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RESUMO

Estetrabalho foi conduzido com o objetivo de confirmar o niime-
ro de cromossomos em cultivares de Gerbera hybrida Hort., deter-
minar o nUmero de CromossoMOS em acessos Nao comerciais de
Gerberasp., avaliar aviabilidade de pdlen e apossibilidade de cruza-
mentos entre cultivares e acessos ndo comerciais. Foram coletados
apices de raizes e pdlen de seis cultivares e de sete acessos ndo
comerciais. O material coletado foi corado com carmim acético a
45%. A contagem dos cromossomos foi realizada em células
metafasi cas intactas e a estimativa de viabilidade de pdlen realizada
por meio da contagem do nimero de gréos de pélen viaveis e ndo
viéveis. A possibilidade de cruzamento entre as cultivares e entre as
cultivarese acessosndo comerciaisfoi avaliadapor meio dahibridagéo
entre os genitoresfemininos, cv. TerraFame e acesso A8, e masculi-
nos, cvs. Cariba e Azteca. Todos 0s acessos contiveram cinguienta
cromossomos, indicando que a variagdo morfol 6gica nos capitulos
(simples, semidobrado e dobrado) n&o é devida a mutagbes
cromossdmicas numeéricas ou a poliploidia. A viabilidade do pélen
variou de 87,67% a 99,27%. A formagéo de sementes foi de 4,46%
nos cruzamentos entre cultivares, ede 50% entreo A8 eascultivares.
A compatibilidade gendmica entre os acessos, a ata viabilidade do
pdlen e o sucesso naobtencdo de sementes entre acessos comerciase
ndo comerciais, revelaa possibilidade de producéo de hibridos com
novas combinacOes a élicas e transferéncia de caracteres desgjaveis
dos acessos ndo comerciais paraoscomercials.

Palavras-chave: Gerbera sp., citogenética, melhoramento de orna-
mentais, polinizagéo.

ABSTRACT

Chromosome number, pollen viability and gerbera
hybridization

Thiswork was conducted to confirm the chromosomes number
of Gerbera hybrida Hort. cultivars, to determine the chromosomes
number in the non commercial accessions of Gerbera sp., and to
estimate the pollen viability and the possibility of crossings among
different accessions. Root-tip and pollen were collected from six
cultivarsand seven non commercial accessions. The collected material
was stained with acetic carmim at 45%. The chromosome counting
was performed in metafasic intact cells and the pollen viability
estimated by counting the number of viable and non viable pollen
grains. The crossing possibility among cultivarsand among cultivars
and non commercial accessions was evaluated through the
hybridization between the feminine cv. Terra Fame and A8 and
masculine genitors, cvs. Caribaand Azteca. All accessions presented
fifty chromosomes, indicating that the morphological variationinthe
capitulum (simple, semidouble and double) is not due to the
chromosome number mutation or polyploidy. The evaluated
accessions displayed high pollen viability, varying from 87.67% to
99.27. The seed formation was 4.46% in the crossingsamong cultivars,
and 50% among cultivar and non commercial accession of gerbera
The genomic compatibility among the accessions, the high pollen
viability and the success in the seed formation among commercial
and non-commercial accessions, reveal the possibility of hybrid
production with new allelic combination and transference of desirable
traits from the non-commercial to the commercial accessions.

Keywords: Gerbera sp., cytogenetic, ornamental breeding,
pollination.
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ponténeos destas duas espécies ndo  mentedipl6ides(2n=50) (Reynoirdetal.,

A gérbera(Gerberaspp.) éumaplanta
perene, herbacea, da Familia
Asteraceae. O género compreende cer-
ca de trinta espécies distribuidas pela
Africa, Madagascar, Asiatropical, euma
espécie originada nos Andes do Peru,
Américado Sul (Barroso, 1991). Ascul-
tivares modernas da gérbera hibrida
(Gerbera hybrida Hort), sdo, na sua
maioria, originadas do cruzamento arti-
ficia entre G jamesonii H. Bolusex Hook
eG viridifolia Schultz Bip. Hibridoses-

foram encontrados (Kloss et al., 2005;
Sane& Gowda, 2005).

