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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E CITOLOGICA DE
GERBERA: SUBSIDIO PARA O MELHORAMENTO
GENETICO

RAQUEL DALLA LANA CARDOSO!, MAGALI FERRARI
GRANDO ? E SIMONE MEREDITH SCHEFFER-BASSO®

RESUMO - A produgio brasileira de gérbera (Gerbera hybrida Hort.)
¢ inteiramente dependente da importacdo das mudas de empresas
multinacionais, o que poderia ser reduzido com lancamento de novos
hibridos competitivos no mercado. Para isso, € necessdria a geracio de
conhecimentos bdsicos sobre a espécie, como: forma de reproducio,
morfologia floral, polinizagdo e, principalmente, a variabilidade
genética natural existente. Este trabalho foi conduzido com o objetivo
de fornecer subsidios para o melhoramento de gérbera no Brasil.
Treze acessos de gérbera, sendo seis cultivares (G. hybrida) e sete
acessos nio comerciais (Gerbera sp.) foram cultivados em ambiente
semi-protegido e avaliados em quatro diferentes estudos:
caracterizacdo e divergéncia genética com base em marcadores
morfoldgicos; determinacdo da expressdo sexual e sistema

reprodutivo; caracterizacdo citogenética, viabilidade do pdlen e
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Ciéncias Bioldgicas (ICB)/UPF — sbasso@upf.br.
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hibridacdo artificial; e eficiéncia de diferentes métodos de extracdo de
DNA gendmico visando o emprego de marcadores moleculares. Os
dados referentes a caracterizacdo morfologica foram submetidos a
andlise multivariada e de varidncia. Com a andlise multivariada
constatou-se haver variabilidade genética em gérbera a qual pode ser
utilizada em programas de melhoramento. A gérbera apresenta trés
tipos de flores: flores do raio e trans (femininas) e as do disco
(hermafroditas). A hibridacdo entre as cultivares € 0s acessos nao
comerciais € possivel em decorréncia de estes possuirem genoma
compativel, o que foi constatado na caracterizac¢do citogenética (2n =
50) e confirmado com a obten¢do de sementes nos cruzamentos entre
eles, e devido a percentagem média de viabilidade do pdlen ser alta,
89,6%. Constatou-se ndo ser necessario emascular as flores
hermafroditas para fins de cruzamento e que nao ha indicios de
apomixia nos acessos avaliados. A obtencdo de DNA gendmico com
bom padrio qualidade e quantidade através do método CTAB 2%
indica ser esta metodologia eficiente para o emprego de marcadores
moleculares, objetivando acessar molecularmente a variabilidade

genética em gérbera.

Palavras-chave: Gerbera sp., citogenética, descricdo morfoldgica,
divergéncia genética, extracdo de DNA, hibridizacdo, viabilidade do

polen



MORPHOLOGIC AND CYTOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF GERBERA: SUBSIDY FOR THE
GENETIC IMPROVEMENT

ABSTRACT - The Brazilian production of gerbera (Gerbera hybrida
Hort.) is entirely dependent of seedlings import of multinational
companies, what could be reduced with the new hybrid competitive
production. For that, it is necessary the development of basic
knowledge about the species, such as: reproduction form, floral
morphology, pollination and, mainly, evaluation of the natural genetic
variability existent. This work was conducted with the objective of to
furnish subsidies for the gerbera improvement in Brazil, providing to
the producers new alternatives forms to the extreme dependence to the
multinationals. Thirteen gerbera accesses, being six cultivars (G.
hybrida) and seven non commercial accesses (Gerbera sp.) were
cultivated in semi-protected atmosphere and appraised in four
different studies: characterization and genetic divergence based on
morphologic markers, determination of the sexual expression and
reproductive system, cytogenetics characterization, pollen viability
and artificial hybridization, and efficiency of different methods of
extraction of DNA gendmico seeking the use in molecular markers.
The morphological data were submitted to the multivariated analysis
and variance. With the multivariated analysis was possible to verify
the existence of genetic variability in gerbera that’s could be useful to
improvement programs. In gerbera there are three types of flowers:
flowers of the ray and trans (feminine) and the disk flower

(hermaphrodite). The hybridization among the cultivars and non
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commercial accesses is possible due to they possess compatible
genome, what was verified in the cytogenetics characterization (2n =
50) and confirmed trough seeds production in crossings among they,
and due the average percentage of pollen viability be high, 89,6%. It
was verified that is not necessary to emasculate hermaphrodite flowers
for crossing and that there is not apomitic indications in the evaluated
accesses. The obtention good quality pattern and amount of genomic
DNA with the method CTAB 2% indicates that it is an efficient
methodology, to use in molecular markers as a way to access the

genetic variability at molecular level.

Key words: Gerbera sp., cytogenetic, DNA extraction, genetic

divergence, hybridization, morphologic description, pollen viability



1 INTRODUCAO

A producdo mundial de flores e plantas ornamentais ocupa
uma darea estimada de 190 mil hectares, movimentando valores
proximos a 16 bilhdes de ddlares por ano ao nivel de produtores,
enquanto que no varejo, este valor ultrapassa a 44 bilhdes de
dolares/ano. A Holanda continua dominando o mercado das
exportagdes nesse ramo, comercializando para 130 paises, perfazendo
um total de 1,7 bilhdes de délares na Bolsa Aalsmer (KIYUNA et al.,
2003; BOSA, 2002; PETRY & BELLE, 2000).

O cendrio que se apresenta atualmente para a
floricultura nacional é bastante promissor devido ao aumento de
negociacoes com o mercado externo e, especialmente com o
Mercosul, pelo fato de a Argentina ter um perfil de consumo mais
cultural para flores do que o Brasil, tendo um gasto anual
médio/pessoa de US$ 25,00. Segundo o Instituto Brasileiro de
Floricultura, IBRAFLOR, existem no pais aproximadamente 10 mil
produtores distribuidos em 304 municipios, que ocupam uma area de
6 mil hectares. No Rio Grande do Sul ha cerca de 750 produtores em
180 municipios que representam mais de 800 hectares de darea
cultivada, os quais movimentaram no Estado, cerca de R$ 800 milhdes
em 2004. O IBRAFLOR afirma, ainda, que o comércio de flores e
plantas ornamentais propicia rendimentos entre R$50 mil e R$100 mil
por hectare, gerando, na média nacional, 3,8 empregos diretos/ha
(REISDORFER, 2006).

Atualmente, o comércio mundial de flores ¢ dominado pela

Holanda, que representa 48% do mercado exportador, seguido pela
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Colombia, com 6%. No Brasil o maior exportador é o Estado de Sao
Paulo, com 75% das exportagdes. O Rio Grande do Sul, ao lado de
Parand, Santa Catarina, Goids, entre outros, faz parte dos chamados
polos de producdo em desenvolvimento. O estado gaticho ocupa o
segundo lugar com 9% das exportagdes de flores e plantas
ornamentais (REISDORFER, 2006).

Outro fator a ser levado em consideragdo e que tem
contribuido para o crescimento do setor floristico, € a aprovacdo da
Lei de Protecdo de Cultivares n°.9456, em 10 de abril de 1997, a qual
favoreceu e favorecerd ainda mais a entrada de empresas fornecedoras
de material de propagacdo e tecnologias, parcerias com empresas
nacionais, formagao de novos pdlos regionais de producio e aplicagdo
de conceitos internacionais de qualidade. Tais fatores irdo beneficiar o
consumidor brasileiro, que terd acesso a produtos de melhor qualidade
e precos médios cada vez mais compativeis com a realidade brasileira.

Dentro de toda essa cadeia produtiva, a gérbera (Gerbera
hybrida Hort.) € uma das mais importantes flores de corte do mercado
internacional, destacando-se especialmente na Europa, em paises
como Holanda, Alemanha, Franca, Itdlia, Israel, Colémbia e Estados
Unidos. A procura por esta ornamental é tanta que, anualmente, no
estado da Califérnia (EUA) sdo produzidos mais de 60 milhdes de
hastes (escapo e capitulo) de gérbera o que gera 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; CHUNG et al., 2001).

No Brasil, a produgdo estd concentrada no estado de Sado

Paulo, e, em Holambra, apenas um produtor vende semanalmente oito
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mil didzias de gérbera, tendo uma producdo anual de 480.000 duzias
de gérbera de corte (GLOBO RURAL, 2005).

A necessidade de lancamento de novos hibridos no mercado de
plantas ornamentais torna imprescindivel o desenvolvimento de
programas de melhoramento no Brasil. Porém, faltam estudos
referentes a biologia reprodutiva dessa ornamental e os métodos de
hibridizagdo utilizados pelas grandes empresas ndo sdo divulgados no
meio cientifico. Portanto, se faz necessario, obter informacdes basicas
sobre a forma de reproducdo, morfologia floral, polinizacio,
citogenética, bem como caracterizar em nivel molecular os gen6tipos
existentes para selecio de parentais a serem utilizados nos
cruzamentos genéticos. Isso contribuird para a implementacdo de
programas de melhoramento de gérbera no Brasil.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo geral de gerar
subsidios e conhecimentos bdsicos para o melhoramento de gérbera,
sendo os objetivos especificos:

1) Caracterizar morfologicamente os diferentes tipos de flores
existentes no capitulo de gérbera, acessar a variabilidade
morfoldgica em um conjunto de acessos de gérbera e propor
uma metodologia para classificagdo comercial dos capitulos de
gérbera com base no coeficiente de sobreposicdo das flores
(CS= largura do conjunto das flores do raio interno/ X da
largura do conjunto das flores do raio interno e do externo);

2) Awvaliar a expressdo sexual das flores dos capitulos de gérbera
e do sistema reprodutivo preponderante;

3) Confirmar o nimero de cromossomos em hibridos de gérbera;

determinar o numero de cromossomos em acessos nao
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comerciais; avaliar a taxa de viabilidade do pélen e a
possibilidade de cruzamentos entre os acessos estudados
mediante da hibridacgdo artificial.

Comparar a eficiéncia de diferentes métodos de extracdo de
DNA de gérbera para futura utilizacio de marcadores
moleculares, mediante a quantificagdo por espectrofotometria
e a avaliacdo da qualidade pela restricdio enzimética e

amplificagdo do DNA por PCR.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Origem e classificacdo taxonomica

A primeira descricdo oficial da espécie, Gerbera jamesonii
Bolus ex Hook, também conhecida por Transvaal Daisy ou Barberton
Daisy, foi feita por J. D. Hooker, em 1889, no Curtis Botanical
Magazine. A gérbera é uma espécie origindria da Asia, Africa do Sul
(Transvaal) e Tasmania. A gérbera pertence a Ordem Asterales,
Familia Asteraceac (Compositae), Tribo Mustisieae, Subtribo
Mustisiinae. O género Gerbera L. foi assim denominado em
homenagem ao naturalista alemdo Traugott Gerber, no século 18
(JOHNSON, 2002).

Segundo Hansen (1985), Bremer (1994) e Elomaa & Teeri
(2001), o género compreende cerca de 30 espécies, distribuidas pela
Africa, Madagascar e Asia tropical. Barroso (1991) comenta a
existéncia de uma espécie originada nos Andes do Peru, América do
Sul. De acordo com Cabrera & Klein (1973), o género é muito
préximo ao Trichocline, da mesma subtribo, que apresenta uma
distribui¢do no sul do Brasil e em outros paises da América do Sul, do
qual difere pelas ligulas com 3-4 nervuras e invélucros campanulado-
turbinados.

As modernas cultivares de gérbera apresentam uma grande
variabilidade em decorréncia do melhoramento desta espécie, o qual
iniciou no final do século XX em Cambridge, Inglaterra, quando duas
espécies sul-africanas, G. jamesonii e G. viridifolia Schultz Bip, foram

cruzadas por R.I. Lynch. Ele nomeou este hibrido como Gerbera x
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cantebrigiensis, conhecido atualmente como Gerbera hybrida Hort.
Dentre estas duas espécies, G. jamesonii € a mais importante
contribuidora para as modernas cultivares. Hibridos naturais destas
duas espécies ndo foram encontrados e € possivel também que outras
espécies de gérberas tenham sido utilizadas pelos melhoristas nos

cruzamentos (HANSEN, 1985).

2.2 Aspectos morfolégicos

A gérbera é uma planta herbdcea, vivaz, de aproximadamente
45 cm de altura. O caule subterrineo ¢ um rizoma simpodial, que
emite brotos aéreos foliares e floriferos (escapo floral). De acordo
com o sistema de formas vitais de Raunkiaer, a gérbera ¢é
hemicriptdfita radicante. No habitat natural é hemicriptofita, sendo
que durante o inverno a folhagem desseca e na primavera as gemas,
dispostas ao nivel do solo, emitem brotos. Este repouso é ocasionado
por um estresse hidrico a que as plantas sdo submetidas em seu habitat
natural no inverno seco. O cultivo de gérbera pode durar varios anos,
mas comercialmente isso ndo € interessante, pois diminui a producao
de flores. Em decorréncia disso, as plantas sdo cultivadas
comercialmente apenas por dois ou trés anos (PENNINGSFELD &
FORCHTHAMMER, 1980).

O sistema radical inicial é pivotante, porém, a medida que se
desenvolve se converte em fasciculado, formado por raizes carnosas
(engrossadas pelo parénquima cortical, que representa % do seu

didmetro) e fibrosas (delgadas e frageis) INFOAGRO, 2005).
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As folhas estdo dispostas em roseta, sdo alargadas, podendo
chegar a 40 cm. As folhas jovens s@o inteiras e as adultas sdo
ligeiramente fendidas ou partidas nas bordas. Existem variacdes no
tamanho e na coloragdo da lamina foliar, dependendo da cultivar. Da
axila de algumas destas folhas evoluem os botdes florais, que se
desenvolvem sobre grandes escapos, com uma inflorescéncia terminal
denominada capitulo. O escapo floral é levemente piloso e seu
comprimento e didmetro varia de acordo com a cultivar, a idade da
planta e as condi¢des de cultivo. Existem cultivares com escapos
longos, podendo alcancar 60 cm e sdo proprias para 0 emprego como
flor de corte, e outras mais compactas sdo utilizadas no cultivo em
vaso (PENNINGSFELD & FORCHTHAMMER, 1980; INFOAGRO,
2005).

A gérbera apresenta a tipica inflorescéncia da familia
Asteraceae, o capitulo, que sdo grandes e solitdrios, sobre largos
escapos dfilos e tomentosos. E uma estrutura racemosa, de
desenvolvimento centripeto, com aparéncia de uma flor simples, mas
¢ constituido por muitas flores, denominadas flésculos, as quais estdo
assentadas sobre um recepticulo comum cercado por bricteas
involucrais, denominadas fildrias, dispostas em uma ou mais séries.
Estas representam o papel das sépalas. As flores do raio lembram as
pétalas e as flores do disco lembram os O6rgdos reprodutores.
Biologicamente, o capitulo funciona como uma flor simples e sua
principal fungdo é a de ser um chamariz para polinizadores
(BARROSO, 1991; YU et al., 1999).

Os capitulos podem ser classificados em amorfos,

haplomorfos, actinomorfos, pleiomorfos e estereomorfos (CABRERA
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& KLEIN, 1973; BARROSO, 1991). Botanicamente, o capitulo de
gérbera € classificado, como actinomorfo, ou seja, apresenta simetria
radial (CABRERA & KLEIN, 1973; BARROSO, 1991; YU et al.,
1999; ELOMAA & TEERI, 2001). No entanto, comercialmente, o
Ministério da Agricultura e Pecudria (MAPA) classifica os capitulos
de gérbera em simples, semidobrados e dobrados.

Os capitulos semidobrados, dobrados e pétalas do tipo spider
sdo variantes das primeiras cultivares mais rdsticas, ou seja, as
silvestres, que foram observados por melhoristas durante o cultivo de
um grande nimero de progénies segregantes (KLOSS et al., 2004).

De acordo com a descri¢cdo de Barroso (1991), o capitulo de
gérbera ¢ actinomorfo, com flores heteromorfas, flores unissexuadas
femininas em uma série radial com corola ligulada ou bilabiada-
ligulada, e andréginas bilabiadas no disco. Para outros autores, como
Elomaa & Teeri (2001), Kloss et al. (2004) e Teeri et al. (2006), o
capitulo é actinomorfo-radiado e abriga trés tipos de flores: as do raio,
pistiladas, localizadas na parte mais externa do capitulo em uma a trés
séries radiais, as trans, pistiladas, localizadas entre as flores do raio e
do disco, e as do disco, andréginas, localizadas no centro do capitulo.
Porém, ainda nao estd bem esclarecido se todos os tipos de capitulos
ou cultivares de gérbera apresentam os trés tipos de flores.

As flores de gérbera apresentam quatro verticilos florais: o
calice, que forma uma estrutura especializada na dispersdao do fruto,
denominada pappus, a corola, o androceu, com estames fusionados, e
o gineceu, com ovdrio infero. Nesta espécie ocorre 0 processo
feminilizacdo das flores marginais, localizadas na parte mais externa

do capitulo. Durante o desenvolvimento floral, as anteras tém seu



13

desenvolvimento paralisado, resultando na formacdo de estaminddios,
ou seja, estames ndo funcionais (BARROSO, 1991; ELOMAA et al.,
1998; YU et al., 1999; TEERI et al. 2006).

Quanto a simetria, o grau de zigomorfia € mais alto nas as
flores do raio e gradualmente se reduz nas flores do disco. No entanto,
as flores do disco sdo radialmente simétricas e classificadas como
actinomorfas (TEERI et al., 2006).

A corola é gamopétala, pentamera, raramente tetrimera,
glabra, pilosa ou glandulosa e apresenta os seguintes tipos: tubulosas
(com tubo cilindrico curto ou longo e limbo infundibuliforme,
campanulado urceolado ou hipocrateriforme, com lobos curtos ou
mais ou menos profundos, geralmente encontrado em flores
andréginas ou masculinas, em geral, constituem as flores do disco,
que enchem o centro dos capitulos), filiforme (tubo cilindrico, curto
ou longo, muito estreito, o dpice pode ser truncado, denteado,
bilabiado, fimbriado ou curtissimo ligulado), bilabiada (Idbio
tridentado ou inteiro e o inferior inteiro ou dividido em dois
segmentos estreitos, curtos ou longos, as vezes enrolados em espiral),
ligulada (com tubo cilindrico curto ou longo e limbo aberto,
distendido, patente ou ereto, com dpice emergindo, trilobado ou 5-
dentado, mais raramente inteiro) (BARROSO, 1991).

A tribo Mustisieae, a qual pertence a gérbera, geralmente
apresenta receptaculo alveolado ou ciliado, raramente paledceo, o qual
abriga flores unissexuadas ou andréginas, com corola de tipos
variados, podendo esta ser: tubulosa-actinomorfa, com limbo 5-
denteado ou 5-lobado, bilabiada, com labio externo tridenteado e o

interno bifido, ou ligulada, com ligula 5-denteada. Os tipos de
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transicdo de flores podem ocorrer dentro de um mesmo capitulo,
variando quanto a sexualidade, simetria, fusdo de O&rgdos e
pigmentagdo antocidnica.

O androceu é formado por cinco estames epipétalos, com
filetes curtos ou longos, geralmente espessados no dpice, livres entre
si e anteras rimosas, bitecas, introsas, de textura membranicea,
concrescidas entre si, formando um tubo através do qual passa o
estilete. A base das anteras pode ser obtusa, truncada, sagitada ou com
apéndices caudados. O conectivo pode apresentar um apéndice apical
curto ou desenvolvido, hialino (BARROSO, 1991).

O gineceu € constituido por um ovdrio infero aderente ao
receptdculo floral, bicarpelar, unilocular, uniovulado, com 6vulo
basal, andtropo, unitegumentado e ocupa toda a cavidade ovariana. O
estilete € dividido em dois ramos (estigma bifido), curtos ou longos,
providos no lado interno de uma &rea estigmatica e no lado externo
com pélos coletores (BARROSO, 1991).

O mecanismo de liberacio do pdlen nas asterdceas foi
observado pela primeira vez por Cassini (1826-1834) e é denominado
de émbolo. Nesse processo, o pdlen € liberado introrsamente e o
estilete, ao se alongar, com seus ramos fechados, “varre” o pdlen das
anteras, com seus pélos coletores. O apéndice apical das anteras, de
acordo com Small apud Barroso (1991), tém por fun¢do manter o
pdlen fora da corola, enquanto que os dpices basais impedem-no de
cair no fundo da corola. De acordo com Werpachowski et al. (2004),
geralmente, na fase inicial, ndo h4 contato entre pdlen e estigma de
uma mesma flor, visto que os ramos estigmdticos estdo fechados. A

deposicdo secunddria de pdélen no estilete juntamente com a
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ocorréncia freqliente de mecanismos de auto-incompatibilidade
homomoérfica esporofitica faz com que muitas asterdceas apresentem
xenogamia, mas poucas espécies tém sido estudadas. A polinizacao
em gérbera é predominantemente do tipo entomoéfila (BARROSO,
1991).

O capitulo, depois de frutificado, pode ter diferentes tipos de
comportamento, variando de espécie para espécie. Alguns sdo
xerocdsicos (abrindo-se em tempo seco), higrocasicos (tempo umido)
e outros sao sinaptostérmicos, onde os aquénios permanecemno
capitulo, que fica endurecido, sendo disperso como uma estrutura
Unica. A dispersdo dos aquénios ¢ feita geralmente por animais ou
pelo vento, sendo que a mais comum € pelo vento, tendo o pappus
como mecanismo de locomocdo, agindo ele como um pdra-quedas.
Em alguns casos as pdaleas do recepticulo do capitulo sdo as
responsdveis pela dispersdo dos aquénios, por estas serem
higroscépicas, em condi¢des favordveis, curvam-se facilitando desta
forma a expulsdo dos disseminulos (BARROSO, 1991).

Os aquénios variam muito, podendo ser cilindricos, fusiformes,
ovoides, elipsoéides, turbinados, tirgidos ou comprimidos, com ou sem
bordo alado ou ciliado, com superficie lisa, verrugosa estriada, glabra
ou pilosa, glandulosa, com dpice obtuso, agudo, truncado ou
prolongado com rostro, coroado ou nao por pappus caduco ou
persistente. Este pode ser cerdoso, de cerdas simples ou ramificadas,
de paleas livres ou concrescidas, curtas ou longas, coroliforme ou
cupuliforme. A semente se apresenta sem endosperma, tem testa
muito fina e embrido reto, carnoso e com cotilédones plano- convexo

e carnosos (BARROSO, 1991).
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2.3 Sexualidade e sistema reprodutivo

Em relacdo a sexualidade das flores hd divergéncia: para Kloss
et al. (2004) e Teeri et al. (2006), a gérbera apresenta flores femininas
e flores hermafroditas, ao passo que, para Souza et al. (2005), as flores
sdo femininas e masculinas. A poliploidia e hibridizagdo sdo
freqilentes em muitos géneros da tribo Mustisieae. A apomixia tem
sido apontada para 16 géneros e para outros ha informagdo de nimero
tripléide e ndo balanceado de cromossomos, o que indica
possibilidade de apomixia (BARROSO, 1991). De acordo com
Werpachowski et al. (2004), a ocorréncia de apomixia parece ser
bastante comum na familia Asteraceae, inclusive em gérbera (Nygren
apud WERPACHOWSKI et al., 2004).

Souza et al. (2005), analisando a estrutura floral de gérbera,
observaram que hd a exposicao sucessiva das flores femininas situadas
na parte externa da inflorescéncia, com estigma receptivo, e, por
ultimo, as flores masculinas, com a liberagdo do pdlen, 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.

A gérbera pode ser propagada tanto sexualmente quanto
assexuadamente, através da divisdo da planta adulta ou
micropropagacdo. A propagacdo por sementes € a forma menos
utilizada para a producdo de flores de corte, por exigir um maior
investimento de recursos e trabalho, sendo um processo lento e que

traz maiores probabilidades de se perder caracteristicas desejdveis,



17

pois a segregacdo genética resulta na manifestacdo de uma grande
variedade de suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Portanto, a
propagacdo vegetativa é mais adequada para manter caracteristicas
hibridas. Ap6s a hibridag¢do, demora em torno de 18 dias para ocorrer
a formacdo de semente (SOUZA et al.,, 2005). A germinacdo da
semente ocorre entre sete a quatorze dias apds 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 floracdo comeca por volta do quinto més ap6és o plantio.
No primeiro ano a planta produz de trés a seis flores, ja no segundo e
terceiro ano a producdo se eleva para seis a dezoito flores por ano
(BELLE, 1998; INFOAGRO, 2005).

A técnica de propagacdo vegetativa, assim como a de
reproducdo sexuada, € lenta e pode oferecer ao produtor mudas
portadoras de doengas, ocasionando um grande prejuizo para o
produtor e o que, conseqiientemente, eleva o custo de producdo. Em
decorréncia disso, muitos estudos sobre a micropropagagao de gérbera
tem sido realizados nos dltimos anos, a fim de estabelecer protocolos e
varios meios de cultura e diferentes explantes sdo testados como:
dpice (HUANG & CHU, 1985), dpices de rizoma (SEVERIN et al.,
2000), capitulos jovens e pequenos explantes (LALIBERTE et al.,
1985; SEVERIN et al., 2000; CARDOSO et al., 2005), folhas (JERZY
& LUBOMSKI, 1991; REYNOIRD et al.,, 1993), inflorescéncia
(PIERIK et al., 1973; PREIL et al., 1977; SEVERIN et al., 2000) e
6vulos (MIYOSKI & ASAKURA, 1996; TOSCA et al., 1999). No
entanto, nao ¢ permitida a multiplicacio das cultivares

comercializadas.
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Ha poucos estudos detalhados sobre gérbera em relacdo ao seu
sistema reprodutivo, com questdes ainda a serem respondidas,
referentes ao modo como ocorre a fecundacdo, se o capitulo é
autofecundado, que tipo de emasculacio pode ser utilizado,
viabilidade do pdlen, tempo de viabilidade do estigma, etc. Apesar de
nio se encontrar estas informacdes, hd muitos trabalhos relacionados
ao melhoramento desta espécie: hibridacdes (SOUZA et al., 2005),
andlises utilizando genética quantitativa e avaliando herdabilidade de
caracteres (SCHIVA, 1975; HARDING et al., 1981; WRICKE et al.,
1982; DRENNAN et al., 1983; DRENNAN et al., 1986; YU et al,,
1991; HUANG & HARDING, 1998), genética mendeliana (KLOSS et
al., 2004; KLOSS et al., 2005a; KLOSS et al., 2005b), mecanismos de
acdo de genes e controle da identidade de 6rgdos florais (TOURJEE et
al., 1995; ELOMAA et al., 1998; HELARIUTTA et al., 1995;
KOTILAINEN et al., 1999; YU et al., 1999), “inbreding” (HUANG et
al., 1995), engenharia genética e transgénia em gérbera (ELOMAA et
al., 1993; NARAJU et al., 1998; ELOMAA & TEERI, 2001).

