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RESUMO

Esta pesquisa foi desenvolvida com a finalidade de produzir informagdes sobre
aspectos genéticos de Hemerocallis X hybrida Hort., para subsidiar o melhoramento
genético desta espécie e aumentar a eficiéncia na obtencéo de novas cultivares com
caracteristicas que o mercado vem exigindo. Nela treze cultivares americanas de
Hemerocallis X hybrida Hort. foram selecionadas quanto ao porte da planta e
ndmero de botbes florais por hastes, sendo submetidas a autofecundacbes e
cruzamentos reciprocos. Trés anos ap0s 0s cruzamentos, 0s caracteres altura da
planta, comprimento e largura das folhas, nimero de hastes por planta, nimero de
botBes florais por haste e nimero de botées florais por planta foram avaliados. S&o
apresentadas as correlacdes existentes entre esses parametros, o ganho genético e
discutidos os potenciais paisagisticos das familias. Na caracterizagdo morfologica
das familias foram utilizados 15 descritores, sendo seis de caracteristicas
quantitativas e nove de caracteristicas qualitativas. Para a avaliagdo do nivel de
ploidia dos parentais é apresentada uma metodologia para a obtencdo de
preparacdes citologicas com alta frequéncia de metafases mitéticas. A diversidade
genética dos 13 cultivares foi efetuada utilizando-se marcadores moleculares RAPD
e SSR e também foi verificado se a proximidade genética influenciou nos valores
obtidos para o ganho genético.

Palavras-chave: floricultura, hemerocale, herdabilidade, ganho genético, nivel de
ploidia, similaridade genética, RAPD, SSR.
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BREEDING IN Hemerocallis X hybrida Hort.

ABSTRACT

This research was developed aiming to produce information on genetics aspects of
Hemerocallis x hybrida (Hort.). This information may be used to assist the breeding
program and to increase efficiency in to get cultivars with characters that the market
demands. Thirteen American daylily cultivars were selected for plant height and
number of floral buds per stem. After selection, crosses were performed consisting of
self- and cross - pollinations. In the third year it was evaluated the following
characteristics: plant height, length and width of leaves, stem number, number of
floral buds per stem and number of floral buds per plant. The correlations between
these parameters, the genetic gain and the landscape potential of families are
shown. The morphological characters evaluated included: five quantitative characters
and ten qualitative characters. For the evaluation of the ploidy level of parents is
shown a methodology for obtaining cytological preparations with high frequency of
metaphase cells. The genetic diversity among 13 daylilies cultivars was analysed
through RAPD and SSR and was found that the proximity genetic influenced the
values of the genetic gain.

Key-words: floriculture, daylily, heritability, genetic gain, ploidy level, genetic
similarity, RAPD, SSR.
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1 INTRODUCAO GERAL

O melhoramento por meio de hibridizagbes das espécies de Hemerocallis
também conhecida como hemerocale, teve inicio no comeco do século XX nos
Estados Unidos. No Brasil, as hibridizagées datam do inicio dos anos 90 por meio de
um convénio firmado entre a empresa Agricola da llha Ltda e o programa de
melhoramento do Instituto Agrondmico (IAC). Portanto, por ser um periodo
relativamente recente ha a necessidade de ampliagdo de pesquisas relacionadas ao
melhoramento genético dessa espécie.

O mercado consumidor desta espécie busca inovagdo e caracteristicas como
altura maxima de 70 cm e que produzam grande numero de flores. Porém, com o
pouco conhecimento da herdabilidade e correlacdo genética destes caracteres,
torna-se dificil para os melhoristas realizarem uma selecdo adequada dos
progenitores que déem origem a hibridos com os caracteres desejados. Para se
eleger progenitores superiores entre cultivares para os cruzamentos seria de grande
utiidade poder predizer quais cruzamentos originariam progénies elites, ou seja,
progénies recombinantes para as principais caracteristicas que se desejam
melhorar, com média e variancias genéticas elevadas.

Além dos parametros genéticos, o nivel de ploidia € outro caractere muito
importante que deve ser confirmado antes da polinizacdo, tendo em vista que a
diferenca de ploidia entre parentais pode causar varias barreiras para o0
melhoramento. Para o género Hemerocallis ndo ha muita informac&o a respeito da
ploidia das cultivares. A diferenciagdo entre diploides e tetraploides auxiliaria
melhoristas na escolha dos parentais para os cruzamentos.

Além disso, para que um programa de melhoramento alcance um avancgo
genético € necessario o conhecimento da relacdo genética existente na populagéo.
O conhecimento das relagBes genéticas entre as cultivares permite selecionar
progenitores, assim como avaliar e caracterizar 0s recursos genéticos disponiveis
para fazer uso eficiente da variabilidade genética. Cultivares de H. X hybrida Hort.
apresentam diversidade morfoldgica, principalmente para cor, forma e tamanho de
flor. No entanto, hd pouco conhecimento da variabilidade e estrutura genética da
espécie.

Nesse sentido, este trabalho foi conduzido com o objetivo geral tornar o

melhoramento de hemerocale mais eficiente. Os objetivos especificos foram:
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Estimar parametros genéticos, bem como as correla¢des entre os caracteres

quantitativos, e selecionar familias com valores genotipicos superiores;

2) Caracterizar e selecionar materiais de hemerocale com base em caracteres

morfolégicos, visando produzir informacdes que auxiliem a gerar novas

cultivares;

3) Adequar uma metodologia para a obtencdo de preparacdes citologicas com

4)

alta frequéncia de metéafases mitoticas, quantificar e confirmar o nivel de
ploidia de 13 cultivares de hemerocale.