A maioriados programas de melho-
ramento genético é realizadapor empre-
sasdaHolanda, Dinamarca, Franca, Ale-
manha, Japdo elsrael (Klosset al., 2005),
com enfoque para gérbera de corte, ndo
sendo de conhecimento publico os ma-
teriais genéticos e os métodos de me-
Ihoramento utilizados na obtencéo des-
tes hibridos, os quais seriam suposta-

1993; Sane & Gowda, 2005).

A gérbera hibrida apresenta gran-
de variabilidade morfol 6gica dos capi-
tulos, que séo classificados comercial-
mente em simples, semidobrados e do-
brados. Além dos hibridos comerciais,
sdo encontradasem jardinsresidenciais,
gérberas de origem desconhecida, das
quais ndo se sabe o numero de
cromossomos. Estainformac&o €impor-
tante para viabilizar cruzamentos com
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cultivares, pois estes materiais podem
consistir fontes de variabilidade, princi-
palmente, para a obtencéo de plantas
mai s adaptadas as condi¢bes climéticas
regionais. Além disso, paraseter suces-
SO NOS cruzamentos é necessario ava-
liar aviabilidade do pélen e verificar a
compatibilidade do genoma em nivel
cromossdmico.

O ndmero de cromossomos € uma
das informagdes mais utilizadas para a
caracterizacdo de uma espécie e paraa
determinacéo de estratégias a serem
empregadas no mel horamento genético.
J4, 0 estudo daviabilidade de pdlen per-
mite evidenciar a potencialidade
reprodutora masculina contribuindo
para o plangjamento do melhoramento
(Souzaet al., 2004). Em gérbera, ndo fo-
ram encontrados trabal hos rel acionados
aviabilidade de pdlen, mas ha estudos
relacionados a taxonomia (Wodehouse,
1929), morfologia(Lin et al., 2005) ede-
senvolvimento daexinaem G jamesonii
(Southworth, 1983). Apesar deacultura
dagérberaser conhecidamundialmente
pelo amplo niimero de cultivares dispo-
niveis no mercado, ha reduzidas infor-
macOes sobre a espécie, suas técnicas
de cultivo e adubac&o (Ludwig et al.,
2008).

Objetivou-se neste trabalho confir-
mar 0 nimero de cromossomos em
gérberahibrida, determinar o nimero de
Cromossomos em acessos Ndo comer-
ciais, avaliar ataxadeviabilidade do p6-
len e a possibilidade de cruzamentos
entre cultivares e acessos ndo comer-
ciaismediante ahibridaggo artificial.

MATERIAL E METODOS

Paraandlise cromossdmicaedavia-
bilidade do polen foram utilizadostreze
acessos de gérbera, incluindo seis culti-
vares e sete acessos ndo comerciais
coletados em jardins do Rio Grande do
Sul e Espirito Santo (Tabelal). Osclones
das cultivares foram cedidos pela em-
presa Proclone Comércio de Mudas e
Matrizes-ME. Junto ao Herbério da
Universidade de Passo Fundo (RSPF)
estdo registrados os acessos A7 (RSPF-
11.315), A8 (RSPF-11.316), A9 (RSPF-
11.325), A10 (RSPF-11.326), A11 (RSPF-
11.327),A12 (RSPF11.318) eA 13 (RSPF
11.317).
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As plantas foram cultivadas em va-
sos de polietileno com diémetro de 25
cm e capacidade para cinco litros de
substrato, sendo este composto por uma
mistura de Rendimax Floreira
(turfatvermiculita) e cascade arroz car-
bonizada, em igual proporgdo. Esse
substrato conteve densidade de 345 g,
70% de porosidade, pH 6,4 e
condutividade eléricade 0,66 mS. O ex-
perimento foi implementado em Passo
Fundo, entre outubro/05 e abril/06. O
climadaregido ésubtropical tmido (Cfa),
segundo Koppen (Moreno, 1961). As
temperaturas médias ocorridas durante
o periodo experimental e registradasno
interior do ambiente de cultivo, bem
€como as normaisregionais, estéo conti-
das na Figura 1. O cultivo das plantas
ocorreu em ambiente semi-protegido,
constituido por uma cobertura
impermeével (filmedepolietileno debai-
xadensidade |eitoso, de 0,15 mm de es-
pessura) e nas laterais, malha de
sombreamento a50% fixa, com cortinas
moveis de pléstico transparente, a qual
permitiaumamediadetransmitanciade
radiacdo solar global de 30%. As plan-
tasforam mantidas sem restri¢cdo hidrica,
medianteirrigagdo manual, com auxilio
de regador. Foram aplicados fertilizan-
tes liquidos, semana mente, alternando
duas solucdes; solucdo A, contendo 0,8
g L* de nitrato de clcio, 0,4 g L* de
nitrato de aménia, 0,01 g L de Tenso
Ferroe 0,001 gL*deBodrax; esolucéo B,
contendo 0,7 g L™ de nitrato de potés-
sio, 0,6 gL* desulfato demagnésio, 0,15
gL?*de MAPe 0,01 g L* de Tenso
Cocktail (Guisdline, 2002).

