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RESUMO

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Aspectos do cultivo in vitro e divergéncia
genética em gérbera (Gerbera jamesonii). 2005. 91 p. (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A gérbera (Gerbera jamesonii) ¢ uma espécie ornamental que apresenta flores
com boa durabilidade e uma gama de cores que pode satisfazer os mercados
mais exigentes. Nesse contexto, estudos vém sendo realizados buscando
encontrar a melhor alternativa para a propagagiio comercial desta espécie. Os
objetivos deste trabalho foram estudar vérios aspectos envolvidos no cultivo in
vitro de gérbera, tais como: estabelecimento da cultura por meio de capitulos
florais, controle da contaminagio, multiplicagdo de brotagdes axilares,
enraizamento de brotos, aclimatizagio de plantulas e estudos anatdmicos, bem
como analisar a divergéncia genética entre seis cultivares de Gerbera Jjamesonii
(‘Jaguar Yellow’, ‘Jaguar Cream’, ‘Jaguar Lemon’, ‘Jaguar Salmon Pastels’,
‘Jaguar Red’, ‘Jaguar Deep Rose’) por meio de marcadores RAPD. Para o
estabelecimento da cultura por meio de capitulos florais, recomenda-se utilizar
hipoclorito de sédio (2,0% de cloro ativo) por um periodo de 60 minutos para a
desinfestagdo dos explantes. Obtiveram-se em média, 3,2 brotag¢des e 6,6 folhas
a partir da indugio de calos em capitulos florais de gérbera. Foi observada a
formagdo de rafzes na auséncia e na presenga de ANA, obtendo-se 100% de
enraizamento. A suplementagdo do meio de cultura com doses crescentes de
ANA promoveu um aumento linear no nimero de raizes e comprimento médio
de raizes. As plantulas provenientes do cultivo in vitro apresentaram uma taxa
de 100% de sobrevivéncia na aclimatizagio. As estruturas foliares desenvolvidas
in vivo apresentam epiderme adaxial, parénquima pali¢ddico, parénquima
esponjoso e epiderme abaxial mais espessos que no cultivo in vitro, O sistema
vascular observado em folhas produzidas in vivo é mais desenvolvido que in
vitro. Nédo foi observado a ocorréncia de vitrificag@o em plantulas de gérbera
cultivadas in vitro. Os marcadores RAPD foram eficientes no estudo da
divergénecia genética entre as diferentes cultivares de Gerbera Jamesonii
analisadas. As cultivares de Gerbera jamesonii foram separadas em dois grupos
distintos, a 44% de similaridade genética. A maior similaridade genética
encontrada (56%) foi entre as cultivares Jaguar Yellow e Jaguar Lemon. Os
resultados demonstram que marcadores RAPD podem ser utilizados na
separagiio de plintulas de Gerbera jamesonii oriundas do cultivo in vitro, com
base na coloragio da flor.

* Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Renato Paiva (Co-
Orientador) - UFLA.



ABSTRACT

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Aspects of the in vitro cultivation and
genetic divergence in gerbera (Gerbera jamesonii). 2005. 91 p. (Master
Program in Agronomy/Plant Physiology) - Federal University of Lavras, Lavras,
MG.*

Gerbera (Gerbera jamesonii) is an ornamental specie that presents flowers with
long shelf-life and a range of colors that can satisfy the most demanding
markets. In this context, studies have been accomplished looking for the best
alternative for the commercial propagation of this species. The objectives of this
work were to study several aspects involved in the in vitro cultivation of gerbera,
such as the establishment of the culture from capitulum explants, The control of
the contamination, multiplication of axillary shoots, rooting of shoots, seedlings
acclimatization and anatomical studies, as well as to analyze the genetic
divergence among six cultivars of Gerbera jamesonii ( ‘Jaguar Yellow’, ‘Jaguar
Cream’, ‘Jaguar Lemon’, ‘Jaguar Salmon Pastels’, ‘Jaguar Red’, ‘Jaguar Deep
Rose’) by RAPD markers. To the establishment of the culture from capitulum
explants, it is recommended to use sodium hipochlorite (2,0% of active chlorine)
for a period of 60 minutes to sterilize the explants. The mean values were 3,2 for
shoots and 6,6 for leaves starting from the induction of callus in gerbera
capitulum explants. The formation of roots was observed in the absence and in
the presence of NAA obtaining 100% of rooting. By suppling higher of NAA
levels to the medium, a linear increase of the number of roots and mean length
of roots was observed. Seedlings coming from the in vitro cultivation presented
100% of survival in the acclimatization. The foliar structures developed in vivo
showed adaxial epidermis, palisade parenchyma, spongy parenchyma and
abaxial epidermis thicker than in the in vitro cultivation. The vascular system
observed in leaves produced in vivo is more developed than in vitro. It was not
observed the effect of vitrification in seedlings of gerbera cultivated in vitro. The
RAPD markers were efficient to study the genetic divergence among the
different cultivars of Gerbera jamesonii analyzed. Gerbera jamesonii cultivars
were separated in two different groups at a level of 44% of genetic similarity.
The largest genetic similarity found (56%) was between Jaguar Yellow and
Jaguar Lemon cultivars.

* Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Renato Paiva (Co-
Adviser) - UFLA.



The results demonstrated that RAPD markers can be used to separate seedlings
of Gerbera jamesonii originated from in vitro cultivation based on the flower

color.
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CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

A floricultura brasileira atual, decididamente, insere-se num novo
contexto econdmico, social e cultural do pafs, ¢ reflete a incorporagdo de valores
ligados 2 melhoria das condigoes de vida e de bem estar das populagdes de suas
diversas regides. Tais conceitos se consolidam na valorizagdo do consumo de
flores e plantas ornamentais, tanto para espécies e variedades de corte ou
cultivadas em vasos, para arranjos e ornamentagGes nos ambientes domésticos,
coletivos e eventos sociais, quanto para a incorporagio crescente das plantas,
gramas e forragSes utilizadas na jardinagem e no paisagismo em obras e dreas
piiblicas além de projetos e constru¢des de natureza privada, comerciais e
residenciais.

Segundo Optiz (2004), o setor de floricultura movimenta, mundialmente,
cerca de US$16 bilhdes, com base no desempenho do mercado produtor, ou
aproximadamente US$48 bilhdes quando se usa como parimetro o mercado
consumidor. A

Quando se observa a participagio do Brasil nesse mercado, ficam
evidentes as amplas possibilidades de expansdo. O pais responde por apenas
0,88% da produgio e por 0,22% das exportagdes mundiais.

No Brasil, cerca de 3.600 produtores, das mais diferentes regides, estio
envolvidos com essa cadeia produtiva. Eles cultivam aproximadamente 6.100
hectares, produzindo mais de 250 espécies, entre flores de vaso, de corte e
plantas verdes. O grande polo fica em Sdo Paulo, estado que responde por 70%
da produgio e que registra em torno de 40% do consumo nacional.

Na avaliagio de Optiz (2004), os negécios de flores e de plantas
ornamentais dentro do pafs ainda necessita de maior impulso. A falta de hébito

da populagio e a pouca tradi¢io da maioria das regides em inserir esses artigos



entre as compras regulares sdo os fatores responséveis pelo baixo consumo per
capita nacional, estimado em US$3,50 por habitante/ano. Este valor pode ser
considerado muito baixo quando comparado, por exemplo, com o0 da Alemanha,
onde o consumo estimado é de US$94,00 por habitante/ano.

No més de dezembro de 2004, as exportagdes brasileiras de flores e
plantas omamentais atingiram US$ 2,27 milhdes, superando em 16,09% o valor
exportado no mesmo més do ano anterior. No acumulado do ano, as exportages
nacionais do segmento somaram US$ 23,5 milhdes, valor esse que superou em
20,96% os resultados obtidos no periodo de janeiro a dezembro de 2003,
confirmando tedos os prognésticos sobre a performance contemporénea do setor
exportador da floricultura brasileira (Ibraflor, 2005).

A maior parcela das flores frescas para o mercado, exportada pelo Brasil,
constituiu-se de produtos tipicos da floricultura de clima temperado e incluiu,
principalmente, rosas, crisintemos, lisianthus, lfrios e gérberas, entre outras
(Ibraflor, 2005).

A gérbera é uma espécie omamental de grande expressio na Europa,
Estados Unidos e Asia, onde ¢ utilizada predominantemente como flor de corte.
Destacam-se, nesse contexto, Holanda, Franga e Itdlia, na Europa e Japdo, na
Asia, como grandes produtores.

A Cooperativa Agropecudria de Holambra localizada no municipio de
Jaguaritina — SP concentra cerca de 90% da produciio nacional de gérbera de
corte ¢ de vaso (minigérbera), sendo o restante referente a centros de
comercializago do sul do pais.

Nos ultimos anos, tem sido crescente o interesse pelas gérberas, pois,
suas flores apresentam boa durabilidade e uma gama de cores, que podem
satisfazer os mercados mais exigentes. Nesse contexto, estudos vém sendo
realizados, buscando encontrar a melhor alternativa para a propagac¢do comercial
desta espécie.



A propagagio natural de gérbera pode ser feita por meio de sementes ou
por divisdo de touceiras. Ambos os métodos séo inconvenientes quando pensa-se
em propagacio em dmbito comercial, pois, suas sementes originam progénies
desuniformes pela alogamia da espécie e a divisdo de touceiras dissemina e
acumula doengas por meio de sucessivas geragoes.

O uso das técnicas de micropropagagdo permite que se consiga, em um
curto espago de tempo, grande nimero de plantas com qualidade superior.

Os produtores de gérbera que utilizam a cultura de tecidos devem
aprimorar todas as etapas da propagagdo, para poder competir no mercado. Essas
estapas sdo: (a) estabelecimento do material inicial ou “explantes primrios”, (b)
otimizagdo do meio para cultivo desse material, objetivando maiores taxas de
multiplicagdo e (c) enraizamento e aclimatizagdo das pléntulas.

O método mais indicado para o estabelecimento inicial da cultura € o que
emprega meristemas, entretanto, ele demanda um grande mimero de plantas
adultas, as quais serdo destruidas para o fornecimento de explantes iniciais.

Dessa forma, a utilizagio de explantes (capitulos florais, por exemplo)
para o cultivo in vitro surge como um sistema alternativo de propagagdo de
gérbera em Ambito comercial. Nesse caso, as plantas matrizes podem vir a emitir
novas flores que servirdo como fonte de explantes.

Devido 2 facilidade de regeneragdo de novas pldntulas, as sementes
também podem ser usadas no cultivo in vitro. Nesse caso, torna-se dificil prever
que cores de flor serdo expressas pelas plantas por meio desse sistema de
cultivo.

No processo de produgdo comercial de gérbera, a cor da flor € uma das
principais caracteristicas morfol6gicas de interesse agrondmico. Na natureza,
sdo encontradas na coloragdo que varia do amarelo ao laranja-escuro, mas, com

o desenvolvimento de cultivares hibridas, disponibilizou-se no mercado grande



variedade de cores, incluindo: branca, nata, rosa, vermelha, carmim e violeta,
entre outras.

A utilizagio de marcadores moleculares pode contribuir para o estudo de
divergéncia genética entre diferentes cultivares de gérbera, baseado na cor da
flor como caracteristica morfol6gica, auxiliando no processo de separagio de
plantas durante o processo de produgio comercial de mudas.

Neste contexo, os objetivos deste trabalho foram:;

i. Estudar vérios aspectos envolvidos no cultivo in vitro de gérbera, tais como:
estabelecimento da cultura por meio de capitulos florais, controle da
contaminagdo, multiplicagio de brotagSes axilares, enraizamento de brotos,

aclimatizagiio de plantulas e estudos anatdmicos;

ii. Analisar a divergéncia genética entre seis cultivares de Gerbera Jamesonii por

meio de marcadores RAPD.



2 REFERENCIAL TEOGRICO

2.1 Descrigiio da espécie

As gérberas sido flores provenientes da Gerbera jamesonii, espécie da
familia das Asterdceas, origindria do sul da Africa (Gerstenberger & Sigmund,
1980). Sao plantas perenes, herbiceas, que possuem flor composta. O capitulo €
formado por vérias filas concéntricas de flores femininas liguladas, havendo
também uma fila de flores hermafroditas e ao centro ficam as flores masculinas,
assemelhando-se a grandes margaridas (Figura 1).

Na natureza s3o encontradas na coloragio que varia do amarelo ao
laranja-escuro, mas com o desenvolvimento de cultivares hibridas,
disponibilizou-se no mercado grande variedade de cores, abrangendo: branca,
nata, rosa, vermelha, carmim e até mesmo violeta.

As flores podem apresentar didmetro e comprimento de hastes varidveis.

As folhas apresentam-se em forma de roseta e podem variar, de acordo
com a cultivar, em tamanho e em estrutura. O sistema radicular €, originalmente,
pivotante, mas, 3 medida que se desenvolve, converte-se em fasciculado e €
composto por grossas rafzes de onde partem numerosas radicelas (Infoagro,
2005).

A propagagdo pode ser por meio de sementes, assexuada por divisio de

touceiras ou por cultura de tecidos (Mascarini, 1998).



FIGURA 1 Gerbera jamesonii. Fonte: S & G Flowers (2005).