Estimar a diversidade genética entre 13 cultivares de hemerocale por meio de
marcadores moleculares do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
e SSR (Microssatélites).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO DO HEMEROCALE

Os primeiros relatos sobre os hemerocales séo datados de 2697 A.C., quando
Chi Pai escreveu “A Matéria Médica” para o Imperador chinés Huang Ti (MUNSON,
1989). O povo da regido utilizava as espécies tanto na medicina, na alimentacao,
quanto para embelezar os jardins com suas flores (HU, 1968). Os primeiros registros
relatam o consumo dos botdes florais, os quais eram palataveis e nutritivos. Na
medicina chinesa, a raiz e a coroa eram utilizadas devido ao grande potencial
analgésico (GATLIN, 1999; GATLIN e BRENNAN, 2002).

Petit e Peat (2000) citam que em 1500, o hemerocale foi levado para a
Europa. Os primeiros registros europeus escritos foram feitos pelos herbalistas
Dodonaeus, Clusius e Lobelius, os quais descreveram e ilustraram o hemerocale em
1500. Quando Linnaeus introduziu um novo sistema binomial de nomenclatura em
1753, classificou o hemerocale no género Hemerocallis da familia Liliaceae. A
nomenclatura foi alterada por Dahlgren, Clifford e Yeo em 1985. Estes
pesquisadores propuseram um novo sistema de classificagcdo em que o hemerocale
pertence a familia Hemerocallidaceae (PETIT e PEAT, 2000).

Nos séculos XVIIl e XIX botanicos e colecionadores como Ernest Wilson,
George Forest, Francis Kindon Waid e Joseph Rock introduziram novas espécies de
hemerocale na Europa e América (GATLIN e BRENNAN, 2002). Outros horticultores
que tiveram uma contribuicdo significativa no melhoramento do hemerocale no inicio
do século XX foram Amos Perry e George Yeld, na Inglaterra, e Willy Muller, na Italia
(ERHARDT, 1992).

Nesse mesmo periodo, pesquisas de Albert Steward e Arlow B. Stout tiveram
grande impacto sobre o conhecimento de novas espécies dessa planta (GATLIN,
1999; PETIT e PEAT, 2000). Albert Steward, natural da Califérnia, viveu muitos anos
na China e enquanto trabalhava na Universidade de Nanking, colecionava e vendia
hemerocale (plantas e sementes) para seu amigo Arlow Burdette Stout que morava
nos Estados Unidos. Segundo Gatlin (1999) esta conex&o teve um enorme efeito na
obtencdo dos modernos hemerocales. Arlow B. Stout tornou-se a maior autoridade
sobre hemerocale, contribuindo para o estabelecimento do entendimento cientifico

da biologia dessa planta, particularmente sobre o florescimento natural, a estrutura
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das inflorescéncias, os tipos de incompatibilidade e causas de esterilidade (GATLIN
e BRENNAN, 2002). Stout e Chandler (1933) verificaram que a fertilizagdo em
hemerocale é completada num periodo de 24 horas apds a polinizacdo. No mesmo
trabalho foram verificados muitos aspectos do comportamento do tubo polinico em
flores de hemerocale. De acordo com esses autores, muitos casos de auto-
incompatibilidade da espécie ocorrem por meio de secre¢des do ovario que inibem o
crescimento do tubo polinico, impedindo a fecundacéo.

Em 1930 A. B. Stout formou um rigoroso programa de cruzamentos que abriu
as portas para o futuro da hibridizagdo da espécie (PETIT e PEAT, 2000). Stout
demonstrou que se podia extrair um “pool” de genes de hemerocale para mudar a
qualidade e a intensidade da pigmentagédo e o padrédo de distribuicdo de cores, e
produziu novas combinagdes (GATLIN e BRENNAN, 2002). Atualmente, os
hemerocales encontrados no comércio sdo em geral hibridos de muitas geracdes
(GATLIN e BRENNAN, 2002).

As espécies de Hemerocallis classificam-se em cinco grupos principais e
dentro de cada um sdo relatadas as possiveis variedades: grupo Fulva (H.
aurantiaca e H. fulva); grupo Citrina (H. altissima, H. citrina, H. coreana, H.
lilioaspholdelus, H. minor, H. pedicellata, H. tumbergii e H. yezoensis); grupo
Middendorffii (H. dumortieri, H. esculenta, H. exalata, H. hakunensis. H.
middendorfii); grupo Nana (H. forrestii e H. nana) e o grupo Multiflora (H. micrantha,
H. multiflora e H. plicata) (ERHARDT, 1992). No Brasil as espécies cultivadas
encontradas foram H. flava (H. liliosphodelus e H. lutea) e H. fulva (H. disticha, H.
flava, H. kwanso, H. longituba) (CORREA, 1952).

2.2 A CULTURA DO HEMEROCALE

Hemerocallis X hybrida Hort., também conhecida como lirio-de-sédo-josé e
hemerocale, €& uma angiosperma do género Hemerocallis, da familia
Hemerocallidaceae, pertencente a ordem Liliales (ERHARDT, 1992; PETIT e
CALLAWAY, 2000). Seu nome foi dado por Linnaeus em 1753, e origina-se do grego
hemero = dia e kallos = beleza, referindo-se a uma de suas mais importantes
caracteristicas: cada flor dura apenas um dia (ERHARDT, 1992; GATLIN, 1999;

PETIT e CALLAWAY, 2000). E uma das mais importantes entre os géneros de
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herbaceas perenes ornamentais, nativas do Japdo, Sibéria, China e Eurésia
(GROSVENOR, 1999; TOMBOLATO, 2004).