Durante o experimento, foram apli-
cadas solugbes de fungicida
(tebuconazole a0,5 mL L) parao con-
trole de oidio (Erysiphe sp.), acaricida
(abamectina 0,25 mL L) paracontrole
do é&caro ragjado (Tetranychus sp.) e in-
seticida (parathion methyl 20,7 mL L)
para controle do pulgdo e tripes
(Frankliniella sp.).

As andlises de viabilidade de pdlen
econtagem do ndimero de cromossomos
foram realizadas no laborat6rio daUni-
versidade de Passo Fundo. Para deter-
minar o nimero de cromossomosforam
utilizadas trés repeticdes para 0s aces-
S0S comerciais e duas para 0S acessos
ndo comerciais. Cada repeticéo consti-

tuiu-se de um vaso, com um clone da
planta-mae. Apices de raizes foram
coletados de cada uma das repeticles e
pré-tratados com gelo por 24 h, fixados
em umamisturade & cool etanol e&cido
acético (3:1 v/v) por 24 h, seguindo da
hidrélise com HCI a 1IN a 60°C por 13
minutos e col oragdo com carmim acético
a 45%. Foram preparadas trés |aminas
para cada acesso e avaliadas dez célu-
las metafésicas com ndcleo intacto por
[&mina, totalizando trintacélulasavalia-
das por acesso. As andlises foram reali-
zadas em microscépio Optico com au-
mento de 1000X, e as metéafases
registradas no computador, por meio do
“software” PixelView, com aumento de
1000X.

Para a estimativa da viabilidade de
polenfoi coletado pdlen de quatro capi-
tulos de cada acesso durante a antese.
A coloracdo dos graos de pélen foi rea
lizada com carmim acético a 45%, com
posterior observagdo em microscopio
Optico. Foram preparadas quatro |ami-
nas por acesso, avaliando-se 1.000 gréos
de pdlen por [&mina, totalizando 4.000
gréos de pdlen por acesso. Considerou-
se como pdlen viavel aquele com tama-
nho visivelmente normal, protoplasma
corado e com exina intacta. Os dados
obtidos foram submetidos & andlise de
variancia, e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5%.

Apbs aobtencdo dos dados referen-
tes ao numero de cromossomos e viabi-
lidade de pdlen, foram realizados os cru-
zamentos, entre maio ejunho/07. Astem-
peraturas médias obtidas nestes meses
no interior do ambiente semi-protegido
foram respectivamentede 17,5 e 18,8°C.
Foram utilizados como genitoresfemini-
nos dois acessos de capitulo simples
(cv. TerraFamee0A8), ambos cruzados
com duas cultivares (cv. Cariba e cv.
Azteca), utilizadas como genitoresmas-
culinos. Foram polinizados quatro capi-
tulos de cada um dos genitores femini-
nos. A escolha dos genitores masculi-
nosfoi feitaem fungdo de, visual mente,
serem os de maior producdo de pdlen,
comparado com 0s demais acessos, e
por terem apresentado alta viabilidade
do mesmo. Ja os genitores femininos,
ambos com capitulos simples, foram se-
lecionados em virtude da facilidade de
manuseio e observacdo dareceptividade
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Figura 1. Temperaturas médias externas (TME), internas (TMI) ocorridas durante o periodo
experimental e as normaisregionais (TN) (outside and inside temperature average during the
experimental period and the regional normal temperature). Passo Fundo, UPF, 2005-2006.