2.2 Cultura de tecidos vegetais

Cultura de tecidos vegetais, ramo da biotecnologia, ¢ a técnica de
crescimento de células, tecidos e 6rgéios em um meio nutritivo artificial, isolados
da planta-mic (George, 1996). O cultivo de tecidos vegetais in vitro pode
minimizar os efeitos da variagdo de fatores ambientais, assim como se pode
conseguir um maior controle sobre as condigdes de temperatura, luz ¢ nutrientes.
Como resultado, a produgio de plantas de valor econdmico torna-se vidvel
(Seabrook, 1980).

A propagagio de plantas de interesse econdmico, por meio da cultura de
tecidos, bascia-se no principio da totipotencialidade das células, ou seja,
qualquer célula no organismo vegetal contém toda a informagdo genética

necessdria para a regeneragdo de uma planta completa (Torres et al., 1998).



A aplicagio mais prética da cultura de tecidos ¢ a micropropagagéo,
também denominada de propagagdo vegetativa in vitro (Grattapaglia &
Machado, 1998). Os principais beneficios da micropropagagdo de plantas sio: a)
a possibilidade de aumento rdpido do nimero de individuos geneticamente
idénticos a partir de plantas selecionadas, b) a produgdo de mudas durante todo o
ano, mesmo em regides nas quais a planta ndo apresenta condicOes para a
propagagdo sexuada, ¢) a produgdo de plantas com elevada qualidade sanitéria,
em geral livre de bactérias, fungos e virus, d) a possibilidade de conservagdo de
germoplasmas, garantindo a manutengéo da biodiversidade e e) auxilio em
programas de melhoramento de plantas por meio da associagio de métodos de
cultura de tecidos e regeneragio de plantas in vitro (Echeverrigaray et al., 2001).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), a propagagdo in vitro
divide-se, basicamente, em trés estdgios: I - selegdio e desinfestagdo de explantes
e cultura em meio nutritivo asséptico, IT - multiplicacdo dos propéigulos
mediante subculturas em meio préprio para a multiplicagéo e III - transferéncia
das partes aéreas produzidas para 0 meio de enraizamento e subseqiiente
transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo. Conforme o explante
utilizado, a multiplicagio pode ser: a) por meio da proliferagdo de gemas
axilares (6rgdos meristemdticos pré-formados), b) mediante indugdo de gemas
adventicias por organogénese direta ou indireta (passando pela fase de calo) e c)
por via embriogénese somética direta ou indireta (por calo).

O emprego da cultura de tecidos tem sido crescente para a gérbera,
tornando-se uma alternativa bastante vidvel para sua propagagio assexual. As
primeiras tentativas nesse sentido foram feitas por Pierik & Segers (1973), na
Holanda, estudando os fatores que afetavam a formagéo de rafzes adventicias,
utilizando, como explante, nervuras de folhas jovens. Os resultados deste

trabalho foram basicos para os posteriores estudos do cultivo in vitro de gérbera.



Diversos trabalhos mostram que a gérbera pode ser propagada
vegetativamente por cultivo in vitro de inflorescéncias (Pawlowska, 1977),
folhas (Hedtrich, 1979), parte central do rizoma (Sawa, 1977), escapo ou talo
floral (Chu & Huang, 1983), meristemas (Murashige et al., 1974 e Ruffoni et al.,
1987) e capitulos florais (Laliberte et al., 1985 e Pierik et al., 1975). Estes
métodos por sua vez, apresentam vantagens e desvantagens. Segundo Chu &
Huang (1983), uma objegio que se faz em relagdio 2 utilizagdo de
inflorescéncias, folhas, parte central do rizoma, escapo ou talo floral e capitulos
florais para o estabelecimento da cultura de gérbera in vitro € que a porcentagem
de explantes com formagio de brotos & pequena e, algumas vezes nula.

De maneira geral, as brotagSes obtidas por qualquer um dos métodos
podem facilmente serem usadas como material estéril inicial para outras

subculturas e experimentos nos quais se desejam brotagGes axilares.

2.3 Meios nutritivos

Torres et al. (2001) descrevem que o meio de cultura € constituido de
componentes essenciais (4gua, sais inorginicos, fonte de carbono e energia,
vitaminas e reguladores de crescimento) e opcionais (aminoécidos, amidas,
4cidos orgénicos e substancias naturais complexas). A composi¢do do meio de
cultura tem importante papel nas respostas de crescimento de células e tecidos in
vitro (Borgatto et al., 2002).

As plantas ou explantes cultivados in vitro possuem exigéncias
nutricionais especificas. Assim, ao excisar parte da planta para cultivo in vitro,
observa-se que os explantes ndo sio completamente autotréficos e requerem
meios nutritivos suplementados com as necessidades exégenas da célula, em
termos de elementos essenciais, constituintes orgéinicos e energia (Torres et al.,
2001).



Nesse contexto, 0 meio Murashige & Skoog (MS) proposto em 1962, ¢
um dos mais utilizados na cultura de tecidos da grande maioria das espécies,
sendo realizadas algumas alteragdes de acordo com o explante utilizado (Caldas
et al., 1998).

Os meios de cultura podem ser ainda modificados de acordo com a
necessidade de cada tipo de explante e a espécie na qual se estd trabalhando,
sendo importante deter o conhecimento da importincia de cada elemento contido

em um meio de cultivo (Torres et al., 2001).

2.4 Estabelecimento in vitro

Um dos maiores problemas enfrentados na fase inicial de
estabelecimento do explante in vitro diz respeito 2 contaminagio bacteriana ou
fingica, principalmente presente na superficie dos tecidos de folhas, gemas e
segmentos nodais. E freqiiente deparar-se com contaminagio presente no interior
dos tecidos e que é conhecida como contaminagdo endégena. Este tipo de
contaminagdo é mais freqiiente em explantes derivados de plantas cultivadas no
campo (Teixeira, 2004).

Os principais compostos utilizados para a desinfestagdo sao o etanol € o
cloro. O modo de agdo do etanol consiste na rdpida desnaturagéio protéica e na
dissolugdo de lipidios, tendo como desvantagem o fato de ser pouco ativo contra
esporos fingicos. O cloro inativa enzimas, age como oxidante, tem efeito sobre
bactérias e sua desvantagem é o odor irritante e também a baixa atividade contra
esporos (Pasqual et al., 1997).

A desinfestagiio de segmentos de brotos, folhas e botSes florais pode ser
feita com 4lcool etflico comercial na concentragdo de 50% a 70% (v/v), por um

perfodo de 1 a 3 minutos, seguida de um tratamento com hipoclorito de s6dio ou
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célcio 0,5% a 2% (p/v), por S a 20 minutos e de 3 a 5 lavagens com 4gua
destilada autoclavada por um periodo minimo de 5 minutos (Teixeira, 2004).

2.5 Calogénese

Uma das metodologias mais aplicadas para o cultivo in vitro € a indugdo
de calogénese. Calos sio definidos como aglomerados de células
parenquiméticas ndo organizadas, irregularmente diferenciadas, que se
multiplicam desordenadamente e se desenvolvem em resposta a injirias
quimicas ou fisicas. No entanto, os calos podem se diferenciar em tecidos e
érgdos (Torres et al., 1998).

Os calos apresentam um padrio tipico de crescimento, o qual ¢
caracterizado por meio de fases distintas. O estudo do crescimento dos calos
envolve a determinago dos perfodos em que ocorrem essas fases, sendo cada
uma delas representada por eventos que lhe sdo peculiares (Smith, 1992).

Segundo Pierik (1990), o crescimento e o desenvolvimento dessas
células podem ser influenciados pelo préprio material vegetal, como por
exemplo gen6tipo, idade da planta, do 6rgio ou do tecido, estado fisiolégico,
pelo meio nutritivo, acrescido ou nido de reguladores de crescimento e por
fatores fisicos externos, como luz e temperatura. Todos esses fatores agem
acelerando, retardando ou até mesmo inibindo a proliferagiio celular e,
conseqiientemente, a formagfo e o crescimento de um calo.

Desdiferenciagio, indugdo e regeneraciio de plantas a partir de calos sdo,
muitas vezes, processos dificeis de serem obtidos e podem demandar algum
tempo (Grattapaglia & Machado, 1998).

A adigdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura visa suprir as
possiveis deficiéncias de fitohorménios nos explantes que se encontram isolados

das regides produtoras da planta matriz.
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As auxinas tém sido amplamente utilizadas nos meios de cuitivo para a
indugdo de calos e, geralmente, dependendo da concentragdo, causam elongagdo
celular e expansdo ou divisdo celular. A interagdo entre auxinas e citocininas
também é muito utilizada para a indugdo de calogénese (Torres et al., 1998).

A morfogénese de calos nem sempre leva a formacao de plantulas
vidveis. Embora brotos e rafzes possam ser emitidos, pode ndo ocorrer uma
conexdo vascular entre eles, 0 que € de extrema necessidade para a viabilizagdo
da plantula (Wetmore & Rier, 1963).

2.6 Enraizamento

O propésito da rizogénese € a formaglio de rafzes adventicias nas partes
aéreas obtidas no estigio de multiplicagio, o que permite a constituicdo de
plantas completas, para posterior aclimatizaggo.

Lopes et al. (2001) relatam que a rizogénese pode ser dividida em trés
fases: indugdo, iniciacdo e elongagdo. A duragdio destas fases pode ser de uma a
trés semanas.

Dentre as substincias reguladoras de crescimento, as auxinas exégenas
tém participagio fundamental no processo de rizogénese (Gaspar & Hofinger,
1988). Grattapaglia & Machado (1998) comentam que a auxina € importante nas
duas fases iniciais da rizogénese e que esta pode ser inibidora na ultima fase.
Também comentam que o uso desse regulador de crescimento no meio de
cultivo e a posterior transferéncia do explante para outro isento de auxina sdo
indicados para a indugdo e o desenvolvimento de raizes.

As auxinas mais utilizadas para a indugdo de raiz in vitro sdo 4cido
indol-3-acético (AIA), 4cido naftaleno-acético (ANA) e dcido indol-butirico
(AIB), sendo estes normalmente utilizados em baixas concentragdes no meio de

cultura (George & Sherrington, 1984; Zimmerman, 1981).
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Alguns compostos podem ser adicionados ao meio de cultivo para
auxiliar a indugdo da rizogénese. Uma das substncias mais utilizadas & o carvio
ativado, em concentragdes que variam em torno de 0,1% a 2% (p/v).

O carvio ativado ¢ utilizado para estimular a condig¢do de escuro na qual
as raizes normalmente se desenvolvem. Em termos quimicos, o carvdo ativado
exerce um efeito de retengdo de alguns componentes do meio de cultivo, como a
fixagdo de citocininas residuais liberadas pelos tecidos vegetais e compostos
téxicos inibidores do enraizamento. O carvio ativado pode fixar também
auxinas e reter fen6is oxidantes, sendo, de forma geral, benéfico, promovendo o
alongamento das raizes (Drew, 1988; Mohamed-Yasseen, 2001).

Segundo McCown (1988), o enraizamento varia de acordo com a
espécie, desde o ficil enraizamento e crescimento radicular até a inibigio

completa.

2.7 Aclimatizaciio

A aclimatizagdo envolve o transplantio da plantula da condicdo in vitro
para a casa de vegetagdo que, geralmente, consiste de uma fase critica e que
pode ser um fator limitante para o processo de micropropagagio de algumas
espécies (Torres et al., 1998).

Entre os vérios fatores que podem estar envolvidos no processo de
aclimatizagfio, podem-se relacionar o genétipo, o estresse hidrico, a alteragdo do
metabolismo heterotréfico para autotréfico, a infecgdo por patégenos e o
estresse pela alteragdo na radiagdo (Debergh & Maene, 1981). A mudanga
repentina da umidade 2 qual a plantula estava exposta pode causar danos,
mesmo em plantas que apresentem o aspecto normal.

Durante a aclimatizagiio, o controle da luz pode ser efetuado com a

utilizagdo de sombrite. A umidade é conservada elevada, com a cobertura

13



pléstica das plantas, irrigages ou nebulizagdes. A nutri¢ao pode ser feita com
auxflio de solugdes nutritivas balanceadas, aliada ao aumento das condigGes
autotréficas da planta quando a folha eleva a sua capacidade fotossintética
(Desjardins et al., 1987; Zimmerman, 1988).

2.8 Aspectos anatémicos

A desordem estrutural e funcional nas plantas in vitro € resultado de
complexos e multiplos fatores no meio de cultura. A conseqiiéncia ¢ uma baixa
taxa de sobrevivéncia das plantas quando transferidas para condicdes ex vitro
(Ziv, 1987). Pasqual et al. (1997) afirmam que, durante o processo de
transferéncia para a condigdo ex vitro, a cuticula € freqiientemente menos
desenvolvida devido 2 umidade relativa dos frascos ser relativamente aita. Como
conseqiiéncia, ocorre elevada perda de 4gua durante ©O processo de
aclimatizagdo. As modificagGes manifestadas, principalmente nas folhas, afetam
os principais processos executados por estas, ou seja, a fotossintese e as trocas
gasosas (Debergh & Maene, 1984). Especula-se que 0 ambiente de cultivo possa
afetar e conduzir a diferentes atividades enzimdticas, resultando em virias
mudangas nos processos metabélicos da planta.