Hemerocale é uma espécie ornamental que devido a sua rusticidade, é
considerada excepcional para paisagismo, pois possui resisténcia a periodos de
seca, capacidade de adaptacédo a diferentes tipos de solos, climas e boa resisténcia
a pragas e doencgas (TOMBOLATO, 2004).

Tradicionalmente, hemerocale é propagado vegetativamente por meio da
diviséo de touceira (Figura 1 A), proliferagdes (brotagdes da haste floral), cultura de
tecido e inducédo de enraizamento de coroa (KRIKORIAN et al., 1981; MUNSON,
1989; GROSVENOR, 1999; BOTANY, 2004; TOMBOLATO, 2004). Também pode
ser propagado por sementes, porém este € um processo lento e ndo gera individuos
idénticos & planta-matriz. Essa forma de propagacéo é utilizada para gerar novos
hibridos.

No Brasil, o hemerocale pode ser plantado durante o ano todo, no entanto, os
periodos mais indicados s&o em outubro ou no final da florada. Nas regides Sul e
Sudeste do Brasil, a florada do hemerocale se inicia em outubro prolongando-se até
0 comeco de abril e cada haste pode florescer pelo periodo de trés a seis semanas
(TOMBOLATO, 2004). E uma planta de pleno sol, porém adapta-se bem a meia
sombra. Quanto ao solo, apresenta bom desenvolvimento em solos bem drenados
com textura argilo-arenosa e bom teor de matéria organica, com pH na faixa de 5,5 a
7,0 (MUNSON, 1994; GROSVENOR, 1999).

E uma espécie de facil manejo e apesar de ser uma planta resistente, o
controle de 4gua é muito importante. No plantio recomenda-se manter o solo Umido
até o estabelecimento da planta, apds esse periodo, a irrigagédo deve ser efetuada a
cada dois ou trés dias durante os meses quentes e durante os meses mais frios as
regas devem ser reduzidas para duas vezes por semana. A adubagédo ideal deve ser
feita duas vezes por ano, uma adubacgéo deve ser realizada no mesmo periodo de
poda das touceiras a 10 cm de altura (no meio do inverno), para essa adubagéo
sugere-se a formulagéo 4-14-8, e outra adubac¢&o no outono, em meados de margo
com a formulagdo 10-10-10. A quantidade de adubo a ser aplicado deve seguir a
andlise de solo (TOMBOLATO, 2004).
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2.2.1 Caracteristicas Morfolégicas

O hemerocale é uma planta perene, herbacea e ereta, variando de 0,30 m a
2,40 m de altura (TOMBOLATO, 2004). Possui ramos ou folhas bem agregadas
formando uma touceira (GATLIN e BRENNAN, 2002). A planta pode ser dividida em
quatro secdes de crescimento distintas: raizes; um pseudobulbo também chamado
de rizoma, caule vegetativo ou coroa; folhas e escapos florais também chamado de
haste floral (TOMBOLATO, 2004) (Figura 2).

As raizes sdo longas, delgadas e fibrosas. S&o leves e bastante densas.
Quando novas, as raizes apresentam coloracdo branca, quando as plantas tornam-
se mais velhas estas iniciam um processo de escurecimento podendo variar a
tonalidade de amarelo para marrom (GATLIN, 1999; GATLIN e BRENNAN, 2002).

Os rizomas apresentam crescimento horizontal, podendo ser superficiais ou
subterraneos. Possuem elevada capacidade de desenvolver raizes adventicias,
emitindo-as ao longo de toda a estrutura, nas diversas direcées (GATLIN, 1999;
GATLIN e BRENNAN, 2002). A coroa é a zona de transicao entre a parte aérea e a
parte subterranea da planta. E a regido onde se concentram as gemas que dar&o
origem as folhas acima da superficie do solo, e também as raizes que se encontram
abaixo da superficie do solo. Também é dita como uma regido muito vulneravel,
onde o dano pode causar a morte da planta (ERHARDT, 1992; GATLIN, 1999;
PETIT e PEAT, 2000; GATLIN e BRENNAN, 2002).

As folhas estdo dispostas cada uma na base, e espalham-se na forma
simétrica de um leque, sao lineares, sésseis, inteiras e acumuladas. Muitas vezes as
folhas podem manter-se eretas, arqueadas ou recurvas (GATLIN e BRENNAN,
2002). A coloragéo das folhas de hemerocale pode variar de azul-esverdeada para
amarelo-esverdeada. O tamanho e a proporcdo de folhagem se ddo em relacdo a
quantidade de flores e escapos florais, que podem ser muito variaveis (GATLIN,
1999).

Existe uma série de diferencas entre as vérias cultivares de hemerocale. E
uma destas diferencas esta relacionada com o comportamento que a folhagem
destas plantas apresenta durante o inverno (ERHARDT, 1992; NAU, 1995; GATLIN,
1999, PETIT e PEAT, 2000). O habito das plantas foi dividido em categorias para
simplificar os registros das cultivares. A categoria dormente inclui as plantas que

perdem totalmente a folhagem durante o inverno, retornando na primavera. A
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categoria sempre — verde, inclui as plantas que mantém a folhagem durante o ano
todo, sendo indicadas para regides de inverno ameno sem geadas. E por ultimo, a
categoria semi-dormente ou perene que inclui as plantas que perdem parcialmente
suas folhas durante o inverno, porém mantém parte da folhagem verde no nivel do
solo. Séo indicadas para regides de clima ameno com geadas leves. Vale lembrar
gue as cultivares podem apresentar diferentes comportamentos daquele registrado,
visto que se desenvolvem em ambientes diferentes daqueles que foram originados
(VEGIS, 1964).