Cariba

Figura 2. Aspecto dos capitul os de gérbera e das cél ul as para contagem de cromossomos: A)

cromossomos da cultivar Amazone; B) Cariba; C) Pink Elegance; D) Acesso ndo comercial
A13; E) A7 eF) A1l. Aumento das células 1000x (aspect of gerbera capitulum and cellsfor
chromossomes counting: A) chromosome of Amazone cultivar; B) Cariba; C) Pink Elegance;
D) non commercia accessionA13; E) A7 and F) A11. Cell Enlargment 1000x). Passo Fundo,

UPF, 2005-2006.

do estigma, o que é dificultado em capi-
tulos semidobrados e dobrado devido a
sobreposi¢éo do | abio externo dacorola
das flores que encobrem os estigmas.
Em estudo anterior, acv. TerraFameeo
A8 ndo apresentaram indicios de
geitonogamia no capitulo e apomixia,
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ndo sendo necessdria a emasculacdo
(Cardoso, 2007). Antesderedlizar oscru-
zamentos, quatro capitulos seleciona-
dos da cv. Terra Fame e do acesso A8
foram protegidos com papel manteiga,
para evitar fecundacéo cruzada. A
hibridago foi realizada na ocasi&o em

gue os estigmas estavam receptivos, si-
nalizada pelos seus ramos abertos. O
polen foi levado ao estigma do genitor
feminino com auxilio de pincel. A
polinizacgofoi realizadaentreas13e 14
h, momento em que haamaior liberagdo
de pdlen (Souzaet al., 2005) e repetida
em trés dias consecutivos conforme re-
comendacOesdeKlosset al. (2004). Este
procedimento visamaximizar aproducdo
de sementes devido ao desenvolvimen-
to centripeto do capitulo de gérbera. A
polinizag&o foi realizadasomente nasflo-
res da periferia do capitulo, em virtude
dasfloresdo disco serem hermafroditas
ndo funcionais na cv. Terra Fame (Car-
doso, 2007) e pelofato destasflores apre-
sentarem desenvolvimento maistardio.

Aposapolinizacdo, os capitul os per-
maneceram protegidos com papel man-
teiga, sendo colhidos ap6s trinta dias,
paraavaliacdo daformacdo e nimero de
sementes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os acessos avaliados conti-
veram cinguientacromossomos, indican-
do que avariagéo morfol 6gicanos capi-
tulos (simpl es, semidobrado e dobrado)
nao é devidaamutagdes cromossdmicas
numeéricas ou poliploidia (Figura 2).
Kloss et al. (2004), ao estudarem a he-
ranca dos genes que determinam o tipo
decapitulo em gérbera, constataram que
existe dominancia incompleta e que
gérberas homozigotas dominantes para
este gene apresentaram capitul os dobra-
dos; as heterozigotas, capitulos
semidobrados e as homozigotas
recessivas, capitulos simples.