Segundo Pasqual et al. (1997), a vitrificagéo é um dos principais
problemas observados durante a fase de desenvolvimento dos explantes
cultivados in vitro. Muitos fatores contribuem para a indugdo de vitrificagdo, tais
como: fatores ambientais, baixa transpiragio dos explantes, potencial hidrico do
meio, composi¢io dos macro e micronutrientes no meio e reguladores de
crescimento, entre outros.

As desordens na vitrificagdo tém cariter morfolgico (gemas com
internédios curtos, folhas finas, elongadas e translicidas, podendo a cor ser

anormal) e cariter anatdmico (hipertrofia do parénquima, grandes espagos
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intercelulares, hipolignificagdo do sistema vascular ¢ uma redugio ou anomalia
do sistema vascular, entre outras) (Debergh et al., 1992).

O estudo anatdmico de 6rgdos vegetativos das plintulas cultivadas in
vitro pode fornecer informagGes para o controle da morfogénese e auxiliar na

eficiéncia de protocolos de micropropagagio.

2.9 Marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

e divergéncia genética

Marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fenétipo
decorrente da expressdo de um gene, como no caso de protefnas, caracteres
morfol6gicos, ou de um segmento especifico de DNA (correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma), cuja seqiiéncia e fungio podem ou ndo ser
conhecidas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Estes sio poderosas ferramentas que
tém facilitado o estudo de diversas 4reas da biologia, pura ou aplicada, cobrindo
questdes de identificagio de cultivares, evolugio e genética de populagGes, entre
outras (Symondson & Liddell, 1996).

A utilizagio de marcadores moleculares na andlise genética ¢ no
melhoramento de plantas aumentou exponencialmente desde a concepgao da
tecnologia da reagio em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase
Chain Reaction) desenvolvida por Kary Mullis (Mullis & Faloona, 1987). A
reagio de PCR fundamenta-se no anelamento e na extensio enzimética de um
par de primers utilizados como iniciadores, que delimitam a seqii€ncia de DNA
da fita dupla alvo da amplificagdo. Esses iniciadores so sintetizados de maneira
que suas seqiiéncias de nucleotideos sejam complementares 2s seqii€ncias que
flanqueiam a regido alvo (Ferreira & Grattapaglia, 1998). O principal avango
trazido pela técnica PCR foi a possibilidade de sintetizar, in vitro, milhdes de
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cépias de um segmento especifico de DNA na presenga da enzima DNA
polimerase.

Entre os vdrios tipos de marcadores moleculares disponfveis, destacam-
se os de maior utilizagio, RFLP (do inglés, Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (do inglés, Random Amplified Polymorphic DNA),
AFLP (do inglés, Amplified Fragment Length Polymorphism) e o0s
microssatélites ou SSRs (do inglés, Simple Sequence Repeat) (Willians et al.,
1990).

A técnica de DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD) (Welsh &
McClelland, 1990; Willians et al., 1990) é uma variagio do protocolo de PCR,
que utiliza apenas um nico primer com aproximadamente 10 nucleotideos de
comprimento de seqiiéncia arbitrdria, que se anela em regiGes arbitrdrias do
genoma e sintetiza multiplos produtos de amplificaggo, detectando polimorfismo
na auséncia de informagiio especifica da seqiiéncia de nucleotideos do DNA
molde (Willians et al., 1990).

O primeiro passo para a utilizagfio desta técnica refere-se 2 selegdo dos
primers a serem utilizados, cuja escolha deve basear-se na seguinte ordem:
revelar diferengas, produzir bandas bem definidas e favorecer um padrdo
reproduzivel (Loxdale et al., 1996).

Marcadores moleculares tipo RAPD comportam-se como dominantes,
ou seja, nio & possfvel distinguir se o segmento de DNA amplificado provém de
um loco heterozigoto ou homozigoto (dominante) (Carison et al., 1991;Willians,
et al., 1990).

Como desvantagens do método tem-se que, em estudos de filogenia, ndo
é possivel distinguir a origem gendmica (nuclear ou citoplasmitica) dos
fragmentos. A homologia das seqiiéncias das bandas com mesma mobilidade no
gel ndo & conhecida (Thormann et al., 1994; Tingey & Tufo, 1993), ndo sendo

possivel identificar se bandas com mesmo peso molecular de dois individuos
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representariam um cariter homélogo (herdado de um ancestral comum) ou
homoplastico (cardter que se desenvolveu independentemente dentro da
populagdo) (Pommkulwat et al., 1998). Nio & possivel distinguir alelos
heterozigotos dos homozigotos (Carlson et al., 1991; Willians et al., 1990) e a
reprodutibilidade do método pode ser influenciada pela enzima Taqg DNA
polimerase utilizada, pela quantidade de MgCl, pela qualidade do DNA, pelo
tipo de termociclador ¢ pelo método de extragdo de DNA (Cenis et al., 1993;
Loxdale & Lushai, 1998; Loxdale et al., 1996; Suazo et al., 1998).

Para o estudo da divergéncia genética, é necess4rio o estabelecimento de
uma medida (coeficiente) de similaridade/dissimilaridade entre dois individuos,
sendo este o ponto de partida para virias técnicas de anélise multivariada, que
permite melhor visualizagdo dos relacionamentos entre os mesmos (Krzanowski,
1998).

Segundo Wier (1990), os métodos de agrupamento utilizam a
dissimilaridade ou disténcia entre individuos ou populagGes para a formagdo dos
grupos. Existem diversos coeficientes de dissimilariade, tais como distincia
euclidiana, Jaccard, Nei e Li, concordéncia simples, power distance, percent
disagreement (porcentagem de discordancia).

Estes coeficientes, em sua maioria, sdo calculados a partir de varidveis
bindrias representando presenca e auséncia, com valores de 1 e 0,
respectivamente. Marcadores tipo RAPD sio inclufdos neste tipo de varidvel.

A escolha do coeficiente apropriado est4 diretamente relacionada com as
suas propriedades. Aspectos como a natureza dos dados e o tipo de andlise a ser
implementada sdo igualmente fundamentais para auxiliar na escolha do
coeficiente. Assim, alguns dados quantitativos podem ser melhor investigados
quando convertidos em dados bindrios, de modo a reunir todos os valores abaixo
e acima de um nivel de interesse. Também o método de an4lise pode limitar a

escolha do coeficiente (Alfenas, 1998).
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Quando se trata de métodos de agrupamento, a literatura, da mesma
forma que nos tipos de coeficientes, também revela uma enorme diversidade de
métodos. Segundo Cruz & Regazzi (1994), os métodos de agrupamento mais
utilizados tém sido o método do vizinho mais préximo, o método do Vizinho
mais distante e o método das médias das distincias.

O princfpio geral de todos os métodos de agrupamento tem sido o de
maximizar a similaridade dentro dos grupos e a dissimilaridade entre grupos.

Também conhecido como método da ligagdo simples ou single linkage,
o método do vizinho mais préximo inicia-se pela identificagdo dos dois itens
com menor distincia relativa entre si, processada na matriz de distdncian X n .
Esse par de ftens é fundido e gera o primeiro grupo. A seguir, sdo calculadas as
distancias dos n-2 itens restantes, com relagdo a cada um dos dois itens do
primeiro grupo, sendo identificada a menor dessas distdncias para a matriz de
distancia reduzida (n-1) X (n-1). A redugdo da dimensdio da matriz ocorre em
virtude de o primeiro grupo formado ser inserido nela como um nico item.
Nessa segiiéncia, o item identificado como o mais préximo do primeiro grupo €
fundido a ele para formar um grupo de trés itens. O processo se repete até a
formagio de um tinico agrupamento.

O método do vizinho mais distante ¢ a antitese do vizinho mais préximo,
pois opera com o par mais distante de itens.

No método das médias das distdncias, o critério utilizado para a
formagio dos grupos é a média das distancias entre os pares de itens que formam
cada grupo, como a prépria denominagdo informa. E conhecido como método da
média aritmética entre pares nio ponderados (UPGMA, do inglés Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Average), desenvolvido por Sokal &
Michener (1958).
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O que hi de comum entre todos os trés métodos de agrupamento
descritos € que eles operam sobre a matriz de distancia, dispensando o retorno a
matriz de dados originais (Dias, 1998).

O processamento de anélises multidimensionais pode ser realizado por
meio de sofiwares como, por exemplo, o programa NTSYS - PC 2.0
desenvolvido por Rohlf (1992).

Outra andlise que, atualmente vem sendo realizada é a verificagido da
informatividade do loco e do primer na anélise de divergéncia genética (PIC, do
inglés Polymorphic Index Content). A informatividade do loco pi € a freqiiéncia
do alelo p no loco pi, calculado pela equagdio: I=1 - 3, pi%, e a informatividade
do primer p; € a freqiiéncia do alelo p do loco i, no primer j, sendo calculada
pelaequagio: I=1-3; . ¥ p;’.

Anilises tipo bootstrap também vem sendo realizadas atualmente e tem
por objetivo verificar qual o niimero minimo de bandas polimérficas necessérias
para que a formagdo dos grupos seja confidvel. Nesta metodologia, sdo
realizadas intimeras reamostragens, utilizando sempre um nimero crescente de
bandas para obter valores de correlagio entre as reamostragens. O método ndo é
limitado pelo mimero de unidades reamostradas e pode fornecer virias novas
estimativas para uma melhor aproximacdo da distribuigio dos grupos no
dendograma. Ao invés de formar novas reamostragens através da omissio de
uma banda por vez, o bootstrap realiza sorteios ao acaso das bandas realizando
novas andlises até atingir o niimero méximo de bandas utilizados para a andlise
de divergéncia genética. A cada anélise sio gerados novos valores de correlagdo
e conseqiientemente, novas somas de quadrados dos desvios. O nimero minimo
de bandas para a formagio de agrupamentos € considerado confidvel quando os
valores de correlagio e¢ das somas dos quadrados dos desvios ndo sofrem
variagbes significativas. O valor médximo de correlagdo € igual a 1, sendo

encontrado quando a anélise bootstrap utiliza o ndmero méximo de bandas
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polimérficas que originou o agrupamento original. Da mesma forma, o valor

méximo encontrado para a soma dos quadrados dos desvios € igual a zero (Wier,

1990).
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CAPITULO II: CONTROLE DA CONTAMINACAO NO
ESTABELECIMENTO IN VITRO DE CAPiTULOS FLORAIS DE

Gerbera jamesonii
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1 RESUMO

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Controle da contaminagio no
estabelecimento in vitro de capitulos florais de Gerbera jamesonii. In: Aspectos
do cultivo in vitro e divergéncia genética em gérbera (Gerbera jamesonii).
2005, p.28 — 40. (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

A micropropagagdo vem sendo aplicada com sucesso para a propagacdo em
larga escala de um grande nimero de espécies ornamentais. Nesse processo, a
desinfestagdo de explantes é uma das etapas fundamentais para o sucesso do
cultivo in vitro. Objetivou-se estabelecer um protocolo eficiente de desinfestagdo
de capitulos florais de gérbera pela utilizagdo de diferentes concentragbes de
hipoclorito de sédio, combinadas com diferentes tempos de imersdo. Foram
coletados capitulos florais de Gerbera jamesonni cv. Jaguar Red, com duas ou
trés fileiras de flores abertas, tendo sido retiradas as ligulas e todas as flores do
centro do capftulo. Os capitulos foram imersos em 4lcool etflico 70% (viv)
durante 1 minuto e submetidos a diferentes tratamentos, combinando diferentes
concentragbes de hipoclorito de sédio (1%; 1,5% e 2% de cloro ativo) com trés
tempos de imerséo (30, 45 e 60 minutos), adotando-se o esquema fatorial 3 X 3,
mais o controle. Posteriormente, cada capitulo foi lavado em 4gua destilada por
trés vezes, cortado radialmente em quatro partes e inoculadas em meio MS
s6lido, com 50% de sua concentragdo original e suplementado com 6,0 mg L' de
BAP, 0,5 mgL" de AIA, 30 g L' de sacarose, tendo seu pH ajustado para 6,0. O
experimento foi mantido em sala de crescimento a 25 + 2°C de temperatura, por
um perfodo de 4 semanas, na auséncia de luz e, posteriormente, 4 semanas sob
fotoperfodo de 16 horas e irradidncia de fétons de 43 pmol m? 5™, Obtiveram-se
83% de capitulos sadios com brotagGes, quando os mesmos foram imersos
durante 60 minutos em 2% de cloro ativo, indicando ser esse o tratamento a ser
adotado para a desinfestagdo dessa espécie.

* Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Renato Paiva (Co-
Orientador) — UFLA.
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2 ABSTRACT

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Control of contamination during in vitro
establishment of capitulum explants of Gerbera jamesonii. In: Aspects of the in
vitro cultivation and genetic divergence in gerbera (Gerbera jamesonii).
2005, p.28 - 40. (Master Program in Agronomy/Plant Physiology) - Federal
University of Lavras, Lavras, MG.

