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1 INTRODUGCAO

A gérbera cultivada (Gerbera hybrida) € uma das mais importantes culturas no
comeércio mundial de flores de corte e de vaso, estando em quinto lugar no ranking,
perdendo apenas para a rosa, cravo, crisantemo e tulipa, (Bhatiaa et al. 2009; Teeri
et al. 2006). Somente no estado da Califérnia (E.U.A.), o valor do comércio de
gérbera é de 30 milhdes de ddlares anuais, enquanto na Europa, representa mais de
100 milhdes de euros por ano (Teeri et al., 2006). E uma planta de ciclo
relativamente rapido (8 meses), com ampla diversidade de cores e formato das
flores. Praticamente todos as cultivares comerciais plantados no Brasil foram
desenvolvidos no exterior para onde os royalties da comercializagdo destas plantas
sao remetidos. Atualmente sao conhecidas cerca de 70 espécies de gérberas
(Asteraceae), a maioria originaria da Asia e da América do Sul (Bellé, 1998).

O mercado de plantas ornamentais é extremamente dindmico e demanda
langamento de novidades constantemente. Para suprir as necessidades deste
mercado € fundamental um programa de melhoramento genético sincronizado com
as exigéncias do mercado consumidor. O melhoramento de gérbera consiste
basicamente em realizar cruzamentos e selecdo de gendtipos “elite”, que sao
propagados por touceiras ou por meio da cultura de tecidos (Nagaraju et al., 1998).

Para melhores combinagdes hibridas, a avaliagcdo da diversidade genética
das populagdes se faz necessario, viabilizando a obtencédo de gendtipos superiores
nas geragoes segregantes. Desse modo, o estudo da diversidade das populagdes
fornece as bases para a identificagcdo de individuos divergentes, auxiliando o
melhorista na selecdo de combinagdes mais promissoras e favoraveis aos
cruzamentos. Desta forma, marcadores moleculares baseados na andlise de DNA
tém sido considerados extremamente uteis para a caracterizagdo de gendtipos.
Recentemente, a énfase na area de marcadores moleculares tem sido no uso de
EST-SSR (Gupta et al., 2003),, os quais sdo obtidos pela utilizacdo de ferramentas
de bioinformatica, sendo derivados de microssatélites (SSR) localizados em ESTs
(Expressed Sequence Tags) ou genomas completos sequienciados.

Com base no exposto acima, o trabalho teve por objetivo analisar a
variabilidade genética de acessos de Gérberas, utilizando marcadores EST-SSR, a
fim de verificar a divergéncia genética entre as plantas para uso em futuros
cruzamentos.

2 METODOLOGIA
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DNA gendmico foi extraido conforme protocolo descrito por Doyle e Doyle
(1987), a partir de folhas jovens expandidas de 34 acessos de Gérberas do banco
de germoplasma da Empresa Pro-Clone, Holambra, Brasil.

Para a analise de marcadores EST-SSR, as reacbées de PCR foram
conduzidas em termociclador Biorad marca Icycler, utilizado 2,5 yL de tampao 10x
(10 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI); 1,5 mM MgCly; 0,2 mM de cada dNTP; 0,15
MM de cada primer; 0,8 Ude Taq polimerase (Invitrogen); 15 ng de DNA genbmico e
agua Milli-Q para o volume final de 25 pL. Foi usado o seguinte perfil térmico: 94 ° C
por 4 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 45s, temperatura de anelamento
especifica para cada primer por 45 s, 72 °C por 1 min e 30 s, com uma extensao
finala 72 ° C por 5 min.

Aos produtos da reacdo de PCR foram adicionados 10 uL de solucéo
desnaturante (98% formamida, 10 mM EDTA, 0,05% bromofenol Blue e 0,05% de
xyleno cyanol), seguido de tratamento térmico a 95°C por 5 minutos e imerséo
imediata em gelo. Posteriormente 4,5 yL de cada amostra amplificada foi aplicada
ao gel. Como marcador de peso molecular utilizou-se DNA Ladder 100 pb
(Invitrogen). A eletroforese foi conduzida em gel de poliacrilamida na concentragao
de 6%, em tampao TBE 1X a 65 volts, por aproximadamente 3 horas. Para
revelagao dos géis se utilizou nitrato de prata, segundo a metodologia descrita por
Bassam et al. (1991).

