentes concentragdes do meio de infiltracdo. (A)
variedade 1 nos controle (4dgua destilada e
TRVI(RNA1)/TRV2(RNA2) e TRV1/TRV2-PDS em
diferentes concentragdes, (B) variedade 2 nos controle
(dgua destilada e TRVI(RNAI)/TRV2(RNA2) e
TRVI1/TRV2-PDS em diferentes concentragoes.
Davis/EUA, 2010-2011.

No referido experimento, devido a ndo visualizagdo do
fenotipo nas quatro semanas seguintes a inoculagdo, tempo indicado
pela literatura como suficiente para se observar o silenciamento,
optou-se por continuar realizando a inoculagdo semanalmente nestas
plantas, por mais 5 semanas, para verificar se a ndo visualizagdo era
devida a baixa concentragado viral, o que totalizou seis aplicagoes.

A inoculacdo semanalmente permitiu a visualizagdo do
fenotipo do fotobranqueamento, o que nao foi observado com uma
unica inoculagdo. Este comportamento, pode estar relacionado ao fato
de se estar empregando plantas adultas. Gould & Kramer (2007)
também utilizaram intervalos semanais, por cinco a seis semanas em
Aquilegia vulgaris utilizando o meio de infiltragdo com O.D 2.0, e

relataram ter tido um maior sucesso no silenciamento quando utilizado
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a inoculagdo por injecdo da solugdo do que quando utilizou-se o
vacuo.

Transcorrido 21 dias ap6s a quinta inoculacdo, foi possivel
visualizar em ambas as variedades, V1 e V2, o fenotipo do
fotobranqueamento (Figura 8) que permaneceu visivel por dois meses,
quando utilizada a concentracao da solucdo de infiltragdo de 3.0 O.D.
Para ambas as variedades o fotobranqueamento foi variegado. Talvez
tal fato possa estar relacionada a dificuldade relatada por Deng (2007),
que o TRV2 tem de se movimentar em gérbera. Outro fato que reforca
esta hipotese ¢ que mesmo injetando a solugdo nas nervuras da folha, e
portanto, diretamente no sistema vascular, o que faria o virus ter uma
distribuicdo sist€émica, ndo foi observado, visto que as folhas novas
ndo apresentaram o sistema de fotobranqueamento. Tal fendtipo,
resultante do silenciamento do PDS, somente foi observado nas folhas
em que se realizou a inoculacdo.

O estabelecimento de um processo infeccioso na planta
depende da capacidade do virus de replicar na primeira célula
infectada e sua movimentagao sist€mica, alcangando células vizinhas e
tecidos. O movimento no interior do hospedeiro pode ser dividido em
dois processos: movimento célula-a-célula, através dos plasmodesmas,
e o movimento a longa distancias, que ocorre quando o virus atinge o
sistema vascular, e assim ¢ transportado sistemicamente por toda a
planta (GILBERTSON & LUCAS, 1996)

Jiang et al. (2008) em seu estudo visando silenciar o gene
relacionado a abscisdo em tomateiro, observaram enquanto
otimizavam a técnica VIGS utilizando o gene repdrter PDS, que o

tempo e a eficiéncia da resposta fenotipica para o silenciamento do
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referido gene em tomateiro variou entre as espécies e entre cultivares.
O tempo desde a infecg¢ao até o surgimento dos primeiros sintomas do
fotobranqueamento variou de 8 a 14 dias, e a eficiéncia da infeccao
variou de 50% a 100%, bem como o fenotipo de fotobranqueamento
que variou de quase imperceptivel a at¢ o completo
fotobranqueamento. Devido a isso, € necessario que se selecione
cultivares que respondam adequadamente para os estudos de

silenciamento.

Figura 8 — Fenotipo do fotobranqueamento devido ao silenciamento
génico induzido pelo sistema VIGS, em Gerbera hybrida
adulta, resultante da inoculagdo por injecdo do meio de
infiltragdo com Agrobacterium contendo o pTRVI1 e
pTRV2 carregando a sequéncia para o gene PDS, na
concentragdo de 3.0 O.D. observada 21 dias ap6s a quinta
inoculacdo semanal: (A) Detalhe da folha da variedade 1
mostrando fen6tipo variegado do fotobranqueamento e (B)
folha da variedade 2 mostrando fendtipo variegado do
fotobranqueamento. Davis/EUA, 2010-2011.
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Outro fator que segundo estes autores tem um forte efeito no
silenciamento ¢ a temperatura. Avaliando trés diferentes temperaturas
para o silenciamento do gene PDS em tomate, 20 °C, 22 °C e 25 °C,
Jiang et al. (2008) obtiveram a maior porcentagem de plantas com o
fenotipo do fotobranqueamento, e em menor tempo, dez dias, usando a
temperatura de 22 °C para cultivar as plantas apos terem sido
submetidas a VIGS. Ambas as temperaturas, mais baixas ou altas,
ocasionaram uma reducao da eficiéncia do silenciamento e estenderam
o tempo para a visualiza¢do do sintoma de fotobranqueamento.