Micropropagation has been applied successfully to propagate in large scale a
great number of ornamental species. In this process of explants desinfection the
main step to achieve the success of this system. This work aimed to establish an
efficient protocol to desinfect gerbera capitulum explants by using different
concentrations of sodium hipochlorite, combined with different periods of
immersion. Capitulum explants of Gerbera jamesonni cv. Jaguar Red were
collected with two or three whorls of open flowers, with ligules and all central
flowers being removed. The capitulum explants were immersed in ethanol 70%
(v/v) for 1 minute and applied to different treatments, combining different
concentrations of sodium hipochlorite (15 1,5 and 2% of active chlorine) with
three periods of immersion (30, 45 and 60 minutes) a factorial 3 X 3, plus the
control. Thus, each capitulum explants was rinsed three times in distilled water
by three times, symmetric divided in four fragments and inoculated in MS solid -
medium, at 50% of your original concentration and supplied with 6,0 mg L™ of
BAP, 0,5 mg L' of IAA, 30 g L" of sucrose, and the pH adjusted to 6,0. The
experiment was maintained in growth chamber at 25 + 2°C for a period of 4
weeks, in the absence of light and later 4 weeks under photoperiod 16 hours and
43 mmol m? s™* of photon irradiation. It was obtained 83% of healthy capitulum
explants with shoots, when the same ones were immersed for 60 minutes at 2%
of active chiorine, suggesting this is the best treatment to be adopted for the
desinfection of this species.

* Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Renato Paiva (Co-
Adviser) - UFLA.
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3 INTRODUCAO

A aplicagiio da técnica de propagacio vegetativa in virro em vérias
espécies freqiientemente encontra problemas de contaminagdo no inicio das
culturas (Murashige, 1977). Esses se agravam nos tr6picos timidos, onde o clima
favorece a proliferagdo de microrganismos (Enjaric et al., 1988).

A contaminag@o em cultura de tecidos pode originar-se de duas fontes:
microrganismos presentes na superficie ou no interior do explante, ou por meio
de falhas nos métodos de assepsia. Assim, o meio de cultura pode desenvolver
flora endofitica de diversas espécies que incluem virus, viréides, bactérias e
fungos.

No estabelecimento da cultura, dependendo do tipo de explante usado,
microrganismos superficiais ¢ endofiticos podem ser levados para a cultura in
vitro. A maioria dos microrganismos pode ser eliminada via cultura de
meristema, enquanto, a partir de folhas, peciolos ou explantes nodais, muitos ou
quase todos 0s microrganismos, podem ser levados para a cultura (Cassells et
al., 1988).

O descontaminante mais utilizado na cultura de tecidos é o hipoclorito
de sédio ou de cilcio, diluido em 4gua com cerca de 1% de cloro ativo. Para
melhorar o contato com a superficie do explante, o tratamento com hipoclorito é
freqiientemente precedido por uma lavagem em 4lcool. O etanol remove
parcialmente ceras hidrofiticas e resinas que protegem os microrganismos do
contato com o descontaminante (Bonga & Von Adekas, 1992).

Neste trabalho, optou-se pela utilizagdo de capitulos florais de gérbera
como fonte inicial de explantes para o cultivo in vitro. Dessa forma, reduziu-se o

nimero de plantas matrizes, bem como evitou-se a destruicio das mesmas.
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Objetivou-se estabelecer um protocolo eficiente de desinfestagdo de
capitulos florais de gérbera por meio da utilizagfio de diferentes concentragdes

de hipoclorito de sédio, combinadas com diferentes tempos de imersao.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos
de Plantas, no setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

4.1 Material vegetal

Plantas matrizes de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Red foram cedidas
pela empresa Multiflores, localizada em Lavras, MG.
Foram coletados capitulos florais, com duas ou trés fileiras de flores

abertas, tendo sido retiradas as ligulas e todas as flores do centro do capitulo.

4.2 Controle da contaminagiio no estabelecimento in vitro de capitules

florais

Ap0s a coleta, os capitulos foram lavados em 4gua corrente com auxilio
de peneira durante 10 minutos e, posteriormente, em dgua destilada, durante 2
minutos.

Os capitulos foram imersos em 4lcool etilico 70% (v/v), durante 1
minuto e submetidos a diferentes tratamentos, combinando diferentes
concentragdes de hipoclorito de sédio (1%; 1,5% e 2% de cloro ativo) com trés
tempos de imersdo (30, 45 e 60 minutos) adotando-se o esquema fatorial 3 X 3,
mais o controle, totalizando 10 tratamentos e 12 repeticdes, contendo um

explante em cada recipiente (Tabela 1).
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TABELA | Tratamentos obtidos por meio da interagdo entre diferentes
concentragbes de hipoclorito de sédio e diferentes tempos de
imersdo. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Hipoclorito de sédio Tempo de imersédo
Tratamento (% de cloro ativo) (min)
To 0 0
TI 1,0 30
T 1.0 45
T3 1.0 60
T4 1.5 30
TS 1.5 45
T6 1.5 60
™ 2.0 30
T8 2,0 45
T9 2.0 60

Posteriormente, cada capitulo foi lavado em 4gua destilada por trés
vezes, cortado radialmente em quatro partes e inoculados em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) sélido, com 50% de sua concentragio original e
suplementado com 6,0 mg L™ de BAP, 0,5 mg L™ de AIA, 30 g L' de sacarose,
tendo seu pH ajustado para 6,0 + 0,1, antes da adi¢iio do 4gar, utilizando-se
KOH ou HC1 0,1 N (Arello, 1998). A esterilizagio dos meios de cultura foi feita
por autoclave, 3 temperatura de 121°C e 2 pressdo de 1,05 kg.cm, durante 20
minutos.

Os recipientes contendo os explantes foram mantidos em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura, por um periodo de 4 semanas, na
auséncia de luz e, posteriormente, 4 semanas sob fotoperfodo de 16 horas e
irradidncia de fétons de 43 pmol m? 5. Ap6s 30 dias da inoculagdo, avaliou-se

visualmente a porcentagem de explantes sadios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle da contaminagiio no estabelecimento in vitro de capitulos

florais

Os resultados revelam considerdvel variagdo na porcentagem de
explantes sadios durante a imersio de capitulos florais de gérbera em hipoclorito

de sédio (Figura 1).

90 4

80 -
2 70 - Tempo de
= 60 - imersdo
% 50 - a3o
2 40 - 745’
é’ 30 4 60’
R 204 17 17

10 J

0 |
1,0 1.5

Hipoclorito de sédio (% de Cloro Ativo)

FIGURA 1  Porcentagem de explantes sadios obtidos por meio da interagao
entre diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio e
diferentes tempos de imersdo. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Com base nos resultados observados neste experimento, sugere-se que
se utilize o hipoclorito de sédio (2,0% de cloro ativo) durante um perfodo de 60
minutos para a desinfestagio de capitulos florais de gérbera, promovendo a
obtengdo de 83% de explantes sadios.

Virios autores utilizaram o hipoclorito de sédio, com sucesso, para a
desinfestagdo de capitulos florais.

Pierik et al. (1975), trabalhando com micropropagagio de gérbera por
meio de capitulos florais utilizaram o hipoclorito de s6dio (1,5% de cloro ativo)
durante 90 minutos, resultando em apenas 5% a 10% de contaminaggo.

Laliberte et al. (1985) empregaram a mesma metodologia descrita
anteriormente para desinfestagio de capitulos florais de gérbera, sem, no
entanto, mencionar a eficiéncia da mesma. J4 Barbosa (1991) obteve uma
eficiéncia de 75% na desinfestagio de capitulos florais de gérbera cv. Appel
Bloesem, utilizando hipoclorito de sédio (1,5% de cloro ativo) por vinte
minutos.

Por outro lado, Radice & Marconi (1998) desinfestaram capitulos florais
de gérbera com uma solugao de hipoclorito de sédio a 20%, durante 20 minutos
e bicloreto de merctirio a 0,1% (solugdo aqiiosa) durante 10 minutos. Os autores
também ndo mencionam a eficiéncia da metodologia.

Capitulos florais de gérbera estabelecidos em meio de cultura podem ser

visualizados na Figura 2.
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FIGURA 2 Capitulos florais de gérbera estabelecidos in vitro, apés serem
tratados com hipoclorito de sodio (2,0% de cloro ativo) durante 60
minutos, scm contaminagdo (A) ¢ contaminado por fungo (B).
UFLA, Lavras, MG, 2005.
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6 CONCLUSOES

A utilizagio do hipocloritc de sédio mostrou-se eficiente na

desinfestagdo de capftulos florais de gérbera.
Recomenda-se utilizar hipoclorito de sédio (2,0% de cloro ativo) por um

periodo de 60 minutos para a desinfestagéo de capitulos florais de gérbera.
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CAP{TULO III: ASPECTOS DO CULTIVO IN VI TRO A PARTIR DE
CAPITULOS FLORAIS E DA ANATOMIA FOLIAR DE Gerbera
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1 RESUMO

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Aspectos do cultivo in vitro a partir de
capitulos florais e da anatomia foliar de Gérbera jamesonii. In: Aspectos do
cultivo in vitro e divergéncia genética em gérbera (Gerbera Jamesonii). 2005,
p-41 — 71. (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.

Este trabalho teve por objetivo determinar um protocolo de micropropagagao por
organogénese indireta a partir de capitulos florais de gérbera, avaliar o efeito de
diferentes doses de ANA no enraizamento in vitro, bem como aclimatizar as
plantulas desenvolvidas in vitro e comparar as caracteristicas anatfmicas de
folhas de gérbera obtidas in vitro com as folhas mantidas em condicdes in vivo.
Capitulos florais de gérbera foram inoculados em meio MS sélido, com 50% de
sua concentrago original e suplementado com 6,0 mg L'de BAP,0,5mgL" de
AIA, 30 g L"! de sacarose, tendo seu pH ajustado para 6,0. As brotagGes obtidas,
apresentando, em média, 3 a 4 folhas, foram inoculadas em meio MS sélido com
50% de sua concentragio ori;inal suplementados com diferentes concentragdes
de ANA (0,0; 2,0 ¢ 4,0 mg L), 30 g L™ de sacarose ¢ 1 g L™ de carvdo ativado,
e pH 5,6 £ 0,1 Ap6s serem mantidas por 30 dias no meio de cultura para
enraizamento, as plantulas foram transferidas para tubetes contendo substrato
foram cobertas com saco plastico. Para a realizagfio dos estudos anatdémicos,
folhas completamente expandidas foram coletadas ao acaso de plantas matrizes
de gérbera mantidas em casa de vegetagio e das plantulas obtidas pelo cultivo in
vitro. Obtiveram-se em média, 3,2 brotagdes e 6,6 folhas a partir da indugdo de
calos em capitulos florais de gérbera. Foi observada a formagdo de rafzes na
auséncia e na presenga de ANA, obtendo-se 100% de enraizamento. A
suplementagio do meio de cultura com doses crescentes de ANA promoveu um
aumento linear no nimero de raizes e comprimento médio de raizes. As
plantulas provenientes do cultivo in vitro apresentaram uma taxa de 100% de
sobrevivéncia na aclimatizagiio. As estruturas foliares desenvolvidas in vivo
apresentaram as epidermes adaxial e abaxial, parénquimas paligddico e
esponjoso mais espessos que no cultivo in vitro. O sistema vascular observado
em folhas produzidas in vivo é mais desenvolvido que in vitro. Nao foi
observada a ocorréncia de vitrificagdo em plantulas de gérbera cultivadas in
vitro.

* Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Renato Paiva (Co-
Orientador) - UFLA.
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2 ABSTRACT

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Aspects of the in vitro cultivation from
capitulum explants and of the foliar anatomy of Gerbera Jamesonii. In: Aspects
of the in vifro cultivation and genetic divergence in gérbera (Gerbera
Jamesonii). 2005, p.41 - 71. (Master Program in Agronomia/Fisiologia Vegetal)
- Federal University of Lavras, Lavras, MG.

This work had the objective to stabilish a micropropagation protocol for indirect
organogenesis from capitulum explants of gerbera, to evaluate the effect of
different levels of NAA in the in vitro rooting, as well as to acclimatize the
seedlings developed in vitro and to compare the anatomical characteristics of
leaves of gerbera obtained in vitro with the leaves maintained in vivo conditions.
Capitulum explants of gerbera were inoculated in MS solid medium at 50% of
your original concentration and supplied with 6,0 mg L' of BAP, 0,5 mg L of
IAA, 30 g L™ of sucrose, being the pH adjusted to 6,0. The resulting shoots,
showing on average of 3 to 4 leaves were inoculated in MS solid medium at
50% of your original concentration supplied with different concentrations of
NAA (0,0; 2,0 and 4,0 mg L), 30 g L of sucrose and 1 g L" of activated
charcoal, and pH 5,6 + 0,1. After 30 days in the medium to promote rooting,
they were transferred to planting tubes containing substract and covered with
plastic bag. To carry out anatomical studies, complete expanded leaves were
randomly collected from plants maintained at greenhouse and seedlings obtained
by in vitro cultivation. The mean values were 3.2 for shoots and 6,6 for leaves
starting from the induction of callus in gerbera capitulum explants. The
formation of roots was observed in the presence and absence of NAA, obtaining
100% of rooting. The supplementation of NAA to the medium promoted a linear
increase in the number of roots and in the mean length of roots. Seedlings from
the in vitro cultivation showed a rate of 100% of survival in the acclimatization.
The foliar structures developed in vivo showed adaxial epidermis, palisade
parenchyma, spongy parenchyma and abaxial epidermis thicker than in the in
vitro cultivation. The vascular system observed in leaves produced in vivo is
more developed than in vitro. It was not observed the effect of vitrification in
seedlings of gerbera cultivated in vitro.

" Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Renato Paiva (Co-
Adviser) - UFLA.
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3 INTRODUCAO

A micropropagacdo vem sendo aplicada com sucesso para a propagacio
em larga escala de um grande nimero de espécies ornamentais, podendo ser
realizada por organogénese ou embriogénese somatica.

A micropropagagio via embriogénese somdtica envolve o
desenvolvimento de embrides a partir de células somdticas embriologicamente
competentes in vitro (Ahuja, 1992).

Segundo Hicks (1980), a organogénese in vitro envolve uma variedade
de seqiiéncias complexas de desenvolvimento, resultantes da manipulagdo
experimental de partes de uma planta, culminando na formagio de primérdios de
6rgdos ou plantas inteiras.

Quando a organogénese ocorre a partir de tecidos do explante ou de
pequenas proliferacdes dos mesmos, ainda sobre o explante inicial sem a
formagio do calo, denomina-se organogénese direta. A via indireta €
caracterizada quando a organogénese ocorre a partir de calos isolados do
explante inicial (Stirmart, 1986).

A organogénese envolve a diferenciagio de brotagdes e raizes durante o
desenvolvimento vegetal. Fregiientemente, as brotagoes sao induzidas em um
meio de cultura enriquecido com citocininas e, subseqiientemente estas
brotacdes sio enraizadas em um meio contendo auxina.

Segundo Grattapaglia &  Machado (1998), das citocininas
comercialmente disponiveis, a 6-benzilaminopurina (BAP), € a que, em geral
apresenta melhores resultados in vitro para promover a multiplicacdo de diversas
espécies, sendo utilizada em aproximadamente 60% dos meios, seguida da

cinetina (KIN), com cerca de 23%.
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As auxinas mais utilizadas para a indugo de raiz in vitro sio AIA, ANA
¢ AIB, sendo estes normalmente utilizados em baixas concentragdes no meio de
cultura (George & Sherrington, 1984; Zimmerman, 1981 ).

Certas espécies enraizam com dificuldade, ou ndo enraizam, mesmo na
presenga de auxinas e algumas espécies até dispensam o uso de auxinas no seu
enraizamento (Rohr & Hanus, 1987). Alguns compostos podem ser adicionados
a0 meio de cultivo para auxiliar a indugfio da rizogénese. Uma das substincias
mais utilizadas € o carvdo ativado em concentragdes que variam em torno de
0,1% a 2% (p/v).

O carvao ativado € utilizado para estimular a condigdo de escuro no qual
as rafzes normalmente se desenvolvem. Em termos quimicos, o carvio ativado
exerce um efeito de retengao de alguns componentes do meio de cultivo, como a
fixagdo de citocininas residuais liberadas pelos tecidos vegetais e compostos
téxicos inibidores do enraizamento. O carvio ativado pode fixar também
auxinas e reter fenéis oxidantes, sendo, de forma geral, benéfico, promovendo o
alongamento das rafzes (Drew, 1988; Mohamed-Yasseen, 2001).

Ap6s a etapa de enraizainento. as plantulas devem ser aclimatizadas para
terem condigSes de sobreviver em ambiente com alta luminosidade e baixa
umidade. A aclimatizagio envolve o transplantio da plantula da condigao in vitro
para a casa de vegetagdo que, geralmente, consiste de uma fase critica e que
pode ser um fator limitante para o processo de micropropagaco de algumas
espécies (Torres et al., 1998).

A avaliagdo das mudangas estruturais que ocorrem em um tecido ou
6rgdo formado em condigdes in vitro é de grande valia para se descobrir a real
eficiéncia do processo organogenético e a funcionabilidade do novo o6rgio,
tornando-se pré-requisito indispens4vel para o desenvolvimento de protocolos de

micropropagagio de plantas (Soares, 2003).
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Os objetivos do presente trabalho foram: a) determinar um protocolo de
micropropagagdo por organogénese indireta a partir de capitulos florais de
gérbera, b) avaliar o efeito de diferentes doses de ANA no enraizamento in vitro
de gérbera, ¢) aclimatizar as plantulas desenvolvidas in vitro e d) comparar as
caracterfsticas anat6micas de folhas de gérbera obtidas in vitro com as folhas

mantidas em condigdes in vivo.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos 4.1 e 4.2 foram realizados no Laboratério de Cultura
de Tecidos de Plantas, no setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

O experimento 4.3 foi realizado no Laboratério de Anatomia e
Histologia Vegetal, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras, MG.

4.1 Organogénese indireta a partir de capitulos florais de gérbera

Plantas matrizes de Gerbera jamesonii cv. J aguar Cream foram cedidas
pela empresa Multiflores, localizada em Lavras, MG.

Foram coletados capitulos florais, com duas ou trés fileiras de flores
abertas, tendo sido retiradas as ligulas e todas as flores do centro do capitulo.

Apbs a coleta, os capitulos foram imersos em hipoclorito de sédio (2,0%
de cloro ativo), por um perfodo de 60 minutos.

Posteriormente, cada capitulo foi lavado em dgua destilada por trés
vezes, cortado radialmente em quatro partes que foram inoculadas em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) sélido, com 50% de sua concentra¢ao original e
suplementado com 6,0 mg L™ de BAP, 0,5 mg L™ de AIA, 30 g "' de sacarose.
Seu pH foi ajustado para 6,0 + 0,1, antes da adi¢@o do 4gar, utilizando-se KOH
ou HC1 0,1 N (Arelio, 1998). A esterilizagdo dos meios de cultura foi feita por
autoclave, 2 temperatura de 121°C e 3 pressdo de 1,05 kg.cm?, durante 20

minutos.
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O experimento, constituido de 50 tubos de ensaio com 1 explante por
tubo, foi mantido em sala de crescimento a 25 + 2°C de temperatura por um
periodo de 4 semanas, na auséncia de luz e, posteriormente, 4 semanas sob

fotoperiodo de 16 horas e irradidncia de fétons de 43 pmol m?2sl.
‘ A avaliagio da porcentagem de capitulos florais com formagio calos foi
feita aos 30 e 60 dias ap6s a inoculagdo, por meio de anélise visual.

Foi avaliado também, por andlise visual, o nimero médio de brota¢des e

folhas por explante, 80 dias ap6s a inoculago.
4.2 Efeito de diferentes doses de ANA no enraizamento in vitro de brotagdes

BrotagGes obtidas a partir de capitulos florais in vitro de Gerbera
jamesonii cv. Jaguar Cream, obtidas no experimento 4.1, apresentando em média
3 a 4 folhas, foram inoculadas em meio de cultura MS sélido, com 50% de sua
concentragio original e contendo diferentes concentragoes de ANA (0,0; 20 ¢
4,0 mg L"), 3% de sacarose e 0,1% de carvio ativado, tendo o pH ajustado para
56 + 0,1. Apés a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura sob fotoperfodo de 16 horas e irradidncia
de fétons de 43 pmol m? 5™,

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
10 repetigoes por tratamento. Trinta dias ap6s a inoculagdo, foi avaliada a
porcentagem de enraizamento das brotagdes, por meio de andlise visual. Das
plantas que apresentaram enraizamento, coletaram-se os dados de mimero de
raizes por explante e o comprimento de rafzes, que foram submetidos 2 andlise
de variancia, com realizagdo do teste de F. Em caso de observagao de diferencas

significativas, efetuaram-se andlises de regressdo.
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4.3 Aclimatizac#io de plantulas

Plantulas desenvolvidas in vitro, a partir do experimento 4.2, foram
utilizadas como material vegetal.

Ap6s serem mantidas por 30 dias no meio de cultura para enraizamento,
as plantulas foram transferidas para tubetes contendo o substrato comercial
30/10, da empresa Vida Verde.

.Apés a transferéncia, as plantulas foram cobertas com sacos plasticos
para manter a umidade semelhante 3 encontrada nas condig¢bes in vitro, ¢
mantidas em sala de aclimatizago sob fotoperiodo de 12 horas e irradidncia de
fétons igual a 60pmol m? s,

Ap6s um periodo de 14 dias, avaliou-se a taxa de sobrevivéncia das
plantulas, levando-se em consideragio o aspecto visual e o estado hidrico das

mesmas.
4.4 Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vive e in vitro

Folhas completamente expandidas foram coletadas ao acaso, de plantas
matrizes de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream, mantidas em casa de
vegetagio na empresa Multiflores, localizada em Lavras, MG e das plantulas
obtidas pelo cultivo in vitro, na ocasido de transferéncia das mesmas para a sala
de aclimatiza¢do. As folhas foram conservadas em dlcool 70% viv).

De cada tratamento, foram escolhidas ao acaso, cinco plantas e, de cada
uma foi retirada uma folha, da qual foram extraidos segmentos de 0,5cm’ da
regido mediana. Os estudos anatdmicos foram realizados com base no exame
microscépico de segBes obtidas 2 mio livre. As segOes foram clarificadas em
solugdo de hipoclorito de sé6dio 50% (v/v do produto comercial), por um periodo

de 3 a 5 minutos e trés lavagens em 4gua destilada. Em seguida, o material foi
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neutralizado em solugiio de 4cido acético 1% (v/v) por 1 minuto, repetindo-se as
lavagens com 4gua destilada (Johansen, 1940; Sass, 1951). A coloragdo dos
cortes anatomicos foi efetuada pelo processo de dupla coloragdo com safranina-
azul de astra (Bukatsh, \1972). Finalmente, foram montadas ldminas
semipermanentes do material obtido com dgua glicerinada 50% (vIv).

As laminas confeccionadas com os cortes anatdmicos foram utilizadas
para a realizagio de medigbes de espessura das epidermes adaxial e abaxial e
dos parénquimas esponjoso e paligddico, com auxflio de lente ocular
micrométrica em microscépio de campo claro Carl Zeiss-amjlival.
Posteriormente, estas laminas foram fotomicrografadas utilizando-se um
microscépio Olympus BX 60 e filme ASA 100 colorido.

As medigGes de espessura foram analisadas utilizando-se delineamento
inteiramente casualizado com cinco repetigdes por tratamento, sendo cada
repetiio composta por trés medidas. As médias foram comparadas pelo teste de
F.

Os cortes anatomicos também foram avaliados visualmente para

verificar a ocorréncia ou nio de vitrificagio em pléntulas cultivadas in vitro.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Organogénese indireta a partir de capitulos florais de gérbera

Pela andlise da Figura 1 observa-se que 76% dos capitulos florais de
gérbera formaram calos 30 dias apés a inoculagio, e que ndo houve formacdo de

calos apos este periodo.
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FIGURA |  Porcentagem de capitulos florais de Gerbera Jamesonii cv. Jaguar
Cream com formagdo de calos, em fungio dos dias apés a
inoculagiio. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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O aspecto visual de um calo obtido 30 dias apos a inoculagdo do
explante inicial esté ilustrado na Figura 2.

Gomes (1999) relata que as auxinas tém sido amplamente utilizadas nos
meios de cultivo para a indugéio de calos € que a interagéio cntre auxinas €
citocininas tem sido amplamente utilizada. Santana (2003) relata que o
sinergismo entre auxinas ¢ citocininas € critico para o controle da morfogénese
in vitro.

Pierik et al. (1975) também obtiveram indug@o dc calos em capitulos
florais de gérbera, deixando-os armazenados 30 dias no escuro ¢ 30 dias na
presenca de luz. No cntanto, os autores ndo comentam os valores obtidos para

cada periodo.

FIGURA 2  Aspectos de calos de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream obtidos
a partir de capitulos florais, 30 dias apos a inoculagdo. UFLA,
Lavras, MG, 2005.
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Os resultados para o niimero médio de brotagdes e folhas, avaliados aos
80 dias apds a inoculagiio dos explantes em meio de cultura, sio mostrados no
grifico da Figura 3.

Obtiveram-se em média, 3,2 brotagdes e 6,6 folhas por explante, a partir
da inducao de calos em capitulos florais de gérbera.

Esse resultado infere na alta capacidade da gérbera em formar brotos e
folhas a partir da indugdio de calos em capitulos florais, o que viabiliza a
micropropagagdo da cultura.

A imagem da Figura 4 evidencia a formagdo de brotagdes e folhas a

partir da indugdo de calos em capitulos florais de gérbera.
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FIGURA 3 Niimero médio de brotagdes e folhas obtidos a partir da indugio de
calos em capitulos florais de Gerbera jamesonii cv. ] aguar Cream,
aos 80 dias apds a inoculagio. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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FIGURA 4 Formagio de brotos ¢ folhas a partir da indugdio de calos em
capitulos florais de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream, 80 dias
ap6s a inoculagdo. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Ap6s um periodo de 60 dias de cultivo de capitulos florais, Pierik et al.
(1975) encontraram a formagdo de 3 brotos por explante e esse nimero foi
aumentado para 4 com aumento do tempo de cultivo variando de 80 a 100 dias.

Olivera et al. (2000) obtiveram diferentes respostas organogenéticas
para a fase de indugdo de brotos de Gerbera jamesonii com vérios reguladores
de crescimento. Utilizando, por exemplo, 8,8 pmolar de BA (benziladenina), os
autores conseguiram 5.4 brotos ¢ 10,8 folhas por explante.

O meio de cultura sugerido por Arello (1998) mostrou-se eficiente para
promover a morfogénese de brotos e folhas in vitro.