O escapo floral, ou haste, é ereto, ascendente, liso e usualmente muito maior
gue as folhas (GATLIN e BRENNAN, 2002). O comprimento da haste pode variar de
0,30 a 2,40 m. Muitas vezes ela ndo cresce ereta, pode crescer arqueada ou

inclinada para baixo, podendo se emitir mais de uma vez, entretanto existem

espécies que desenvolve apenas uma haste durante o florescimento (ERHARDT,
1992).

FIGURA 1 — Aspectos morfolégicos de hemerocale; (A) touceira, (B) flor; (C) fruto,
(D) semente. Joinville, SC, 2004.
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FIGURA 2 - Morfologia da planta de hemerocale: raiz adventicia, coroa, folhas, haste
floral. (Fonte: Gatlin,1999).
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A inflorescéncia é ramificada, consistindo em uma série de cimos helicéides
uniparos (dicotdmicos). As flores sao trimeras, com perianto em forma de funil,
actinomorfas ou tornam-se bilateralmente simétricas (zigomorfas) em resposta ao
geotropismo e fototropismo, sdo diurnas, sem fragrancia ou noturnas que estendem
a floragcdo e com fragrancia (GATLIN e BRENNAN, 2002).

As flores de hemerocale podem ter de 5 a 20 cm de diametro e apresentar
diferentes formas e cores. Para fins de classificacéo, as flores sdo divididas em seis
principais regides: garganta, zona do olho, pétalas, sépalas, pistilo/ estame e anteras
(Figuras 1B e 3) (TOMBOLATO, 2004).

Com relagcdo as formas, podem se encontrar circulares, triangulares,
dobradas, polipétalas, estreladas, “spiders” (aranhas), achatadas, trompetes, entre
outros detalhes, como linha média, nervuras e bordas. J4 as cores naturais das
flores sdo: amarelo, laranja, vermelho com suas variacdes. Além da cor Unica, existe
uma infinidade de combinagdes como mistura de cores, policrométicas, dois tons
reversos, bicolores e bicolores reversos (NAU, 1995; GATLIN, 1999).

pétala

olho
sépala

estames

garganta

pistilo

FIGURA 3 - Aspectos morfolégicos da flor de hemerocale. Joinville, SC, 2007.
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O hemerocale é uma planta hermafrodita, o estame, consiste de seis longos
filamentos, de cor principalmente amarela, cada um terminando em uma antera, a
qual contém o pdélen. Quando estdo fechados, as anteras sdo amarelas ou as vezes
acinzentadas e explodem poucas horas apds a abertura da flor, expondo os gréaos
de pdlen. No ovéario podem existir 42 O&vulos, porém nem todos estardo
desenvolvidos, consequentemente o numero de sementes pode ser menor
(ERHARDT, 1992; ROOD, 2002). O fruto € em um primeiro momento carnoso, e
torna-se seco e deiscente na sua maturidade, é do tipo capsula, triangular, trilocular,
com muitas sementes angulares de cor preta (GATLIN e BRENNAN, 2002) (Figuras
1C e D).

2.3 CARACTERES ENVOLVIDOS NO MELHORAMENTO GENETICO

Para o melhoramento por hibridag&o a escolha dos progenitores, a obtengao
da populagdo segregante e o modo como esta é conduzida sdo fundamentais
(RAMALHO et al., 1993). Segundo o mesmo autor para se ter sucesso na escolha
dos progenitores, o objetivo do trabalho deve ser claro. Esse objetivo, por exemplo,
pode envolver varios caracteres ao mesmo tempo, ou entdo apenas um ou dois.
Quanto maior o numero de caracteres envolvidos, menor é a possibilidade de
sucesso.

No caso das plantas ornamentais varios caracteres morfoldégicos ou
qualitativos estdo envolvidos na escolha dos progenitores tais como: as cores das
flores, a distribuicdo das cores, formas de flores, periodo de florescimento,
durabilidade do escapo floral (PETIT e CALLAWAY, 2000).

H& muitos exemplos de caracteres morfologicos ou fisiolégicos bem definidos
que sao regulados, em grande parte, por um sé gene e ndo sao muito afetados pelo
ambiente. Alguns caracteres, comercialmente importantes, de muitas espécies
cultivadas, sdo governados por genes cujos efeitos sdo pronunciados, de facil
identificacdo e relativamente estaveis. Dentre eles podem ser citados: a cor da flor
em plantas ornamentais e a resisténcia a certas enfermidades (ALLARD, 1971).

Os caracteres quantitativos s&o poligénicos (controlados por um grande
ndimero de genes) apresentam grande numero de gendtipos e muito susceptivel a
influéncias ambientais, além de serem também muito importantes comercialmente

no melhoramento seletivo de plantas (ALLARD, 1971). Segundo Langton (1991), o
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ndmero e o tamanho das flores, o comprimento do escapo floral, o comprimento e a
largura da folha sdo caracteres quantitativos importantes para plantas ornamentais.
O mesmo autor ainda cita que a aparéncia visual (caracteristica qualitativa) é
considerada em todos os estagios do processo de selecdo de flores e plantas
ornamentais.

Para o hemerocale, os caracteres de importancia sdo o nimero de escapos
florais por planta, o nimero de flores por escapo floral, a capacidade de adaptacgéo,
resisténcia a patdégenos e as caracteristicas da flor tais como tamanho e tonalidade
(CALLAWAY e CALLAWAY, 2000).