2.4 Melhoramento Vegetal

O melhoramento genético € a ciéncia voltada a obtencdo de
gendtipos vegetais superiores aos atualmente utilizados sob
determinadas condicdes ecoldgicas. O melhoramento consiste na
selecio de gendtipos considerando-se a variabilidade genética
existente ou através de cruzamentos entre individuos a fim de se obter
uma populacdo com gendtipos superiores, e assim elevar o valor

econdmico da espécie. Porém, para que se possa produzir uma nova
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cultivar, sdo necessdrios vdrios procedimentos, vdrios ciclos de
avaliagdo, selecdo e recombinacdo o que torna o processo de
melhoramento genético relativamente lento (PINTO, 1995, BOREM
& MIRANDA, 2005).

O melhoramento vegetal vem cumprindo um relevante papel,
contribuindo em vdrios aspectos entre eles o aumento de rendimento,
producgdo, tolerancia a acidez do solo, resisténcia a toxicidade e
pragas, deficiéncias hidricas, melhoria na qualidade, aumento da
eficiéncia fotossintética, promogao de interesses e efeitos estéticos em
folhas, frutos e flores em plantas ornamentais.

As plantas, quanto aos seus sistemas reprodutivos, se dividem
em trés grandes grupos: as espécies aldgamas, espécies autdgamas e
espécies de propagacdo vegetativa.

As plantas alégamas, grupo ao qual a gérbera pertence, sdo
heterozigotas para muitos de seus locos. Os alelos dominantes
mascaram o efeito dos alelos recessivos. Devido a alguns alelos
recessivos  serem  deletérios, a expressdo fenotipica das
autofecundacdes artificiais pode provocar a endogamia, a qual resulta
em uma perda de vigor, a chamada “depressdo endogdmica”. As
plantas autégamas se reproduzem por autofecundagdo, o que eleva o
nivel de homozigose. A elevada endogamia nestas plantas nao eleva a
perda de vigor “depressdo endogdmica”. J4, as plantas de propagacdo
assexual (vegetativa) sdo normalmente alégamas e por isso ocorre
ampla segregacdo quando se reproduzem pela via sexual (PINTO,
1995, BOREM & MIRANDA, 2005).

De acordo com Horner apud Pinto (1995), a heterozigose, o

mascaramento da expressdo génica decorrente da domindncia e a
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epistasia contribuem ainda mais para que em plantas alégamas a
variacdo genética ndo seja expressa como variacdo fenotipica na
mesma extensdo. No entanto, as espécies aldgamas t€m mais
variabilidade intrapopulacional do que as autdgamas.

O melhoramento de espécies alégamas visa alterar as
freqiiéncias génicas de uma populagdo, aumentando a freqiiéncia de
alelos favordveis e reduzindo ou eliminando a freqiiéncia dos alelos
indesejdveis nas mesmas. J4 para uma popula¢do de autégamas, o
melhoramento buscard a criagdo de novos e melhores gendtipos que
devem manter a homozigose.

As plantas alégamas possuem alta possibilidade de
recombinacdo devido a unido casual de alelos idénticos pela
fecundacdo cruzada. A heterose é modelada pela selecdo natural,
sendo a variabilidade genética liberada de forma gradual e lenta. Em
espécies perenes como a gérbera, a selecdo age primeiramente nas
fases vegetativas de crescimento, em vez de agir na producdo de
sementes. Porém, a adaptacdo imediata é alcangada pela propagagdo
vegetativa (PINTO, 1995).

Para cruzamentos direcionados e producdo de hibrido sdo
necessdrios o desenvolvimento de técnicas de emasculacdo e
polinizacdo, sendo que tais técnicas requerem o conhecimento da
biologia floral (PINTO, 1995; CASTIGLIONI & OLIVEIRA, 1999).

O melhoramento de plantas ornamentais vem sendo realizado
tradicionalmente por empresas privadas (SPARNAAILJ, 1976). O
melhoramento cldssico, realizado através de programas de cruzamento
(hibridagdes) e selecdo é o mais utilizado para o melhoramento de

plantas ornamentais, porém outras técnicas como as mutacdes
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(mutacdes quimicas e fisicas), variagdo somaclonal, haploidizacdo, e
mais recentemente a engenharia genética, t€m oferecido sucesso na
producdo de cultivares (HAN & LEE, 2002). Em gérbera as técnicas
mais utilizadas s@o a selecdo e hibridagao.

As plantas ornamentais sdo produzidas exclusivamente por seu
valor estético. Dessa forma, nos programas de melhoramento buscam
melhorar os atributos qualitativos, como a coloracdo de flores,
longevidade e forma, forma e arquitetura da planta, entre outros. No
entanto, com o rapido crescimento da horticultura ornamental, o
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 doencas, etc. (SPARNAALJ, 1976).

O melhoramento de gérbera consiste basicamente nos
cruzamentos e selecdo e os gendtipos elites tém sido propagados

através da cultura de tecidos (NARAJU et al., 1998).

2.5 Hibridacao

A hibridagdo ¢é a fusido de gametas geneticamente diferentes, o
que originard um hibrido heterozigético. O hibrido é o produto
proveniente da unido de dois gametas quaisquer que diferem na sua
constituicdo alélica para um ou mais locos. Ha varios graus de
dihibridagdo cada qual produzindo seus respectivos niveis de
segregacdo e recombinacdo, o que varia de acordo com o grau de

semelhanca genética entre os pais (BOREM & MIRANDA, 2005).
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A falta de variabilidade genética disponivel em uma espécie
cultivada pode representar um grave problema para o seu
melhoramento. Dessa forma, a busca de genes em espécies do mesmo
género ou géneros botanicos solucionaria o impasse utilizando
cruzamentos interespecificos. Os cruzamentos seriam exitosos se
vencessem as barreiras pré-zigéticas (inerentes a fecundacgdo, adesdo
do pélen ao estigma, hidratacdo do pdlen, germinagdo do pdlen,
crescimento do tubo polinico ou penetracio do mesmo no saco
embriondrio) e pds-zigéticas (falta de afinidade cromossomica dos
pais, dificuldade de pareamento durante a meiose o que pode ocorrer
se o nimero de cromossomos das espécies utilizadas for diferente)
(PINTO, 1995).

Os cruzamentos interespecificos tém sido muito utilizados no
melhoramento de espécies onde a qualidade € prioritiria sob a
quantidade de producdo. Assim os cruzamentos interespecificos vém
sendo mais utilizados em ornamentais e frutiferas do que nas demais
espécies.

A hibridac@o controlada ¢ uma técnica que possui indmeras
vantagens na sintese de hibridos, pois, além de proporcionar o
conhecimento da capacidade geral e/ou especifica de combinacdo das
matrizes, possibilita o cruzamento entre parentais que apresentam
defasagem na floragdo. Entretanto, a utilizacdo de técnicas nao
adequadas de coleta, transporte, extracdo e armazenamento de pdlen
podem comprometer sua viabilidade, e, conseqiientemente, dificultar a
producdo de hibridos interespecificos. Além disso, a grande maioria
dos hibridos produzida através da hibridagdo interespecifica possui um

z

alto indice de esterilidade, dessa forma a poliploidia é uma das
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técnicas mais utilizadas junto com a hibrida¢do visando restaurar a
fertilidade dos hibridos F1, a combinag¢do destas duas técnicas tem
sido amplamente utilizada nos programas de melhoramento de
ornamentais (VAN TUYL & LIM, 2003).

O melhoramento de gérbera é baseado no cruzamento sexual,
hibridagdo, e selecdo. Os melhoristas desta espécie t€ém buscado em
seus programas, melhorar propriedades estéticas (coloracdo e
morfologia da flor), arquitetonicas (ordem e nimero de 6rgaos florais,
simetria da flor, estrutura da inflorescéncia) e caracteristicas
econdmicas como produtividade, cronograma e sincronia de
florescimento, tempo de florescimento, vida de vaso (duragdo pds-
colheita), resisténcia a pragas, doengas. O melhoramento convencional
tem oferecido bons resultados devido a grande variabilidade genética
entre espécies de gérbera gerando a produgdo de gendtipos elite ricos
em cores e padrdes de coloracdo dentro do capitulo, combinados com
boas  caracteristicas  produtivas e econOmicas desejdveis
comercialmente.

Apesar deste método de melhoramento convencional estar
produzindo gendtipos de elites ricos em coloragdo e padrdes de
coloragdo combinados com boas caracteristicas produtivas, gragcas a
variagdo genética existente em gérbera, o método tradicional apresenta
como desvantagem o tempo consumido e a laboriosidade necessario
para o processo de melhoramento, além da alta heterozigose em
gérbera. Devido a esse fato, alguns pesquisadores tém utilizado
técnicas biotecnoldgicas e moleculares para realizarem a transferéncia
de genes, a fim de realizar uma rdpida introducdo de novas

caracteristicas nos gendtipos superiores, de elite, sem alterar a boa
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combinacdo nas caracterfsticas ja fixadas (ELOMAA et al., 1993;
NAGARAIJU et al., 1998; ELOMAA & TEERI, 2001).

Ja foram realizadas modificagdes no desenvolvimento floral e
na estrutura do capitulo de gérbera através da transformacgao de varios
cDNAs pertencentes a familia dos genes MADS-box na cultivar Terra
Regina (KOTILAINEN et al., 1999; YU et al., 1999).

Elomaa et al. (1998) desenvolveram um método de
regeneracdo e transformacdo genética mediados por Agrobacterium
utilizando como explante peciolo de gérbera hibrida da cultivar Terra
Regina para realizarem uma transformagdo na coloracdo vermelha
desta cultivar e para melhor entender as bases moleculares do
desenvolvimento da inflorescéncia de gérbera. Nagaraju et al. (1998),
realizando transformagdo genética mediada por Agrobacterium em
gérbera hibrida, comprovaram que esta metodologia € eficiente para
introduzir importantes genes que governam a biossintese de pigmentos
em flores.

As gérberas sdo agrupadas em dois grupos distintos: as
gérberas de vaso, que apresentam escapos curtos e sdo principalmente
propagadas por semente, e as gérberas de corte, com escapos longos
resultantes de programas de melhoramento e propagadas
principalmente através da micropropagacdo. De acordo com Miyoshi
& Asakura (1996), dois a trés ciclos de autofecundacdo resultam
freqlientemente nesta espécie em degeneragdo da progénie,
malformacdes e esterilidade devido a espécie ser aldgama.

As técnicas de polinizacio e hibridacdo em gérbera sdo pouco
difundidas devido a importancia comercial dos hibridos gerados por

estes procedimentos. Estudos com hibridagdo artificial em gérbera tém
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sido relatados recentemente, Souza et al. (2005) realizaram a
hibrida¢do levando o pdlen coletado com o dedo ao estigma do
capitulo utilizado como maie. Eles observaram as estruturas florais,
hordrios de liberacdo do pdlen e receptibilidade do estigma para
realizarem a hibridacdo artificial em gérberas de variedade hibrida e
variedades ndo definidas, e constataram que a gérbera apresenta
dicogamia protoginica, também observaram que a liberacdo de pdlen
ocorreu entre 10 e 16h e que as flores das variedades hibridas nao
produziram sementes sem a polinizagdo manual.

O uso de métodos altamente discriminatérios para a
identificacdo e caracterizacdo de gendtipos € essencial para os
programas de melhoramento e para a protecdo de patentes em plantas.
A introducdo e o protecdo de cultivares ocasionaram a necessidade de
sistemas de identificagdo. A caracterizacdo das cultivares é a base para
trabalhos de estimativa de similaridade genética e identificacdo. A
caracterizacdo pode se basear em caracteristicas morfoldgicas,

fisiol6gicas e moleculares.

2.6 Caracterizacao e analise da diversidade genética

O sucesso de um programa de melhoramento depende da
variabilidade, da diversidade da espécie e do processo de selecdo que
se exerce sobre esta. Dessa forma, para que a diversidade genética seja
utilizada € necessdrio que o0s acessos sejam caracterizados,
documentados e identificados quanto aos caracteres morfolégicos e

fisiolégicos, para que o melhorista possa identificar os potenciais uteis
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para o seu programa de melhoramento (BOREM & MIRANDA,
2005).

As colecdes de germoplasma se revelam extremamente uteis
como fontes de variabilidade genética a disposicdo dos programas de
melhoramento. No entanto, se as cole¢cdes nido forem caracterizadas
seu uso € invidvel. Os trabalhos de caracterizacdo de germoplasma,
baseados em caracteres morfolégicos, moleculares e agronémicos
visam avaliar as fontes de variabilidade genética a disposi¢do dos
programas de melhoramento. A caracterizacdo morfolégica da colecao
¢ feita, de maneira geral, descrevendo-se as variacdes entre diferentes
populagdes ou acessos, com posterior classificacio em grupos
similares para as caracteristicas observadas (BURT et al., 1980;
MOREIRA et al., 1994). A informacdo obtida sobre a colecdo pode
entdo ser utilizada por um grande ndmero de cientistas de diferentes
areas de pesquisa (taxonomistas, geneticistas, etc.), e evidentemente,
também pelo melhorista, auxiliando-o na escolha dos materiais a
serem avaliados agronomicamente (BURT et al., 1980).

A classificacdo dos acessos € importante, pois através dela
pode se proceder ao agrupamento destes com base em suas
similaridades e com isto torna mais facil o manuseio da colecdo para
os trabalhos de melhoramento (MOREIRA et al.,1994).

A divergéncia genética relaciona-se ao grau em que as
populagdes se distanciam umas da outras quanto ao conjunto de
caracteres que lhe sdo peculiares. A importancia destes estudos para o
melhoramento vegetal deve-se a possibilidade de identificar os
gendtipos de interesse especifico, promover uma melhor gestdo dos

recursos genéticos e ou a divisdo dos gendtipos em grupos heteréticos,
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além de acelerar o progresso genético para determinados caracteres
(CUI et al., 2001).

Outro fato importante, ¢ que a superioridade dos hibridos é
proporcional a distdncia genética entre o0s seus respectivos
progenitores, ou seja, quanto mais divergentes forem os genitores,
maior a variabilidade resultante na populacdo segregante, e maior a
probabilidade de reagrupar os alelos em novas combinacdes
favoraveis, e esta distincia € avaliada através da andlise da
divergéncia genética. Deste modo, nas espécies onde esta relagdo é
verificada, os melhoristas podem contar com um critério rapido e fécil
na escolha dos progenitores para os programas de hibridacdo
(MOREIRA et al., 1994; BENIN et al., 2003).

A divergéncia genética tem sido avaliada por meio de técnicas
biométricas, diferencas morfoldgicas, as quais sdo submetidas a uma
andlise de aglomeracdo que tem por finalidade de reunir por um
critério de classificagdo, os progenitores em grupos, de forma que
exista homogenidade dentro do grupo e heterogeneidade entre os
grupos. Também visa dividir um grupo original de observagdes em
varios grupos segundo um critério de similaridade ou dissimilaridade
(CRUZ et al., 2004).

Diferentes técnicas de andlise multivariada t€ém sido usadas
para estimar a divergéncia genética (BENIN et al., 2003), incluindo
analises de componentes principais, varidveis canonicas e métodos
aglomerativos (CRUZ & REGAZZI, 1994).

Andlises multivariadas tém por objetivo avaliar um conjunto e
varidveis aleatdrias relacionadas entre si, onde cada uma possui o

mesmo grau de importancia. A andlise multivariada fornece
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coeficientes de distdncia genética entre os gendtipos, proporcionando
grande contribui¢do ao melhoramento genético. Neste conceito, parte-
se da hipétese de que quanto maior a distancia genética entre dois
gendtipos, maiores sdo as chances de combinagdes mais promissoras.

A andlise de agrupamento trata da identificagdo de grupos de
individuos similares apds a estimacdo de uma matriz de
dissimilaridade. H4 vdrios métodos de agrupamento que se
diferenciam pelo tipo de resultado e pelas diferentes formas de definir
a proximidade entre individuos ou grupos formados. Em todos os
casos, ndo se conhece a priori, o nimero de grupos a ser estabelecido
(CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Os métodos de agrupamento baseiam-se principalmente em
métodos hierdrquicos e de otimizagdo. Nos hierdrquicos, destaca-se o
método do vizinho mais préximo, onde os agrupamentos sao
identificados na forma de dendrogramas. Nos de otimizacdo, destaca-
se o algoritmo de Tocher, onde o objetivo é alcangar uma particao dos
individuos que otimize alguma medida predefinida (CRUZ &
REGAZZI, 1994).

A finalidade da andlise de agrupamento € reunir por algum
critério de classificacdo os acessos (qualquer tipo de unidade
amostral) em vérios grupos, de tal forma que exista homogeneidade
dentro do grupo e heterogeneidade entre grupo. O método do vizinho
mais préximo identifica os genitores mais similares na matriz de
dissimilaridade, os quais sdo reunidos para formar o grupo inicial
homogéneo (CRUZ et al., 2004).

A utilizacdo dos métodos de agrupamento requer medidas de

similaridade ou dissimilaridade. A escolha de uma ou de outra € feita
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subjetivamente levando em consideracdo vdrios fatores como a
natureza das varidaveis ou as escalas das medidas (FERREIRA, 1993).
As medidas de dissimilaridade para varidveis quantitativas sao de
grande importdncia em estudos de diversidade genética, em que se
procura identificar genitores a serem utilizados em programas de
hibridacéo (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

Na estruturagdo da matriz de dissimilaridade empregam-se a
distancia euclidiana e a distancia generalizada de Mahalanobis. Em
estudos de divergéncia genética avaliam-se caracteres com grau
significativo de correlagdo, empregando-se a distancia generalizada de
Mahalanobis, mais robusta para esta finalidade (ARUNACHALAM,
1981), desde que os dados obtidos sejam retirados de delineamentos
estatisticos que possuam repeti¢des, gerando a matriz de covariancia

residual.

2.6.1 Caracterizacao e divergéncia genética através de caracteres

morfologicos

A variabilidade genética geralmente é perceptivel com base em
caracteristicas morfoldgicas, porém essa variabilidade ¢ influenciada
pelas condi¢des do meio ambiente onde a planta se desenvolve. Em
decorréncia disso, Tatieni et al. (1996) afirmam que caracteres
fenotipicos, tradicionalmente usados para estimar a diversidade
genética, sdo de importancia limitada, uma vez que sdo geralmente
influenciados pelo ambiente e estddio de desenvolvimento da planta, e
porque, em algumas espécies, adequado nivel de polimorfismo

fenotipico ndo estd disponivel. Portanto, marcadores isoenzimadticos e



30

de DNA sdo pouco influenciados pelo ambiente, sendo mais
adequados para estimagdo da divergéncia genética por técnicas
multivariadas (SMITH et al., 1990; WILLIAMS et al., 1990 e
FRANCO et al., 2001).

Apesar disso, muitos autores vém realizando a caracterizagao,
variabilidade, estudos de divergéncia e diversidade genética, através
de caracteres morfoldgicos e andlise estatistica multivariada, obtendo
bons resultados nas mais variadas espécies: amendoim, género
Arachis L. (WILCHES, 1983), milho, Zea mays (CRUZ, 1990),
mandioca, Manihot esculenta Crantz (PEREIRA & SOUZA, 1992),
coqueiro gigante, Cocos nucifera L. (RIBEIRO, 1993), tangerinas,
género Citrus (DOMINGUES et al., 1999), feijao (RODRIGUES et
al., 2002), batata-doce, Ipomea batatas L. (DAROS et al., 2002),
Adesmia latifolia Spreng (SCHEFFER-BASSO et al., 2003),
maracujazeiro-doce, Passiflora alata Curtis (MELETTI et al., 2003),
cornichio, Lotus corniculatus L. (SOSTER et al., 2004), manjericao,
Ocimum basilicum L. (BLANK et al., 2004), arroz, Oryza sativa L.
(CUNHA & PINHEIRO, 2005), cebola, Allium cepa L. (BARBIERI
et al., 2005), trevo-branco, Trifolium repens L. (BORTOLINI et al.,
2006) entre outros.

Atualmente, a caracterizacdo ¢é feita considerando-se
principalmente as caracteristicas morfolégicas, mas os marcadores
moleculares sdo excelentes ferramentas para promover esta

caracterizacdo a nivel ao nivel molecular (SOUZA, 2001).
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2.6.2 Marcadores moleculares e diversidade genética

Os melhoristas de plantas tém tradicionalmente
selecionado variabilidade com base no fenétipo (aparéncia de um
individuo). Esta estratégia tem sido de sucesso para caracteristicas de
alta herdabilidade (onde o fendtipo reflete a constitui¢do genética do
individuo), mas nem sempre para caracteristicas de baixa
herdabilidade (onde o fenétipo pode nio refletir o gendtipo). Pelo fato
de a maioria das caracteristicas selecionadas no melhoramento de
plantas ser de natureza quantitativa, estratégias como teste de
progénies e selecdo em geracdes avancadas t€m sido utilizadas para
minimizar as dificuldades da selecdo. Estas, contudo, ndo diminuem
ou evitam os efeitos da interacdo genétipo x ambiente, que podem
mascarar o fendtipo. Este é a expressdo do genétipo (constituicao
genética de um individuo) sob condicdes ambientais especificas e,
assim, pode variar. Desta forma, selecionar o fendétipo é como
perseguir um alvo mével mutdvel sob as influéncias do ambiente.
Uma forma de evitar este problema seria selecionar individuos
superiores com base no genotipo, pois este independe do ambiente e
ndo varia durante o ciclo de vida de um individuo. Acessar e
selecionar variabilidade ao nivel de DNA € possivel através dos
marcadores moleculares. Além disso, os marcadores moleculares
também possibilitam as distin¢des entre heterozigotos e homozigotos

dominantes (CAVALLI, 2003; LINDSEY & JONES, 1992).

Os marcadores moleculares sdo definidos como todo e
qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um

segmento especifico de DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
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1995). Milach (1998) descreve que marcadores moleculares sio
caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo

herdados geneticamente.

Os marcadores genéticos sdo quaisquer caracteristicas,
processos bioquimicos ou fragamentos de DNA que permitem a
distin¢do entre individuos geneticamente diferentes. Os marcadores
moleculares marcam a presenca de um gene ou de padrdes de
seqiiéncias de DNA que caracterizam o individuo ou grupo de
individuos, os quais permitem ao melhorista investigar o gendtipo do
individuo, ao invés do fendtipo (o qual sofre influéncia do ambiente e
sua expressdo depende do estddio de desenvolvimento e/ou situacdo
determinada) (SOUZA, 2001).

Os marcadores genéticos utilizados em vegetais podem ser de
quatro tipos: morfolégicos, citoldgicos, bioquimicos e moleculares
(BOREM & MIRANDA, 2005). Os primeiros marcadores usados pelo
homem no processo do melhoramento vegetal foram os marcadores
morfolégicos, marcadores que controlam a morfologia da planta
(controlam a colorag@o, forma, resisténcia a patégenos, etc.). Tais
marcadores, apesar de serem de facil monitoramento, apresentavam
limitagdes como a variacdo em fung¢do das condi¢des ambientais
(BOREM & MIRANDA, 2005), além de serem limitados a poucas
caracteristicas.

Os marcadores moleculares tém vantagens sobre os
marcadores morfolégicos convencionais, por que, na grande maioria,
sdo herdados co-dominantemente (para cada loco estudado os alelos
sdo expressos e visualizados) e raramente exibem interacdes

epistdticas ou pleiotrépicas, podem ser detectados tanto em tecidos
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jovens como adultos e, teoricamente, utilizados em qualquer estddio
de desenvolvimento da planta, desde que suficiente DNA possa ser
obtido, além de exibirem neutralidade fenotipica. A utilizacdo de
marcadores moleculares permite que a selecdo e novos cruzamentos
sejam realizados em uma mesma geracdo, O que aumenta
consideravelmente a eficiéncia de um programa de melhoramento.
Podem ser utilizados mesmo ndo tendo sido mapeados, ou seja,
associados a um gene, a uma regido cromossdmica ou a um fenétipo,
desde que possa ser seguido em geragdes subseqiientes, comprovando
sua natureza genética (FERREIRA & GRATAPAGLIA, 1995;
MILACH, 1998).

Durante as décadas de 60 e 70, marcadores bioquimicos,
principalmente as isoenzimas e proteinas de reserva, foram bastante
utilizadas em estudos de genética de populagdes, caracterizagdo de
germoplasma e mapeamento genético (BRAMMER & MILACH,
2002). Logo se percebeu que o baixo nivel de polimorfismo detectado
era uma forte limitagdo desta técnica. Hoje, de acordo com Borém &
Miranda (2005) o uso de isoenzimas para identificacdo varietal de
algumas espécies encontra satisfatoriamente sistematizado.

A técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction™) surgiu como
uma nova op¢do ao uso de marcadores moleculares. Baseia-se na
sintese enzimadtica in vitro de um segmento especifico de DNA na
presenca da enzima DNA polimerase e de “primers” especificos ou
ndo. Tais “primers” delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla a ser
amplificada, cujos resultados sdo milhdes de cOpias idénticas
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). Esta reacdo criada por

Kary Mullis em 1983 envolve trés etapas com temperaturas
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especificas que permitem a desnaturacio do DNA gendmico, o
anelamento do mesmo com primers ou iniciadores (fragmentos
sintéticos de DNA que funcionam como iniciadores para a sintese de
fragmentos do DNA gen6mico) e a extensao dos fragmentos do DNA.
A repeti¢do deste processo produz um conjunto de produtos de DNA
amplificados, ou seja, copiados milhares de vezes, que representa a
seqiiéncia flanqueada pelos iniciadores. O produto da amplificacdo
por PCR ¢ visualizado em gel de agarose, sendo que o padrio de
bandas dos produtos da PCR submetidos a eletroforese em gel de
agarose também varia, revelando um polimorfismo essencialmente
genético (CAVALLI, 2003; KREUTZ, 2001; LENHINGER et al.,
2002; ZAHA, 2003).

Um grande avango da técnica de PCR ocorreu com o uso
de pequenos iniciadores aleatérios como um método de geracdo de
marcadores moleculares polimérficos. Em 1990, Williams, Welsh e
McClelland propuseram o uso destes marcadores. Esta técnica ficou
conhecida como RAPD (DNA  polimérfico  amplificado
randomicamente — random amplified polymorphic DNA).

Marcadores RAPD s3o capazes de detectar extenso
polimorfismo em DNA de cépia simples e repetitivo. Diferengas de
apenas um par de bases sdo suficientes para causar a ndo-
complementaridade do iniciador com o sitio de iniciagdo, o que
impede a amplificagdo do segmento. Outras fontes de polimorfismo
podem resultar de grandes inser¢des entre os sitios de amplificacdo e
insercdes menores ou delecdes que mudam o tamanho do produto

amplificado (CAVALLI, 2003).
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Segundo Milach (1998), os marcadores moleculares podem ser
classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para
identifica-lo, os obtidos por hibridizacdo do DNA: RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism™) e Minissatélites ou locos de VNTR
(“Variable Number of Tandem Repeats”), ou por amplificacdo do
DNA por PCR: RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”);
SCAR (“Sequence Characterized Amplified Regions”); STS
(“Sequence Tagged Sites”) ou ASA (“Amplified Specifc Amplicon”);
Microssatétile (ou SSR  (“Simple SequenceRepeats”) e AFLP
(“Amplified Fragment Lenght Polymorphism”).