De maneira geral, a suplementagfio do meio de cultura com diferentes
tipos e concentragbes de reguladores de crescimento tem influéncia direta no
processo da morfogénese in vitro (Grattapaglia & Machado, 1998).
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5.2 Efeito de diferentes doses de ANA no enraizamento in vitro de brotacées

Obteve-se 100% de enraizamento das brotagdes, tanto na auséncia
(tratamento controle) como na presenga de ANA (Figura 5).

Verificando-se a andlise de variincia (Tabela 1), observa-se que houve
diferengas significativas com relacio ao nimero de raizes e comprimento médio

de raizes, em fun¢dio das concentragdes de ANA empregadas.
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FIGURA 5  Porcentagem de enraizamento de brotagées de Gerbera jamesonii
cv. Jaguar Cream, em func¢io de diferentes concentragdes de
ANA. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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TABELA 1 Resumo da anélise de varifincia para nimero de raizes/explante e
comprimento médio de rafzes (cm) em brotagGes de Gerbera
jamesonii cv. Jaguar Cream, em fungdo de diferentes
concentragdes de ANA. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Quadrados médios

Fonte de variaciio GL Nraizes/explante Comprimento médio
de raizes (cm)
Concentra¢cio ANA 2 25,6333* 6,9053%*
Residuo 27 1,0407 0,4825
CV (%) 31,55 16,43

* Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

Um aumento linear no mimero de raizes ¢ comprimento médio de raizes
foi observado 2 medida em que adotaram-se maiores concentragdes de ANA
suplementadas ao meio de cultura (Figura 6).

No entanto, possivelmente doses de ANA superiores a 4,0 mg L podem
aumentar a eficiéncia do processo, promovendo posteriormente uma
estabilizagio e até mesmo decréscimo do nimero de raizes e comprimento
médio de rafzes. Para isso, experimentos futuros devem ser realizados.

O aspecto visual de uma plantula de gérbera em meio de cultura para
indugdo de enraizamento e enraizada in vitro pode ser observado na Figura 7.

Barbosa (1991), utilizando o meio MS com metade das concentragdes
dos sais e suplementado com diferentes doses de ANA (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0
mg L"), obteve plantulas com 2,5cm de comprimento médio de rafzes de
Gerbera jamesonii cv. Appel Bloesem, 40 dias apds a inoculagdo dos explantes

em meio de cultura.
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FIGURA 6 Ntimero de raizes/explante (A) e comprimento médio de raizes
(cm) (B) em brotagdes de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream,
em fungdo de diferentes concentragdes de ANA. UFLA, Lavras,
MG, 2005.
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FIGURA 7  (A)-Plantula de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream em meio
de cultura para enraizamento, suplementado com 4,0 mg L' de
ANA. (B) - Plantula enraizada em condigdes in vitro. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Pierik & Sprenkels (1984) trabalharam com as cultivares Fleur e
Florence, utilizando o meio MS suplementado com AIA nas concentragdes
variando de 3 a 10 mg L™ ¢ ANA a 1 ou 3 mg L. Os autores observaram que o
ANA proporcionou 100% de enraizamento, com mais raizes por broto, para
ambas as cultivares, em comparago com o efeito do AIA ¢ que altos percentuais
de brotos enraizados foram alcangados também com o emprego do AIA, porém,
este nfio apresentou diferenca significativa no enraizamento em comparagdo com
o tratamento sem auxina.

Laliberte et al. (1985) trabalhando com duas cultivares de gérbera,
conseguiram 100% de enraizamento dos brotos cm todas as concentragdes de
AIA (0,00; 0,05; 0,10; 0,30; 0,50 ¢ 1,0 mg L") estudadas. Por outro lado,
Murashige et al. (1974) obtiveram 90% ¢ 100% de plantulas enraizadas somente

com niveis mais elevados de AIA, 3 ¢ 10 mg L', respectivamente. Esse
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resultado foi observado por Petru & Matous (1984), conseguindo com nivel

mais elevado de AIA (8,0 mg L"), 100% de enraizamento.
5.3 Aclimatizagiio de Plintulas

A observagio do aspecto visual e do estado hidrico das plantas durante o
periodo de aclimatizagio indica que a metodologia descrita no tépico 4.3 foi
eficiente, j4 que a absor¢do e a perda de dgua mostraram-se completamente
reguladas, ndo sendo observado estado de murcha durante o periodo mais critico
da aclimatizagdo. O percentual de sobrevivéncia foi de 100%.

Santana (2003), visando a aclimatizagiio de plantulas de Annona glabra
L., utilizou garrafas pl4sticas tipo pet para a manutengio da umidade relativa alta
no microambiente, obtendo um percentual de sobrevivéncia também de 100%.

Santos (2004), fazendo o uso da mesma metodologia descrita
anteriormente, também obteve sucesso na aclimatizagio de plantulas de
pequizeiro.,

Olivera et al. (2000) relatam que a aclimatizagdio de plantulas de gérbera
foi afetada de forma significativa pelo efeito residual dos tratamentos usados
durante a fase de indugfio de brotagGes e enraizamento in vitro, observando que,
em geral, os tratamentos com cinetina propiciaram melhores resultados de
sobrevivéncia (86,7% - 92,5%) em comparagiio com os de BA (benziladenina).
Isso indica que a qualidade das plintulas produzidas in vitro repercurtiu na sua
capacidade de aclimatizagdo, pois, como dito anteriormente, as produzidas
mediante o uso de cinetina apresentaram melhores caracteristicas qualitativas.

Aspectos gerais das plantulas de Gerbera Jamesonii cv. Jaguar Cream

a0s 14 dias apés a aclimatizagdo podem ser visualizados na Figura .
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FIGURA 8 Plantulas de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Crcam em
aclimatizagdo. UFLA, Lavras, MG, 2005.
5.4 Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vive e in vitro
Nas segbes transversais das nervuras centrais de folhas de gérbera,

observaram-se diferengas anatomicas entre 0s tecidos. As folhas do cultivo in
vitro apresentaram feixes vasculares do tipo colateral pouco diferenciados, ao
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contrdrio do cultivo in vivo, nos quais estes se apresentam em maior nimero e
grau de diferenciagéo.

Santos (2001) observou que a nervura central de folhas de cafeeiro
(Coffea arabica ‘Rubi’ e Coffea canephora *Apoatd’), obtidas pelo cultivo in
vitro apresentou células do xilema em menor niimero, tamanho e espessura que
as células do xilema da nervura central de folhas cultivadas in vivo.

Em ambos os cultivos, a organizagdo dos tecidos do parénquima cortical
da nervura central ¢ composta por células heterodimensionais, tornando-se mais
evidente no cultivo in vitro. O niimero de células do parénquima cortical € maior
no cultivo in vivo que no in vitro (Figura 9 A e C).

Quanto s se¢des transversais das laminas foliares de gérbera, observou-
se que, em ambos os cultivos (in vive e in vitro), o mesofilo J4 se encontra
diferenciado nos dois tipos de parénquima clorofiliano (parénquima paligcddico e
parénquima esponjoso ou lacunoso). O mesofilo é dorsiventral, apresentando
parénquima pali¢ddico na face superior da lamina foliar (adaxial) e parénquima
esponjoso na face inferior (abaxial) (Figura 9 B e D).

No cultivo in vivo, o parénquima paligddico ¢ constituido de uma a duas
camadas de células compactas e alongadas e o parénquima esponjoso ou
lacunoso € constituido de sete a oito camadas de células. J4 no cultivo in vitro, o
parénquima pali¢ddico apresenta-se também com uma ou duas camadas de
c€lulas, mas em menor grau de diferenciagio. O parénquima esponjoso &

constituido de seis a sete camadas de células.
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Eab
Segdes transversais da nervura central laminas foliares obtidas
de folhas de gérbera cultivada in vivo (A e B) einvitro (CeD),
evidenciando parénquima cortical (Pc), epiderme adaxial (Ead),
parénquima paligadico (Pp), parénquima esponjoso (Pe) ¢
epiderme abaxial (Eab). UFLA, Lavras, MG, 2005
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Santos (2001) trabalhou com laminas foliares de cafeeiro (Coffea
arabica “Rubi” e Coffea canephora “Apoata”), obtidas por cultivo in vivo e in
vitro. Na cultivar Rubi, a autora observou um parénquima esponjoso formado de
cinco a seis camadas de células nas folhas obtidas in vitro e de oito camadas de
c€lulas nas folhas obtidas in vivo. Na cultivar Apoati, a autora observou o
parénquima esponjoso com quatro camadas de células nas folhas obtidas in vitro
e de nove a dez camadas de células nas folhas obtidas in vivo.

Fidelis (1998) observou que o mesofilo de folhas de mama-cadela
(Brosimum guadichaudii Tréc.) cultivadas in vitro apresentou de trés a quatro
estratos de células. No entanto, estas nio possufam diferengas no formato,
impossibilitando a distingdo dos parénquimas pali¢édico e esponjoso.

Nota-se ainda que, em ambas as condigdes de cultivo, as epidermes
abaxial e adaxial sdo compostas por apenas uma camada de células (epiderme
uniestratificada), revestidas pela cuticula, sendo esta mais espessa nas folhas de
plantas cultivadas in vivo.

Fidelis (1998) observou que a superficie adaxial das laminas foliares de
mama-cadela obtidas in vitro e in vivo apresentavam também uma camada de
células.

A presenga da cuticula no cultivo in vitro & fator importante na
micropropagagiio, uma vez que evita a perda excessiva de dgua da planta para o
ambiente e, conseqiientemente, favorece a sobrevivéncia das plantulas
micropropagadas durante o processo de aclimatizag@io na condigdo ex vitro .

As medidas das espessuras da epiderme adaxial e abaxial e parénquimas
paligddico e esponjoso das folhas de gérbera diferiram de forma significativa
entre os cultivos in vivo e in vitro (Tabela 2).

Todas as varidveis analisadas: epiderme adaxial, parénquima pali¢édico,

parénquima esponjoso e epiderme abaxial apresentaram espessura
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significativamente menor para o cultivo in vitro em comparagao com o cultivo in
vivo (Tabela 3).

TABELA 2 Anélise de varidncia para espessura da epiderme adaxial,
parénquima pali¢ddico, parénquima esponjoso ¢ epiderme abaxial
de folhas formadas por cultivo in vivo e in vitro de Gerbera
jamesonii cv. Jaguar Cream. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Fontes de oM

variacio GL Epiderme Parénquima Parénquima Epiderme
¢ adaxial palicadico esponjoso abaxial

l;:ﬁgf: 1 160,083000% 726,192000% 2561,328000* 45,387000%

Erro 28 2,796429 15,590571 20,227821 0,991286

CV (%) 7,84 5,93 3,33 6,08

* Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

TABELA 3  Efeito do tipo de cultivo (in vivo e in vitro) sobre a espessura da
epiderme adaxial, do parénquima paligddico, do parénquima
esponjoso e epiderme abaxial de laminas foliares de Gerbera
jamesonii cv. Jaguar Cream. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Espessuras médias observadas (um)

Tipo de cultivo Epiderme Parénquima Parénquima Epiderme

adaxial palicddico esponjoso abaxial
In vivo 23,64 a 71,55a 144,48 a 17,61 a
In vitro 19,02 b 61,71 b 126,00 b 15,15 b

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, a 1% de
probabilidade, pelo teste de F.



Em estudos anatdémicos de murici-pequeno, Nogueira (2003) também
encontrou  espessuras — significativamente menores de epiderme adaxial,
parénquima pali¢ddico e epiderme abaxial para o cultivo in vitro, em relacdo ao
cultivo in vivo.

Soares (2003), trabalhando com propagacio in vitro do ingazeiro,
encontrou espessuras significativamente menores de parénquima paligadico,
parénquima esponjoso e epiderme abaxial para o cultivo in vitro, em relacdo ao
cultivo in vivo.

Entretanto, folhas de arnica (Lychnophora pinaster) oriundas de cultivo
in vivo apresentaram-se menos espessas que as cultivadas in virro e
aclimatizadas (Souza, 2003).

Pela andlise dos cortes anatémicos (Figura 9 C e D), verifica-se que nio
ocorreu vitrificagdo em plantulas de gérbera cultivadas in vitro, uma vez que nio
foi observada nenhuma desordem anatdémica, como por exemplo: hipertrofia do
parénquima, grandes espacos intercelulares, hipolignificacio do sistema
vascular, entre outros.

A utilizagdo do meio de cultura para o cultivo in vitro de gérbera
sugerido por Arello (1998), no qual a concentragdo dos sais do meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) ¢ reduzida pela metade, possivelmente teve
influéncia direta na ndo ocorréncia de vitrificagao.

Pasqual et al. (1997) relatam que muitos fatores contribuem para a
indugdo de vitrificagfio, tais como: fatores ambientais, baixa transpiracdo dos
explantes, potencial hidrico do meio, composi¢cdo dos macro e micronutrientes
no meio, reguladores de crescimento, entre outros.

Sato (1994) trabalhou com trés clones (II, III e 800X) de Gerbera
Jamesonii, procurando evidenciar a ocorréncia de vitrificagdo variando a
suplementac¢@o do meio de cultura com diferentes concentragcoes de nitrogénio.