2.4 ESTIMATIVAS DOS PARAMETROS GENETICOS

Hibridizacbes em hemerocale vém sendo realizadas por muitos anos, porém
ainda persiste uma caréncia de informac¢des sobre diversos aspectos e estudos
sobre estimativas dos parametros genéticos, etapa esta muito importante para se ter
um melhor planejamento de futuros programas de melhoramento genético
(TOMKINS, 2001).

As estimativas dos parédmetros genéticos possibilitam predizer os ganhos
oriundos das estratégias alternativas aplicadas ao melhoramento genético,
fornecendo informagdes importantes a selecdo e para a definicdo do programa de
melhoramento da populacdo (PINTO JUNIOR, 2004).

Os parametros genéticos essenciais para o melhoramento de caracteres
guantitativos estdo relacionados a herdabilidade no sentido restrito (ﬁza), a
herdabilidade no sentido amplo (h%), a repetibilidade (o) e as correlagdes, sejam
estas genéticas (ra ) ou fenotipicas (r) entre caracteres. A herdabilidade no sentido
restrito refere-se ao coeficiente de determinacado do valor genético aditivo pelo valor
fenotipico e a herdabilidade no sentido amplo, corresponde ao coeficiente de
determinagdo do valor genotipico pelo fenotipico. Portanto diz respeito sobre a
proporgdo genética aditiva “sentido restrito” e a propor¢ao genotipica “sentido amplo”
relativa das influéncias genéticas e ambientais na manifestacdo fenotipica dos
caracteres (RAMALHO et al., 1993; BOREM, 1997). Estes parametros indicam o
grau de facilidade ou dificuldade para melhorar determinados caracteres. Sendo
que, para os caracteres de baixa herdabilidade devem ser adotados métodos de

selecdo mais elaborados. A correlagdo genética entre caracteres indica o grau de
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associagéo destes caracteres, ou seja, quantifica as influéncias que determinados

caracteres exercem sobre outros caracteres (RESENDE, 2002a).

2.4.1 Herdabilidade

A herdabilidade € um dos parametros genéticos que mais contribui para o
trabalho do melhorista. Ela fornece a proporcdo da variancia genética presente na
variancia fenotipica total. Dessa forma, ela mede a confiabilidade do valor fenotipico
como indicador do valor reprodutivo (RAMALHO et al.,, 2004). A mais importante
funcdo da herdabilidade no estudo genético do carater métrico € o seu papel
preditivo expressando a confianca do valor fenotipico como um guia para o valor
genético, ou o grau de correspondéncia entre o valor fenotipico e o valor genético
(FALCONER, 1987).

Tal qual o coeficiente de variagdo genética, que € um indicador da magnitude
de variabilidade presente nas populagcbes e em diferentes caracteres, a
herdabilidade subsidia a escolha da melhor estratégia de melhoramento a ser
adotada (ZOBEL e TALBERT, 1984; FALCONER, 1987), mostra claramente o
potencial de progresso genético esperado no programa de melhoramento e é
essencial a predigdo de valores genéticos (RESENDE, 2002a).

Em trabalho realizado em crisantemo De Jong (1991) estimou um valor de
herdabilidade alto para o carater nimero de folhas (83%), indicando que a variancia
genética excedia a varidncia ndo genética, com isso a selegcdo seria efetiva. Em
contrapartida quando se obtém uma estimativa de herdabilidade baixa devido a
limitada variancia, as espécies devem ser cruzadas com a finalidade de gerar uma
nova variagdo genética assim como Sparnaaij et al. (1990) demonstraram em
cravos.

As estimativas de h? variam com a caracteristica, 0 método de estimativa, a
diversidade na populagdo, o tamanho da amostra avaliada, o numero e o tipo de
ambiente considerado, a unidade experimental considerada, a precisdo na condugéao
do experimento e na coleta de dados (FALCONER, 1987; BOREM, 1997; BOREM e
MIRANDA, 2005).

Valores altos para as estimativas de herdabilidade indicam boas
possibilidades de ganho nos estudos de melhoramento, pois 0 progresso esperado

pela selegdo depende diretamente da herdabilidade e da intensidade da selegéo, e
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inversamente ao desvio padrédo fenotipico (DUDLEY e MOLL, 1969). Assim, valores
elevados de herdabilidade revelam que o controle genético pode ser alto e que
mudancas no ambiente influenciam pouco o fenétipo (SHEPHERD, 1977;
FALCONER, 1987).

E relevante enfatizar que a h® de um carater ndo é uma estimativa imutavel.
Pelo contrario, ela varia com a variacdo genética presente e com o efeito do
ambiente. E possivel, desse modo, aumentar a estimativa de h? utilizando populagdo
com maior variagdo genética e também realizando um efetivo controle do ambiente
para a variacao fenotipica total (FALCONER, 1987). O autor salienta ainda, que a
herdabilidade € uma propriedade ndo somente de um carater, mas também da
populagéo e das circunstancias do ambiente aos quais os individuos estdo sujeitos.
Uma vez que o valor da herdabilidade depende da magnitude de todos os
componentes da varidncia, uma alteracdo em qualquer um deles afetar4 o valor da
herdabilidade. Portanto, os componentes da variancia, as herdabilidades e, ainda, as
acuracias sdo imprescindiveis na determinacdo dos meétodos mais eficientes de
selecdo a serem utilizados nos programas de melhoramento (RESENDE et al.,
1995).

2.4.2 Correlagéo genética

Esse recurso de estatistica multivariada € comumente empregado quando se
deseja selecionar um determinado caréater de dificil medicdo ou identificagdo, ou
quando este apresenta baixa herdabilidade, porém sabe-se que esse carater pode
se correlacionar fortemente com outros caracteres de facil observacdo e com a
herdabilidade alta (FALCONER, 1987).