O perfil eletroforético dos gendtipos foi registrado quanto a presenga (1) e
auséncia (0) de bandas, em conjunto para analise de similaridade e em cada loco
individual, para o calculo da frequéncia alélica (ndmero médio de alelos por loco,
estimado pela média aritmética dos locos estudados). A similaridade genética foi
calculada por meio do Coeficiente Simple Matching (SOKAL; SNEATH,1963) e o
agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted pair group mean average),
utilizando o software NTSYS.pc versao 2.1 (Rohlf, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Dos 50 pares de primers testados, 17 revalaram-se marcadores altamente
polimorficos, amplificando 101 alelos. O numero de alelos detectados no estudo
variou de 5 a 7, com uma média de 5,94. A heterozigosidade esperada (He) e
heterozigosidade observada (Ho) variaram de 0,68 a 0,77 (com uma meédia de 0,72)
e 0,4 a 0,64 (com uma média de 0,52), respectivamente (Tabela 1). O conteudo
informativo de polimorfismo (PIC) variou 0,61 a 0,73, com uma média de 0,67 e o
valor cofenético foi de 0,87. O dendograma gerado a partir da analise de
agrupamento pelo método UPGMA separou o material em cinco grupos principais. O
grupo 1 inclui a cultivar Igor que apresenta inflorescéncia rosa do tipo semi dobrado
e cultivar Cariba que apresenta inflorescéncia vermelha do tipo semi dobrado,
enquanto o grupo 2 constituido apenas por cultivares Terra Feme que apresentam
inflorescéncias amarelas e tipo simples. O grupo 3 constituido pelas cultivares
Golden Kozak, Cosmo, Monique, Denarage, Orca e Pacifico, enquanto o grupo 4 e 5
representa as cultivares Pink elegance e tipo selvagem. Na Figura 1, pode-se
verificar que ha uma relagcdo muito grande de similaridade entre os gendtipos
derivados de mesmo cruzamento.

A marcadores moleculares como RAPD, ISSR e SSR-EST tem sido utilizado
para estimar a diversidade genética em diferentes cultivares de Gerbera (Da Mata et
el., 2009; Rezende et al., 2009; Bhatia et al. 2009; Gong e Deng , 2010). A avaliagéao
da diversidade genética utilizando marcadores moleculares é rapida e util para a
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conservacao dos recursos genéticos, identificacdo de cultivares e selegao de
progenitores para hibridagdo controlada (Graner et al., 2004). Portanto, a escolha de
um determinado tipo marcador molecular é importante e depende fundamentalmente
da utilizagao prevista (Gupta et al., 2002).

Table 1. Diversidade dos 17 EST-SSR em Gérbera, numero de alelos, heterozigosidade esperada
(He), heterozigosidade observada (Ho), coeficiente de endogamia (F) e conteldo de informagao

polimérfica (PIC).

Nome do N°de He Ho F PIC

loco alelos
GERB1 7 0,73 0,55 0,23 0,68
GERB4 6 0,71 0,40 0,34 0,67
GERB9 6 0,77 0,44 0,42 0,73
GERB10 7 0,73 0,55 0,23 0,68
GERB12 7 0,76 0,55 0,26 0,72
GERB14 6 0,72 0,51 0,28 0,67
GERB17 6 0,73 0,50 0,32 0,69
GERB21 6 0,72 0,52 0,27 0,68
GERB22 5 0,67 0,64 0,03 0,61
GERB25 5 0,69 0,57 0,17 0,64
GERB30 6 0,72 0,51 0,29 0,68
GERB34 6 0,72 0,58 0,19 0,68
GERB35 5 0,68 0,43 0,36 0,62
GERB40 7 0,75 0,48 0,35 0,71
GERBA41 6 0,70 0,51 0,27 0,65
GERB42 5 0,68 0,52 0,23 0,63
GERB44 5 0,68 0,51 0,24 0,62

Total 101

Média 5,94 0,72 0,52 0,26 0,67

Pands

T
1
Corn

Figura 1. Dendrograma de similaridade genética elaborado a partir da andlise de 17 locos SSR de 34

acessos de gérbera, utilizando o coeficiente Simple Matching do software NTSys.
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4 CONCLUSOES

A analise de germoplasma com marcadores EST-SSR permite identificar de
forma rapida a variabilidade genética entre os acessos de Gérbera, facilitando o
trabalho de escolha dos gendtipos mais divergentes para realizagdo de cruzamentos
controlados.
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