O clone II apresentou, em média, 24% de vitrificacdo in vitro, o clone III
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apresentou 54%, enquanto que o clone 300X ndo apresentou vitrificacdo. A

autora observou que doses elevadas de nitrogénio favorecem a vitrificagao.
Conforme Daguim & Letouzé (1986), a vitificagdo ¢ diretamente

associada a niveis de nitrato de aménio no meio de cultura.
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6 CONCLUSOES

O meio de cultura sugerido por Arello (1998) ¢ eficiente para promover
a indug@o de calogénese e a morfogénese in vitro de brotos e folhas a partir de
capitulos florais de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream.

Nao houve diferenga na porcentagem de formagio de calos, em fungdo
do tempo de cultivo.

Obtiveram-se em média, 3,2 brotagdes e 6,6 folhas por explante a partir
da indugdo de calos em capitulos florais de gérbera.

Foi observada a formagdo de raizes na auséncia e presenca de ANA,
obtendo-se 100% de enraizamento.

A suplementagdo do meio de cultura com doses crescentes de ANA
promoveu um aumento linear no mimero de raizes e comprimento médio de
raizes, sendo que doses mais elevadas devem ser testadas futuramente.

As plantulas provenientes do cultivo in vitro apresentaram uma taxa de
100% de sobrevivéncia na aclimatizago.

As estruturas foliares desenvolvidas in vivo apresentam epiderme
adaxial, parénquima paligddico, parénquima esponjoso e epiderme abaxial mais
espessos que no cultivo in vitro.

O sistema vascular observado em folhas produzidas in vivo é mais
desenvolvido que in vitro.

Nio foi observada a ocorréncia de vitrificagdo em plantulas de gérbera

cultivadas in vitro.
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CAPITULO IV: ESTUDO DA DIVERGENCIA GENETICA ENTRE
CULTIVARES DE Gerbera jamesonii POR MEIO DE MARCADORES
RAPD

72



1 RESUMO

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Estudo da divergéncia genética entre
cultivares de Gérbera jamesonii por meio de marcadores RAPD. In: Aspectos
do cultivo in vitro e divergéncia genética em gérbera (Gerbera Jamesonii).
2005, p.72 - 91. (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

No processo de produgio comercial de mudas de gérbera, a cor da flor é uma das
principais caracterfsticas morfol6gicas de interesse agrondmico. No entanto,
quando utiliza-se sementes para a obtengdo massal de plantas matrizes via
cultura de tecidos, torna-se dificil prever quais cores serdo expressas pelas flores
de plantas oriundas do cultivo in vitro, devido 2 alogamia da espécie. A
utilizagdo de marcadores moleculares pode contribuir para o estudo de
divergéncia genética entre diferentes cultivares de gérbera, baseado na cor da
flor como caracteristica morfol6gica. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho
foi analisar a divergéncia genética entre seis cultivares de Gerbera Jamesonii
(‘Jaguar Yellow’, ‘aguar Cream’, ‘Jaguar Lemon’, ‘Jaguar Salmon Pastels’,
‘Jaguar Red’, ‘Jaguar Deep Rose’). A andlise de divergéncia genética entre as
cultivares de gérbera foi realizada utilizando-se 21 primers, os quais
amplificaram 37 fragmentos polimérficos de DNA. Foram obtidos valores de
correlagdo por andlise tipo bootstrap e os valores de PIC para os primers
utilizados. Uma matriz quadrada foi gerada, contendo as distancias genéticas
entre os gendtipos analisados. Esta matriz foi utilizada para construir um
dendograma utilizando-se o programa NTSYS- PC 2.0, que agrupou os
genétipos segundo o método UPGMA. Através dos valores de correlagao
obtidos, verificou-se que a utilizagio de 37 bandas polimérficas foi suficiente
para estabelecer as distincias genéticas entre as cultivares em estudo, pois a
partir de 25 bandas polimérficas nio houve diferencas significativas nos valores
das distdncias genéticas ou no agrupamento das cultivares no dendograma. As
cultivares de Gerbera jamesonii foram separadas em dois grupos distintos, a
44% de similaridade genética. A maior similaridade genética encontrada (56%)
foi entre as cultivares Jaguar Yellow e Jaguar Lemon. Os resultados demonstram
que marcadores RAPD podem ser utilizados na separagdo de plantulas de
Gerbera jamesonii oriundas do cultivo in vitro, com base na coloragio da flor.

* Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva ~ UFLA (Orientador), Renato Paiva (Co-
Orientador) - UFLA.
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2 ABSTRACT

REZENDE, Rodrigo Kelson Silva. Study of the genetic divergence among
cultivars of Gerbera jamesonii by RAPD markers. In: Aspects of the in vitro
cultivation and genetic divergence in gerbera (Gerbera jamesonii). 2005,
p.72 - 91. (Master Program in Agronomy/Plant Physiology) - Federal University
of Lavras, Lavras, MG. *

During the commercial production of gerbera seedlings, flower color is one of
the main morphological aspect that has an agronomic interest. However, when
seeds are used to obtain plants by tissue culture, it becomes difficult to foresee
which color will be expressed by the flowers of plants originated from in vitro
cultivation, due to allogamy of the species. The use of molecular markers can
contribute to study genetic divergence among different cultivars of gerbera,
based on the color of the flower as morphologic characteristic. In that context,
the objective of this work was to analyze the genetic divergence among six
cultivars of Gerbera jamesonii (Jaguar Yellow, Jaguar Cream, Jaguar Lemon,
Jaguar Salmon Pastels, Jaguar Red, Jaguar Deep Rose). The analysis of genetic
divergence among cultivars of gerbera it was done using 21 primers, which
amplified 37 DNA polymorphic fragments. It was obtained correlation values by
bootstrap analysis and PIC values for the used primers. A square matrix was
generated, containing the genetic distances among the analyzed genotypes. This
matrix was used to construct a dendogram using the NTSYS - PC 2.0 software
clustered genotypes according to the UPGMA method. Based on the correlation
values, the use of 37 polimorfic bands were sufficient to estabilish genetic
distances among cultivars once that with the use of more than 25 polimorfic
bands, no significative differences in genetic distances values or in cultivars
grouping in dendogram were observed. Cultivars of Gerbera jamesonii were
separate at two different groups, at a level of 44% of genetic similarity. The
largest genetic similarity found (56%) was between cultivars Jaguar Yellow and
Jaguar Lemon. The results demonstrated that RAPD markers can be used to
separate seedlings of Gerbera jamesonii originating from the in vitro cultivation,
based on the flower color.

* Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Adviser), Renato Paiva (Co-
Adviser) - UFLA.

74



3INTRODUCAO

Muitas pesquisas com gérbera t8m sido conduzidas procurando estudar
caracteristicas de interesse agrondmico envolvidas no processo de produgdo,
como o preparo e manejo do solo, 0 uso de compostos orginicos e quimicos,
qualidade de flores, produtividade, armazenamento, entre outras. No entanto,
poucos estudos t€m sido feitos utilizando-se marcadores moleculares.

No processo de produgdo comercial de mudas de gérbera via cultura de
tecidos, as sementes podem ser utilizadas como fonte de explantes, visando a
obtengao massal de plantas matrizes. Devido 2 alogamia da espécie, torna-se
dificil prever quais cores serfio expressas pelas flores de plantas oriundas do
cultivo in vitro.

A utilizag@io de marcadores moleculares pode contribuir para o estudo de
divergéncia genética entre diferentes cultivares de gérbera, baseado na cor da
flor como caracteristica morfol6gica, auxiliando no processo de separagdo de
plantas durante o processo de produgiio comercial de mudas. -

Marcadores moleculares, como o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), sdo poderosas ferramentas que tém facilitado o estudo de
diversas dreas da biologia, pura ou aplicada, cobrindo questdes de identificagdo
de cultivares, evolugdo e genética de populagGes, andlises de caracterfsticas
quantitativas em genética de populagGes, entre outras (Symondson & Liddell,
1996).

O objetivo deste trabalho foi analisar a divergéncia genética entre seis

cultivares de Gerbera jamesonii, por meio de marcadores RAPD.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério Central de Biologia
Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG.

4.1 Estudo da divergéncia genética entre cultivares de Gerbera Jjamesonii

por meio de marcadores RAPD
4.1.1 Material vegetal

Plantas matrizes de seis cultivares de Gerbera jamesonii (‘Jaguar
Yellow’, ‘Jaguar Cream’, ‘Jaguar Lemon’, ‘Jaguar Salmon Pastels’, ‘Jaguar
Red’, ‘Jaguar Deep Rose’) foram cedidas pela empresa Multiflores, localizada
em Lavras, MG (Figura 1).

4.1.2 Extraciio e quantificaciio do DNA genémico

Para a extragio do DNA, cerca de 0,5 de tecido foliar fresco foi
triturado em N, liquido, utilizando-se pistilo e almofariz até a obtengdo de um
fino p6. Em seguida, microtubos gelados foram preenchidos com tedo o p6
macerado. Imediatamente, 600 JL de tampdo de extragio (2% CTAB (p/v), 0,1
mol/L Tris-HC! pH 8,0, 1,4 mol/L NaCl, 0,02 mol/L EDTA pH 8.0, 1% sarcosil
(p/v), 1% PVP (p/v), 0,2% - mercaptoetanol (v/v) pré-aquecido a 65°C, foram
adicionados e misturados ao triturado foliar. Esta mistura foi mantida em banho-
maria a 65°C, por 1 hora, com homogeneizagdo a cada 10 minutos, visando o
contato do tampdo com o material vegetal. Apés este perfodo, a mistura foi

deixada em temperatura ambiente por 5 minutos.
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I
FIGURA 1  Cultivares de Gerbera Jamesonii, evidenciando a variabilidade de
cores. (JY — “Jaguar Yellow’; JC — “Jaguar Cream’; JL — “Jaguar
Lemon’; JSP — ‘Jaguar Salmon Pastels’; JR — “Jaguar Red’; JDR
— “Jaguar Deep Rose’). Fonte: Adaptado de S & G Flowers
(2005).

Em seguida, 1 volume (600 pL) de solugiio de ‘cloroformio  alcool
isoamilico (24:1) foi adicionado ¢ o tubo foi levemente agitado por 10 minutos,
visando a emulsificagéio das fases. A scparagiio das fases orgénica e aquosa foi
realizada por centrifugagio a 18.000 x &, por 5 minutos, a temperatura ambiente,
tendo sido o sobrenadante (fase aquosa) transferido para um novo microtubo. A
lavagem do sobrenadante com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foi realizada
novamente, seguindo os mesmos volumes, tempos de agitagd@o e centrifugagio.
Apo6s a segunda lavagem, a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo
¢ 900 pL de isopropanol gelado foram adicionados para que o DNA fosse
precipitado. O microtubo foi, entdio, invertido levemente, para aumentar a
precipitag@o e incubado por 30 minutos a -20°C. Ap6s este periodo, a solugdo foi
centrifugada a 18.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente ¢ o
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sobrenadante foi descartado por inversdo; 300 pL de etanol 70% (v/v) gelado
foram adicionados e o tubo foi levemente girado para que o sedimento e as
paredes fossem lavados. O microtubo foi centrifugado a 18.000 x g por 3
minutos 2 temperatura ambiente ¢ o sobrenadante descartado por inversdo. O
sedimento foi, entdo, seco em cimara de fluxo laminar por 1 hora e ressuspenso
em 30pL de dgua ultra-pura.

A quantificagio do DNA foi realizada em gel de agarose 1% pela
comparagio com padrdes de DNA de concentragdo conhecida € com o
equipamento GeneQuant® (Amershan, BioSciences). Para a quantificagdo em gel
de agarose 1%, foi realizada eletroforese a 70 V em tampdo TAE (0,001 mol/L
EDTA pH 8,0; 0,04 mol/L. TRIS pH 8.,0; 0,02 mol/L 4cido acético) por 1 hora.
Ap6s a eletroforese, o gel foi incubado em solugdio de brometo de etidio (0.5
pg/mL) por 15 minutos, lavado por 10 minutos em 4gua corrente, sendo
visualizado sob luz ultravioleta e fotografado no equipamento EDAS 290
(Kodak®). A quantificagdo das amostras de DNA (expressas em ng/ML) por
densidade 6tica a 260nm ¢ a medi¢do da qualidade da amostra a 280nm de
comprimento de onda (A) foram realizadas através do equipamento GeneQuant®
(Amershan, BioSciences).

De posse das concentrages de cada amostra, 0 DNA foi diluido em
dgua ultra-pura até a concentragdo de trabalho de 10 ng/pL, tendo a solugdo

estoque sido armazenada a -20°C e a solugdo de trabalho mantida a 4°C.
4.1.3 Amplificagiio via RAPD

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em termociclador modelo
Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany), utilizando-se¢ um programa com

desnaturagfo inicial a 95°C, por 2 minutos, seguido por desnaturagdo a 94°C, por

1 minuto, anelamento a 36°C, por | minuto e extensao a 72°C, por 2 minutos. Os
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passos de desnaturagdo, anelamento e extensio foram repetidos 34 vezes e, em
seguida, a reagdo foi finalizada por uma extensio a 72°C por 7 minutos. O
volume final de cada reagdo de amplificagio foi de 10uL, contendo SOng de
DNA, 20mmol/L. Tris-HCl pH 8,4, 50mmol/L KCl, 1,5mmol/L MgCl,,
200umol/L de cada um dos dNTPs, 0,50pmolL do primer RAPD
correspondente e 0,5 unidades (U) de enzima Tag DNA polimerase
(Invitrogen®). Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose
1% (m/v), com eletroforese a 70V em tampdo TAE (0,001mol/L. EDTA pH 8,0;
0,04mol/L TRIS pH 8,0; 0,02mol/L 4cido acético) por 2 horas. Apé6s a
eletroforese, o gel foi incubado em solugio de brometo de etidio (0,5pug/mL) por
20 minutos, lavado por 10 minutos em 4gua corrente, sendo visualizado sob luz
ultavioleta e fotografado no equipamento EDAS 290 (Kodak®).