O coeficiente de correlagcdo genética mede o grau de associacdo genética
entre dois caracteres quantitativos em uma determinada populacido (WILLIAMS e
MATHESON, 1995). Este parametro denota importancia aos programas de
melhoramento genético, pois significa que apresentando valores altos, a alteracao
de um caréter, via sele¢do, promove alteracdes significativas em outros caracteres
correlacionados a ele (RESENDE, 2002a).

As correlagbes sdo medidas-padrdo da covariancia entre dois caracteres e
podem ser estimadas fenotipica ou geneticamente. Define-se correlagdo genética

entre caracteres, como sendo a medida da magnitude da associacdo genética entre
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caracteres de um individuo. A correlacdo fenotipica entre caracteres é definida como
a medida de magnitude da associacao fenotipica entre caracteres de um individuo,
sendo causada pela combinagdo entre as covariancias genéticas e ambientais. A
covaridncia genética € devida aos efeitos pleiotropicos, em que alguns genes
apresentam um efeito sobre um ou mais caracteres (FALCONER e MACKAY, 1996).

A selecdo de um carater pode conhecidamente ou desconhecidamente
resultar em uma sele¢do contra ou a favor de um segundo carater. Em alguns casos
as correlacdes podem ser Uteis, um exemplo é o trabalho de De Jong e Garretsen
(1985) que estimaram uma correlag@o genética positiva e significativa para o nimero
de hastes florais em gérbera (que requer um periodo de crescimento mais longo
para avaliacdo) em relacdo ao numero de brotos laterais (que pode ser avaliado no
inicio do estagio). Este tipo de correlagcdo esta sob a filosofia de sele¢éo indireta, ou
seja, € baseado no melhoramento de um carater complexo sobre a sele¢do de um
carater simples que pode ser determinado rapidamente ou que tem uma maior
estimativa de herdabilidade no sentido amplo (LANGTON, 1991).

2.5 SELECAO

Selecéo é definida como a reproducao diferencial dos diferentes gendétipos na
natureza (selegéo natural) ou aquela promovida pelo homem (selegéo artificial). Ela
atua promovendo a alteracdo de frequiéncias alélicas nos locos que controlam o
carater sob selecdo, modificando a média genotipica da populacdo (RESENDE,
2002a).

A definicdo correta do objetivo da selecdo € um requisito essencial para
obtencdo de sucesso nos programas de melhoramento genético. O objetivo da
selecdo ou do melhoramento pode ser definido como carater econémico final, Unico
ou um conjunto de caracteres agrupados, para os quais se deseja obter um dado
ganho genético (PINTO JUNIOR, 2004).

A selecdo em plantas ornamentais pode ser realizada para um carater ou
para vérios caracteres. Na selecdo individual também chamada de sele¢do massal,
as plantas sdo selecionadas com base em seus valores fenotipicos. Quando essa
selecdo é realizada ao longo de um periodo de geracdes é chamada de selegéo
recorrente, e o sucesso dessa selecdo ocorrerdq de acordo com a variancia genética

aditiva da populacdo (HARDING et al., 1991). Na selecdo para varios caracteres, 0
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mesmo autor cita 0 método em tandem que por Vvérias geragdes as progénies sao
selecionadas para somente um carater, até que esse carater esteja suficientemente
melhorado. Outro método € o independente, em que o melhorista seleciona a cada
geracdo um caréter alvo independentemente de outros caracteres. E por fim no
método de selegdo por indices, os varios caracteres irdo gerar um “ranking” sobre o
qual a selecéo é realizada com valores paramétricos ou ndo paramétricos.

De acordo com Resende et al. (1995) o método ideal de selecdo ira depender
dos seguintes fatores: herdabilidade do carater, objetivo da sele¢do, numero de
familias e individuos avaliados por experimento, heterogeneidade ambiental na area
do experimento. Outro fator de extrema importancia é a acuracia de selegdo, que
depende fundamentalmente das fontes de informacéo utilizadas para a predi¢cdo dos
valores genéticos e da propria herdabilidade (RESENDE, 2002a).

Contudo, selecionar progénies superiores ndo é tarefa facil, uma vez que os
caracteres de importancia, em sua maioria quantitativos, apresentam
comportamento complexo, por serem influenciados pelo ambiente e estarem inter-
relacionados, de tal forma que a selecdo de um carater provoca uma série de
mudancas em outros caracteres (CRUZ, 2001). Para a obtencdo de genotipos
superiores, é necesséria a reunido de uma série de atributos favoraveis que confiram
rendimento comparativamente mais elevado e satisfagam as exigéncias do mercado
(CRUZ e REGAZZI, 1997).

2.6 PROCEDIMENTO DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA RESTRITA/MELHOR
PREDICAO LINEAR NAO VICIADA (REML/BLUP)

Os valores genéticos sdo variaveis aleatorias ndo observaveis, preditas a
partir dos valores fenotipicos observaveis, comumente usados nos programas de
melhoramento de plantas. A sua predi¢éo, que pode ser feita de forma pontual ou
intervalar, deve ser precisa e acurada, pois aumenta ganhos pretendidos, diminuindo
as possibilidades de erro na selecdo. A predicdo pontual fornece os valores
genéticos, ao passo que a intervalar inclui os intervalos de confianga dos valores e
dos ganhos genéticos, propiciando uma recomenda¢é@o mais segura dos individuos
envolvidos e, portanto, deve ser preferencial (RESENDE, 2002b).