Os marcadores moleculares vém sendo amplamente utilizados
no melhoramento de plantas devido a eles completarem as genéticas
quantitativas e mendelianas no entendimento da acdo génica. De
acordo com Souza (2001) as trés maiores aplicagdes dos marcadores
moleculares no melhoramento vegetal sdo a andlise da diversidade
genética entre individuos, a construcio de mapas genéticos e
mapeamento de caracteristicas de interesse e na seleg¢do assistida por
marcadores moleculares.

A similaridade genética obtida por andlise de marcadores de
DNA vem sendo utilizada para estimar a diversidade genética em
colecdes de germoplasma (CONTI et al., 2002).

Os marcadores moleculares t€m demonstrado ser importantes
ferramentas para os melhoristas vegetais em virtude de permitirem
avaliar a variabilidade genética disponivel para cada espécie, o que
contribui para a selecio dos genitores e o direcionamento dos
cruzamentos, por permitirem a avaliacio em qualquer fase do

desenvolvimento da planta. Devido a significativa contribui¢do que os
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marcadores moleculares oferecem para os estudos de variabilidade
genética e melhoramento, estes vem sendo aplicados nas mais
variadas espécies para os estudos de diversidade genética, entre
Casealpinia echinata (Pau-Brasil) por Melo et al. (2005), Copaifera
langsdorffii (Copaiba) por Gonela et al. (2005), no género Eucalyptus
(Alves et al., 2005a; Marcon et al., 2005; Tomaz et al., 2005),
Manihot esculenta Crantz (mandioca) por Siqueira et al. (2005),
Phaseolus vulgaris L. (CAMPOS et al., 2005; FERREIRA et al.,
2005; PEREIRA et al.,, 2005), milho (ZANELLA et al., 2005),
Passiflora L. (BOLSI et al., 2005), Petunia Juss (TOGNI et al., 2005),
algodao (ALVES et al.,, 2005b), arroz (BORBA et al., 2005;
MENEZES et al., 2005), em Bromeliaceae, como a Vriesea gigantea
Goud (PAGGI et al., 2005), Solanum tuberosum L.(TORRES et al.,
2005; MIZ & SOUZA-CHIES, 2005), Coffea arabica L.
(SILVESTRINI et al., 2005), Brachiaria humidicola (SALGADO et
al., 2005), género Eucalyptus (MARCON et al., 2005), Stylosanthes
capitata (PATRIARCHA et al., 2005), Ipomea batata (CHIESA et al.,
2005; DUTRA et al., 2005), Bactris gasipaes Keenth (HANZE et al.,
2005), Hemerocallis hybrida Hort. (MENEZES et al., 2005), espécies
aqudticas como Egeria najas (LUCIO et al., 2005), Palicourea
coriacea (CHAM.) K. Schum (BARBOSA et al., 2005), entre outras
espécies.

Nos 1ltimos anos o desenvolvimento de marcadores
moleculares tem expandido a variedade de DNA polimérfico para o
mapeamento  genético, melhoramento assistido, "fingerprints"
gendmicos e para a investigacdo de similaridade genética em espécies

ornamentais. Dentre os diferentes marcadores e metodologias
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utilizadas a técnica de RAPD tém se mostrado a metodologia mais
simples podendo ser rapidamente aplicadas para identificar
polimorfismo sem conhecimento prévio de seqiiéncias de DNA.

A utilizagdo de materiais nativos ou exoticos para programas
de melhoramento requer um estudo da variabilidade genética e
identificacdo dos genétipos superiores, para atender esses requisitos
tem-se langado mao dos marcadores moleculares, entre eles o RAPD.
Os marcadores RAPD estdo sendo amplamente utilizados para
determinar a analisar relacdes filogenéticas e para a especiagdo do
género em espécie de mesmo género, mas bastante distintas
morfologicamente, bem como para a andlise da diversidade genética.

Alguns trabalhos também tém sido realizados utilizando
diferentes tipos de marcadores e comparando os resultados destes, um
exemplo disto, foi o estudo realizado por Hiilse-Souza et al.(2005) os
quais com o objetivo de comparar a diversidade genética Zea mays L.,
estimada tanto por RAPD quanto por microssatélite, observaram que
os marcadores de RAPD foram eficientes para a validacdo dos dados
de pedigree enquanto que os microssatélites foram melhores para
reconhecerem diferencas entre caracteres quantitativos.

Em ornamentais, os marcadores de RAPD j4 foram utilizados
para o estudo de variabilidade genética de Alstroemeria
(ANASTASSOPOULOS & KEIL, 1996), Chrysanthemum (WOLF &
PETERS-VAN RIIN, 1993), rosa (TORRES et al., 1993), lirio
(YAMAGISH,1995), também para determinar a relacdo genética de
Alstroemeria (DUBOUZET et al.,, 1998), Amor-perfeito (KO et
al.,1998) e espécies de rosa (JAN et al, 1999) e para identificar



38

marcadores moleculares ligados a locus genéticos que controlam o
tipo de flor de cravo (SCOVEL et al., 1998).

Benedetti et al. (2001) com o objetivo de caracterizar e
discriminar genétipos utilizando RAPD como metodologia para obter
“fingerprints” gendmicos, confirmaram a identidade genética e
identificaram marcadores associados a longevidade pds-colheita de
Limonium, Prunus ornamental e cravo, e também puderam discriminar
diferentes cultivares de rosa e Gérbera.

Chung et al. (2001) utilizando a técnica de RAPD
caracterizaram 24 cultivares de gérbera utilizando marcadores de
RAPD e observaram a formag¢do de 57 bandas polimérficas com o uso
de 80 “primers” e constataram uma grande similaridade genética, a
qual agruparam em cinco grupos. A média do coeficiente de
similaridade foi de 0.72 e variaram de 0.50 a 0.90. O maior coeficiente
de similaridade, 0.90, foi encontrado entre cultivar “Sardana” (com
flores de cor vermelha/branca e do tipo dobrada) e a cultivar
“Tamara” (com flores laranja e do tipo dobrada).

Apesar de ser possivel utilizar tanto caracteres morfolégicos
quanto moleculares para estudos de caracterizagdo e de andlise da
variabilidade e divergéncia, Singh et al. (1991) relatam que a melhor
forma de se identificar divergéncia entre genétipos é o uso combinado
de marcadores moleculares e descritores agromorfologicos,
promovendo um complemento nos resultados.

De modo geral, estudos moleculares dependem diretamente da
qualidade do DNA extraido (ROMANO, 1998) dai a importancia de
se ter estabelecido uma metodologia eficiente para a extracdo de um

DNA com qualidade.
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2.7 Extracao de DNA

O DNA (4cido desoxirribunucleico) estd presente em trés
organelas das células vegetais, mitocOndria, cloroplasto e nicleo.
Quando se extrai o DNA vegetal sem realizar nenhum procedimento
para isolar o DNA vindo destas trés organelas diz-se que se realizou a
extracdo do DNA total, pois este é formado pelo DNA gendmico,
mitocondrial e cloroplastidial (BERED, 1998).

A extracdo do DNA das plantas é o primeiro passo para a
posterior utilizacdo do mesmo nas diferentes técnicas moleculares,
sendo assim, esta etapa ¢ muito importante visto que o DNA deve
estar o mais integro possivel para que nossos objetivos sejam
alcancados com sucesso. O isolamento de DNA de plantas e de
material vegetal ¢ uma importante etapa na andlise da estrutura e
organizacdo do genoma (ROMANO & BRASILEIRO, 2003).

Atualmente existe um grande ndimero de protocolos que
descrevem a extracdo de DNA em diferentes espécies e/ou tecidos
vegetais 0 que se deve a variabilidade da composicdo bioquimica
encontrada nas diferentes plantas e tecidos vegetais. Tal diferenca
impossibilita o desenvolvimento de um unico protocolo ideal que
possa ser utilizado para as diferentes espécies vegetais. Apesar de
atualmente, o numero de protocolos disponiveis aumentarem
constantemente, a maioria deles é uma variagdo de dois protocolos
basicos: o descrito por Dellaporta et al. (1983) e o de Doyle & Doyle
(1987) que utiliza o detergente brometo de -cetiltrimetilamonio

(CTAB) (ROMANO, 1998).



40

Segundo Romano (1998) as diferengas entre os protocolos
visam sanar problemas encontrados nas extracdes como a degradacio
do DNA por DNAses enddgenas, co-isolamento de polissacarideos
que podem inibir a a¢do de enzimas, co-isolamento de substincias
fendlicas ou outros compostos secunddrios que podem danificar o
DNA ou também inibir a acdo de diversas enzimas de restricdo ou da

Taq polimerase.

2.7.1 Teoria subjacente aos procedimentos de extracao

Para a otimizag¢do do método, alguns critérios basicos precisam
ser atendidos. Dentre eles, as paredes celulares devem ser rompidas
com o objetivo de liberar os constituintes celulares. Geralmente este
processo € realizado pelo congelamento do tecido vegetal em
nitrogénio liquido e posterior quebra mecanica com o auxilio de um
pilao e de um almofariz, no caso de extragdo em larga escala. Se em
pequena escala, utiliza-se um pequeno bastdo de vidro e um tubo de
microcentrifuga. Nesse caso, as preparagdes freqlientemente se
destinam a reagdes de PCR e podem ser realizadas somente na
presenca de tampao de extracdo, sem a adi¢do de nitrogénio liquido.

Além disso, as membranas celulares devem ser rompidas para
liberacdo do DNA. Essa etapa € realizada pela acdo de um detergente
como SDS (dodecil sulfato de sd6dio) ou CTAB (brometo de
cetiltrimetilamdnio). Nesta etapa deve-se tomar cuidado para evitar a
acdo de DNAses que podem degradar o DNA. O detergente serve para

este propdsito e os tampdes de extragdo possuem pH por volta de 8,0,
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enquanto o pH 6timo para acdo de DNAses enddgenas fica por volta
de 7.,0.

Outro passo empregado € a adicio de EDTA (4cido etileno
diamono tetracético) no tampao de extragdo. O EDTA inibe a agdo de
DNAses que usam magnésio e cédlcio como cofatores, pois este trata-
se de uma substdncia quelante de cdtions divalentes, como MgJr2 e
Ca™.

A extracdo de DNA de alto peso molecular €, de qualquer
maneira, apenas uma parte da tarefa, o extrato inicial de DNA contém
grande quantidade de RNA, proteinas, polissacarideos, taninos e
pigmentos que, em alguns casos, sio dificeis de separar do DNA. Um
tratamento com RNAse aquecida remove o RNA do extrato (CLARK,
1997).

Os 4acidos nucléicos devem ser separados das proteinas
realizando-se de uma a vérias extracdes com fenol e/ou cloroférmio,
que desnaturam as proteinas tornando-as insoliveis a fase aquosa,
onde se encontram os acidos nucléicos. O DNA deve ser protegido da
acdo de compostos fendlicos, que oxidam o DNA irreversivelmente,
tornando este inacessivel as enzimas de restricdo. A contaminagdo por
compostos fendlicos pode ser evidenciada pela coloracdo do DNA que
tende a ficar marrom. Para evitar o efeito oxidativo dos polifendis,
deve ser adicionado ao tampao de extragdo, agentes anti-oxidantes,
como PVP (polivinilpirrolidona), BSA (albumina de soro bovino) ou
3-mercaptoetanol.

Além das proteinas, os dcidos nucléicos devem ser separados
dos polissacarideos. Estes inibem a acdo de enzimas de restricdo e

tornam a amostra de DNA excessivamente viscosa, interferindo na
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migracdo do DNA em corridas eletroforéticas. O detergente CTAB ¢
utilizado com essa finalidade, ji que polissacarideos e 4cidos
nucléicos possuem solubilidade diferenciada na presenca desse
detergente. Polissacarideos também podem ser removidos pelo
emprego de gradiente de cloreto de césio (CsCl) (ROMANO &
BRASILEIRO, 2003).

Embora exista um nimero grande de protocolos na literatura
para extragdo de DNA de plantas, na maior parte das vezes € utilizada
a metodologia baseada no protocolo de CTAB 2X (cetyltrimethyl
ammonium bromide) de Doyle & Doyle (1987), onde esse detergente
solubiliza as membranas, formando com o DNA um complexo que
facilita uma posterior precipitacdo. Porém, outro método de
isolamento de DNA, que utiliza SDS (sodium dodecyl sulfate) para
promover a lise celular e precipitagdo simultinea de proteinas e
polissacarideos também ¢é utilizado (ORSTROWSKA et al., 1997).

A extragdo do DNA de plantas é realizada na maioria das
vezes por adaptacdes dos protocolos de extragdo descritos por
Dellaporta et al. (1983) e por Doyle & Doyle (1987). A diferenca
principal destes protocolos consiste no detergente utilizado. A
metodologia descrita por Doyle & Doyle utiliza o detergente brometo
de cetiltrimetilaménio (CTAB), um detergente catidnico que
complexado as paredes celulares, proteinas e polissacarideos induz
sua precipitagdo. J4 a descrita por Dellaporta et al., que utiliza o
detergente dodecil sulfato de sédio (SDS), apenas promove a lise

celular (OSTROWSKA, 1998).
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2.7.2 Método CTAB 2%

Este método, modificado de métodos descritos por Murray e
Thompson (1980) e Saghai-Maroof et al. (1984), é relativamente
simples, é vem sendo usado com sucesso numa gama de espécies
monocotiledoneas e dicotiledoneas. O método pode ser usado com
tecido fresco ou desidratado. Apesar do DNA obtido ndo possuir alto
grau de pureza, ¢ geralmente de qualidade suficiente para andlises de
restricdo ou amplificacdo por PCR. Produtos sio tipicamente na
ordem de 100-200 pg/g de tecido fresco (CLARK, 1997).

A extracio com CTAB ¢ bastante eficiente, produzindo
grandes quantidades de DNA para estocagem. Segue as etapas de
maceracdo das amostras, que pode ser realizada manualmente em
cadinhos com nitrogénio liquido ou em tubos de microcentrifuga,
dependendo quantidade necessdria de material vegetal. Apds a
transferéncia do material vegetal para um tubo, adiciona-se
cloroférmio dlcool isoamilico para pdstuma centrifugacdo. Apds este
passo, € possivel a visualizacdo de duas fases: a fase aquosa e a fase
organica. Este passo € repetido por algumas vezes e entdo adiciona-se
isopropanol, centrifuga-se novamente e descarta o sobrenadante,

restando os 4dcidos nucléicos precipitados.

2.7.3 Método Dellaporta, Woods e Hicks (1983)

Este procedimento alternativo também se baseia no uso de um

detergente aquecido para uma pré-extracdo, o denominado SDS

(dodecil sulfato de s6dio). Acetato de potdssio com alta molaridade é
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adicionado ao extrato a 0°C e a mistura é centrifugada para remover
materiais insoldveis. Isto € utilizado para remover proteinas
contaminantes e polissacarideos (CLARK, 1997).

Outro método utilizado € a extracdo de DNA por meio de
ntcleos celulares. Essa estratégia é baseada em uma prévia separacio
dos ntcleos dos outros constituintes celulares. Esse procedimento
pode resolver o problema de co-isolamento de constituintes
indesejaveis, como os polissacarideos e polifendis citoplasmaticos. A
principal desvantagem deste método € que a extracdo de niicleos a
partir de material congelado € muito ineficiente. Outra desvantagem ¢é
que esse método € mais laborioso do que os previamente
mencionados. As preparacdes de DNA obtidas por qualquer um desses
métodos podem sofrer uma posterior purificagdo por centrifugagdo em
gradiente de densidade de CsCl. Essa purificacdo, apesar de laboriosa,
¢ eficiente na remocdo de RNA, polissacarideos, proteinas e outros
contaminantes da amostra de DNA. Outra estratégia para purificacio
do DNA isolado € a precipitacdo com acetato de amonio. Essa
estratégia ¢ mais rdpida, porém o DNA purificado é de menor
qualidade (ROMANO & BRASILEIRO, 2003).

Independentemente da metodologia de extracdo e purificacio,
¢ necessdrio fazer uma verificacdo da qualidade da amostra antes do
armazenamento, para futura referéncia. Isto pode ser feito através de
visualizacdo em gel de agarose/brometo de etidio com um controle de
massa e peso molecular (DNA mass ladder), ou através de uma reacao
de PCR. Espectofotometria é possivel, mas se recomenda que as
amostras passem por um processo de purificacdo e impurezas, pois as

impurezas interferem em demasiado na estimativa.
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O nivel de pureza e qualidade do DNA isolado varia de
aplicag@o para aplicagdo. Por um lado, o alto peso molecular e alta
pureza sdo requeridos para a produgdo de bibliotecas gendmicas, que
sdo separadas por seqiiéncias de genes de plantas e por outros
marcadores como RFLPs (CLARK, 1997).

Independente do método utilizado, um bom procedimento de
extracdo para isolamento de DNA deve satisfazer alguns critérios
principais, este deve produzir DNA de pureza razodvel para sua
subsequente manipulacdo. Nas andlises que exigem que o DNA seja
cortado em fragmentos, as preparagdes de DNA devem produzir
amostras puras o suficiente para ndo inibir os processos enziméticos
ou causar interferéncia nos padroes de migracio em gel de
eletroforese, sendo neste caso, necessario que o DNA esteja
suficientemente intacto. Isto é evidenciado em metodologias como
Southern Blot ou na utilizacio de marcadores moleculares como
microssatélites e RFLP (ROMANO & BRASILEIRO, 2003). Para
analises envolvendo o uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
o DNA extraido ndo deve conter contaminantes que interfiram com as
exigéncias da PCR (CLARK, 1997). Por exemplo, para estudar a
segregacdo de uma gama de marcadores numa populacido de plantas
individuais, isto significa que o produto de PCR de uma unica planta
deve ser suficiente para talvez cem diferentes andlises. Por outro lado,
para o screening de um amplo ndmero de plantas por um tnico
marcador, o produto de DNA de uma extracdo em micro-escala deve

ser mais relevante.
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2.7.4 Quantificacio e controle da qualidade

Esta etapa tem como objetivo a obteng@o de pardmetros para o
balanceamento quimico da etapa posterior, reacdo de amplificacdo do
DNA.

De modo geral, as metodologias empregadas para a
quantificacdo sdo baseadas em dilui¢des do material extraido que pode
ser evidenciado em géis de agarose com brometo de etidio, por
espectrofotometria ou pelo sistema slot blot por quimioluminescéncia.

A quantificacdo de DNA em gel de agarose é técnica de menor
precisd@o quando comparada as outras, porém de grande valia por sua
simplicidade, sendo 4gil instrumento para demonstracdo de €xito na
etapa de extracdo. J4 o método espectrofotométrico de quantificacio
de DNA ¢ geralmente utilizado para determinar a concentragcdo e
pureza de 4cidos nucléicos em uma solucao.

A quantificacdo de DNA ¢é uma etapa fundamental para a
eficiéncia da reacdo de PCR, pois permite ter uma boa estimativa na
leitura e concentragdo do material, calcular o volume final do mesmo
na reacdo em quantidades adequadas.

Entre as técnicas disponiveis para estimar a concentragdo de
DNA obtida na extracdo tem-se a quantificacdo por leitura em
espectofotometro e a quantificacdo comparativa em gel de agarose
corado com brometo de etidio, a escolha da técnica mais adequada
depende da pureza da amostra, a praticidade e os fatores de seguranga,
mas o ideal € que se possivel se realize as duas (MARTINS, 1998).

Quando a técnica de extragdo produz amostras de DNA com
maior nivel de pureza, com quantidades minimas de contaminantes

(tais como as proteinas, fendis, cloroférmio e RNA) a quantificacdo
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por espectofometro é uma técnica simples e precisa, ja se as amostras
apresentarem quantidades elevadas de impureza ou se nao oferecer
quantidade suficiente (< 250ng/mg), a melhor alternativa e a técnica
de quantificacdo comparativa em gel (MARTINS, 1998).

A leitura em espectrofotdmetro consiste na passagem da luz
UV (ultravioleta) através da solucdo de DNA (DNA solubilizado com
dgua ou tampdo de ressuspensdo, TE, com um fator de diluicio
determinada, onde o volume final da solu¢do dependera do tamanho
da cubeta) e a medida de absor¢ao dessa molécula no comprimento de
onda 260 nm. A leitura deve ser feita também para o comprimento de
onda de 280 nm para estimar a pureza da amostra, a qual é obtida
através da razao das absorbancias de 260 e 280 nm (OD 260/0D280).
Uma amostra é considerada pura se a razio estiver entre os valores de
1,6 e 2,0. A razdo acima de 2,0 indica contaminac@o por cloroférmio
ou fendis enquanto que a abaixo de 1,6 indica contaminagdo por
proteinas ou outras substincias como polissacarideos. Nestes casos, é
aconselhdvel a reprecipitacdo do DNA.

Para a quantificacdo das amostras também se utiliza a andlise
comparativa em gel de agarose. Esta técnica baseia-se na comparacao
das amostras de DNA de concentracdo desconhecida com um DNA
padrao (de concentracdo conhecida) esta comparacdo é realizada
através da visualizagdo em transiluminador, o qual emite luz
ultravioleta. O DNA somente € visualizado se for corado com brometo
de etidio, o qual gracas a suas propriedades de se intercalar com a
molécula de DNA e emitir fluorescéncia quando em presencga de luz
UV. Geralmente se utiliza como padrio o DNA de lambda (sem

cortes) ou cortado com enzimas de restricdo, neste caso, calcula-se a
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quantidade de DNA em cada banda a partir das informagdes dos seus
mapas de restricdo (MARTINS, 1998).

A vantagem da quantificacdio por espectofometro ¢é a
praticidade, além de evitar o manuseio com o corante brometo de
etidio, que é um agente mutagénico) e exposi¢do a luz ultravioleta,
porém sua limitacdo € o alto custo do equipamento. J& a quantificacio
em gel permite verificar ndo s6 a quantidade como também a
qualidade do DNA, o gel mostra se ha degradacdo ou ndo, separa o
DNA e RNA durante a eletroforese, o que reduz a imprecisdo do
processo de quantificacao.

A 1identificacdo e caracterizagdo da diversidade genética de
plantas por meio de técnicas moleculares envolvem a avaliacdo de
vdrios individuos, necessitando-se, portanto, de métodos ripidos e
precisos de extracdo do DNA. O co-isolamento de polissacarideos,
fendis e compostos secunddrios € o principal problema encontrado no
isolamento e purificacio de DNA vegetal (MOLINARI &
CROCHEMORE, 2001).
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO E DIVERGENCIA GENETICA DE
GERBERA COM BASE EM MARCADORES
MORFOLOGICOS FLORAIS

RAQUEL DALLA LANA CARDOSO', SIMONE MEREDITH
SCHEFFER-BASSO? E MAGALI FERRARI GRANDO *

RESUMO - Objetivou-se neste trabalho caracterizar e analisar a
divergéncia genética com base em caracteres morfoldgicos treze
acessos de gérbera, sendo seis hibridos comerciais (G. hybrida) e sete
acessos ndo comerciais de (Gerbera sp.) e propor uma metodologia
para classificacdo comercial dos capitulos de gérbera com base no
coeficiente de sobreposicdo das flores (CS= largura do conjunto das
flores do raio interno/ X da largura do conjunto das flores do raio
interno e do externo). Para este ultimo foram utilizados trinta e oito

acessos de gérbera. As plantas foram cultivadas em ambiente semi-
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protegido. A avaliacdo dos acessos foi mediante caracteres
morfolégicos, 19 quantitativos e 25 semi-quantitativos. Os dados
foram submetidos a andlise multivariada. Todos os tipos de capitulos
de gérbera apresentam os trés tipos de flores: flores do raio, trans e do
disco. As flores do raio e trans sdo femininas e as do disco
hermafroditas. Dos 19 caracteres morfolégicos quantitativos
avaliados, nove foram os que mais contribuiram para a divergéncia
genética, sdo eles: comprimento do labio superior da flor do disco,
labio inferior e superior da flor trans, superior da flor trans, da corola
da flor trans e do raio, largura do conjunto das flores trans e do labio
superior das flores do raio, e didmetro do invélucro; e dos 25 semi-
quantitativos, apenas dois, pigmentacdo antocidnica na base do escapo
e coloracgdo da antera das flores do disco. H4 variabilidade no conjunto
de acessos de gérbera a qual pode ser explorada em programas de
melhoramento. O coeficiente de sobreposi¢do (CS) pode ser utilizado
para sistematizar a classificacdo dos capitulos de gérbera, reduzindo as
divergéncias nas classificacdes e a subjetividade nas decisdes de
produtores, floricultores e melhoristas. De acordo com este coeficiente
de sobreposicdo, capitulos com CS de 0,01 a 0,15 seriam classificados
como simples, CS de 0,16 a 0,40 como semidobrados, e os capitulos

com CS superior a 0,41seriam classificados como dobrados.

Palavras-chave: andlise multivariada, classificacdo de capitulos,
descricao morfoldgica, distdncia genética, Gerbera sp., coeficiente de

sobreposicao, variabilidade genética
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CHARACTERIZATION AND GENETIC DIVERGENCE OF
GERBERA BASED ON FLORAL MORPHOLOGIC MARKERS

ABSTRACT - The objective of this work was to characterize and
analyze the genetic divergence using morphologic characters in
thirteen gerbera accesses, six commercial hybrid (G. hybrida) and
seven non commercial (Gerbera sp.) and propose a methodology for
commercial classification of the gerbera capitulum based in the flower
overlap coefficient (CS = width of the inner ray flowers group/X of the
width of the inner and outside ray flowers group). For this last one,
thirty eight gerbera accesses were used. The plants were cultivated in
semi-protected atmosphere. The evaluation of the accesses was
performed by morphologic characters, 19 quantitative and 25 semi-
quantitative. The data were submitted to the multivariate and variance
analysis. All of the types of gerbera capitulum present the three types
of flowers: flowers of the ray, trans and of the disk. The ray and trans
flowers are feminine and the disk hermaphrodites. The quantitative
morphologic characters that most contributed to the genetic
divergence were: length of the superior lip of the disk flower, inferior
and superior lip of the trans flower, corolla length of the trans and ray
flower, trans flower group width, superior lip width of the ray flower,
involucre diameter; and the semi-quantitative: peduncle anthocyanin
pigmentation at base and anther of disk flowers. . There is variability
in the group of gerbera accesses which can be explored in
improvement programs. The overlap coefficient can be used to
systematize the classification of the gerbera capitulum, reducing the

divergences in the classifications and the subjectivity in the decisions
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of producers, florists and breeders. In agreement with the overlap
coefficient, capitulum with CS from 0,01 to 0,15 would be classified
as simple, from 0,16 to 0,40 as semidouble, and the capitulum with CS

upper 0,41 would be classified as double.

Key words: capitulum classification, genetic distance, genetic
variability, Gerbera sp., morphologic description, multivariate

analysis, overlap coefficient
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1 INTRODUCAO

A gérbera (Gerbera sp.) é 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).

A espécie apresenta a tipica inflorescéncia da familia
Asteraceae, o capitulo, de desenvolvimento centripeto, com aparéncia
de uma flor simples, porém, constituido por muitas flores,
denominadas flésculos, as quais estdo assentadas sobre um
receptdculo comum, cercado por bréicteas involucrais, as fildrias,
dispostas em uma ou mais séries (CABRERA & KLEIN, 1973;
BARROSO, 1991; YU et al., 1999; ELOMAA & TEERI, 2001).