A porcentagem médiadeviabilidade
do pdlen foi de 97,09%, apresentando
variacdo entre 0s acessos (p<0,05). O
acesso A1l conteve amenor frequéncia
de pdlen viavel (Tabela 1). A Figura 3
mostragraosdepdlenvidveisendovia
veis observados neste estudo. A pro-
ducgo de polen foi menor nos capitulos
dobrados, sendo necesséario abrir as
anteras pararealizar a coleta dos graos
de pdlen, o que ndo foi necessario nos
capitulos simples e semidobrados. Nes-
tes tipos de capitulo, os gréos de polen
foram liberados pelo processo de “ém-
bolo” descrito por Cassini (1826-1834),
facilitando acoletacom pincel. Deacor-
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R

Figura3. Viabilidade dosgréosdepdlen. A) Pdlensviaveis (aumento de 100x), B) Plensviaveiscoradose polenndoviavel (aumento de400x), C)

N

N

Pdlenviavel eD) Pdlenndoviavel (aumento de 1000x) (viability of pollengrains. A) Viablepollen (enlargment of 100x), B) Viablepollen stained and
non viable pollen, (enlargment of 400x), C) Viable pollen and D) Non viable pollen (enlargment 1000x)). Passo Fundo, UPF, 2005-2006.

do com Kloss et al. (2004), asfloresdo
disco de capitul os simples normalmente
produzem mais pdlen que as flores do
disco de capitulos semidobrados e do-
brados.

A cv. Pink EleganceeoAl1l exibiram
anterasrosadae marrom claro naantese.
Segundo Kloss et al. (2004), a colora-
¢80 marrom e cinzaobservadaem anteras
de capitul os dobrados indica a deterio-
racdo das mesmas, que € ocasionada
pel o acondicionamento comprimido das
flores do disco neste tipo de capitulo, o
que resulta na esterilidade, auséncia ou
baixa producdo de gréos de polen. Ja,
para o0s capitulos simples e
semidobrados, as anterasrevelaram co-
|oracéio amarel a, que estd em consonan-
ciacom avariaggo observada por Kloss
et al. (2004) paraanterasde gérberascom
capitulo simplesaqual variou de amare-
lo aalaranjado. O acesso A12 (capitulo
dobrado) expressou anteras amarel as.

Durante os cruzamentos observou-
se que apbs a polinizagdo os estigmas
tornaram-se escuros e em alguns dias a
corola murchou, se desprendendo do
receptéculo floral. Isso, geralmente, é
indicio de que houve afertilizacéo e que
pode haver sucesso nos cruzamentos.

A freqiiéncia e o nimero de semen-
tes formadas nos cruzamentos estéo
apresentados na Tabela 2. Em duas re-
peticdes dos cruzamentos entre acessos
comercials e entre acessos comerciais e
nao comerciai sndo ocorreu formacdo de
sementes. Estaausénciadeformagado de
sementes deveu-se a ocorréncia de fun-
gos saprofiticos (Botrytis sp.), que sur-
giram durante a senescéncia dos capi-
tulos. Em decorréncia, estas quatro re-
peticBes foram excluidas paraevitar in-
consisténcia dos resultados. No cruza-
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Tabela 1. Fregiiéncia de polen viavel em cultivares (Gerbera hybrida Hort.) e acessos ndo
comerciais(Gerbera sp.) degérbera(viable pollen frequency in cultivar and non commercial
accessions of gerbera). Passo Fundo, UPF, 2005-2006.

Classificagao

Acessos Origem c_omercial do Coloragao Viab’ilidade
tipo de de pdlen (%)
capitulo

cv. Cariba comercial semidobrado  vermelho 98,775

cv. Amazone comercial simples amarelo-alaranjado 96,825

E\I/.egpézlée comercial dobrado rosa claro 98,200 a

cv. Terra Fame comercial simples amarelo 98,350 a

cv. Azteca comercial simples vermelho 97,175 a

cv. Tennessee comercial simples salmao 99,275 a

A7 Vila Velha - ES semidobrado amarelo 98,450 a

A8 Vila Velha - ES simples rosa 96,050 a

A9 Casca - RS simples rosa 97,925 a

A10 Passo Fundo - RS simples rosa 96,875 a

A1 Casca - RS dobrado salméao-avermelhado 87,675 b

A12 Passo Fundo - RS dobrado branco 97,725 a

A13 Vila Velha - ES simples salmao 98,825 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste Tukey em 5% de probabilidade
(means followed by the same letter did not differ by Tukey’ test at 5% of probability).