Os valores genéticos preditos, entretanto, ndo s&o iguais aos valores

genéticos verdadeiros dos individuos. Conforme Vleck et al. (1987), a proximidade
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entre esses dois pode ser avaliada com base na estatistica denominada acuidade
(acurécia), a qual refere-se a correlacdo entre os valores genéticos preditos e
verdadeiros dos individuos. A acuidade seletiva depende da herdabilidade e
repetibilidade do carater, da quantidade e qualidade das informagbes e dos
procedimentos utilizados na predigdo dos valores genéticos. Como € uma medida
associada a precisdo na selecéo, a acuidade é o principal elemento do progresso
genético que pode ser alterado pelo homem, visando maximizar o ganho genético
(RESENDE, 2002a). A acuidade é também importante na comparagdo de métodos
de sele¢do, pois quanto maior o seu valor, melhor preditor do valor genético
verdadeiro € o método de selecao.

A predicdo de valores genéticos exige a prévia estimacdo dos componentes
de variancia e de parametros genéticos. Dentre os procedimentos utilizados o BLUP
(Melhor predicéo linear ndo viciada) € o mais completo e conduz & maximiza¢éo do
ganho genético, por ciclo de selecdo (RESENDE 1997a; RESENDE, 1997b).

O método da Méxima Verossimilhanga Restrita (REML) é, atualmente, o
método padréo para a estimag¢do dos componentes de variancia, a partir de dados
ndo balanceados em espécies perenes (PATTERSON e THOMPSON, 1971).
Resende (2002b) fornece os estimadores para o0s componentes de variancia
associados aos modelos estatisticos para os delineamentos experimentais de blocos
ao acaso, latice, linha e coluna, associadas aos varios delineamentos de
cruzamentos (meios-irméos, dialélicos e outros).

No melhoramento de plantas perenes, o uso de técnicas de avaliacao
genética com base em modelos mistos do tipo REML/BLUP (méxima
verossimilhanca restrita/melhor predi¢édo linear ndo viciada) é fundamental para a
predicdo de valores genéticos aditivos e genotipicos de individuos com potencial
para selecdo, tanto em nivel intrapopulacional como interpopulacional (RESENDE,
2000; RESENDE 2002b).

De acordo com Resende (2002a) as vantagens da utilizacdo do REML/BLUP
sdo: pode ser aplicado a dados desbalanceados; permite utilizar um grande nimero
de informagdes, provenientes de diferentes geragOes, locais e idades, gerando
estimativas e predicdes mais precisas; ndo exige dados sob estruturas rigidas de
experimentacdo, podendo ser aplicada a dados obtidos normalmente nos programas
de melhoramento, os quais n&o precisam estar associados a delineamentos,

bastando que se tenham informacdo sobre a genealogia dos individuos; permite a
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estimacdo dos efeitos de dominancia e epistaticos, além dos aditivos; permite o
desenvolvimento de programas nacionais de avaliacdo genética, fato que permite
elevar a taxa global de melhoramento da espécie; permite o ajuste de varios
modelos alternativos, podendo-se escolher o que se ajusta melhor aos dados e, ao
mesmo tempo, € parcimonioso (apresenta menor nimero de parametros); permite
comparar individuos através do tempo e do espaco; permite lidar com estruturas
complexas de dados (medidas repetidas, diferentes anos, locais e delineamentos);
permite a simultdnea correcdo para os efeitos ambientais, estimagdo de
componentes de variancia e predicao de valores genéticos.

O procedimento REML/BLUP vem sendo aplicado com sucesso no
melhoramento de espécies florestais (RESENDE et al., 1996), cacau (RESENDE e
DIAS, 2000), seringueira (COSTA et al.,, 2000), pupunha (FARIAS NETO e
RESENDE, 2001), acerola (PAIVA et al., 2002) e cana-de-aclUcar (BARBOSA et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA, 2007); para espécies ornamentais ndo foi

encontrado nenhum trabalho.

2.7 ESTUDOS CITOGENETICOS

A citogenética fornece informacdes indispenséveis para a manipulacdo de
plantas. Neste contexto, o numero cromossémico € um dos parametros mais
utilizados para a caracterizacdo citoldgica de uma espécie, que aliados a outros
caracteres citolégicos fornecem informagBes para o entendimento das alteracdes
genéticas envolvidas (SYBENGA, 1998).

Para o melhoramento das espécies ornamentais a classificagdo celular tem
diferentes aplicacdes: fracdo de pblen com diferentes niveis de ploidia, detec¢do de
gametas nao reduzidos, detecgéo do produto da fusdo de protoplastos, contagem de
células viaveis e deteccéo de patégenos (EECKHAUT et al., 2005).

A técnica de contagem de cromossomos convencional € a metodologia mais
utilizada. Para poder realizar este estudo € necessario selecionar o tecido
meristematico idéneo da espécie vegetal, e assim poder visualizar células em
divisdo mitética, em geral, séo utilizados &pices de raizes, folhas, calos obtidos in
vitro entre outros (MARTIN, 2003).
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2.7.1 Citogenética em Hemerocale

O namero cromossdmico varia de uma espécie a outra e geralmente se
mantém constante em individuos de uma mesma espécie. Xiqués (2002) cita que a
maioria dos organismos superiores € dipléide, com dois grupos de cromossomos
homodlogos: um dos grupos € doado pelo pai e o outro pela mde. Porém, pode
ocorrer polimorfismo cromossdémico (nimero cromossdmico desigual) por causas
naturais, e estima-se que um tergo das angiospermas possui mais de dois grupos de
cromossomos (poliploidismo).