O capitulo de gérbera € uma estrutura altamente organizada,
sendo formado por diferentes tipos de flores, com O6rgdos florais
especializados. Botanicamente, € classificado como actinomorfo. No
entanto, comercialmente, o Ministério da Agricultura e Pecudria
(MAPA) classifica os capitulos de gérbera em simples, semidobrados
e dobrados com base em critérios subjetivos, através de ilustracdes
constantes nos descritores de gérbera, do Servico Nacional de
Protecdo de Cultivares (SNPC), o que também tem gerado dualidade
entre opinides.

Os capitulos semidobrados, dobrados e os do tipo spider
sdo variantes das primeiras cultivares mais rdsticas, ou seja, as
silvestres, que foram observados por melhoristas durante o cultivo de

um grande numero de progénies segregantes (KLOSS et al., 2004).
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De acordo com a descri¢do de Barroso (1991), o capitulo
de gérbera ¢é actinomorfo, com flores heteromorfas, flores
unissexuadas femininas (sin.: imperfeita, unisexual, pistilada,
monospérica feminina), em uma série radial com corola ligulada ou
bilabiada-ligulada, e andréginas (sin.: hermafrodita, bispdrica,
bissexual, perfeita) bilabiadas no disco. Para outros autores, como
Elomaa & Teeri (2001), Kloss et al. (2004) e Teeri et al. (2006), o
capitulo é actinomorfo-radiado e abriga trés tipos de flores: as do raio,
pistiladas, localizadas na parte mais externa do capitulo em uma a trés
séries radiais, as trans, pistiladas, que sao localizadas entre as flores
do raio e do disco, e as do disco, andrdginas, localizadas no centro do
capitulo. Porém, ainda ndo estd bem esclarecido se todos os tipos de
capitulos de gérbera apresentam os trés tipos de flores.

Quanto a simetria, o grau de zigomorfia € mais alto nas
flores do raio e gradualmente se reduz nas flores do disco. No entanto,
as flores do disco sdo radialmente simétricas e classificadas como
actinomorfas (TEERI et al., 2006).

As flores de gérbera apresentam quatro verticilos florais:
o cdlice, que forma uma estrutura especializada na dispersao do fruto,
0 pappus, a corola, o androceu, com estames fusionados, e o gineceu,
com ovdrio infero. Nesta espécie ocorre o processo de feminilizacio
das flores marginais, localizadas na parte mais externa do capitulo.
Durante o desenvolvimento floral, as anteras tém seu desenvolvimento
paralisado, resultando na formacgao de estaminddios, ou seja, estames
nao funcionais (BARROSO, 1991; ELOMAA et al., 1998; YU et al.,
1999; TEERI et al. 2006).
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Em relacdo a sexualidade das flores hd divergéncia: para
Kloss et al. (2004) e Teeri et al. (2006) a gérbera apresenta flores
femininas e flores hermafroditas, ao passo que, para Souza et al.
(2005), as flores sdo femininas e masculinas.

As cultivares de gérbera apresentam grande variabilidade
morfolégica, em fungdo do intenso melhoramento realizado na
espécie, o qual teve inicio com o cruzamento de duas espécies sul-
africanas, G. jamesonii e G. viridifolia, que originaram o hibrido,
conhecido como gérbera hibrida (Gerbera hybrida Hort.). Esta tltima
¢ uma das plantas mais importantes do mercado mundial de
ornamentais, ocupando os primeiros lugares nos leildes de flores,
tendo um grande sucesso, tanto no mercado nacional, quanto
internacional. Segundo Chung (2001), o sucesso da espécie se deve
pela diversidade de cores, permitindo que mais de trezentas cultivares
sejam langadas todos os anos.

A produgdo brasileira de gérbera ¢é inteiramente
dependente da importacdo das mudas de empresas multinacionais
holandesas, as quais sdo detentoras das patentes comerciais de todas
as cultivares de gérbera disponivel no mercado. No Brasil, 566
cultivares estdo registradas no Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA, 2007).

Tal dependéncia poderia ser reduzida com lancamento de
novos hibridos competitivos no mercado. Para isso, é necessdria a
geracdo de conhecimentos bésicos sobre a espécie, como: forma de
reproducdo, morfologia floral, polinizacio e, principalmente, a
variabilidade genética natural existente, para selecdo de parentais a

serem utilizados nos cruzamentos genéticos. O entendimento do
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“complexo gérbera” carece de informacdes sobre classificacdo e
caracterizagdo morfoldgica, imprescindiveis para a diferenciacio
fenotipica entre acessos, servindo como importante instrumento para a
eliminacdo de duplicidades destes, além de possibilitar a identificacio
de materiais e cultivares com caracteristicas superiores e herdaveis.

Os trabalhos de caracterizagdo de germoplasma, baseados
em caracteres morfolégicos, moleculares e agrondmicos visam avaliar
as fontes de variabilidade genética a disposicdo dos programas de
melhoramento. A garantia para que seu uso seja feito de forma
eficiente, passa, necessariamente, pelos trabalhos relacionados com a
sua caracterizagdo e avaliagdo, mediante a descri¢do das variacdes
entre populagdes ou acessos, com posterior classificagcdo em grupos
similares para as caracteristicas observadas (MOREIRA et al., 1994).

A divergéncia genética relaciona-se ao grau em que as
populagdes se distanciam uma da outra quanto ao conjunto de
caracteres que lhe sdo peculiares. A importancia destes estudos para o
melhoramento vegetal deve-se ao fato de que a superioridade dos
hibridos € proporcional a distdncia genética entre os seus respectivos
progenitores. Deste modo, nas espécies onde esta relagdo é verificada,
os melhoristas podem contar com um critério rapido e facil na escolha
dos progenitores para os programas de hibridacio (MOREIRA et al.,
1994).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo caracterizar
morfologicamente os diferentes tipos de flores existente no capitulo de
gérbera e acessar a variabilidade morfolégica em um conjunto de
acessos de gérbera, mediante a avaliagdo da divergéncia genética entre

os mesmos, com a finalidade de subsidiar os programas de
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melhoramento na espécie. Além disso, o trabalho também teve por
finalidade esclarecer algumas dividas como: Quais os tipos de flores
encontradas nos capitulos de gérbera? Como se classificam
sexualmente estas flores? Os capitulos simples, semidobrados e
dobrados apresentam os mesmos tipos de flores? Qual o caractere
morfoldégico que mais contribui para a classificacdo dos capitulos? Ha
variabilidade no conjunto de acessos de gérbera?

Complementarmente, o estudo propde uma metodologia,
com base no coeficiente de sobreposicdo das flores, para ser utilizado
como critério de classificagdo dos capitulos de gérbera em nivel
comercial.

O trabalho constou de dois experimentos: Experimento 1-
Divergéncia genética em acessos de gérbera com base em caracteres
morfoldgicos e Experimento 2- Proposta para classificagdo de
capitulos de gérbera com base no coeficiente de sobreposi¢do das

flores.

2 MATERIAL E METODOS

Experimento I - Divergéncia genética em acessos de gérbera com

base em caracteres morfologicos

O trabalho constituiu da avaliagdo de treze acessos de gérbera,
incluindo seis cultivares com aptiddo para corte (Cariba (Al),
Amazone (A2), Pink Elegance (A3), Terra Fame (A4), Azteca (AS) e
Tennessee (A6)) e sete ndo comerciais, sendo estes dltimos coletados

em jardins do Rio Grande do Sul e Espirito Santo. Os acessos nio
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N

comerciais, acredita-se, pertencerem a espécie G. jamesonii, pela
aparéncia das flores do raio. Junto ao Herbdrio da Universidade de
Passo Fundo (RSPF), estio tombadas exsicatas dos acessos nio
comerciais: A7 (RSPF-11.315), A8 (RSPF-11.316), A9 (RSPF-
11.325), A10 (RSPF- 11.326), A1l (RSPF-11.327), A12 (RSPF-
11.318) e A13 (RSPF-11.317). A Tabela 1 apresenta a denominacao,
caracteristicas e procedéncia desses materiais. O delineamento
experimental foi completamente casualizado, com nimero varidvel de
repeticdes, sendo quatro das cultivares e dois dos demais acessos. As
plantas foram obtidas através de divisdo de touceira, constituindo,
portanto, clones da planta-mae. Para fins de avaliacdo estatistica,
foram colhidos oito capitulos de cada acesso, que constituiram as
repeticoes.

As plantas foram cultivadas em vasos de polietileno com
didmetro de 25 cm e capacidade para cinco litros de substrato, que
contou da mistura de Rendimax Floreira (turfa+vermiculita) e casca
de arroz carbonizada, em igual propor¢do. Esse substrato apresentou
densidade de 345 g, 70% de porosidade, pH 6,4 e condutividade
elétrica de 0,66 mS.

O experimento foi conduzido em Passo Fundo, Rio Grande do
Sul, a 28°15° S, 52°24” W e a 687 metros de altitude, entre outubro de
2005 e abril de 2006. O clima da regido é subtropical imido (Cfa),
segundo Koppen (MORENO, 1961). As temperaturas médias
ocorridas durante o periodo experimental e registradas no interior do
ambiente de cultivo, bem como as normais regionais, estdo na Figura

1.
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Tabela 1 - Denominacdo, procedéncia e caracteristicas gerais de
acessos de gérbera. Passo Fundo, RS, 2005-2006

Acessos Procedéncia Classificacio  Coloracao
comercial
quanto ao tipo
de capitulo
a) Comerciais (G. hybrida)
Al cv. Cariba ProClone* Semi-dobrado ~ Vermelho
A2 cv. Amazone ProClone Simples Amarelo-alaranjado
A3 cv. Pink Elegance  ProClone Dobrado Rosa claro
A4 cv. Terra Fame ProClone Simples Amarelo
AS cv. Azteca ProClone Simples Vermelho
A6 cv. Tennessee ProClone Simples Salmio
b) Nao comerciais (Gerbera sp.)
A7 Vila Velha - ES. Semi-dobrado ~ Amarelo
A8 Vila Velha — ES Simples Rosa
A9 Casca— RS Simples Rosa
A10 Passo Fundo — RS Simples Rosa
All Casca— RS Dobrado Salmao-avermelhado
Al2 Passo Fundo — RS Dobrado Branco
Al3 Vila Velha — ES Simples Salmio

* ProClone: Empresa ProClone Comércio de Mudas e Matrizes — ME.

Holambra — SP.

O cultivo das plantas ocorreu em ambiente

semi-

protegido, apresentando 6m de comprimento, 3m de largura, 2m de pé

direito e 2,8m de altura total (pé direito+arco), constituido por uma

cobertura impermedvel (filme de polietileno de baixa densidade

leitoso, de 0,15mm de espessura), com as laterais de malha de

sombreamento 50% fixa, com cortinas méveis de plastico transparente

(Figura 2), a qual permitia uma média de transmitancia de radiacdo

solar global de 30%.
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Figura 1 - Temperaturas médias externas (TME), internas (TMI)
ocorridas durante o periodo experimental e as normais
regionais (TN). Passo Fundo, RS, 2005.

Figura 2 — Aspecto do ambiente semi-protegido onde foram cultivados
os acessos de gérbera. Em A e B, aspecto externo, e em C e
D, aspecto do interior. Passo Fundo, RS, 2005-2006.
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As plantas foram mantidas sem restricdo hidrica, mediante
irrigacdo manual, com auxilio de regador, sendo aplicados fertilizantes
liquidos, semanalmente, alternando duas solucdes, conforme Guiselini
(2002) (Tabela 2). Durante o periodo experimental foram necessdarias
aplicacdes de fungicida (tebuconazole a 0,5 mL.L™) para o controle de
oidio (Erysiphe sp.), acaricida (abamectin a 0,25 mL.L™") para controle
do 4caro rajado (Tetranychus sp.) e inseticida (parathion methyl a 0,7

mL.L™") para o controle do pulgdo e tripes (Frankliniella sp.).

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

Solucdo A Solucdo B

Nitrato de cdlcio 0,8 g.L Nitrato de potdssio 0,7 gL"
Nitrato de aménia 0,4 g.L” Sulfato de magnésio 0,6 g.L"!
Tenso Ferro 00lgL' MAP 0,15 gL
Borax 0,001 gL' Tenso Cocktail 0,01 g.L"

Fonte: Guiselini, 2002.

As avaliagdes iniciaram por ocasido do florescimento, em
janeiro de 2006, quando foram retirados oito capitulos de cada acesso,
tdo logo tivessem atingido o estddio comercial, ou seja, quando as
duas fileiras de flores do disco estavam abertas (Figura 3). De cada
capitulo foram retiradas e avaliadas cinco flores de cada tipo (raio,
trans e disco), totalizando quarenta flores de cada tipo avaliadas e, no
geral, cento e vinte flores por acesso. A avaliacdo dos acessos foi feita
mediante caracteres morfoldgicos, sendo 19 quantitativos e 25 semi-
quantitativos, totalizando 44 caracteres avaliados. As avaliacdes
quantitativas foram feitas com auxilio de paquimetro digital e
microscopio estereoscopico. Para os caracteres semi-quantitativos

foram atribuidos cddigos seqiienciais numéricos, de acordo com
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descritores oficiais de gérbera (MAPA, 2005). Nas Tabelas 3 e 4 estdo
detalhados os caracteres avaliados, cddigos e unidades de medida
respectivamente avaliados no capitulo e escapo, e os avaliados nas

flores.

1% Fileira de flores
do disco

Figura 3 - Aspecto do capitulo de gérbera, cultivar Amazone, em
estdgio comercial, com detalhe para as duas fileiras de
flores do disco abertas.
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Tabela 3 — Sigla, descri¢do e unidade de medida dos caracteres
morfolégicos avaliados nos capitulos e escapos de
gérbera. Passo Fundo, RS, 2005-2006

Sigla Caracteres morfol6gicos Unidade ou cédigo

A) Quantitativos

C1 Comprimento do escapo mm

c2 Diametro do escapo mm

C3 Espessura da parede do escapo mm

C4 Diametro do capitulo floral mm

(O8] Diametro do centro da inflorescéncia mm

Cco6 Largura do conjunto das flores do raio mm

Cc7 Largura do conjunto das flores trans mm

C8 Largura do conjunto das flores do disco mm

C9 Diametro do invélucro mm

C10 Altura do invélucro mm

Cl1 Diametro do recepticulo mm

Cl12 Altura do receptdculo mm

CI13 Média da largura do ldbio externo de cinco mm

flores do raio

B) Semi-quantitativos

Cl4 Pigmentagdo antocianica na base do escapo  0-ausente
1-fraca
5-média
T-forte

C15 Presenga de pilosidade no escapo 0-ausente
1-presente

Cl16 Base do escapo tomentosa 0-ndo
1-sim

C17 Coloragdo principal do capitulo 1-branco
2-branco-amarelado
3-amarelo
4-amarelo-alaranjado
S-alaranjado
6-salmio
7-salmdo avermelhado
8-rosa
9-rosa pink
10-vermelho
11-roxo

C18 Classificac@o do capitulo 1-simples

2-semidobrado
3-dobrado
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...continuacao

Tabela 3 — Sigla, descri¢do e unidade de medida dos caracteres
morfoldgicos avaliados nos capitulos e escapos de
gérbera. Passo Fundo, RS, 2005-2006

Sigla Caracteres morfolégicos Unidade ou cédigo
B) Semi-quantitativos
C19 Tipos de flores presentes no capitulo 1-raio
2-trans
3- disco
6- 0s trés tipos
C20 Nivel de inser¢do das flores do raio em 1-baixo
relacdo ao dpice do invélucro 2-a0 mesmo nivel
3-acima
C21 Curvatura das flores do raio 1-encurvada
2-levemente encurvada
3-reta
4- convexa
Cc22 Curvatura das flores trans 1-encurvada
2-levemente encurvada
3-reta
4- convexa
C23 Forma do épice da flor do raio l-agudo
2- arredondado
C24 Colora¢do do disco antes da abertura das 1-claro
flores do disco 2-escuro
C25 Coloragao do pappus 1-branco perolado
2- pérola-amarelado
3-purpura (roxo)
C26 Nivel do pappus em relacdo as flores 1-abaixo
fechadas do disco 2-a0 mesmo nivel
3-acima
Cc27 Forma do invélucro 1- campanulado
2- infundibuliforme
C28 Indumento das filarias 1-glabra
2-pilosa
3-tomentosa
C29 Forma do receptaculo 1-plano
2-convexo
C30 Tendéncia das flores formarem longas I-ausente
pétalas livres 2-presente
C31 Forma das flores do raio 1-eliptica

2 obovada
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Tabela 4 - Sigla, descri¢do e unidade de medida dos caracteres
morfoldgicos avaliados nos diferentes tipos de flores de
gérbera. Passo Fundo, RS, 2005-2006

Sigla Caracteres morfol6gicos Unidade ou Cédigo

A) Quantitativos

C32 Comprimento da corola mm

C33 Altura do tubo da corola mm

C34 Comprimento do receptdculo floral mm

C35 Comprimento do labio externo mm

C36 Comprimento do labio interno mm

C37 Altura do pistilo mm

B) Semi-quantitativos

C38 Forma da corola 1-ligulada
2-tubulosa
3-bilabiada

C39 Coloracgdo do ldbio 1-branco
2-branco-amarelado
3-amarelo
4-amarelo-alaranjado
5-alaranjado
6-salmdo
7-salmio-avermelhado
8-rosa
9-rosa pink
10-vermelho
11-roxo

C40 Sexualidade da flor 1-feminina
2-masculina
3-andrégina

C41 Colorac¢do do pistilo 1-branco
2-amarelo
3-alaranjado
4-rosa
5-vermelho
6-roxo
7-marrom

C42 Coloragdo do estigma 1-branco
2-amarelo
3-alaranjado
4-rosa
5-vermelho
6-roxo

7-marrom




66

...continuagao

Tabela 4 - Sigla, descricdo e unidade de medida dos caracteres
morfoldgicos avaliados nos diferentes tipos de flores de
gérbera. Passo Fundo, RS, 2005-2006

Sigla Caracteres morfoldgicos Unidade ou Cédigo

B) Semi-quantitativos

C43 Coloragio das anteras da flor 0-sem
antera/estaminédio
1-amarelo
2-alaranjado
3-rosa
4-vermelho
5-roxo
6-marrom

C44 Presenca de 6vulo 0-ausente
1-presente

Nas Figuras 4, 5, 6 e 7 sdo mostrados detalhes das estruturas

florais de como foram tomadas as medidas para sua avaliacao.

cé

Figura 4 - Aspecto do capitulo em vista frontal, com detalhe para a largura
do conjunto das flores do raio (C6), conjunto das flores trans
(C7), conjunto das flores do disco (C8) e do ldbio externo de
cinco flores do raio (C13). Figura adaptada dos Descritores de
Gérbera (MAPA, 2007).
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I c12

c11 Receptaculo floral

(o)

Figura 5 - Aspecto do capitulo em vista dorsal, com detalhe para didmetro
do capitulo floral (C4), centro da inflorescéncia (C5), invélucro
(C9) e recepticulo (Cl1), altura do invdlucro (C10) e do
receptaculo (12). Figura adaptada de Drennan et al. (1986).

IC35
C32

Cc37

Figura 6 - Aspecto dorsal da flor do capitulo de gérbera, com detalhe para
comprimento da corola (C32), receptdculo floral (C34), labio
externo (C35) e labio interno (C36), altura do pistilo (C37) e do
tubo da corola (C33).

Os dados foram submetidos a analise multivariada, através
da estimativa da distdncia de Mahalanobis (dados quantitativos) e da

distancia euclidiana média (dados semi-quantitativos) e contribui¢ao
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relativa dos caracteres para divergéncia genética (C.R). Através da
matriz de distancias foram obtidos dois dendrogramas, utilizando-se o
método de ligacdo simples. Os dados quantitativos também foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey a 5%. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa

Genes (Cruz, 2001).

Experimento II - Proposta para classificacio de capitulos de

gérbera com base no coeficiente de sobreposicao das flores

O estudo foi realizado entre dezembro de 2005 e margo de
2006, em Passo Fundo, Rio Grande do Sul. Foram avaliados capitulos
de vinte e oito hibridos comerciais: Orca, Cosmo Dino, Classic Fabio,
Orange, Tonga, Rokie, Miriam, Amazone, Terra Fame, Azteca,
Tennessee, Cariba, Cabana, Bianca, Dino, Kozak, Igor, Lady, Gunda,
Havanna, Eyecatha, Orange Dino, Onedim, Junk Frau, Solemio, King
Alexandre, Lamborghini, Pink Elegance, e de sete acessos ndo
comerciais, coletados em jardins do Rio Grande do Sul e Espirito
Santo (A7, A8, A9, A10, All, Al12 e Al3). Os capitulos das
cultivares foram cedidos pela empresa Proclone (Holambra/SP) e o
dos acessos ndo comerciais foram de plantas cultivadas nas mesmas
condic¢des descritas no experimento L.

Trés a oito capitulos de cada acesso foram avaliados ao
atingirem o estddio comercial, ou seja, quando as duas fileiras de
flores do disco raio estavam abertas. Em cada um dos capitulos
realizou-se a medicdo, com auxilio de paquimetro digital, da largura

do conjunto das flores do raio interno (largura do conjunto das flores
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trans) (Figura 7), e a soma da largura do conjunto das flores do raio
interno e externo (flores do raio) (Figura 7). Com isso, obteve-se a
média de cada um dos acessos e, calculou-se o coeficiente de
sobreposicao (CS= largura do conjunto das flores do raio interno/ X da
largura do conjunto das flores do raio interno e do externo). Os
coeficientes foram submetidos a andlise multivariada, pela: a)
estimativa de dissimilaridade entre os acessos, distincia euclidiana
média (D.E.M) e b) andlise de agrupamento, através do método de
ligagdo completa, com a geracdo de um dendrograma. A andlise
estatistica foi realizada pelo programa Genes (Cruz, 2001). A

documentagdo foi realizada através de fotos.

Figura 7 - Capitulo de gérbera: em A largura do conjunto das flores do
raio interno e em B soma da largura do conjunto das flores
do raio interno e externo. Figura adaptada de MAPA
(2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Morfologia floral de gérbera

Avaliando os capitulos dos diferentes acessos de gérbera,
constatou-se que, independente de serem de capitulos simples,
semidobrado ou dobrados, em todos houve a ocorréncia dos trés tipos

de flores: do raio, frans e do disco (Figura 8 € 9).

Figura 8 — Aspecto dos acessos dos acessos comerciais de gérbera (Al cv.
Cariba, A2 cv. Amazone, A3 cv. Pink Elegance, A4 cv. Terra
Fame, A5 cv. Azteca e A6 cv. Tennessee). Al acesso de
capitulo semidobrados, A3 dobrados e A2, A4, A5 e A6 simples.
Em B, diferentes tipos de flores encontrados: flor do raio (1),
flor trans (2) e flor do disco (3).



71

Figura 9 — Aspecto dos acessos ndo comerciais. A8, A9, A10 e A13 acessos
de capitulo simples, A7 semidobrado e A11 e A12 dobrado. Em
B, os trés diferentes tipos de flores encontrados: flor do raio (1),
flor trans (2) e flor do disco (3).
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A flor do raio apresentou corola bilabiada-ligulada,
caracterizada pelo ldbio superior tridentado, bem desenvolvido
parecendo uma ligula, e o inferior dividido em dois segmentos
estreitos, curtos ou longos, que as vezes se apresentavam em espiral
(Figuras 8 e 9, observar a flor do raio que esta indicada com o
algarismo 1). Mostraram-se tipicamente femininas com pistilo de
ovario infero contendo um 6vulo, encerrado e aderido ao receptaculo
floral piloso, anteras ausentes e/ou atrofiadas aderidas a corola (Figura
10), confirmando a descricio de Barroso (1991). A média do
comprimento da corola, tomada do 4pice do receptaculo floral até o
dpice do labio superior, variou de 37,79 mm (Al1) a 67,36 mm (AS),

evidenciando grande amplitude.

Figura 10 — Aspecto das flores do raio dos acessos comerciais de gérbera (A)
e acessos ndo comerciais (B): évulo (o), recepticulo floral (r),
tubo da corola (t), pappus (pa), pistilo (pi), 1dbio superior (Is),
labio inferior (li) e estaminddios (e). Escala: 5,5:1.
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A flor trans nos capitulos dobrados e semidobrados seguiu o
mesmo padrio de corola das flores do raio, com a diferenga de que o
comprimento do ldbio superior mostrou-se menor. Nos capitulos
simples estas flores se apresentaram com tamanho similar as flores do
disco (Figura 8 e 9, observar a flor indicada com o algarismo 2). A
Figura 11 mostra o aspecto de uma flor trans, as quais, assim como as
flores do raio, apresentaram-se pistiladas, com ovdrio contendo um
6vulo, receptidculo floral piloso, anteras ausentes e/ou atrofiadas e
corola bilabiada-ligulada.

Nos capitulos dobrados e semidobrados, o comprimento do
ldbio superior variou conforme o tipo de capitulo, sendo que nos
capitulos semidobrados e dobrados a variacdo foi de 11,85 mm (Al) a
23,75 mm (A11), sendo mais longo que o labio inferior, o qual variou
de 6,76 mm (Al) a 14,38 mm (A11l). A morfologia das flores trans
dos capitulos dobrados e semidobrados torna estas semelhantes na
forma, as flores do raio, porém em tamanho menor. Nos capitulos
simples, o ldbio superior das flores trans apresentou-se curto (2,69 a
7,73 mm), praticamente do mesmo tamanho do 14bio inferior (1,61 a
4,34 mm), assemelhando-se as flores do disco. Nestes capitulos, as
flores trans passam imperceptiveis por assemelharem-se as flores do
disco, nao sendo facil distinguir onde terminam as fileiras de flores do
disco e onde iniciam as de flores trans. A diferenca entre elas € que as
trans ndo apresentam anteras, ao contrario das flores do disco, e € este
detalhe que auxilia na localizacdo das flores trans nos capitulos
simples. A média do comprimento da corola variou de 9,94 mm (A2,
capitulos simples) a 29,81 mm (Al2, dobrado) (Figura 8 e 9,

visualizar as flores identificadas com o algarismo 2).
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Figura 11 — Aspecto da flor trans de um capitulo simples: 6vulo (o),
recepticulo floral (r), tubo da corola (t), pappus (pa),
pistilo (pi), labio superior (Is) e labio inferior (li). Escala:
4:1.

As flores do disco apresentaram corola bilabiada independente
do tipo de capitulo, exceto para os acessos nao comerciais All e Al2,
de capitulo dobrado (Figura 9, flores identificadas com o algarismo 3)
que apresentaram flores do disco com corola bilabiada-ligulada (ldbio
superior tridentado e o inferior dividido em dois segmentos estreitos)
semelhante a das flores do raio e trans. A corola dos acessos All e
A12 pareciam laciniadas, aspecto que faz com que capitulos com este
tipo de flor sejam denominados spider (KLOSS et al., 2004).