Tal constatacdo sugere que a movimentacao e replicacao viral
¢ fortemente afetada por mudangas relativamente pequenas de
temperatura. Talvez a temperatura de 18 °C tenha contribuido para
melhorar a eficiéncia da técnica VIGS em gérbera. No entanto sugere-
se que mais estudos sejam realizados para melhor avaliar a influéncia
desta na eficiéncia da VIGS em gérbera, pois ¢ necessario definir a
temperatura que proporcione o melhor equilibrio entre o crescimento e
desenvolvimento vegetal e a movimentagdo e replicacdo viral. Tal
equilibrio entre planta e virus ¢ de extrema importancia, pois se a
temperatura favorece somente a planta e o virus ndo tem uma
replicacdo eficiente, e consequentemente ocorrerd a auséncia ou um
baixo silenciamento. Ja, se a temperatura favorece somente o virus,
este se replicara de forma tdo acelerada que podera ocasionar danos a
planta.

O experimento realizado permitiu que o objetivo, de avaliar o
uso da VIGS utilizando o vetor viral, fosse atingido, apesar ndo ter se
tido o sucesso esperado. No entanto, os dados aqui obtidos, e

questionamentos levantados para o desenvolvimento de novos
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experimentos visando a otimizagdo desta técnica para a utilizagdo em
gérbera favorecera a realizacao de estudos tanto da expressao de genes
nesta espécie, permitindo um melhor entendimento dos processos
metabolicos, bem como na identificagdo de genes, como por exemplo

os relacionados a senescéncia floral.

CONCLUSAO

E possivel utilizar o vetor viral TRV para VIGS em gérbera,
no entanto, sdo necessarios mais estudos avaliando os diferentes
fatores, genotipo, temperatura, tempo e numero de repeticdoes de
inoculagdo, ou até mesmo a utilizacdo de um outro vetor viral, de

forma a aprimorar a técnica para se ter um silenciamento mais efetivo.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A obtencdo de sementes de gérbera tanto por fecundagao
cruzada quanto por autofecundacdo (geitonogamia), em acessos
coletados e em cultivares, permite que seja realizado o processo de
melhoramento entre estas, gerando variabilidade e também a
transferéncias de caracteristicas adaptativas que os acessos coletados
possuem, visto que estes vem sendo selecionados pelo ambiente por
um longo periodo.

A dificuldade na obten¢ao de sementes relatada na literatura
também foi encontrada neste estudo. Nos experimentos constatou-se
que ha fatores ambientais, entre eles a temperatura, influenciando na
producao de sementes, os quais precisam ser melhor investigado para
se otimizar a produgdo de sementes permitindo a realizacao de estudos
mais precisos de heranca de caracteres.

A longevidade pos-colheita ¢ uma das uma das caracteristicas
mais importantes de ornamentais, depois dos caracteres morfologicos
e coloracdo, pois permite reduzir as perdas durante a distribuicao,
contribuindo para que o consumidor tenha flores com uma maior vida
de vaso. No presente estudo buscando identificar genes relacionados
ao processo de senescéncia floral em gérbera, foram identificados 13
genes que possivelmente estejam envolvidos com o processo de
senescéncia floral de gérbera, destes, o Ger protease, Ger B-gal, Ger
Cys prot, Ger WD, e SAG gene Cyp Ipomea, sdo promissores para
futuros estudos por ja terem sido relatados em outras espécies como
envolvidos no processo de senescéncia. No entanto tais genes

precisam agora ser avaliados num maior nimero de cultivares, e
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através de PCR quantitativo para se confirmar tal hipdtese. A obtenc¢ao
de tal informacdo permitird que estudos sejam realizados para
compreender o processo de senescéncia floral contribuindo tanto para
o desenvolvimento de produtos que inibam o processo de senescéncia,
quanto para o desenvolvimento, pela engenharia genética, de
cultivares mais longevas.

A metodologia VIGS pode ser utilizada em gérbera, no entanto
necessita ser otimizada para se obter um silenciamento mais efetivo. A
importancia da otimizacdo de tal técnica justifica-se pelo fato desta
permitir a avaliacao do fenotipo de silenciamento num curto periodo
de tempo, geralmente inferior a 30 dias. Esta rapidez, ndo ¢ possivel
processo de transformagdo genética via Agrobacterium, devido a
necessidade de indugcdo de calos e regeneracdo de plantas
transformadas, que ¢ em torno de 3 meses, além de a frequéncia de
transformacao ser de 50-58% (NAGARAJU et al., 1998). Outro ponto
positivo para a VIGS ¢ que pode ser avaliada diretamente na planta
adulta, facilitando por exemplo o estudo de caracteres relacionados ao
capitulo. Apesar de todas estas vantagens, a VIGS ¢ apenas uma
técnica que permite identificagdo de genes relacionado a determinada
fungdo ou caractere, ndo descartando o uso da engenharia genética
para obtencdo de plantas transformadas para carregar determinado

gene ou silencia-lo.
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