Tabela 2. Numero de flores (NF), nimero de sementes (NS) e frequiéncia de formagéo de
sementes obtidas de cruzamentos entre acessos de gérbera (number of flowers (NF), number
of seeds (NS) and frequency of seed formation obtained by crossing between gerbera
accessions). Passo Fundo, UPF, 2005-2006.

NF (flor do raio +

Cruzamento trans)* NS F (NS/NF) 100
Terra Fame x Cariba 92 +48 =140 1 0,71%
Terra Fame x Azteca 101 +50 = 151 12 7,94%
Total 291 13 4,46%
A8 x Cariba 63 + 37 =100 62 62 %

A8 x Azteca 62 + 34 = 96 36 37,5%
Total 196 98 50 %

* Ambas asflores sdo femininas, asdo raio localizadas no raio externo do capitul o, enquanto
que astranslocalizam-se no raio interno do capitulo.

mento da cv. Terra Fame com Cariba e
Azteca, aformacéo de sementes foi de
4,46% e no cruzamento do acesso A8 x
CaribaeA8x Azteca, afreqliénciafoi de

50% (Tabela 2). A producéo de semen-
tes nos cruzamentos revela que as flo-
resfemininas eram férteis e que os aces-
sos eram compativeis, demonstrando a
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possibilidade de cruzar hibridos comer-
cials com acessos ndo comerciais. Por
suavez, abaixafrequénciadeformagdo
de sementes no cruzamento entre as
cultivarescomerciaisindicaaexisténcia
de algum tipo de incompatibilidade de-
vido, provavelmente, ao alto grau de
parentesco entre genitores. Cardoso
(2007) estudou a divergéncia genética
entre cultivares de gérbera e verificou
ato grau de similaridade entre as culti-
vares TerraFame, CaribaeAzteca A di-
ficuldade na obtenc&o de sementes po-
deriaem parte, explicar o elevado custo
das sementes de gérberahibridano mer-
cado.

A auto-incompatibilidade é um me-
canismo bastante comum em
angiospermas, impondo barreirasfisio-
| 6gicasentreapolinizacdo efertilizagdo
(Ascher, 1976) o queinduz aalogamia.
Na familia Asteraceae, o girassol
(Helianthus sp.) mostra variagdo quan-
to aesse aspecto, em que aauto-incom-
patibilidade varia de completa a ausen-
te. Séo relatados problemas com
endogamia em gérbera hibrida, pois a
autofecundacdo reduz seu rendimento
(Huang et al., 1995), ocasiona degene-
racao daprogénie, malformagoes e este-
rilidade (Miyoshi & Asakura, 1996).

Outro fator observado, que pode ter
contribuido para a baixa formagdo de
sementes NOS acessos comerciais, e que
merece futuros estudos, foi a condicéo
do escapo floral. Esse caulerevelou co-
lorac8o amarelo-escura e textura seca,
denotando ocorréncia de problemas na
translocagéo de &gua e nutrientes, o que
pode ter comprometido aformacgao das
sementes, pois Nos cruzamentos entre
0S acessos Ndo comerciaisecomercials,
onde houve formagdo de sementes, 0
escapo permaneceu verde.

Destaforma, sugere-se arealizacéo
decruzamentosem maior escala(ou uti-
lizando maior nimero de acessos e cul -
tivares) paraverificar apercentagem de
sementes e a variabilidade para este
caractere. Além disso, éimportanteava

RDL Cardoso et al.

liar a possibilidade de formag&o de se-
mentes nas flores do disco naqueles
acessos que possuem essas flores
hermafroditasférteis (com 6vulos), uti-
lizando os acessos hdo comerciais como
genitoresfemininos.

A compatibilidade genbmicaentre os
acessos (2n=50), a alta fertilidade do
poélen e o sucesso na obtencéo de se-
mentes entre acessos comercias e ndo
comercials, e também entre acessos co-
merciais, revela a possibilidade de pro-
ducgo de hibridos com novas combina-
¢Oes alélicas e transferéncia de
caracteres desgjaveis dos acessos nao
comerciaisparaoscomerciais.
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