As flores do disco (Figura 12) apresentaram pistilo e cinco
estames férteis, sendo hermafroditas. O pistilo é protegido pelas

anteras fusionadas (androceu sinantério), sendo visivel somente apds a
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liberacio do podlen. Constatou-se haver uma variagdo na
presenca/auséncia de 6vulo. Os dados encontrados corroboram com
Teeri et al.(2006) no que diz respeito a sexualidade das flores do
disco, sendo hermafroditas, discordando de Souza et al. (2005) o qual

afirma que estas flores sdo masculinas.

Figura 12 — Aspecto da flor do disco (A): 6vulo (0), receptdculo floral (r),
tubo da corola (t), pappus (pa), labio superior (Is), 1abio inferior
(li) e (a)anteras fusionadas. Em B, detalhe das anteras
fusionadas retiradas para mostrar o estilete e estigma. Escala:
7:1.
Em relagdo ao comprimento da corola, os dados obtidos
neste trabalho discordam dos de Teeri et al. (2006). Segundo estes
autores, as flores do disco possuem somente corolas pequenas.

Drennan et al. (1986), em uma populagdo de G. hybrida da Califérnia
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(EUA), também verificaram que as flores do disco apresentaram-se
muito pequenas (1,6 £ 0,2 cm) com o ldbio inferior quase do mesmo
tamanho do ldbio superior. No presente estudo constatou-se que as
flores do disco possuem corolas pequenas, em torno de 9,67 mm nos
capitulos simples e semidobrados. Nos capitulos dobrados de acessos
ndo comerciais estas flores ndo podem ser consideradas pequenas,
pois apresentaram até 23,31 mm de comprimento.

Isso evidencia a variabilidade existente na gérbera,
decorrente do intenso processo de melhoramento realizado no mundo.
Tais esfor¢os comerciais conduzem, muitas vezes, a descaracterizacao
morfoldgica tipica do género e tribo e, muitas vezes, da familia, como
ocorreu com a gérbera hibrida.

Os acessos ndo comerciais de capitulo simples diferiram
dos comerciais por apresentar menor largura do ladbio superior da flor
do raio e menor nimero de fileiras radiais de flores do raio, forma do
involucro infundibuliforme e visualmente menor nimero de flores,
assemelhando estes acessos a G. jamesonii. Tal fato leva a crer que
estes acessos sejam pertencentes a esta espécie, ndo sendo, portanto,

hibridos de G. jamesonii e G. viridifolia.

3.2 Diversidade genética no conjunto de gérbera avaliado

3.2.1 Diversidade genética com base em caracteres quantitativos

Foi observada diversidade morfolégica nos acessos, sugerindo

serem genétipos distintos, pois as plantas foram cultivadas nas

mesmas condicdes ambientais e no mesmo periodo.
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Os resultados da andlise estatistica descritiva, dos caracteres
avaliados, valor maximo e minimo e a contribui¢do relativa de cada
um dos caracteres quantitativos para a divergéncia genética estdo
apresentados na Tabela 5.

Os caracteres morfolégicos quantitativos com maior
contribui¢do relativa (CR) foram: comprimento do 1dbio externo da
flor do disco, do labio interno da flor frans, do 1labio externo da flor
trans, da corola da flor trans e da corola da flor do raio, largura do
conjunto das flores trans, do labio externo das flores do raio e
didmetro do invélucro, que totalizaram 70,5% da variabilidade
presente no conjunto de acessos de gérbera (Tabela 5).

Os acessos mais divergentes foram os acessos ndo comerciais
A8, com capitulo simples, e A12, com capitulo dobrado, apresentando
a distancia generalizada de Mahalanobis (D2) de 1048,00, mostrando
que existe alta divergéncias entre 0os acessos nao comerciais, o que
pode ser 1til ao melhoramento. Para os mais similares, A7 e A9, a D’
foi de 35,10, sendo ambos acessos ndo comerciais, respectivamente,
de capitulo simples e semidobrado. Para os acessos mais divergentes,
o comprimento do ldbio externo da flor do disco variou de 2,86 mm
(A8) a 14,56 mm (A12), largura do conjunto das flores trans, de 2,64
mm (AS8) a 21,6 mm (A12), largura do I4bio externo das flores do raio
de 3,67 mm (A8) a 3,25 mm (A12) e comprimento do labio interno da
flor trans , de 1,77 mm (A8) a 11,0 mm (A12).
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Tabela 5 - Amplitude e contribui¢do relativa (CR) dos caracteres
quantitativos para diversidade genética estimada pela
distancia de Malahanobis para 13 acessos de gérbera
(média ndo padronizada)

Maximo Minimo CR

Caractere quantitative ~ —----m-em- mm--------- (%)
C1 Comprimento do escapo 590,97 324,42 0,38
C2 Diametro do escapo 6,46 3,09 3,01
C3 Espessura da parede do escapo 2,18 0,99 1,44
C4 Diametro do capitulo floral 137,9 83,7 1,17
C5 Diametro do centro da inflorescéncia 32,63 14,85 3,51
C6 Largura do conjunto das flores do raio 56,79 21,08 0,95
C7 Largura do conjunto das flores trans 21,60 225 11,40
C8 Largura do conjunto das flores do disco 13,95 5,90 0,80
C9 Diametro do invélucro 26,9 12,69 6,85
C10 Altura do invélucro 22,77 13,93 1,10
C11 Diametro do receptaculo 6,75 2,50 0,34
C12 Altura do receptdculo 4,39 1,40 0,78
C13 Média da largura do labio superior das 10,93 2,89 10,54
flores do raio
C32 Comprimento da corola da flor do raio 67,35 37,26 5,20
C33 Altura do tubo da corola da flor do raio 7,40 4,96 0,13
C34 Comprimento do receptaculo floral da 5,22 2,71 1,73
flor do raio
C35 Comprimento do ldbio superior da flor 59,23 32,12 047
do raio
C36 Comprimento do ldbio inferior da flor 13,00 2,11 3,11
do raio
C37 Altura do pistilo da flor do raio 16,29 11,58 0,12
C32 Comprimento da corola da flor trans 29,81 9,94 9,02
C33 Altura do tubo da corola da flor trans 14,14 5,12 0,46
C34 Comprimento do receptéaculo floral da 5,30 2,84 0,44
flor trans
C35 Comprimento do ldbio externo da flor 23,75 2,69 5,48
trans
C36 Comprimento do ldbio inferior da flor 14,39 1,61 10,54
trans
C37 Altura do pistilo da flor trans 15,69 11,75 0,10
C32 Comprimento da corola da flor do disco 23,31 9,67 2,95
C33 Altura do tubo da corola da flor do disco 8,43 4,93 1,22
C34 Comprimento do receptdculo floral da 12,77 3,18 3,12
flor do disco
C35 Comprimento do ldbio superior da flor 14,30 2,35 11,5
do disco
C36 Comprimento do labio inferior da flor 10,47 1,62 1,45
do disco

C37 Altura do pistilo da flor do disco 16,12 12,50 0,69
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No dendrograma (Figura 13), observa-se que os acessos se
agruparam em seis grupos distintos: Grupo 1: acessos ndo comerciais,
de capitulos simples (A9, A10 e A13) e semidobrado (A7), Grupo 2:
acessos comercias classificados como simples (A2, A3, A4 e AS),
Grupo 3: apenas o A8, que se separou dos demais acessos nao
comerciais de capitulo simples devido a ter apresentado o escapo com
maior comprimento, Grupo 4: Al e A3, acessos comerciais
semidobrado e dobrado, respectivamente; Grupo 5: All, acesso nao
comercial de capitulo dobrado; Grupo 6: Al12, acesso ndo comercial
de capitulo dobrado.

Os acessos All e Al2, apesar de possuirem capitulos dobrados
e ndo serem comerciais, ficaram em grupos distintos por terem
diferido estatisticamente no comprimento do escapo, corola da flor
raio e trans, labio superior da flor do raio e do disco, largura do
conjunto das flores do raio e trans, didmetro do capitulo e altura do
pistilo da flor trans e do tubo da corola da flor do disco.

Na Tabela 6 é mostrada a comparacdo das médias dos oito
caracteres quantitativos, que juntos contribuiram para explicar 70% da
variabilidade no conjunto dos acessos avaliados.

Grande variabilidade foi encontrada no comprimento do labio
superior da flor do disco (Tabela 6). Os acessos de capitulo dobrado,
All e Al12 apresentaram as maiores médias em relacdo a esta
varidvel. O acesso A3, apesar de ser classificado como dobrados por
alguns produtores, nao diferiu estatisticamente dos acessos de capitulo
simples, A2, A4, A8, A9 e Al3, e também dos acessos de capitulo
semidobrado, Al e A7. Os acessos A5, A6 e A10, ambos de capitulos

simples apresentaram as menores médias, porém ndo foram
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estatisticamente  diferentes dos demais acessos simples e
semidobrados. Apesar do A1l e Al12 serem considerados dobrados,
assim como o acesso A3, eles diferiram estatisticamente deste por
terem apresentados as maiores médias, respectivamente 14,31 e

12,83mm, enquanto que a do A3 foi de 4,04 mm.
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Figura 13 - Dendrograma da similaridade entre 13 acessos de gérbera com
base em caracteres quantitativos, obtido pelo método do vizinho
mais proximo, baseado na matriz de Distancia de Mahalanobis.
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O maior comprimento do 1dbio superior da flor do disco dos
acessos All e Al2, juntamente com a forma da corola (bilabiada-
ligulada), comprimento praticamente semelhante dos labios superior e
inferior, e algumas vezes com os ldbios separados, em forma de
lacineas, assemelha muito estes acessos as gérberas, denominadas por
Kloss et al. (2004) tipo “spider”, que apresentam laciniagdo nos labios
das flores.

Quanto a largura do conjunto das flores trans, os acessos
dobrados e semidobrados apresentaram as maiores médias, diferindo-
se dos capitulos simples que apresentaram as menores médias. O
acesso A7, apesar de ter sido classificado como semidobrado, ndo
diferiu dos capitulos simples, o que leva a questionar se realmente este
pode ser classificado como semidobrado.

A largura do labio externo da flor do raio variou de 2,90 a
10,93 mm. Os acessos ndo comerciais (A7, A8, A9, A10, All, Al2e
A13) apresentaram as menores médias quando comparado com os
acessos das cultivares comerciais (Al, A2, A3, A4, A5 e A6) (Tabela
6). O labio superior mais estreito observados nos acessos nio
comerciais os assemelha a G. jamesonii, espécie que juntamente com
a G. viridifolia deu origem aos hibridos comercias, os quais
apresentaram l4dbios mais largos. Tal fato permite afirmar que houve
pressdo do melhoramento para a selecdo de labios mais largos, visto
que os acessos ndo comerciais, ndo melhorados, apresentam a largura
do labio superior da flor semelhante ao da G. jamesonii.

Quanto ao caractere didmetro do involucro, os acessos nio
comerciais ndo diferiram entre si e apresentaram as menores médias,

enquanto 0s acessos comerciais apresentaram as maiores médias



83

(Tabela 6). Isso deve estar relacionado ao fato de que os capitulos dos
acessos comerciais serem mais vistosos, os flosculos maiores e
visualmente abrigam um maior nimero de flores devido ao
melhoramento direcionado para obteng@o de capitulos maiores e com
flores mais vistosas.

Em relacio ao comprimento da corola da flor do raio
observou-se uma grande variagdo nos acessos, 0 acesso A8 apresentou
a maior média, 67,36 mm, € o A1l a menor, 37,27 mm, diferindo-se
estatisticamente dos demais. Os valores extremos para o caractere
comprimento da corola da flor do raio foram encontrados em acessos
ndo comerciais, isso indica haver variabilidade para este caractere a
qual pode ser utilizadas no melhoramento.

Os acessos A2, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10 e Al3,
classificados comercialmente como de capitulos simples, exceto o A7
que foi classificado como semidobrado, ndo diferiram estatisticamente
entre si e apresentaram as menores médias para os caracteres
comprimento do ldbio inferior, do ldbio superior e o da corola das
flores trans e largura do conjunto das flores trans, enquanto que o0s
capitulos classificados comercialmente como dobrado (A3, All e
A12) apresentaram as maiores médias, seguidos dos acessos de
capitulo semidobrados (A1) (Tabela 6).

Constatou-se que os caracteres relacionados com as flores
trans (largura do conjunto das flores frans, comprimento dos labios
superior, labio inferior e corola das flores frans) foram os que mais
contribuiram para a divergéncia genética, CR= 36,44%, e para a
separacdo dos acessos quanto a classificacdo comercial dos capitulos.

Devido a isso, estes caracteres poderiam ser utilizados como
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marcadores morfoldgicos para a classificacdo dos capitulos de gérbera
e para estabelecer valores da relagdo entre a largura do conjunto das
flores do raio e a das flores trans, a fim de estabelecer critérios que
auxiliem na classificacdo dos capitulos de gérbera.

O estudo de diversidade genética exige a avaliacdo de muitos
caracteres o que demanda investimentos e mao de obra, devido a isso
sugere-se descartar em estudos futuros os caracteres morfolgicos
com menor contribui¢do relativa: comprimento do escapo devido a
neste estudo termos utilizados gérberas com aptidao para corte (com
escapos longos), labio superior da flor do raio e receptaculo floral da
flor trans, didmetro do recepticulo floral, altura do tubo da corola e

pistilo da flor do raio e trans.

3.2.2 Diversidade genética de gérbera com base em caracteres

semi-quantitativos

Na andlise multivariada dos dados semi-quantitativos foram
excluidos alguns caracteres, pois, de acordo com Cruz (2001),
caracteres invariantes podem ser excluidos da caracterizacdo. Os
caracteres invariantes entre os acessos foram: presenca de pilosidade
no escapo, base do escapo tomentosa, tipos de flores presente nos
capitulos, indumento das fildrias, forma do recepticulo, forma da
corola da flor do raio e trans, sexualidade da flor do raio, trans e do
disco, coloracdo das anteras da flor do raio e trans, presenca de 6vulo
nas flores do raio e trans.

A cor da corola, devido a ser um caractere de grande variacao

e por ndo se ter um padrio para a escala, foi excluida da anélise. Estas
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exclusdes reduziram o nimero de caracteres de 39 para 21. A Tabela 7
apresenta os caracteres avaliados, a média, valores maximos e
minimos obtidos, e a contribuicdo relativa de cada caractere para a

divergéncia genética.

Tabela 7 — Estatisticas descritivas e contribuicdo relativa (CR) dos
caracteres semi-quantitativos codificados para
divergéncia genética de 13 acessos de gérbera

Caractere semi-quantitativo Mix. Min. CR
(%)

Pigmentagdo antocianica na base do escapo 7,0 1,0 40,06
Classificagdo do capitulo 3,0 1,0 4,48
Nivel de inser¢do das flores do raio em relag@o ao dpice

do invélucro 3,0 2,0 1,59
Curvatura das flores do raio 3,0 1,0 3,49
Curvatura das flores trans 4,0 1,0 2,43
Forma do dpice do l4dbio externo da flor do raio 2,0 1,0 1,37
Coloragdo do disco antes da abertura das flores do disco 2,0 1,0 1,14
Coloragdo do papus 3,0 1,0 4,55
Nivel do papus em relacdo as flores do disco fechadas 3,0 1,0 1,97
Forma do invélucro 2,0 1,0 1,52
Tendéncia das flores formarem longas pétalas livres 2,0 1,0 1,52
Forma das flores do raio 2,0 1,0 0,45
Colorag¢do do pistilo da flor do raio 4,0 1,0 4,78
Coloracio do estigma da flor do raio 2,0 1,0 1,52
Coloragdo do pistilo da flor trans 4,0 1,0 4,78
Coloragdo do estigma da flor trans 2,0 1,0 1,59
Forma da corola da flor do disco 3,0 2,0 1,02
Coloracio do pistilo da flor do disco 2,0 1,0 1,59
Coloragdo do estigma da flor do disco 2,0 1,0 1,59
Coloragao da antera da flor do disco 6,0 1,0 17,15
Presenca de 6vulo da flor do disco 1,0 0,0 1,41

Entre os caracteres semi-quantitativos, o0s que mais
contribuiram para a divergéncia genética foram a pigmentacdo
antocianica na base do escapo e coloracdo da antera das flores do
disco (Tabela 7), totalizando 57,21% da variabilidade genética no

conjunto.
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A Figura 14 apresenta o dendrograma obtido através da matriz
de distncia euclidiana média pelo agrupamento do vizinho mais
préoximo. Os acessos mais divergentes, A1l e Al2, apresentaram a
distancia euclidiana média de 1,85, enquanto que para os mais

similares, A2 e A6, esta distiancia foi de 0,42.
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Figura 14 - Dendrograma de dissimilaridade genética entre 13 gendtipos de
gérbera com base em caracteres semi-quantitativos, obtido pelo

método do vizinho mais préximo, baseado na matriz de
Distancia Euclidiana Média.

Os acessos A2 e A6 apresentaram pigmentacdo antociinica
forte, capitulo simples, nivel de inserc@o das flores do raio no mesmo
nivel do dpice do invélucro, curvatura das flores frans reta, coloracio
do disco escuro, pappus ao mesmo nivel das flores do disco fechadas,
forma do invélucro campanulado, tendéncia a ndo formar pétalas

livres, forma da flor do raio eliptica, coloracdo do estigma e estilete
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amarela, forma da corola da flor do disco bilabiada e anteras amarelas.

Quanto aos acessos mais divergentes, diferiram na intensidade
da pigmentacao antocidnica na base do escapo, colora¢do das anteras,
estilete e estigma. O Al1l apresentou pigmentacdo antocidnica forte,
anteras marrons, estilete das flores do raio e trans alaranjado e estigma
amarelo, j& o Al2 apresentou pigmentagdo antocidnica fraca,
coloracdo do estilete e estigma das flores do raio e trans branca e as
anteras amarelas.

A Figura 14 demonstra a formacao de seis grupos:
Grupol: acessos comerciais com pigmentagdo antocianica forte,
anteras amarelas, capitulo simples, invélucro campanulado, corola da
flor do raio eliptica, estilete e estigma das flores do raio, trans e do
disco amarelo;
Grupo 2: acessos ndo comerciais com pigmentacdo antocianica forte,
anteras amarelas, capitulo simples, invélucro infundibuliforme, flores
do raio inseridas acima do 4pice do invdlucro, disco com coloracio
clara, pappus branco perolado e ao mesmo nivel das flores do disco
fechadas, ndo formando pétalas livres, corola da flor do raio eliptica,
estilete das flores do raio, trans e do disco branco e estigma das flores
trans € do disco branco;
Grupo 3: apenas o A9, que se separou dos demais acessos nao
comerciais devido a coloracio de seu pistilo de suas flores do raio e
trans ser rosa;
Grupo 4: acessos com pigmentacido antocidnica fraca, curvatura das
flores trans reta, flor do raio com dpice agudo, disco com coloracio
clara, pappus branco perolado e ao mesmo nivel das flores do disco

fechadas e anteras amarelas;
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Grupo 5: o A3 diferiu-se dos demais acessos comerciais por ter
capitulos dobrados, flor trans levemente encurvada, formar pétalas
livres, estilete e estigma das flores do disco, trans e do raio branco e
antera purpura (roxa);

Grupo 6: All se diferiu dos demais acessos ndo comerciais por ter
capitulos dobrados, flores do raio ao mesmo nivel do &pice do
invélucro, pappus abaixo das flores do disco fechadas, invélucro
campanulado, formar pétalas livres, estilete das flores do raio e trans
alaranjado, estigma das flores do raio, trans e do disco amarelo e
anteras marrons.

Comparando o dendograma dos dados quantitativos e o dos
semi-quantitativos é possivel observar que os acessos comerciais A2
(Amazone), A4 (Terra Fame), A5 (Azteca) e A6 (Tennessee) ficaram
agrupados juntos em ambos os dendrogramas, o que indica haver uma
menor variabilidade entre eles, ou seja, apresentam um consideravel
nivel de similaridade.

Apesar dos resultados terem evidenciado haver elevada
variabilidade no germoplasma com base em marcadores morfolégicos,
este estudos poderia ser complementado através do uso de marcadores
moleculares. Esta sugestio deve-se ao fato de que os marcadores
moleculares permitirem investigar o gendtipo do individuo, ao invés
do fendtipo. Além disso, a avaliagdo da variabilidade pode ser
realizada em qualquer fase do desenvolvimento da planta, além desta
técnica permitir a diferenciacdo de individuos homozigotos e
heterozigotos, o que contribuiria ainda mais para o processo de

selecdo e melhoramento.
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3.3 Proposta para classificacao de capitulos de gérbera com base

no coeficiente de sobreposicao das flores

A obtengdo de um coeficiente € proposta com base nos
resultados do experimento II, por se verificar que a largura do
conjunto das flores trans, o comprimento da corola, 1dbio superior e
inferior das flores trans terem sido os caracteres que, juntos, foram os
que mais contribuiram para a divergéncia genética de um conjunto de
acessos de gérbera. Com base na sobreposicao das flores, obteve-se o
coeficiente de sobreposi¢ao (IS= largura do conjunto das flores do raio
interno/ ¥ da largura do conjunto das flores do raio interno e do
externo), o qual pode ser util na classificagdo comercial dos capitulos
de gérbera. O coeficiente de sobreposi¢do obtidos para os trinta e oito
acessos avaliados estad apresentado na Tabela 8.

Pelo dendrograma baseado no coeficiente de sobreposicao
(CS) das flores (Figura 15), observa-se a formacdo de trés grupos
distintos: Grupo 1: formado somente pelos com capitulos com CS de
0,03 a 0,09; Grupo 2: capitulos com CS de 0,16 a 0,34; Grupo 3:
capitulos com IS de 0,41 a 0,60. Os acessos mais divergentes foram
Tonga (capitulo simples) e Junk Frau (capitulo dobrado) (D.E.M=
2,95) e os mais similares, Orca e Cosmo Dino (D.E.M= 0,0). Para os
mais divergentes, o IS variou de 0,03 cm (Orca) a 0,64 cm (Junk
Frau). Assim, poder-se-ia classificar como capitulos simples os com
CS= 0,01 a 0,15; capitulos semidobrados, com CS= 0,16 e 0,40 e,

capitulos dobrados, os que t€ém CS igual ou superior a 0,41.
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Tabela 8 — Acessos, coeficiente de sobreposicdo, classificagdo dos

capitulos pelo critério subjetivo e pelo coeficiente de
sobreposicao. Passo Fundo, RS, 2006

Classificacio
Classificacao dos capitulos
atual dos através do Coeficiente
capitulos coeficiente de de
Acessos (subjetiva) sobreposicao sobreposicio
Orca S S 0,07
Cosmo Dino S S 0,07
Classic Fabio S S 0,09
Orange S SD 0,16
Tonga S S 0,03
Rokie S S 0,03
Miriam S S 0,03
Amazone S S 0,07
A8 S S 0,04
A9 S S 0,06
Al10 S S 0,05
Terra Fame S S 0,05
Azteca S S 0,07
Tennessee S S 0,07
Al3 S S 0,05
Cariba SD SD 0,20
Cabana SD SD 0,23
Bianca SD SD 0,24
Tenesse SD SD 0,34
Dino SD SD 0,24
Kozak SD D 0,42
Igor SD D 0,41
Lady SD D 0,54
Gunda SD SD 0,28
Havanna SD SD 0,20
Eyecatha SD D 0,46
A7 SD S 0,06
Orange Dino D D 0,53
Onedim D D 0,42
Junk Frau D D 0,64
Solemio D D 0,60
King Alexandre D D 0,60
Lamborghini D D 0,48
Pink Elegance D SD 0,32
All D D 0,54
Al2 D D 0,52

Classificacido comercial dos capitulos de gérbera: S = capitulo simples; SD =

capitulo semidobrado e D = capitulo dobrado.
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O critério de classificacdo dos capitulos com base no
coeficiente de sobreposi¢do das flores proposto neste trabalho poderia
substituir os modos atuais de classificacdo dos capitulos de gérbera,
que sdo subjetivos e controversos. Alguns autores assumem como
capitulos dobrados aqueles que apresentam a fileira de flores trans
alargada (KLOSS et al, 2004), ndo diferindo dos capitulos
semidobrados e dobrados, uma vez que ambos possuem o conjunto
das flores trans alargado. Para Rogers & Tija (1990), gérberas com
uma fileira de flores de raio sdo consideradas simples e as com mais
de uma fileira sdo dobradas. Este critério ndo condiz com a
classificacdo feita pelos produtores de gérbera que classificam as
gérberas em simples, semidobradas e dobradas.

Utilizando o critério de Rogers & Tija (1990), praticamente,
todas as cultivares comerciais seriam classificadas como dobradas,
pois hd vdrias cultivares de gérbera classificadas como simples e que
apresentam mais de uma fileira de flores do raio.

Embora o MAPA (2007) seja bastante criterioso, o
critério utilizado para a classificacdo dos capitulos de gérbera é um
tanto subjetivo, com base em ilustra¢des (Figura 16), considerando a
largura do conjunto das flores liguladas do raio interno (flores trans),

comparado a largura do capitulo (Figura 17).
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pequeno

Figura 17 - Apenas cultivares semidobradas ou dobradas: Capitulo:
largura do conjunto das flores liguladas do raio interno

(A) comparado a largura do capitulo (B). MAPA, 2007.
Com isso, hd muita divergéncia entre o que os técnicos
consideram como largura média e grande, e, com isso, a classifica¢des
dos capitulos em semidobrados e dobrados fica de ordem pessoal. As
Figuras 18, 19 e 20 apresentam a classificacdo dos acessos com base
no critério do MAPA e, também, a classificacdo pelo CS, proposto

neste trabalho.
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Critério de Critério de

classificacie atual classificacio
propostio
Qrca E Cifca
Closmo # N | Cosme
a0 " d | Dino
Classic Classic
Fahio Fahio
Rolkie Fokie
Tonga Tonga
Mlinam Lflitiam
Amarotie S mazone
AR FoR
A5 CaPITULOS A5
&10 PN | SHELES A10
-

Tetra Fate A Tetta Fame
ATteca l ATteca
Tettiessen | | Tettiessee
&13 i_ A13
Cirange AT

Figura 18 — Comparacio dos capitulos de gérbera classificados

como simples pelo critério atual e pelo coeficiente de
sobreposicao.
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Critério de classificacio Critério de
atual classificaciao proposto

Cariba Cariba
CAPITULOS | ‘ E
Cabana SEMIDOBRADOS m Cabana
Bianca Bianca
Dino Dino
Havanna
Havanna
Gunda
Gunda
Orange
Lady
Pink
Elegance
Igor
Kozak
Eyecatha
A7

Figura 19 — Comparacdo dos capitulos de gérbera classificados como
semidobrados pelo critério atual, do MAPA, e pelo coeficiente
de sobreposicao.
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Criténio de Critério de
Clazsificagdo Subjetrro Clazsificagio Proposto
Urange Dino Orange Dino
Onedim Cinedim
Junk Frau Jund: Frau
Solernin ﬁ Solemio
King L | King
Alexzandre L ol | Aleszandre
Larnborghin ¥ | Lamborghini

| -

Pink Flegance : » Lady

CAPITULOS

412
Evecatha
Eozal
[gor

all

Figura 20 — Comparacdo dos capitulos de gérbera classificados como
dobrados pelo critério atual, do MAPA, e pelo coeficiente de
sobreposicao.