Foram utlizados os seguintes primers RAPD da série Operon: OPA-01,
OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-05, OPA-07, OPA-08, OPA-09, OPA-12,
OPA-14, OPA-15, OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPA-20, OPB-01,
OPB-02, OPB-04, OPB-06, OPB-07, OPB-08, OPB-10, OPC-04, OPC-06,
OPC-07, OPC-08, OPC-09, OPG-02, OPG-03 e OPG-12.

4.1.4 Anilise estatistica dos dados moleculares

A presenga ou a auséncia de bandas RAPD foram marcadas por meio de
interpretages visuais dos géis fotografados. Os dados foram transformados em
matriz de 1 (presenga) e 0 (auséncia) de todos os genétipos e posi¢des dos
fragmentos marcados.

A estimativa de similaridade entre os genotipos foi feita por meio do
programa NTSYS -~ PC 2.0 (Rohlf, 1992). Os valores de distincia genética
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calculados, baseados no coeficiente de Jaccard (Anderberg, 1973), utilizam a

seguinte equagio:

D;=1-(ByMy)

em que:
Dj;; = disténcia entre os gen6tipos iej;
B;;= nimero de bandas comunsaiej; e

M; = nimero total de bandas analisadas em i e j.

Uma matriz quadrada foi gerada, contendo as distincias genéticas entre
os gen6tipos analisados. Esta matriz foi utilizada para construir um dendograma,
utilizando-se o programa NTSYS - PC 2.0 (Rohlf, 1992), que agrupou os
gen6tipos segundo o método da média aritmética entre pares ndo ponderados
(UPGMA, do inglés Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average),
desenvolvido por Sokal & Michener (1958).

Cada agrupamento do dendograma foi avaliado pela andlise de bootstrap
utilizando 10.000 amostragens pelo programa BOOD 3.2 (Coelho, 2000). A
técnica de bootstrap realiza a repetigo da experiéncia, o que seria desejavel na
pritica, se tal fosse possfvel. As observagGes sdo escolhidas de forma aleat6ria e
as estimativas calculadas novamente.

Para verificar o nimero minimo de marcadores polimérficos necessérios
para gerar uma matriz de distincia genética, foi utilizada a metodologia descrita
'por Efron (1981) e implementado pelo  programa GQMol
(www.ufv.br/dbg/gqmol/ggmol.htm). Seja X = (X,,... , X,) a amostra contendo
N observagdes. Constréi-se B amostras X', ..., X'® de comprimento N cada,
construidas a partir da populagdo finita (X, ... , Xa) que corresponde a amostrar

com substituigfio a partir do conjunto X.
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A diversidade genética do loco ou PIC (Polymorphic Index Content) é
uma estimativa utilizada para a avaliagdo dom poder discriminatério de um loco.
amaior informatividade de uma classe de marcadores define sua maior eficiéncia

em detectar polimorfismos entre dois individuos (Rafalski et al., 1996).

81



5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1 Divergéncia genética entre cultivares de Gerbera jamesonii por meio de
marcadores RAPD

5.1.1 Marcadores RAPD

De um total de 31 primers testados, 21 foram capazes de amplificar

fragmentos bem definidos e apresentar um padrdo de bandas polimérficas entre

as cultivares analisadas. Os 21 primers selecionados geraram 62 bandas das

quais 37 foram polimérficas (60%). A informatividade desses primers variou de
0,83 (OPA - 20) a 0,28 (OPA - 02, OPA - 15 ¢ OPC - 09) (Tabela 1).

TABELA 1  Primers RAPD, seus respectivos numeros de produtos
amplificados, PIC (Polymorphic Index Content) e nimero de
bandas polimérficas obtidas em seis cultivares de gérbera.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

. N° de produtos N° de bandas
Primer amplificados PIC polimérficas
OPA-01 3 0,44 1
OPA-02 3 0,28 1
OPA-04 3 0,68 2
OPA-05 3 0,44 1
OPA-07 3 0,44 1
OPA-08 3 0,64 2
OPA-09 3 0,68 2
OPA-12 3 0,44 1
OPA-14 3 0,67 3
OPA-15 3 0,28 1
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Tabela 1. Cont.

OPA-16 2 0,50 1
OPA-19 3 0,80 3
OPA-20 4 0,83 3
OPB-02 2 0,68 2
OPB-06 3 0,69 2
OPB-08 4 0,78 3
OPC-04 3 0,81 3
OPC-07 3 0,44 1
OPC-09 2 0,28 1
OPG-03 4 0,64 2
OPG-12 2 0,44 1

Kwon et al. (2001), trabalhando com 24 cultivares de gérbera,
conduziram um estudo para analisar caracteristicas morfolégicas, como cor da
flor, tipo de flor, didmetro floral e talo floral. Eles encontraram um total de 57
bandas polimérficas amplificadas por 36 primers via RAPD. No entanto, os
autores ndo encontraram relagdes genéticas entre as caracteristicas morfol6gicas
estudadas, havendo uma relagio muito inconsistente entre marcadores
moleculares e caracteristicas morfolégicas. A primeira hipétese é que se torna
praticamente impossivel identificar genes especificos relacionados com
caracteristicas morfoldgicas, visto que as cultivares usadas nesse estudo tém
grande variabilidade genética. A outra possibilidade ¢ que muitos genes
localizados em diferentes cromossomos podem ser responsiveis por
caracteristicas morfoldgicas, tais como cor da flor e tipo de flor.

A ocorréncia de polimorfismo entre as cultivares pode ser observada,
por exemplo, ao se amplificarem as preparagdes de DNA com o
oligonucleotideo OPA - 04 (F igura 2).

A falta de fragmentos polimérficos pode ser observada, por exemplo,

com a utilizagdo do oligonucleotideo OPB - 04 (Figura 3).
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Kwon et al. (2001) encontraram muitas bandas polimoérficas para
diferentes cultivares de gérbera, mas estas bandas ndo se referem a cor de flores
ou ao tipo de flor.

Wiering & de Vlaming (1984) verificaram que pelo menos 35 genes sao
responsaveis pela cor da flor em petinia. Talvez a coloragao das flores em

gérbera seja controlada por vdrios genes, como 0 que ¢ relatado para pettnia.

FIGURA 2  Padrdes moleculares obtidos utilizando o primer OPA-04 via
RAPD, em gel de agarose 1,0 %. C - Controle Negativo; JY —
‘Jaguar Yellow’; JC — ‘Jaguar Cream’; JL — ‘Jaguar Lemon’;
JSP — ‘Jaguar Salmon Pastels’; JR — ‘Jaguar Red’; JDR -
‘Jaguar Deep Rose’. UFLA, Lavras, MG, 2005.



FIGURA 3 Padroes moleculares obtidos utilizando o primer OPB-04 via
RAPD, em gel de agarose 1,0 %. C - Controle Negativo; JY —
‘Jaguar Yellow’; JC — ‘Jaguar Cream’; JL — ‘Jaguar Lemon’;
JSP — ‘Jaguar Salmon Pastels’; JR — ‘Jaguar Red’; JDR —
‘Jaguar Deep Rose’. UFLA, Lavras, MG, 2005.

5.1.2 Anilise da divergéncia genética

As 37 bandas polimorficas foram consideradas suficientes para uma
adequada avaliagdo da divergéncia, uma vez que nas analises de niimero 6timo
de marcadores realizadas verificou-se que a correlagdo entre as matrizes de
distincia aproximou-se de 1 e a soma dos quadrados dos desvios foi reduzida
pra 0,10, a partir da utilizagdo de 25 bandas polimérficas (Figura 4). Assim, o
aumento do nimero de bandas ndo alterou significativamente a estimativa da

distincia genética entre os individuos estudados.
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Figura4  Anélise do nimero minimo de marcadores RAPD para a estimativa
das distancias genéticas entre 6 cultivares de gérbera, utilizando
ntimeros crescentes de bandas polimérficas. UFLA, Lavras, MG,
2005.

Uma matriz de zero e um foi construida a partir da analise das 37 bandas
polimérficas e serviu de base para o calculo das similaridades genéticas entre as
cultivares de Gerbera jamesonii, (Tabela 2). A similaridade genética média das
15 estimativas obtidas foi de 44%, com amplitude de 28% a 56%.

O coeficiente de dissimilaridade genética para as seis cultivares de
gérbera analisadas foi de 56%, podendo ser explicado pela alogamia da espécie,
ocasionando grande variabilidade genética.

O agrupamento das seis cultivares de Gerbera Jjamesonii, com base na
matriz das distancias genéticas pelo método UPGMA, ¢é apresentado em forma
de dendograma (Figura 5). A maior similaridade genética encontrada foi entre as

cultivares Jaguar Yellow e Jaguar Lemon (56%).

86



TABELA 2 Matriz de similaridades genéticas (%) entre seis cultivares de
Gerbera jamesonii, obtidas a partir de dados de marcadores
RAPD e expressas pelo complemento aritmético do coeficiente
de Jaccard. JY - ‘Jaguar Yellow’; JC - ‘Jaguar Cream’; JL -
‘Jaguar Lemon’; JSP - ‘Jaguar Salmon Pastels’; JR — ‘Ja
Red’; JDR - ‘Jaguar Deep Rose’. UFLA, Lavras, MG, 2005.

JY JC JL JSP JR JDR

JY 0

JC 55 0

JL 56 49 0

JSP 41 21 50 0

JR 44 45 42 41 0

JDR 52 54 45 32 28 0
IJaguar_Yellow
| 31
Jaguar_Lemon

40
Jaguar_Cream
36
100 Jaguar_D._Rose
Jaguar_S._Pastel
22
Jaguar_Red
UL AL AR R L L A (AL A LA Sy S e a e s |
0.38 0.43 0.47 0.52 0.56
Similaridade Genética

FIGURA 5  Dendograma representando as distincias genéticas obtidas com

base em marcadores RAPD, entre seis cultivares de Gerbera
Jamesonii, gerado pelo método UPGMA. A consisténcia de cada

agrupamento foi determinada pela andlise de bootstrap. UFLA,
Lavras, MG, 2005.
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Considerando-se a separagio do agrupamento a 44% de similaridade
genética, obtiveram-se 2 grupos distintos. A Tabela 3 apresenta as cultivares que
compdem cada grupo.

O grupo I e II sdo formados por quatro e duas cultivares
respectivamente.

A respeito do grupo I, percebe-se a formagio de dois subgrupos. O
subgrupo IA inclui as cultivares Jaguar Yellow e Jaguar Lemon, enquanto 0
grupo IB & formado pelas cultivares Jaguar Cream e Jaguar Deep Rose. O grupo

II é formado pelas cultivares Jaguar Salmon Pastels e Jaguar Red.

TABELA 3 Agrupamento de seis cultivares de Gerbera jamesonii, a 44% de
similaridade genética. JY - ‘Jaguar Yellow’; JC - ‘Jaguar
Cream’; JL - ‘Jaguar Lemon’; JSP — ‘Jaguar Salmon Pastels’; JR
— ‘Jaguar Red’; JDR - ‘Jaguar Deep Rose’.UFLA, Lavras, MG,

2005.
Grupos Cultivares
I 1A:JY,JL //1B: JC, JDR
Il JSP,JR

Kwon et al. (2001) encontraram um coeficiente de similaridade de 72%,
variando de 50% a 90%, para 24 cultivares de gérbera estudadas, sendo 90% a
maior similaridade genética encontrada para as cultivares “Sardana”, (flores
vermelhas/brancas) e “Tamara” (flores laranjas). As 24 cultivares foram
agrupadas em cinco grupos distintos.

Verificou-se que marcadores RAPD podem ser utilizados para estudos
de divergéncia genética entre diferentes cultivares de gérbera, baseados na

coloragdo da flor como caracterfstica morfol6gica.
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Quando utiliza-se sementes como fonte inicial de explantes para o
cultivo in vitro, torna-se dificil prever quais cores de flor serio expressas, devido
a alogamia da espécie. O emprego de marcadores RAPD pode auxiliar na
separagdo de plantas oriundas do cultivo in vitro, baseado na coloragéio da flor

durante o processo de produgdo comercial de mudas de gérbera.
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6 CONCLUSOES

Os marcadores RAPD foram eficientes no estudo da divergéncia
genética entre as diferentes cultivares de Gerbera jamesonii analisadas.

As cultivares de Gerbera jamesonii foram separadas em dois grupos
distintos, a 44% de similaridade genética.

A maior similaridade genética encontrada (56%) foi entre as cultivares
Jaguar Yellow e Jaguar Lemon.

Marcadores RAPD podem ser utilizados na separagdo de plantulas de

Gerbera jamesonii oriundas do cultivo in vitro, com base na coloragdo da flor.
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