97

Comparando o dendrograma (Figura 15) e as Figuras 18, 19 e
20, percebe-se que muitas cultivares obtiveram a mesma classificacao
pelos dois critérios. Porém, houve controvérsia na classificagdo de

alguns acessos, principalmente dos capitulos semidobrados (Tabela 9).

Tabela 9 — Controvérsias na classificacdo dos capitulos de gérbera.
Passo Fundo, RS, 2006

Acesso (cultivar) Classificagdo comercial dos capitulos
Critério do MAPA  Critério baseado no CS
cv. Orange simples Semidobrada
A7 semidobrado Simples
cv. Lady semidobrado Dobrada
cv. Pink Elegance dobrada Semidobrada
cv. Eyecatha semidobrado Dobrada
cv. Kozak semidobrado Dobrada
cv. Igor semidobrado Dobrada

A cv. Orange, classificada, pelo método subjetivo, como
simples, e que, pelo CS (0,16) se enquadrou como semidobrada. O
acesso nao comercial, A7, classificado visualmente como
semidobrado, ndo apresentou IS suficientemente elevado (0,06), sendo
classificada como simples. Atualmente, a cv. Pink Elegance apresenta
divergéncia em sua classificag@o, pois alguns produtores a classificam
como dobrada, enquanto, outros, a tem como semidobrada. Pelo CS
(0,32), esta cultivar foi classificada como semidobrada. A cv.
Eyecatha apresentou CS= 0,46, sendo agrupada junto com as
dobradas. As cvs. Kozak e Igor apresentaram CS minimos para serem
consideradas como dobradas, 0,42 e 0,41 respectivamente, porém,
visualmente, sdo mais semelhantes as semidobradas. Por isso, este
método, ora proposto, pode ser melhorado, principalmente, quanto aos

valores a serem adotados para cada tipo de capitulo.
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4 CONCLUSOES

Todos os acessos de gérbera, independentes de serem capitulos
simples, semidobrados ou dobrados apresentam os trés tipos de flores:

flores do raio, trans e do disco.

Quanto a expressdo sexual, as flores do raio e trans sdo femininas

(pistiladas) e as flores do disco sdo hermafroditas.

Ha variabilidade no conjunto de acessos de gérbera, a qual pode ser

explorada em programas de melhoramento.

Os caracteres morfolégicos quantitativos que mais contribuem para a
divergéncia genética sdo: comprimento do 1dbio externo da flor do
disco, do labio interno da flor trans, do labio externo da flor trans, da
corola da flor trans e da corola da flor do raio, largura do conjunto das
flores trans, do labio externo das flores do raio e didmetro do
invélucro, e os semi-quantitativos, pigmentacdo antocidnica na base

do escapo e coloracgio da antera das flores do disco.

O coeficiente de sobreposicdo pode ser utilizado para sistematizar a
classificacao dos capitulos de gérbera, reduzindo as divergéncias nas
classificacbes e a subjetividade nas decisdes de produtores,

floricultores e melhoristas.
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CAPITULO II

EXPRESSAO SEXUAL E SISTEMA REPRODUTIVO EM
GERBERA

RAQUEL DALLA LANA CARDOSO', MAGALI FERRARI
GRANDO? E SIMONE MEREDITH SCHEFFER-BASSO *

RESUMO - Este trabalho foi conduzido com o objetivo de determinar
a expressio sexual e o sistema reprodutivo de seis hibridos comerciais
e sete acessos ndo comerciais de gérbera. As plantas foram cultivadas
em vasos, em ambiente semi-protegido, sendo avaliadas quanto a
presenca/auséncia de 6rgdos reprodutivos funcionais nas diferentes
flores dos capitulos. O sistema reprodutivo foi determinado através da
remocdo dos diferentes tipos de flores (raio, trans ou disco)
separadamente e protecdo com papel manteiga. Verificou-se que as
flores do raio e as trans sdo femininas e as flores do disco sdo
hermafroditas. As flores do disco podem ser de duas categorias:

hermafroditas férteis ou hermafroditas funcionalmente masculinas. A

! Bidloga, mestranda do programa de Pés-Graduacdo em Agronomia, (PPGAgro) da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria (FAMV)/ Universidade de Passo Fundo
(UPF), Area de concentracio em Producio Vegetal — raqueldicardoso @bol.com.br

% Orientadora, Biéloga, PhD., professora da FAMV/PPGAgro/UPF — magali @upf.br
* Co-orientadora, Eng®. Agr®., Dr"., professora do PPGAgro e do ICB do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB)/UPF — sbasso@upf.br.
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auséncia de sementes nos tratamento de remocao floral, indica que no
capitulo de gérbera ndo ocorreu geitonogamia, devido a protoginia.
No entanto, a geitonogamia nao estd descartada na planta, pois o pdlen
de um capitulo da planta pode fecundar um outro capitulo da mesma
planta. A ndo formagdo de sementes no tratamento onde o capitulo
permaneceu completo e protegido indica que ndo € necessdrio realizar
a emasculacdo das flores hermafroditas para fins de cruzamentos. Para
evitar a contaminagdo por pdlen ndo desejado, os capitulos
selecionados para a hibridacdo devem ser protegidos. Nao foi
constatado indicios de apomixia nos acessos avaliados, pois ndo houve
formacdo de sementes nos tratamentos de isolamento, onde foram
removidas as flores do disco, hermafroditas e com anteras funcionais e

com graos de pdlen vidveis.

Palavras-chave: Gerbera sp., apomixia, autogamia, geitonogamia,

hibridacao artificial

REPRODUCTIVE SYSTEM AND FLOWER SEXUALITY IN
GERBERA
ABSTRACT - This work had as objective to determine the sexual
expression and the reproductive system in six commercial hybrid and
seven accesses non commercial of gerbera. The plants were cultivated
in vases, in semi-protected atmosphere, being evaluated the present
and absence of functional reproductive organs in the different flowers
of the capitulum. The reproductive system was determined through the

removal of different types of flowers (ray, frans and disc) separately,
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followed by protection with paper butter. It was verified that ray and
trans flowers are feminine and the disc flowers are androgynous
(hermaphrodite). The disk flowers can be of two categories: fertile
hermaphrodite or hermaphrodite functionally masculine. The non
formation of seeds in the treatment where the chapter was kept
complete and protected indicates that it is not necessary to emasculate
the hermaphrodite flowers for crossings, because in the gerbera
capitulum does not occur the geitonogamy due to the protogynous.
However, the occurance of geitonogamy can not be discarded because
the pollen of an capitulum the plant can fecundate another capitulum
of the same plant . Due to this, chapters selected for the hybridization
should be protected to avoid the contamination for pollen no wanted.
It was not observed apomixy indications in the evaluated accesses,
because there was not the seed formation in the floral removal

treatments where the disk flowers were removed.

Key words: Gerbera sp, apomixy, artificial hybridization,

geitonogamia, self-fertilization
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1 INTRODUCAO

A gérbera (Gerbera sp.) possui a inflorescéncia tipica das
asterdceas, com capitulo actinomorfo-radiado, de desenvolvimento
centripeto, constituido por flores morfologicamente e/ou sexualmente
distintas: flores do raio, localizadas na parte mais externa do capitulo,
flores trans (localizada entre as flores do raio e do disco) e flores do
disco, localizadas no centro do capitulo. Biologicamente, o capitulo
funciona como uma flor simples e sua principal fungdo é a de ser um
chamariz para polinizadores. As fildrias, que s@o bracteas que
revestem o eixo da inflorescéncia, representam o papel das sépalas, as
flores do raio, as pétalas, enquanto que as flores do disco lembram os
orgaos reprodutores (CABRERA & KLEIN, 1973; BARROSO, 1991;
YU et al,, 1999; ELOMAA & TEERI, 2001).

Em gérbera ha a feminilizacdo das flores do raio, através da
paralisacdo do desenvolvimento das anteras, resultando na formacao
de estames ndo funcionais (estaminddios). Ja, as flores do disco sdo
sexualmente perfeitas, apresentando cinco estames epipétalos, com
filetes curtos ou longos, livres entre si, e anteras sagitadas e
concrescidas entre si, formando um tubo através do qual passa o
estilete. O gineceu é constituido por um pistilo bicarpelar,
gamocarpelar, com ovdrio infero, unilocular, uniovulado, sendo o
estigma bifido e provido, no lado interno, de uma &area estigmatica e,
no lado externo, com pélos coletores (BARROSO, 1991; ELOMAA et
al., 1998; YU et al., 1999). A morfologia dos verticilos reprodutores
resulta no mecanismo de liberagdo do pdlen denominado “€mbolo”,

que foi observado nas astericeas, pela primeira vez, por Cassini



103

(1826-1834). Neste mecanismo ocorre a apresentacdo secunddria de
pdlen no estilete: durante a antese, o pdlen € liberado introrsamente e
o estilete, ao se alongar, com seus ramos fechados, passa por dentro
do tubo formado pelos estames carregando consigo os graos de pdlen.
A polinizagdo é preferencialmente entoméfila (BARROSO, 1991).

As cultivares de gérbera apresentam grande variabilidade, em
decorréncia do melhoramento genético, que teve inicio com a
hibridacdo de duas espécies sul-africanas, G. jamesonii e G.
viridifolia, que originou a Gerbera hybrida Hort. Este hibrido é
dipléide funcional e carrega cromossomos ou fragmentos de
cromossomos de outras espécies de gérbera. Hibridos naturais destas
duas espécies nio foram encontrados (HANSEN, 1985). E possivel
também que outras espécies de gérberas tenham sido utilizadas no
melhoramento, mas ndo se tem informacao sobre isso (TEERI et al.,
20006).

O desenvolvimento de cultivares do género tem sido
realizado, principalmente, na Holanda, Dinamarca, Franca, Alemanha,
Japdo, Israel e Estados Unidos. No Brasil, a implementacdo de
programas de melhoramento ¢ de grande importancia, para garantir a
independéncia e autonomia na produgdo desta espécie ornamental. No
entanto, para o desenvolvimento de programas de melhoramento
baseados no cruzamento sexual, hd a necessidade de maior
conhecimento em relagdo a expressao sexual e sistema reprodutivo em
gérbera, especialmente quanto a ocorréncia de geitonogamia, que € a
polinizacdo por flores vizinhas, porém do mesmo individuo. Segundo
Souza et al. (2005), em gérbera hd a exposi¢do sucessiva de flores

femininas, situadas na parte externa da inflorescéncia, com estigma
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receptivo, e, por ultimo, as flores masculinas, com a liberagdo do
pélen, o que caracteriza dicogamia do tipo protoginica. No entanto,
alguns estigmas poderiam, ainda, estar receptivos durante a liberacio
do pdlen, acarretando a autogamia do tipo geitonogamia. Se isto
realmente ocorre, hd a necessidade de se realizar a emasculacido das
flores bispdricas para se ter certeza da origem dos parentais dos
hibridos. Segundo Frankel & Galun (1977), a dicogamia em plantas
protoginicas pode ser superada, na auséncia de pdlen de fora, através
da autopolinizacdo por emergéncia tardia da antera. A Gerbera
viridifolia ¢ um exemplo de espécie em que pode ocorrer este
fendmeno. Além disso, hd que ser investigada a ocorréncia de
apomixia em gérbera, pois em estudos de Werpachowski et al. (2004)
este género é referido como tal, embora outros autores ndo fagam
mengao a tal tipo de sistema reprodutivo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo sexual das
flores componentes dos capitulos de gérbera e do sistema reprodutivo
preponderante, com a finalidade de auxiliar nos programas de

melhoramento de gérbera no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

A sexualidade das flores foi verificada em treze acessos de
gérbera, sendo seis cultivares com aptiddo para corte (Cariba (Al),
Amazone (A2), Pink Elegance (A3), Terra Fame (A4), Azteca (AS) e
Tennessee (A6)) e sete ndo comerciais coletados em jardins do Rio
Grande do Sul (A9, A10, A1l e A12) e Espirito Santo (A7, A8 e
A13). Junto ao Herbario da Universidade de Passo Fundo (RSPF)
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estdo tombadas exsicatas dos acessos A7 (RSPF-11.315), A8 (RSPF-
11.316), A9 (RSPF-11.325), A10 (RSPF-11.326), All (RSPF-
11.327), A12 (RSPF-11.318) e A13 (RSPF-11.317).

A Tabela 1 apresenta a denominagdo, caracteristicas e
procedéncia desses materiais. As plantas foram obtidas através de
divisdo de touceira, constituindo, portanto, clones da planta-mae. As
plantas foram cultivadas em vasos de polietileno com didmetro de 25
cm e capacidade para cinco litros de substrato, sendo este composto
por uma mistura de Rendimax Floreira (composto de turfa e
vermiculita) e casca de arroz carbonizada, em igual proporcdo, Esse
substrato apresentou densidade de 345g, 70% de porosidade, pH 6,4 e

condutividade elétrica de 0,66 mS.

Tabela 1 - Denominagdo, procedéncia e caracteristicas gerais de
acessos de gérbera. Passo Fundo, RS, 2005-2006

Acessos Procedéncia Classificacdo  Coloracao

comercial

quanto ao

tipo de
capitulo

a) Comerciais (G. hybrida)
Al cv. Cariba ProClone* Semi-dobrado ~ Vermelho
A2 cv. Amazone ProClone Simples Amarelo-alaranjado
A3 cv. Pink Elegance  ProClone Dobrado Rosa claro
A4 cv. Terra Fame ProClone Simples Amarelo
AS cv. Azteca ProClone Simples Vermelho
A6 cv. Tennessee ProClone Simples Salmao
b) Nao comerciais (Gerbera sp.)
A7 Vila Velha - ES, Semi-dobrado  Amarelo
A8 Vila Velha — ES Simples Rosa
A9 Casca — RS Simples Rosa
A10 Passo Fundo - RS~ Simples Rosa
All Casca — RS Dobrado Salmio-avermelhado
Al2 Passo Fundo - RS~ Dobrado Branco
Al3 Vila Velha — ES Simples Salmio

* ProClone: Empresa ProClone Comércio de Mudas e Matrizes — ME,
Holambra — SP.



106

O experimento foi conduzido em Passo Fundo, Rio Grande
do Sul, a28°15° S, 52°24” W e a 687 metros de altitude, entre outubro
de 2005 e abril de 2006. O clima da regiao € subtropical imido (Cfa),
segundo Koppen (MORENO, 1961). Na Figuras 1 estdo apresentada
as temperaturas médias registradas no interior do ambiente de cultivo
e normais regionais ocorridas durante o periodo experimental.

30,0 - —~—TN —=-TME —+ TMI
25,0
20,0 1
& 150
10,0 -

5,0 4

0,0 T T T T T T T 1
dez/05 jan/06 fev/06 mar/06 abr/06 mai/06 jun/06 jul/06

Meses

Figura 1 - Temperaturas médias externa (TME), interna (TMI) e
normais regionais (TN) durante o periodo experimental.

As plantas foram cultivadas no mesmo local e receberam os
mesmos tratos culturais (irrigacdo manual, aplicacdo de fertilizantes
liquidos e tratamentos fitossanitdrios) descritos anteriormente, no
Capitulo 1.

As avaliacdes iniciaram por ocasido do florescimento das
plantas, em janeiro de 2006, quando foram retirados oito capitulos de
cada acesso, tdo logo tivessem atingido o estddio comercial, ou seja,

quando as duas fileiras de flores do disco estavam abertas. De cada
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capitulo foram retiradas e avaliadas cinco flores de cada tipo (raio,
trans e disco), totalizando quarenta flores de cada tipo avaliadas e, no
geral, cento e vinte flores por acesso. As flores foram examinadas
individualmente, sob microscopio estereoscépico, mediante a
verificagdo dos verticilos de reprodu¢do. A funcionalidade do gineceu
nas flores do disco foi realizada através da visualiza¢do da existéncia
ou ndo de 6vulo. A documentacdo das estruturas observadas foi
realizada através de fotos, sendo avaliado a presenga e auséncia de
orgaos reprodutores femininos (pistilo, ovério, évulo) e masculinos
(estames) e a percentagem de flores com évulo.

Para investigacdo do sistema de reproducgdo, ocorréncia de
geitonogamia e apomixia, foram utilizadas trés cultivares comerciais
Cariba (A1) de capitulo semidobrado, Pink Elegance (A3) de capitulo
dobrado e Terra Fame (A4) de capitulo simples. Cinco tipos de
isolamento floral foram realizados através da remoc¢ao de cada tipos
de flores (raio, trans e disco): tratamento 1, ndo foram retiradas flores,
o capitulo foi deixado completo; tratamento 2, foram removidas do
capitulo as flores trans e do disco; tratamento 3, foram retiradas as
flores do raio e tranms; tratamento 4 foram deixadas no capitulo
somente as flores trans, e no tratamento 5, foram removidas apenas as
flores do disco. O tratamento 1 foi realizado para investigar a
ocorréncia de geitonogamia no capitulo, os tratamentos 2, 4 ¢ 5 para
avaliar a ocorréncia de apomixia e o tratamento 3 para excluir a
possibilidade de geitonogamia e autofecundacao das flores do disco. A
Figura 2 apresenta os cinco tratamentos realizados. Para cada
tratamento de isolamento foram realizadas trés repeticdes, sendo a

unidade experimental, um capitulo.
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Figura 2- Tratamentos de isolamento de flores: T1 capitulo inteiro; T2
capitulo somente com as flores do raio; T3 capitulos somente
com as flores do disco; T4 capitulos somente com as flores trans
e T5 capitulos com somente as flores do raio e flores trans.

Apds a manipulacio, os capitulos foram protegidos com papel
manteiga, sendo debulhados apds 30 dias para avaliacdo dos aquénios.
Foi avaliada a ocorréncia de formacgdo de sementes através da

germinacdo dos aquénios, em caixas gerbox, sob papel (filtro
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umedecidos com solugdo de 0,2% de nistatina e 0,02% de
estreptomicina, e mantidos em cdmera BDO, a 24°C e auséncia de luz.
Sementes comerciais da empresa ISLA foram utilizadas como
testemunha. A avaliacdo da germinacdo foi realizada aos 14 dias,

mediante a verificacdo da emissdo da radicula.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo sexual da planta individual de gérbera, com base
nos critérios de Frank & Galun (1977) € ginomondica, pois apresenta
ambas as flores, hermafroditas e femininas.

Em relacdo a expressdo sexual das flores individuais, as flores
do raio e trans apresentaram-se pistiladas férteis (sin: feminina,

monospérica feminina) e as flores do disco hermafroditas (sin:

bisporicas) (Figura 3).

Figura 3 - Tipos de flores encontradas no capitulo de gérbera: A) vista geral
do capitulo; B) localizagdo dos trés diferentes tipos
morfolégicos de flores (raio, trans e disco); C) flor do raio
feminina, fértil (com o6vulo) e corola bilabiada-ligulada com
labio externo tridentado e interno bifido; D) flor frans, feminina,
com O6vulo e corola bilabiado-ligulada com ldbio externo
tridentado e interno bifido e E) flor do disco, andréginas, férteis
ou estéreis, com corola bilabiada.

Nas flores do raio e trans constatou-se a ocorréncia do

processo de feminilizagdo, no qual as anteras param num estigio
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intermedidrio de desenvolvimento resultando na formagdo de
estaminddios ndo funcionais (anteras atrofiadas ndo funcionais) (YU
et al., 1999). Segundo Teeri et al. (2006) as flores do raio sdo
pistiladas e abrigam as sementes ap6s a polinizagdo.

J4 as flores do disco podem ser consideradas hermafroditas,
havendo variagdo quanto a presenca de 6vulos no ovario. O ovério em
gérbera € do tipo aderente. As flores do disco podem ser agrupadas em
duas categorias: hermafroditas funcionalmente masculinas e
hermafroditas férteis.

Nos acessos Cariba, Terra Fame, Tennessee, A1l e Al2 as
flores do disco ndo produziram 6vulos, sendo, funcionalmente,
masculinas. Nestes acessos, devido a ndo haver 6vulo, as partes
superiores do pistilo, estilete e estigma, exerceriam apenas a fungdo de
levar os graos de polen para fora do tubo das anteras, no mecanismo
de liberacdo de pdlen denominado “embolo”.

Em Amazone, Pink Elegance, A7, A8, A9 e Al3 todas as
flores do disco formaram 6vulos, sendo consideradas hermafroditas
férteis. No entanto, dois acessos variaram quanto a percentagem de
flores funcionalmente hermafroditas: o Azteca apresentou 30% das
flores do disco com 6vulo e o acesso A10, somente 6%.

Os dados obtidos discordam de Souza et al. (2005), que
relataram a existéncia de somente dois tipos de flores em gérbera:
femininas e masculinas. Nossas observacgdes indicam que, na gérbera,
nao ha flores masculinas. O que ocorre € que as flores hermafroditas
(flores do disco) expdem primeiramente os estames, e, posteriormente,
os estigmas. Essas observacdes corroboram com os relatos de

Kotilainen et al. (1999) e Teeri et al. (2006), de que na gérbera as
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flores do raio e as trans sdo femininas e as flores do disco sdo
hermafroditas.

A gérbera é uma espécie de fecundacdo cruzada, sendo
constado em seu capitulo a separagdo espacial das flores conforme sua
sexualidade, as femininas (flores do raio e trans) localizadas na
periferia do capitulo e as hermafroditas (flores do disco) no centro do
capitulo. Também é observada a separagdo temporal ocasionada pela
protoginia (maturagdo do pistilo antes das anteras). Estes fatores,
juntamente com a protandria (maturacdo das anteras antes do pistilo)
encontrada nas flores do disco induzem a alogamia.

Quanto a determinagdo do sistema reprodutivo, os aquénios
coletados nos diferentes tratamentos de remocao de flores se diferiram
das “sementes” comerciais, pelo seu tamanho. Morfologicamente, os
aquénios comercialmente disponiveis, que s@o frutos que contém uma
Unica semente, sdo maiores, indicando que houve a fecundacdo e o
desenvolvimento do fruto e da semente, enquanto que nos aquénios
coletados nos tratamentos de remocdo floral isso ndo foi observado
(Figura 4).

Com a colocacdo dos aquénios em condigdes Otimas de
temperatura e umidade, para fins de obtencdo das plantulas, observou-
se que aqueles oriundos de flores isoladas ndo germinaram, indicando
a auséncia de semente. Alguns aquénios coletados e também
“sementes” comerciais foram dissecados e observados em
microscépio estereoscopico. Nos aquénios coletados observou-se
apenas o 6vulo desidratado, necrosado, enquanto que nas ‘“sementes”

comerciais estes se apresentavam desenvolvidos e com coloracio
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branca. As “sementes” obtidas no comércio local germinaram, numa

taxa de 84%.

Figura 4 — Aspecto dos aquénios de gérbera: em “A” aspecto dos aquénios
coletados nos diferentes tratamentos de remocao de flores; em
B, sementes comercias de gérbera hibrida.

Apesar de Souza et al. (2005) sugerirem a realizagdo da
emasculacdo das flores hermafroditas, em decorréncia de terem
observado a liberacdo dos graos de pdlen por estas enquanto ainda
havia flores femininas com estigmas receptivos, constatou-se neste
trabalho que ela ndo é necessaria.

A ndo formagdo de sementes no tratamento onde o capitulo
permaneceu completo e protegido indica que ndo é necessario realizar
a emasculacao das flores hermafroditas para fins de cruzamentos, pois
no capitulo de gérbera nio ocorre a geitonogamia devido a protoginia.
No entanto, a geitonogamia nio esta descartada na planta, pois o pdlen
de um capitulo da planta pode fecundar um outro capitulo da mesma

planta, devido a isso, os capitulos selecionados para a hibridacao
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devem ser protegidos para evitar a contaminagdo por pdlen nao
desejado. Em um estudo realizado paralelamente, com o acesso nao
comercial A8, no qual capitulos completos foram protegidos, também
nao foi observada a formacdo de sementes.

A ndo formacdo de sementes nos capitulos completos e
protegidos, juntamente com a constatacdo de alta viabilidade do pélen
em gérbera, verificada no Capitulo III, indica ser necessdrio a
presenga de polinizadores ou a hibridacdo artificial para obter-se
formacao de sementes. Souza et al. (2005) também constataram a nao
formacdo de sementes em flores das variedades hibridas sem a
poliniza¢do manual.

Em relag@o a ocorréncia de apomixia, uma vez que hé citacio
deste tipo de reproducdo para o género Gerbera (Nygren apud
WERPACHOWSKI et al., 2004), nao foi constatado indicios deste
processo nos acessos avaliados, pois nao houve formagao de sementes
nos tratamentos de isolamento, onde foram removidas as flores do
disco, hermafroditas e com anteras funcionais e com graos de pdlen

viaveis.

4 CONCLUSOES

As flores do raio e trans em gérbera sdo femininas férteis e as flores
do disco sdo hermafroditas, podendo estas Ultimas serem

hermafroditas férteis ou hermafroditas funcionalmente masculinas.



114

Hé variagdo na fertilidade das flores hermafroditas em funcdo do

acesso.

Nao ha indicios de ocorréncia de apomixia nos acessos de gérbera

avaliados.

Nao hd ocorréncia de geitonogamia do capitulo de gérbera, porém a

ocorréncia desta na planta ndo esta descartada.

Para realizar a hibridacdo em gérbera ndo € necessdrio realizar a
emasculacio das flores do disco (hermafrodita), mas para ndo haver

contaminacio de pélen ndo desejdvel é necessdrio proteger o capitulo.
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CAPITULO III

CARACTERIZACAO CITOGENETICA, VIABILIDADE DE
POLEN E HIBRIDACAO ARTIFICIAL EM GERBERA

RAQUEL DALLA LANA CARDOSO', MAGALI FERRARI
GRANDO? E SIMONE MEREDITH SCHEFFER-BASSO *

RESUMO - Este trabalho foi conduzido com o objetivo de confirmar
o nimero de cromossomos em cultivares de Gerbera hybrida Hort.,
determinar o nimero de cromossomos em acessos nao comerciais de
Gerbera sp., avaliar a viabilidade de pdlen e a possibilidade de
cruzamentos entre cultivares e acessos ndo comerciais. Foram
coletados dpices de raiz e pdlen de cultivares (Amazone, Cariba, Terra
Fame, Pink Elegance, Azteca e Tennessee) e sete acessos nao
comerciais coletados em jardins do Rio Grande do Sul e Espirito
Santo. O material foi corado com carmim acético 45%. A contagem
dos cromossomos foi realizada em células metafdsicas intactas e a

estimativa de viabilidade de pdlen realizada através da contagem do

! Bidloga, mestranda do programa de Pés-Graduacdo em Agronomia, (PPGAgro) da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria (FAMV)/ Universidade de Passo Fundo
(UPF), Area de concentracio em Producio Vegetal — raqueldicardoso @bol.com.br

% Orientadora, Biéloga, PhD., professora da FAMV/PPGAgro/UPF — magali @upf.br
* Co-orientadora, Eng®. Agr®., Dr"., professora do PPGAgro e do ICB do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB)/UPF — sbasso@upf.br.
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nimero de graos de pdlen vidveis e ndo vidveis. A possibilidade de
cruzamento entre as cultivares e entre as cultivares e acessos nio
comerciais foi avaliada através da hibridacdo entre os genitores
femininos, cv. Terra Fame e acesso A8, e masculinos, cvs. Cariba e
Azteca. Todos o0s acessos apresentaram cinqgiienta cromossomos,
independente dos acessos serem hibridos comerciais ou no
comercias, de apresentarem capitulos simples, semidobrados ou
dobrados. A viabilidade do pdlen variou de 87,67% a 99,27%. A
formacdo de sementes foi de 4,46% nos cruzamentos entre cultivares e

de 50% entre o A8 e as cultivares.

Palavras-chave: Gerbera hybrida, cromossomos, cruzamentos,

melhoramento de ornamentais, semente

CHROMOSOMES NUMBER, POLLEN VIABILITY AND
HYBRIDIZATION IN GERBERA

ABSTRACT - This work was conducted with the objective of to
confirm the chromosomes number of Gerbera hybrida Hort. cultivars,
to determine the chromosomes number in the non commercial
accesses of Gerbera sp., and to estimate the pollen viability and the
possibility of crossings among different accesses. Root apexes and
pollen cultivars (Amazone, Cariba, Terra Fame, Pink Elegance,
Azteca and Tennessee) and seven non-commercial accesses collected
from gardens of Rio Grande do Sul and Espirito Santo states. The
collected material was stained with acetic carmim 45%. The

chromosome counting was performed in metafasic intact cells and the
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pollen viability estimated by counting the number of viable and non
viable pollen grains. The crossing possibility among the cultivar and
among cultivars and non commercial accesses was evaluated through
the hybridization between the feminine genitors cv. Terra Fame and
A8 and masculine, cvs. Cariba and Azteca. All of the accesses
presented 50 chromosomes, independent to be commercial hybrid or
non commercial accesses, and present simple, semidouble or double
capitulum. The evaluated accesses presented high pollen viability,
varying from 87,67% to 99,27. The seed formation was 4,46% in the
crossings among cultivars, and 50% among cultivar and non

commercial access of gerbera.

Key words: Gerbera hybrida, Gerbera sp., chromosomes, crossing,

ornamental breeding, seed
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1 INTRODUCAO

A gérbera (Gerbera spp.) € uma planta perene, herbicea, da
Familia Asteraceae. O género compreende cerca de 30 espécies
distribuidas pela Africa, Madagascar, Asia tropical e uma espécie
originada nos Andes do Peru, América do Sul (BARROSO, 1991). As
cultivares modernas da gérbera hibrida (Gerbera hybrida Hort), sdo,
na sua maioria, originadas do cruzamento entre G. jamesonii H. Bolus
ex Hook e G. viridifolia Schultz Bip. Hibridos naturais destas duas
espécies ndo foram encontrados (KLOSS et al., 2005a; SANE &
GOWDA, 2005).

A maioria dos programas de melhoramento e desenvolvimento
de cultivares vem sendo realizada na Holanda, Dinamarca, Franca,
Alemanha, Japao e Israel (KLOSS et al., 2005a), com enfoque para
gérbera de corte, ndo sendo de conhecimento publico os materiais
genéticos ¢ os métodos de melhoramento utilizados na obtencdo
destes hibridos, os quais seriam supostamente dipldides (2n=50)
(REYNOIRD et al.,1993; SANE & GOWDA, 2005).

A gérbera hibrida apresenta grande variabilidade
morfoldgica dos capitulos, que sdo classificados comercialmente em
simples, semidobrados e dobrados. Além dos hibridos comerciais, sdo
encontrados, em jardins residenciais, gérbera de origem desconhecida,
das quais ndo se sobre o nimero de cromossomos. Esta informagao é
importante para viabilizar os cruzamentos com as cultivares, pois estes
materiais podem consistir fontes de variabilidade, principalmente,
para a obtencdo de plantas mais adaptadas as condi¢Oes climéticas

regionais. Além disso, para se ter sucesso nos cruzamentos ¢é
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necessdrio acessar a viabilidade do pdlen e verificar a compatibilidade
do genoma em nivel cromossdmico.

O ndmero de cromossomos € um dos pardmetros mais
utilizados para a caracterizacdo de uma espécie e para a determinagao
de estratégias a serem empregadas no melhoramento genético. J4, o
estudo da viabilidade de pdlen permite evidenciar a potencialidade
reprodutora masculina contribuindo para o planejamento do
melhoramento. Em gérbera ndo foram encontrados trabalhos
relacionados a viabilidade de pdlen, mas hd estudos relacionados a
taxonomia (WODEHOUSE, 1929), morfologia (LIN et al., 2005) e
desenvolvimento da exina em G. jamesonii (SOUTHWORTH, 1983).

Objetivou-se neste trabalho confirmar o nimero de
cromossomos em gérbera hibrida, determinar o ndmero de
Cromossomos em acessos hdo comerciais, avaliar a taxa de viabilidade
do pélen e a possibilidade de cruzamentos entre cultivares e acessos

ndo comerciais mediante a hibridacao artificial.

2 MATERIAL E METODOS

Para andlise cromossdmica e da viabilidade do pdlen foram
utilizados treze acessos de gérbera incluindo seis cultivares para corte
(Cariba (A1), Amazone (A2), Pink Elegance (A3), Terra Fame (A4),
Azteca (AS5) e Tennessee (A6)) e sete acessos ndo comerciais
coletados em jardins do Rio Grande do Sul (A9, A10, All e Al2) e
Espirito Santo (A7, A8 e A13). Junto ao Herbario da Universidade de
Passo Fundo (RSPF) estdo tombadas as exsicatas dos acessos A7

(RSPF-11.315), A8 (RSPF-11.316), A9 (RSPF-11.325), A10 (RSPF-
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11.326), A11 (RSPF-11.327), A12 (RSPF-11.318) e Al13 (RSPF-
11.317).

A Tabela 1 apresenta a denominacdo, caracteristicas e
procedéncia desses materiais. As plantas foram obtidas através de
divisdo de touceira, constituindo, portanto, clones da planta-mae. As
plantas foram cultivadas em vasos de polietileno com didmetro de 25
cm e capacidade para cinco litros de substrato, sendo este composto
por uma mistura de Rendimax Floreira (composto de turfa e
vermiculita) e casca de arroz carbonizada, em igual proporcdo, Esse
substrato apresentou densidade de 345g, 70% de porosidade, pH 6,4 ¢

condutividade elétrica de 0,66 mS.

Tabela 1 - Denominacdo, procedéncia e caracteristicas gerais de
acessos de gérbera. Passo Fundo, RS, 2005-2006

Acessos Procedéncia Classificacdo  Coloraciao

comercial

quanto ao

tipo de
capitulo

a) Comerciais (G. hybrida)
Al cv. Cariba ProClone* Semi-dobrado ~ Vermelho
A2 cv. Amazone ProClone Simples Amarelo-alaranjado
A3 cv. Pink Elegance  ProClone Dobrado Rosa claro
A4 cv. Terra Fame ProClone Simples Amarelo
AS cv. Azteca ProClone Simples Vermelho
A6 cv. Tennessee ProClone Simples Salmio
b) Nao comerciais (Gerbera sp.)
A7 Vila Velha — ES Semi-dobrado  Amarelo
A8 Vila Velha — ES Simples Rosa
A9 Casca — RS Simples Rosa
A10 Passo Fundo - RS Simples Rosa
All Casca — RS Dobrado Salmao-avermelhado
Al2 Passo Fundo - RS Dobrado Branco
Al3 Vila Velha — ES Simples Salmao

* ProClone: Empresa ProClone Comércio de Mudas e Matrizes — ME,
Holambra — SP.
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O experimento foi conduzido em Passo Fundo, Rio Grande
do Sul, a28°15° S, 52°24” W e a 687 metros de altitude, entre outubro
de 2005 e abril de 2006. O clima da regiao € subtropical imido (Cfa),
segundo Koppen (MORENO, 1961). As temperaturas médias
ocorridas durante o periodo experimental e registradas no interior do
ambiente de cultivo, bem como as normais regionais, estdo na Figura
1. O cultivo das plantas ocorreu em ambiente semi-protegido,
constituido por uma cobertura impermedvel (filme de polietileno de
baixa densidade leitoso, de 0,15mm de espessura) e nas laterais malha
de sombreamento 50% fixa, com cortinas modveis de pléstico
transparente, a qual permitia uma média de transmitincia de radiagdo

solar global de 30%.
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Figura 1 - Temperaturas médias externa (TME), interna (TMI) e
normais regionais (TN) durante o periodo experimental.
Passo Fundo, RS, 2005-2006.
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Durante o periodo experimental, as plantas foram
mantidas sem restricdo hidrica, mediante irriga¢do manual, com
auxilio de regador, sendo aplicados fertilizantes liquidos,
semanalmente, alternando duas solucdes, conforme Guiselini (2002)

(Tabela 2).

Figura 2 — Aspecto do ambiente semi-protegido onde foram cultivados
os acessos de gérbera. Em A e B, aspecto externo, e em C e
D, aspecto do interior. Passo Fundo, RS, 2005-2006.

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

Solucdo A Solucdo B

Nitrato de cdlcio 0,8 gL Nitrato de potdssio 0,7 gL’
Nitrato de aménia 0,4 g.L”! Sulfato de magnésio 0,6 g.L”!
Tenso Ferro 00l gL' MAP 0,15 gL
Bérax 0,001 gL' Tenso Cocktail 0,01 g.L"

Fonte: Guiselini, 2002.

Durante o experimento foram aplicadas solucdes de fungicida

(tebuconazole a 0,5 mL.L™") para o controle de oidio (Erysiphe sp.),
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acaricida (abamectin a 0,25 mL.L™) para controle do 4caro rajado
(Tetranychus sp.) e inseticida (parathion methyl a 0,7 mL.L™") para
controle do pulgdo e tripes (Frankliniella sp.).

As andlises de viabilidade de pdlen e caracterizagdo
citogenética (contagem do nimero de cromossomos) foram realizadas
no Setor de Citogenética do Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Universidade de Passo Fundo.

Para determinar o nimero de cromossomos foram utilizadas
trés repeti¢des para cada acesso comercial e duas para os acessos nao
comerciais. Cada repeti¢do constitui-se de um vaso, com um clone da
planta-mde. Apices de raiz foram coletados de cada uma das
repeticoes e pré-tratados com gelo por 24 horas, fixados em uma
mistura de dlcool etanol e &dcido acético (3:1 v/v) por 24 horas,
seguindo da hidrélise com HCI 1N a 60°C por 13 minutos e coloragdo
com carmim acético 45%. Foram preparadas trés laminas para cada
acesso, sendo avaliadas dez células metafasicas com ntcleo intacto
por lamina, totalizando trinta células avaliadas por acesso. As andlises
foram realizadas em microscépio 6tico com aumento de 1000X, as
metdfases avaliadas registradas no computador, por programa
PixelView, com aumento de 1000X.

Para a estimativa de freqiiéncia da viabilidade de pédlen foi
coletado pélen de quatro capitulos por acesso durante a antese. A
coloragdo dos graos de polen foi realizada com carmim acético 45%
com posterior observa¢do em microscopio Optico. Foram preparadas
quatro laminas por acesso, avaliando-se 1000 graos de pdlen por
lamina, totalizando 4000 grdos de pdlen por acesso. Considerou-se

pélen vidvel aqueles com tamanho visivelmente normal, protoplasma
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corado e com a exina intacta. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia, e as médias comparadas pelo Teste Tukey a 5%.

Ap6s a obtencdo dos dados referentes ao nimero de
cromossomos, viabilidade de pélen, foram realizados cruzamentos,
entre maio e junho de 2007. As temperaturas médias obtidas nestes
meses no interior do ambiente semi-protegido foram respectivamente
de 17, 5° C e 18,8° C. Foram utilizados como genitores femininos dois
acessos de capitulo simples (cv. Terra Fame e o A8), e como genitores
masculinos duas cultivares, cv. Cariba (A1) e cv. Azteca (AS) (Figura
3). Foram polinizados quatro capitulos de cada um dos genitores
femininos.

A escolha dos progenitores masculinos foi feita em funcdo
de, visualmente, serem os de maior producdo de pdlen, comparado
com os demais acessos, e por terem apresentado alta viabilidade do
mesmo. J4 os genitores femininos, ambos com capitulos simples,
foram selecionados em virtude da facilidade de manuseio e
observacdo da receptividade do estigma, o que é dificultado em
capitulos semidobrados e dobrados devido a sobreposi¢do dos ldbios
das flores que encobrem os estigmas. Em estudo anterior, capitulo
dois desta dissertacdo, os acessos A4 e A8, foram examinados quanto
a ocorréncia de geitonogamia e apomixia e ndo apresentando indicios
deste, sendo desnecessaria a emasculagao.

Previamente, antes de realizar os cruzamentos, quatro
capitulos selecionados do acesso A4 e do A8 foram protegidos com
papel manteiga, para evitar polinizagdes indesejadas. A hibridagao foi
realizada na ocasido em que os estigmas estavam receptivos,

sinalizada pelos seus ramos abertos (Figura 3).
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Figura 3 — Acessos utilizados nos cruzamentos: A) Terra Fame (A4);
B) Azteca (AS); C) Acesso ndo comercial (A8); D) Cariba
(A1) e E) Detalhe do estigma receptivo.

O pélen foi levado ao estigma do progenitor feminino com
auxilio de pincel. A polinizacao foi realizada entre as 13 e 14 horas,
momento em que hd a maior liberacdo de pélen (SOUZA et al., 2005)
e repetida em tré€s dias consecutivos conforme recomendagdes de
Kloss et al. (2004). Este procedimento visa maximizar a producio de
sementes devido ao desenvolvimento centripeto dos capitulos de

gérbera. A polinizacdo foi realizada somente nas flores da periferia do
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capitulo em virtude das flores do disco serem hermafroditas nao
funcionais na cv. Terra Fame conforme constatado no estudo de
expressao sexual e sistema reprodutivo em gérbera, capitulo dois desta
dissertacdo, e pelo fato destas flores apresentarem desenvolvimento
mais tardio.

Ap6s a polinizagdo, os capitulos permaneceram protegidos
com papel manteiga, sendo colhidos apos trinta dias, para avaliacdo da

formacao e nimero de sementes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos o0s acessos apresentaram cingiienta cromossomos, ou
seja, tanto os acessos comerciais quanto 0s ndo comerciais
apresentaram o mesmo numero de cromossomos, o que indica a
possibilidade de sucesso no cruzamento entre eles.

Assim, a variac@o que se observa no tipo de capitulo (capitulos
simples, semidobrado e dobrado) ndo € devido a mutagdes
cromossdmicas numéricas ou poliploidia, pois independente do tipo
de capitulo todos os acessos apresentaram exatamente O mesmo
ntimero de cromossomos (Figura 4).

Kloss et al. (2004), ao estudarem o modo de heranca dos genes
que determinam o tipo de capitulo em gérbera, constataram que existe
uma domindncia incompleta e que gérberas homozigotas dominantes
para este gene apresentaram capitulos dobrados, as heterozigotas,
capitulos semidobrados e as homozigotas recessivas, capitulos

simples.



127

Figura 4 — Aspecto dos capitulos e das laminas para contagem de
cromossomos: A, B e C acessos comercias, sendo A)
simples; B) semidobrado e C) dobrado, e D, E e F acessos ndo

comerciais, sendo D) simples; E) semidobrado e em F) dobrado.
A porcentagem média de viabilidade do pdlen foi de 89,6%,

apresentando variacdo entre os acessos (P<0,05). O acesso All

apresentou a menor freqiiéncia de pélen vidvel (Tabela 3). A figura 5

mostra aspectos dos grdos de pdlen observados neste estudo. A

producdo de pélen foi menor nos capitulos dobrados, sendo necessério

macerar as anteras e corar para poder avaliar a viabilidade, o que ndo
foi necessdrio nos capitulos simples e semidobrados. Nestes tipos de
capitulo, os graos de pdlen foram liberados pelo processo de “€mbolo”
descrito por Cassini (1826-1834), facilitando a coleta com pincel. De
acordo com Kloss et al. (2004), as flores do disco de capitulos simples
normalmente produzem mais pélen que as flores do disco de capitulos

semidobrados e dobrados.
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Tabela 3 - Freqiiéncia de pdlen vidvel em acessos comercias e ndo
comerciais de gérbera

Acessos Viabilidade do pdlen
Al Cariba 98,775 a
A2 Amazone 96,825 a
A3 Pink Elegance 98,200 a
A4 Terra Fame 98,350 a
A5 Asteca 97,175 a
A6 Tennessee 99,275 a
A7 98,450 a
A8 96,050 a
A9 97,925 a
Al10 96,875 a
All 87,675 b
Al2 97,725 a
Al3 98,825 a

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey 5%.

Figura 5- Aspecto das laminas com graos de pdlen. A) Pdlens vidveis
(aumento 100x), B) Pdlens vidveis corados e pdlen ndo
viavel (aumento de 400x), C) Pdlen viavel e D) Pdélen ndo
viavel (aumento de 1000x).

Os acessos A3 e All, ambos dobrados, apresentaram
antera com coloragdo rosa e marrom claro na antese. Segundo Kloss et
al. (2004) a coloracdo marrom e cinza observada em anteras de
capitulos dobrados, indica deterioracio das mesmas, o que ¢&
ocasionada pelo acondicionamento apertado das flores do disco neste

tipo de capitulo, o que resulta na esterilidade, auséncia ou baixa
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producdo de grdos de pdlen. Ji, para os capitulos simples e
semidobrados, as anteras apresentaram coloracdo amarela, que esta
dentro da variacdo observada por Kloss et al. (2004) para anteras de
gérberas com capitulo simples a qual variou de amarelo a alaranjado.
O acesso A12 (capitulo dobrado) apresentou anteras amarelas.

Ap6s a polinizagdo os estigmas ficaram escuros (Figura 6) e no
decorrer de alguns dias a corola murchou, se desprendendo do
receptaculo floral. Isso, geralmente, € indicio de que houve a
fertilizagdo e que pode haver sucesso nos cruzamentos. De acordo
com Floss (2004) quando os processos de polinizacdo e fertilizacio
ocorrem com sucesso numa flor, a formagdo da semente estimula o

crescimento do ovério, bem como de algumas partes da flor, tais com

estame e pistilo, que degeneram e caem.

Figura 6 — Aspecto do estigma das flores polinizadas: A) aspecto do
estigma sendo polinizado; B) estigma apds polinizacio; C)
aspecto do capitulo apds polinizagdo, mostrando os
estigmas escuros, sinal de fertilizacao.
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Em ambos os cruzamentos a formacdo de sementes foi
observada nas flores da periferia, ou seja, flores trans e do raio, o que
era esperado visto que ndo foi realizada a polinizag@o nas flores do
disco devido a outros autores, Souza et al. (2005) e Teeri et al.(2006),
relatarem também a ocorréncia de formacao de sementes somente nas
flores da periferia do capitulo, ou seja, nas flores do raio e trans.
Outro fator contribui para a decisdo de ndo polinizar as flores do
disco, foi a constatagdo em estudo anterior, no estudo de expressao
sexual (capitulo II desta dissertacdo), de que hd variagdo na presenca
de 6vulo nestas flores, sendo que as flores do disco do acesso A4 ndo
apresentavam 6vulos. Em decorréncia disto, as flores do disco nio
foram contabilizadas na andlise de formacao de sementes.

A freqiiéncia e o ndmero de sementes formadas estdo
apresentados na Tabela 4. A auséncia de sementes em duas repeti¢des
dos cruzamentos entre acessos comerciais e duas repeti¢cdes de acessos
comerciais € ndo comerciais, foi devido a ocorréncia de fungos
saprofiticos (Botrytis sp.), que surgiram durante a senescéncia dos
capitulos. Em decorréncia disto, estas quatro repeticdes foram
excluidas para evitar o mascaramento dos resultados.

No cruzamento do acesso A4 com Cariba e Asteca, a formagdo
de sementes foi de 4,46% e no cruzamento do acesso A8 x Cariba e
A8 x Asteca, a freqiiéncia foi de 50% (Tabela 4). A producdo de
sementes nos cruzamentos indica que as flores femininas eram férteis
e que 0s acessos eram compativeis, demonstrando a possibilidade de

cruzar hibridos comerciais € acessos ndo comerciais.
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Tabela 4 — Cruzamento, nimero de flores e nimero de sementes
obtidas dos cruzamentos entre os progenitores femininos,
cv. Terra Fame e A8 (acesso ndo comercial), e
masculinos cv. Cariba e cv. Azteca. Passo Fundo, RS,

2007
Cruzamento NF NS F
(Flor do raio + trans) (NS/NF). 100

Terra Fame x Azteca 92 +48 =140 1
Terra Fame x Azteca 101 + 50 =151 12

Total 291 13 4,46 %
A8 x Cariba 63 +37=100 62
A8 x Azteca 62 +34=96 36

Total 196 98 50%

NF = Niimero de flores; NS = Numero de sementes e F = frequéncia de sementes
formadas.

A baixa freqiiéncia de formacdo de sementes no
cruzamento entre as cultivares comerciais sugere a existéncia de
algum tipo de incompatibilidade ou depressdo endogdmica devido,
provavelmente, ao alto grau de parentesco dos parentais, visto que
quando o acesso ndo comercial (A8) foi cruzado com as cultivares
houve uma maior formacdo de sementes. No estudo de divergéncia
genética entre cultivares de gérbera (Capitulo I desta dissertacdo)
verificou-se alto grau de similaridade entre as cultivares Terra Fame,
Cariba e Azteca. A dificuldade na obtencdo de sementes de gérbera,
poderia, em parte, explicar o elevado custo das sementes de gérbera
hibrida no mercado.

A auto-incompatibilidade é um mecanismo bastante
comum em angiospermas, impondo barreiras fisiolgicas entre a
polinizacdo e fertilizacdo (ASCHER, 1976) o que induz a alogamia.

Na familia Asteraceae, o girassol (Helianthus sp.) mostra variagdao
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quanto a esse aspecto, em que a auto-incompatibilidade varia de
completa a ausente. Em gérbera sdo relatados problemas com
endogamia em gérbera hibrida, pois a autofecundacdo reduz seu
rendimento (HUANG et al., 1995), ocasiona degeneracdo da progénie,
malformacdes e esterilidade (MIYOSHI & ASAKURA, 1996).

Outro fator observado, que pode ter contribuido para a baixa
formacdo de sementes nos acessos comerciais, € que merece futuros
estudos, foi a condi¢cdo do escapo floral. Esse caule apresentou
coloracdo amarelo-escuro e textura seca, sugerindo problemas na
translocagdo de agua e nutrientes, o que pode ter comprometido a
formacdo das sementes, pois nos cruzamentos entre 0s acessos NA0
comerciais e comerciais, onde houve formagdo se sementes, o escapo
permaneceu verde (Figura 7).

Desta forma, outros cruzamentos em maior escala devem ser
realizados para verificar a percentagem de sementes e a variabilidade
para este caractere. Além disso, ¢ importante avaliar a possibilidade de
formacdo de sementes nas flores do disco naqueles acessos que
possuem essas flores hermafroditas férteis (com 6vulos), utilizando os

acessos ndo comerciais como genitores femininos.
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Figura 7 — Aspecto das estruturas obtidas na debulhas dos acessos nao
comerciais (A) e comerciais (B): corola das flores do raio
(a), corola das flores trans (b), flores do disco (c), escapo

(d), aquénios que nio desenvolveram em semente (e) e
sementes (f).
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A compatibilidade gen6mica entre os acessos (2n=50), a
alta fertilidade do pdlen e o sucesso na obtencdo de sementes entre as
cultivares e acessos ndo comerciais, € também entre as cultivares,
sugere a possibilidade de producdo de hibridos com novas
combinacdes e transferéncia de caracteres desejdveis dos acessos nao

comerciais para as comerciais.

CONCLUSOES

O ndmero de cromossomos em gérbera hibrida e em acessos nao

comerciais € de 2n = 50.

A viabilidade de pdlen nos acessos avaliados é alta chegando a

99,27%.

E possivel realizar a hibridagdo entre os acessos comerciais € nao

comerciais, visando a producio de novos hibridos.
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CAPITULO IV

AVALIACAO DA EFICIENCIA DE DIFERENTES METODOS
DE EXTRACAO DE DNA GENOMICO DE GERBERA
VISANDO O EMPREGO DE MARCADORES MOLECULARES

RAQUEL DALLA LANA CARDOSO', PAULA ASTOLFI* E
MAGALI FERRARI GRANDO *

RESUMO - A gérbera estd entre as dez flores de maior importancia
econdmica e a otimizacdo de protocolos de extracio de DNA ¢é
necessdria visto que, este deve apresentar quantidade e pureza
adequadas para manipulacdo molecular, principalmente no que diz
respeito as amplificagdes via PCR para geracdo de marcadores
moleculares. Este trabalho objetivou avaliar a quantidade e qualidade
de DNA extraido de quatro gendtipos de gérbera, trés comerciais
(Amazone, Cariba e Terra Fame) e uma ndo comercial, utilizando
quatro diferentes metodologias baseadas no método CTAB 2% (T1 e
T2) e DellaPorta (SDS) (T3 e T4). O DNA foi quantificado em

espectrofotdmetro e a qualidade determinada pela razdo das

! Bidloga, mestranda do programa de Pds-Graduagdo em Agronomia, (PPGAgro) da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV)/ Universidade de Passo Fundo
(UPF), Area de concentracdo em Producdo Vegetal — raqueldlcardoso@bol.com.br

% Académica do Curso de Ciéncias Biolégicas do ICB.

? Orientadora, Bidloga, PhD., professora da FAMV/PPGAgro/UPF — magali @upf.br
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absorbancias 260/280 nm. Os dados foram avaliados pela ANOVA e
as médias comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Para avaliar a integridade do DNA realizou-se eletroforese (~150V)
em gel de agarose 0,8%, sendo o mesmo visualizado e fotografado em
Ultravioleta (UV). A qualidade do DNA extraido foi ainda avaliada
por restricdo enzimdtica com a endonuclease Hinf I e pela
amplificagdo por PCR com primers de actina de arroz e maca. O
método CTAB tradicional produziu 398 ng de DNA por mg de tecido
fresco, sendo superior aos demais tratamentos. Este método produziu
DNA de alta qualidade (razdes de absorbancia de 1,86), sendo
superior aos tratamentos cujo detergente de extragcdo era o SDS (1,60).
O perfil eletroforético do DNA extraido com o detergente CTAB
também foi superior ao extraido com SDS, pois este ultimo apresentou
DNA altamente degradado. Embora a restricao do DNA pela enzima
Hinf I tenha sido observada em todos os tratamentos, somente DNA
extraido pelo método CTAB (T1 e T2), foi amplificado com ambos os
primers. Conclui-se que o método CTAB € um método eficiente para
extracdo de DNA gendmico de gérbera para uso em técnicas ou
marcadores moleculares que empregam a amplificacdo do DNA como

PCR, RAPD e microssatélites.

Palavras-chave: Gerbera sp, dcidos nucléicos, CTAB, enzima de

restricdo, PCR, plantas ornamentais, SDS
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EVALUATION OF DIFFERENT METHODS OF GENOMIC
DNA EXTRACTION FROM GERBERA FOR MOLECULAR
MARKER PORPOSE

ABSTRACT - Gerbera is between the ten flowers of bigger economic
importance and the establishment of DNA extraction protocols is
necessary since the DNA must present adjusted amount and pureness
for molecular manipulation, mainly in respect to PCR amplification
for generation of molecular markers. This work aimed to evaluate the
amount and quality of extracted DNA from four genotypes of gerbera,
three commercial (Amazone, Cariba and Terra Fame) and one non
commercial genotype, being used four different methodologies based
on CTAB 2% and DellaPorta (SDS) methods. The DNA was
quantified in spectrophotometer and the quality determined by the
260/280nm ratio absorbances. The data was evaluated by the ANOVA
and the averages compared by Duncan test at 5% of probability.
Eletrophoresis (~150V) in 0.8% agarose gel was performed to
evaluated the DNA integrity, being visualized and photographed in
Ultraviolet (UV). The quality was also evaluated by enzymatic
restriction with Hinf I and by amplification using PCR with primers of
rice and apple actin. Traditional method CTAB produced 398 ng of
DNA, being superior to the other treatments. This method produced
DNA of high quality (ratio absorbances of 1.86), being superior to the
treatments whose detergent of extraction was the SDS (1.60). The
eletrophoretic profile of the DNA extracted with CTAB was also
superior to the extracted one with SDS, because this last one presented

DNA highly degraded. Although the restriction of the DNA by Hinf I
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enzyme was observed in all the treatments, only DNA extracted by
CTAB method (T1 and T2) was amplified with both primers. It was
concluded that CTAB method is efficient for genomic extraction of
gerbera DNA for use in molecular techniques as PCR, RAPD and

microssatelites.

Key words: Gerbera sp., CTAB, nucleic acid, ornamentals, PCR,

restriction enzyme, SDS
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1 INTRODUCAO

A gérbera estd entre as dez flores de corte mais procuradas
no mercado de plantas ornamentais (TYAGI & KOTHARI, 2003).
Além disso, a gérbera vem vendo utilizada como uma planta modelo
para estudos genéticos, assim como os que foram realizados com a
Arabidopsis thaliana, devido a ser uma planta com inflorescéncia
composta, apresentar varios padrdes de cores e tipos de flores em uma
mesma inflorescéncia (TEERI et al., 2006).

As cultivares de gérbera apresentam grande variabilidade
morfolégica, em fun¢do do intenso melhoramento realizado na
espécie, o qual teve inicio com o cruzamento de duas espécies sul-
africanas, Gerbera jamesonii e G. viridifolia, que originaram o
hibrido, conhecido como gérbera hibrida (G. hybrida Hort.). Esta
ultima é uma das plantas mais importantes do mercado mundial de
ornamentais, ocupando os primeiros lugares nos leildes de flores,
tendo um grande sucesso, tanto no mercado nacional, quanto
internacional. Segundo Chung (2001), o sucesso desta espécie se deve
pela diversidade de cores, permitindo que mais de trezentas cultivares
hibridas sejam lancadas anualmente.

Neste contexto, a utilizacdo de marcadores moleculares
para avaliar a diversidade genética facilita a escolha dos pais a serem
utilizados em cruzamentos, permitindo calcular a distancia genética
entre as variedades disponiveis para o melhoramento genético, além
de possibilitar a identificagdo de hibridos. A importancia da distancia
genética entre os pais para o melhoramento vegetal deve-se ao fato de

que a superioridade dos hibridos é proporcional a distdncia genética
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entre os seus respectivos progenitores. Deste modo, nas espécies onde
esta relagdo é verificada, os melhoristas podem contar com um critério
rdpido e facil na escolha dos progenitores para os programas de
hibridacdo (MOREIRA et al., 1994).

Em ornamentais, os marcadores moleculares vém sendo
utilizados principalmente em estudos de variabilidade genética, entre
eles o mais utilizado é RAPD. Entre as espécies em que jd se
utilizaram os marcadores de RAPD para acessar a variabilidade
genética existente temos a Alstroemeria (ANASTASSOPOULOS &
KEIL, 1996; DUBOUZET et al., 1998), amor-perfeito (KO et al.
1998), Chrysanthemum (WOLFF & PETERS-VAN RIJN, 1993), rosa
(TORRES et al., 1993; JAN et al., 1999), lirio (YAMAGISH, 1995),
Limonium e Prunus ornamental (BENEDETTI et al., 2001) e para
identificar marcadores moleculares ligados a locus genéticos que
controlam o tipo de flor de cravo (SCOVEL et al., 1998). Em gérbera
ha trés trabalhos utilizando marcadores RAPD, o de Chung et al.
(2001) que utilizou 80 primers para caracterizar 24 cultivares de
gérbera e o de Rezende et al. (2006) avaliando a divergéncia genética
entre seis cultivares de gérbera utilizando 21 primers. Colombo (dados
ndo publicados) avaliou 42 acessos de gérbera utilizando marcadores
RAPD.

De modo geral, estudos moleculares dependem diretamente da
qualidade do DNA extraido (ROMANO, 1998). Nas células vegetais a
presenca de polissacarideos, fendis e compostos secunddrios se
tornam um obstdculo na extracdio de um DNA de qualidade
(ROMANO & BRASILEIRO, 2003). Além disso, os protocolos de

rotina nem sempre sdo reproduziveis em todas as espécies vegetais.
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A maioria dos protocolos de extracdo é uma variacdo dos
descritos por Doyle & Doyle (1987) e por Dellaporta et al. (1983). A
principal diferenca destes protocolos consiste no detergente utilizado.
A metodologia baseadas em Doyle & Doyle utiliza o detergente
brometo de cetiltrimetilamdénio (CTAB). Protocolos baseados em
Dellaporta et al. (1983) que utiliza o detergente dodecil sulfato de
sodio (SDS).

As metodologias de extracdo de DNA também visam sanar
problemas que incluem a degradacio do DNA por DNAses
enddgenas, o co-isolamento de polissacarideos que possam inibir a
acdo de enzimas e o co-isolamento de substincias fendlicas ou outros
compostos secunddrios que podem danificar o DNA ou também inibir
a acdo de diversas enzimas de restricdo ou da Taq polimerase.

Este trabalho teve como objetivo comparar a eficiéncia de
métodos de extracio de DNA de gérbera, para futura utilizagdo de
marcadores moleculares. Para tal o DNA extraido por diferentes
métodos foi quantificado pela espectofotometria e a qualidade
avaliada por eletroforese do DNA gendmico, pela restri¢do enzimédtica

e amplificacdo do DNA por PCR.

2 MATERIAL E METODOS

As plantas utilizadas neste experimento comecaram a ser
cultivadas em telado em outubro de 2005, na Universidade de Passo
Fundo, RS. A Tabela 1 apresenta a denominagdo, caracteristicas e

procedéncia desses materiais.
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Tabela 1 - Denominagdo, procedéncia e caracteristicas gerais de
acessos de gérbera. Passo Fundo, RS, 2005-2006

Acessos Procedéncia Classificagao Coloracio
comercial
quanto ao tipo
de capitulo
a) Comerciais (G. hybrida)
Al cv. Cariba ProClone* Semi-dobrado ~ Vermelho
A2 cv. Amazone ProClone Simples Amarelo-alaranjado
A4 cv. Terra Fame ProClone Simples Amarelo
b) Nao comerciais (G. jamesonii)
A8 Vila Velha — ES Simples Rosa

* ProClone: Empresa ProClone Comércio de Mudas e Matrizes — ME,
Holambra — SP.

Os experimentos foram realizados no periodo de janeiro a
marc¢o de 2006. A extracdo do DNA gendmico foi realizada no Setor
de Biologia Molecular do Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Universidade de Passo Fundo (UPF) e a quantificacdo e andlise
qualitativa foi realizada no Laboratério de Biotecnologia — drea de
genética molecular - do Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Cereais
de inverno da Embrapa Trigo (Passo Fundo — RS).

As folhas jovens foram coletadas e acondicionadas em gelo
para serem transportadas até o laboratério a onde foi realizada a
extracdo do DNA gendmico.

Inicialmente, o tecido foliar jovem foi triturado com nitrogénio
liquido, sendo utilizados 250-300 mg de tecido por tubo de reagdo. As
andlises foram realizadas com seis repeti¢des para cada tratamento. O
delineamento utilizado foi o completamente casualizado, sendo que o
tratamento consistiu na combinacdo dos quatro acessos de gérbera e
quatro protocolos de extracdo de DNA, (1-Método CTAB 2%; 2-
Método CTAB 2% modificado; 3-Método Dellaporta e 4-Método

Dellaporta modificado) como descritos a seguir:
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T1 - Método CTAB 2% (Doyle & Doyle, 1987), descrito por Romano
e Brasileiro (2003)

O método utiliza duas etapas de cloroférmio/alcool
isoamilico como segue: adicionou-se ao tecido foliar 700 pl de
tampao de extracdo CTAB (CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4 M; Tris HCI
100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM) e incubou-se por 30 min a 65°C.
Adicionou-se 450 pl de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1) e
misturou-se por 10 min. Centrifugou-se a 5.000 rpm por 10 min em
temperatura ambiente (TA) para a separacdo das fases. A fase aquosa
foi transferida para novo tubo e repetiu-se a extracdo com
cloroférmio/alcool isoamilico. O sobrenadante foi transferido para
novo tubo adicionando-se 500 ul de isopropanol, invertendo o mesmo
para induzir a precipitacdo do DNA. Incubou-se a -20°C overnight. O
tubo foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos e o pellet foi lavado
com 600 ul de etanol 70% e posteriormente com etanol 96%. Apés a
secagem do pellet pela inversdo dos tubos em papel toalha em TA, o
DNA foi ressuspendido em 50 pl de buffer TE (Tris-HC1 10mM; pH
8,0, EDTA 1mM). O material foi tratado com 2 ul de RNAse
(10mg/ml) por 30 min a 37°C e estocado a -20°C.

T2 - Método CTAB modificado de Romano (1998)
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Neste método € realizada uma extracdo adicional com
acetato de amonio: Adicionou-se ao tecido foliar 700 pl de tampao de
extracdo CTAB (CTAB 2% (p/v); NaCl 1,4M; Tris HCl 100 mM pH
8,0; EDTA 20 mM), incubando-se por 30 min a 65°C. Adicionou-se
450 ul de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1) sendo gentilmente
misturados por 10 min. A reacdo foi centrifugada a 5.000 rpm por 10
min em TA para a separacdo das fases. A fase aquosa foi transferida
para novo tubo e repetiu-se a extracdo com cloroférmio/dlcool
isoamilico. O sobrenadante foi transferido para novo tubo onde foi
adicionado 500 pl de isopropanol. O tubo foi invertido gentilmente
para induzir a precipitacio do DNA, sendo posteriormente incubado a
-20°C overnihgt. Os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 5
minutos e o pellet foi lavado com 600 pl de etanol 70% e
posteriormente com etanol 96%. Apds a secagem do pellet pela
inversdo dos tubos em papel toalha, o DNA foi ressuspendido em 50
ul de tampao TE. Foi adicionado 2 pl de RNAse (10mg/ml) e
incubado por 30 min a 37°C. Apés, foi adicionado 0,5 volume de
acetato de amodnio 7,5 M, seguido pela incubacdo em gelo por 15 min.
Os tubos foram centrifugados por 30 min (14000 rpm a 4°C), e o
precipitado lavado com etanol 70% seguido de nova centrifugacgao.
Ap6s seco, o precipitado foi ressuspendido em 50 pl de tampao TE e

mantido a -20°C.

T3 - Método Dellaporta et al. (1983)
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Adicionou-se ao tecido foliar 450 ul de tampao de extracdo
Dellaporta (SDS 20% (p/v); NaCl 5M; Tris HC1 1M pH 8,0; EDTA
2Na 0,5 M; Mercaptoetanol 0,2%) pré-aquecidos a 65°C. Foi
adicionado 30 pL de SDS 20% invertendo os tubos gentilmente e
mantendo-os por 15 minutos a 65°C. Adicionou-se 125 pl/tubo de
acetato de potdssio (5M), sendo a mistura homogeneizada e incubada
no gelo por 20 min, seguida por centrifugagdo a 14 000 rpm por 5 min
para separagdo das fases. O sobrenadante foi transferido para novos
tubos e foi adicionado 350 pl de isopropanol gelado/tubo. Apos,
homogeneizou-se gentilmente e incubou-se a -20°C overnight. Os
tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 5 min, sendo o
sobrenadante descartado e o pellet lavado com 50ul de etanol 75%
gelado. A reacdo foi centrifugada a 14.000 rpm por 1 min e o etanol
descartado. O DNA foi secado a TA e ressuspendido em 50 pl de
tampdo TE e centrifugado a 14.000 rpm durante 1 min, transferindo o
sobrenadante para novos tubos e adicionando 3 pl de RNAse
(10mg/mL). As amostras foram misturadas e incubadas por 30 min a
37°C e logo apés, foram adicionados 3,5 pl de acetato de sédio e 165
ul/tubo de etanol 95% gelado, precipitando por uma noite a -20°C.
Centrifugou-se a 14.000 rpm por 5 min, descartando o sobrenadante e
lavando o pellet com 50 pl de etanol 70% gelado. Centrifugou-se por
3 min a 14500 rpm e descartou-se o sobrenadante. Apds seco em TA,

o pellet foi ressuspendido em 50 ul de tampao TE.

T4 - Método Dellaporta et al. (1983) modificado
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O método utiliza dupla extracdo com cloroférmio/dlcool
isoamilico. Adicionou-se ao tecido foliar 450 pl de tampdo de
extracdo Dellaporta (SDS 20% (p/v); NaCl 5M; Tris HCI 1M pH 8,0;
EDTA 2Na 0,5 M; Mercaptoetanol 0,2%) pré-aquecidos a 65°C. Foi
adicionado 30 pL de SDS 20%, os tubos foram invertidos e a mistura
homogeneizada e mantida por 15 minutos a 65°C. Adicionou-se 125
W/tubo de acetato de potédssio (SM), homogeneizando e incubando no
gelo por 20 min. Centrifugou-se a 14 000 rpm por 5 min para
separacdo das fases. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e
adicionaram-se 350 ul de isopropanol gelado/tubo. Apds,
homogeneizou-se gentilmente e incubou-se a -20°C overnight.
Centrifugou-se a 14.000 rpm por 5 min, descartando o sobrenadante e
lavando com 50 ul de etanol 75% gelado. A reacdo foi centrifugada a
14.000 rpm por 1 min e o etanol descartado. Os tubos secaram em TA.
O DNA foi ressuspendido em 50 pl de tampao TE e centrifugado a
14.000 rpm durante 1 min, transferindo o sobrenadante para novos
tubos e adicionando 3 ul de RNAse (10mg/mL). As amostras foram
misturadas e incubadas por 30 min a 37°C. Apds, adicionou-se 700 pl
de Cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1). Centrifugou-se por 5 min a
5000 rpm. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e a
extracdo com cloroférmio/dlcool isoamilico foi repetida. Adicionou-se
3,5 ul de acetato de soédio e 165 pl/tubo de etanol 95% gelado,
precipitando por uma noite a -20°C. As amostras foram centrifugadas
a 14.000 rpm por 5 min, descartando o sobrenadante e lavando o pellet

com 50 pl de etanol 70% gelado. Centrifugou-se por 3 min a 14500
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rpm e descartou-se o sobrenadante. Apds seco em TA, o pellet foi
ressuspendido em 50 pl de tampao TE.

O DNA obtido foi quantificado em ng/pul em
espectrofotdometro (Gene Quant pro RNA/DNA calculator -Amsham
Pharmacia Biotech) com fator de dilui¢do 1/50. Os valores foram
transformados para ng/mg de tecido (massa fresca). Para determinar a
qualidade das amostras, as mesmas foram analisadas pela razdo das
absorbancias 260/280 nm. Os dados foram avaliados pela Andlise de
varidncia e as médias comparadas pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade. Para avaliar a integridade do DNA realizou-se
eletroforese (~150V) em gel de agarose 0,8% (Sug de DNA por
tratamento) visualizado em Ultravioleta (UV) e fotografado pelo
Sistema Instant Camara Polaroid MP4".

Para avaliar a qualidade das extracdes, o DNA extraido do
acesso A4 (Terra Fame) nos diferentes tratamentos, foi submetido a
uma digestdo enzimdtica com a endonuclease de restricdo Hinf [
(Gibco INC.) e amplificagdao por PCR utilizando primer de actina de
arroz e maga. Para a digestdo, 10 ug de DNA foi incubado com 2U da
enzima Hinf I a 37°C por 2h. Para amplificacdo por PCR, os primers
homélogos a seqiiéncia conservada do gene de actina de arroz (Actin
forward — 5’GATCTGGCATCACACCTTCTAC3’; Actin reverse —
5’AGGAAGCTCGTAGCTCTTCTC3’) e de magd (Actin forward —
5’CTACAAAGTCATCGTCCAGACAT3; Actin reverse -
5S"TGGGATGACATGGAGAAGATT?) foram utilizados
separadamente sendo amplificados nas seguintes condicdes:
desnaturacdo inicial a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C por 1 min,

extensdo a 72°C por 2 min e extensdo final a 72°C por 5 min. A
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reacdo de PCR se estendeu por 35 ciclos. Para tal, foi utilizado o DNA
extraido do acesso A4, sendo adicionado a reagdo de PCR 150 e 300

ng de DNA para cada primer.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferencas significativas de quantidade e qualidade
de DNA extraido nos diferentes tratamentos, sendo observada a

interacdo entre os acesso e métodos de extracdo (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias de quantidade de DNA em ng/mg de tecido obtidos
nos diferentes tratamentos (T1= CTAB 1, T2 = CTAB2,
T3=SDS 1 e T4 = SDS 2) e em diferentes acessos (Al=
Cariba, A2 = Amazone, Ad4= Terra Fame E A8= Niao

comercial)
TRATAMENTOS

ACESSOS T1 T2 T3 T4
Al A479,88a B5955 b B 9041 b B 5041 b
A2 A43857a (C9586a B149,49a C 85/71a
A4 A441,75a B8931a B111,19 b B 71,48a
A8 A 231,66 b C3970 ¢ B10544 b BC7726a
Média 397,97 71,11 114,13 71,22

Meédias seguidas de mesma letra maidscula e mintscula, nio diferem na linha e
coluna, respectivamente pelo Teste de Duncan a 5% de probabilidade.

O tratamento T1-Método CTAB (DOYLE & DOYLE,
1987) descrito por Romano & Brasileiro (2003), resultou em
quantidade de DNA significativamente superior aos demais
tratamentos, produzindo em média 398ng de DNA por mg de massa
fresca. Os tratamentos T2 e T4 produziram em média 71ng/mg,
provavelmente devido ao maior nimero de precipitacdes de DNA

inerente ao método (Tabela 2).
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Em relagcdo a qualidade do DNA, diferencas significativas
podem ser observadas para as razdes de absorbadncia entre os
tratamentos (Tabela 3). O Tl foi o método mais eficiente, pois
proporcionou a obtencio de DNA com alta qualidade, o qual
apresentou razdes de absorbdncia de 1,86. Este valor estd dentro dos
limites que indicam grau de pureza entre a presenga de dacidos
nucléicos (Axeo) € de polissacarideos na amostra (Azgp), onde um DNA
puro deve ter uma razdo entre 1,8 e 2,0. Raz@o inferior significa
contaminacio por proteinas e razao superior indica contaminagdo por

cloroférmio ou fenol.

Tabela 3 - Médias da qualidade do DNA gendmico(OD260/0D280)
obtidos nos diferentes tratamentos (T1= CTAB 1, T2 =
CTAB2, T3 = SDS 1 e T4 = SDS 2) para os gendtipos
(Al= Cariba, A2= Amazone, A4= Terra Fame e A8= Nao

comercial)
TRATAMENTOS

GENOTIPOS T1 T2 T3 T4

Al A1935a Bl8l4a Cl1,698a C1,639 b
A2 A1,809 ¢ Al786a C1587 b B1,645 b
A4 A1,85 b B1,789a Cl1/731la Cl1,725a

A8 Al1844 b B1753 b C1391 ¢ Cl1411 ¢
Média 1,860 1,780 1,602 1,605

Meédias seguidas de mesma letra maidscula e mintdscula, nio diferem na linha e
coluna, respectivamente pelo Teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Nos tratamentos T3 e T4, os quais utilizaram SDS como
detergente de extragdo, a razdo de absorbancia ficou inferior a 1,8 para
todos os acessos, a média da razdo nestes tratamentos foi de 1,6, o que
indica baixa pureza do DNA devido a contaminacao por proteina.

No tratamento T2, a adicdo de acetato de amdnio, ndo

resultou no aumento da qualidade do DNA, baseado na razdo das
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absorbancias, indicando que a presenga de polissacarideos ndo §é
problematica na extragdo de 4cidos nucléicos de gérbera.

O padrao eletroforético de DNA extraido com o detergente
CTAB foi superior ao extraido com SDS, pois este dltimo apresentou
DNA altamente degradado para todos os acessos (Figura 1).

A superior qualidade dos DNAs obtido através dos
tratamentos T1 e T2, nos quais foram utilizados o detergente catidnico
CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio), deve-se ao modo de acdo
deste, o qual complexado as paredes celulares, proteinas e
polissacarideos, faz com que estas precipitem da solucdo, visto que o
DNA obtido nos tratamentos T3 e T4, os quais utilizaram o SDS, que
promove apenas a lise celular (OSTROWSKA, 1998), ndo
encontravam-se dentro dos padrdes de pureza (ROMANO, 1998).

Benedetti et al. (2001) e Chung et al. (2001) isolaram
DNA de folhas de gérbera pela metodologia CTAB. A digestao do
DNA com a endonuclease Hinf I foi observada em todos os
tratamentos, indicando que os sitios de restricio do DNA podem ser
reconhecidos pela enzima, independente do método de extragdo

(Figura 2).
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Figura 1 - Perfil eletroforético de DNA (5 pg) extraido de folhas
jovens de quatro acessos de Gerbera (Al= Cariba, A2=
Amazone, A4= Terra Fame e A8=Selvagem) submetidos
a quatro métodos de extracdo de DNA (T1= CTAB 1,
T2= CTAB2, T3 = SDS 1 e T4 = SDS 2). Canaleta 1
(parte superior do gel), marcador lambda cortado com a
enzima de restricdo Hind III; canaletas 2, 3, 4 e 5
respectivamente o gendtipo A4 submetido aos
tratamentos T1, T2, T3 e T4; canaletas 6, 7, 8 e 9
respectivamente A8 submetido aos tratamentos T1, T2,
T3 e T4; canaletas (parte inferior do gel) 2, 3, 4, 5,
gendtipo A2 submetido aos tratamentos T1, T2, T3 e T4
e canaletas 6, 7, 8 e 9, gendtipo Al submetido aos
protocolos de extragao T1, T2, T3 e T4.
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Figura 2 - Digestdo com enzima de restricio Hinfl (Gibco). M, DNA
ladder (Gibco 1Kb). Canaleta 1, DNA integro do acesso
A4 (Terra Fame), extraido pelo tratamento T1. Canaleta 2,
3, 4, 5, DNA digerido pela enzima de restricio Hinfl

(Gibco), extraido pelos tratamentos T1, T2, T3, T4,
respectivamente.

A Figura 3 apresenta o produto da amplificacdo do DNA
pela técnica de PCR, utilizando primers de actina de arroz e magca.
Apesar do DNA obtido em todos os tratamentos ter sido cortado com
enzima de restricdo, somente o DNA obtido com os protocolos de

extracdo T1 e T2 puderam ser amplificados por PCR (Figura 3).
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Figura 3. Perfil eletroforético de PCR de DNA extraido do acesso A4
(Terra Fame). Canaleta M, DNA ladder (Gibco 1Kb);
canaletas 1, 2, 3, 4 correspondem aos tratamentos T1, T2,
T3, T4, respectivamente, amplificados com primers de actina
de arroz e [DNA]=300ng ; canaletas 5, 6, 7, 8, correspondem
aos tratamentos T1, T2, T3, T4, respectivamente,
amplificados com primers de actina de arroz e
[DNA]=150ng. Canaletas 9, 10, 11, 12 correspondem aos
tratamentos T1, T2, T3, T4, respectivamente, amplificados
com primers de actina de maca e [DNA]=300ng; canaletas
13, 14, 15, 16 correspondem aos tratamentos T1, T2, T3, T4,
respectivamente, amplificados com primers de actina de
maca e [DNA]=150ng.

A andlise da qualidade do DNA extraido, tanto através das
leituras de absorbancia no espectrofotometro quanto as do gel de
agarose permitiu constatar que o método de extracio CTAB
proporcionou a obtencdo de DNA com bom padrao de qualidade, o

que nao foi possivel utilizando a metodologia de extracdo que utiliza o
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SDS no isolamento de DNA. Isso indica que o método CTAB € o mais
eficiente para extracdo de DNA destinado ao emprego de marcadores
moleculares baseados nas técnicas de PCR, ou seja, para RAPD e

microssatélite.

4 CONCLUSOES

O método de extragdo CTAB 2% comparado com os demais testados
foi o que produziu maior quantidade de DNA por massa fresca e

proporcionou o DNA com melhor padrao de qualidade.

O método de extracio CTAB 2% ¢ eficiente para extragdo de DNA
gendmico de gérbera com qualidade requerida para emprego em

técnicas de marcadores moleculares baseados na técnica de PCR.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os caracteres morfolégicos sdo eficientes para a caracterizagdo
dos acessos gérbera tanto que é a metodologia adotada pelo MAPA

para registrar e proteger cultivares.

A andlise de divergéncia genética baseada em marcadores
morfoldgicas € ttil para o planejamento de cruzamento para producao
de novos hibridos. Porém sugere-se que estudos de divergéncia
genética baseados em marcadores moleculares sejam realizados a fim
de buscar uma relacio entre marcadores agromorfoldgicos e

moleculares promovendo uma complementac¢do nos resultados.

A constatacdo de flores do disco hermafroditas férteis em
alguns acessos, teoricamente aptas para a producdo de sementes,
necessita ser testada a fim de se otimizar o processo de producdo de
sementes ou até transferir esta caracteristica para as plantas utilizadas

como genitores femininos.

Para melhor se estabelecer a metodologia de cruzamento em
gérbera, sugere-se a realizacdo de estudos testando a fertilidade do
estigma e a ocorréncia de processos de auto-incompatibilidade, visto
que se observou uma baixa formacido de sementes nos cruzamentos

entre acessos comerciais.

Visto que é hd compatibilidade gendmica entre acessos nao

comerciais e comercias, sendo possivel o cruzamento entre eles
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sugere-se a realizacdo de cruzamentos dialélicos a fim de selecionar os
melhores genitores, para posteriormente realizar cruzamentos em

ampla escala para o desenvolvimento de germoplasma e variedades.

Outras técnicas de melhoramento como a poliploidia poderiam
ser testadas nos acessos de gérbera tanto para producdo direta de

novas variedades quanto para a inducdo de fertilidade em hibridos.
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