Para as espécies nativas de hemerocale a maioria é diploide. Raras cultivares
apresentam a caracteristica tripléide que sdo geralmente estéreis. A conversdo de
numerosos cultivares diplédes para tetraploides tem sido realizada via o uso de
tratamento com colchicina. Isto tem resultado num aumento no tamanho das flores
para além dos padrbes exclusivos de distribuicAo da pigmentacdo das flores
(TOMKINS et al., 2001).

Em revisdo do numero cromossémico em 27 espécies de Hemerocallis e oito
cultivares Zadoo et al. (1975), verificaram que, todos os cariétipos apresentaram 2n
= 2x = 22 cromossomos, apenas algumas variedades e clones apresentaram 2n =
23, 24, 32, 33 e 34 cromossomos. Os mesmos autores mencionaram que x = 11 em
hemerocale é uma excec¢do na familia Liliaceae e acreditam que x = 11 derivou-se
de um numero menor, como 6 ou 5 e que esses cromossomos foram duplicados
originando o numero bésico x = 11.

Vijayavalli e Mathew (1990) confirmaram que o numero basico do género
hemerocale é x = 11, e salientaram que os diferentes nimeros encontrados foram
devido ao uso de metodologias pouco eficientes.

Em trabalho sobre informag8es basicas de caridtipos de espécies da familia
Liliaceae realizado por Lovatto e Battistin (1997), consta que a espécie Hemerocallis
flava é dipléide com 2n = 2x = 22 e a espécie Hemerocallis fulva € uma tripldide com
2n =3x = 33.

2.8 MARCADORES MOLECULARES

Existem duas classes de marcadores genéticos: os morfoldgicos e o0s

moleculares (TANKSLEY, 1983). Primeiramente, a identificacdo e a caracterizagcéo
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tradicional das variedades tem se baseado no emprego de caracteres morfolégicos e
/ou agrondmicos. No entanto, os caracteres morfolégicos tém muitos limitantes, pois
sua expressdo pode estar sujeita a fatores ambientais ou fenolégicos.

Por outro lado, os avangos da biologia molecular tém desenvolvido métodos
de identificagéo e caracterizagdo no uso de marcadores moleculares que superam a
maioria das limitagdes. Os marcadores moleculares séo independentes do efeito do
ambiente, apresentam maior segregagdo ou polimorfismo que os morfolégicos,
permitem a identificagdo correta de variedades sem a necessidade de muitos
caracteres e estdo livres dos efeitos epistaticos (TANKSLEY, 1983; THOMAS et al.,
1993; PHILLIPS et al., 1995; RALLO et al., 2002).

Os marcadores moleculares podem ser aplicados para diversos fins, como:
estudar a estrutura genética de populacdes; realizar a analise de filogenias; detectar
ligagdo génica com caracteres mono e poligénicos; caracterizar variedades; avaliar
germoplasma; realizar estudos de introgressao génica; realizar selecao indireta de
caracteristicas agrondmicas, dentre outros. Pesquisas nesta area estdo sendo
desenvolvidas tendo-se alguns casos de eficiéncia comprovada, do emprego das
técnicas de marcadores moleculares nos estudos de genética de populacdes,
genética quantitativa e no melhoramento de plantas (SANCHEZ, 2002)

As técnicas de marcadores moleculares mais utilizadas, atualmente, sdo
RFLP (“Restriction Fragment Lenght polymorphism”), RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”), AFLP (“Amplified Fragment Lenght Polymorhism”), SSR -
Microssatélites (“Simple Sequence Repeats”) e SNP (“Single Nucleotide
Polymorhism”).

Para a escolha do marcador molecular mais apropriado devem ser
considerados 0s objetivos da pesquisa em conjunto com a disponibilidade ou o
acesso a tecnologia, bem como o0 custo para o desenvolvimento do marcador e o
contetido de informag6es (MEEROW, 2005).

2.8.1 RAPD

O método RAPD foi descrito pela primeira vez em 1990 por dois grupos de
pesquisadores independentes (WILLIANS et al., 1990; WELSH e MC CLELLAND,
1990). Esse método é baseado na amplificacdo do DNA genbémico utilizando
iniciadores (“primers”) de sequéncia arbitraria (WELSH e MC CLELLAND, 1990).
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Ferreira e Grattaplaglia (1998) relatam que esse método € uma variacdo do
protocolo de PCR, porém com duas caracteristicas diferentes: a primeira é que
utiliza um iniciador Unico, ao invés de um par de iniciadores; e a segunda é que este
iniciador possui sequéncia arbitraria, sendo desconhecida a sequéncia alvo.
Teoricamente o nuimero de marcadores RAPD amplificados e visualizados na
eletroforese depende exclusivamente do comprimento do iniciador utilizado e do
tamanho e complexidade do genoma analisado. Uma caracteristica fundamental dos
marcadores RAPD é o fato deles se comportarem como marcadores genéticos
dominantes, gendtipos heterozigotos ndo podem ser diretamente discriminados dos
homozigotos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Em lirios hibridos, por exemplo, a eficiéncia da reacdo de RAPD aumentou
com o aumento do comprimento do iniciador, ou seja, 0 maior nimero de fragmentos
amplificados em uma reagéao simples foi obtido com iniciadores de 15 e 20 bases
quando comparado com iniciadores de 10 e 12 bases (YAMAGISHI et al., 2002).
Segundo os mesmos autores, o aumento do comprimento do iniciador aumenta a
especificidade no anelamento entre iniciador e DNA molde.

Os marcadores RAPD apresentam algumas vantagens como simplicidade,
rapidez e menor custo quando comparados com RFLP e AFLP (JIN et al., 2008).
Entretanto, apresentam algumas desvantagens, como 0 baixo conteddo de
informacdes genéticas por loco; a impossibilidade de discriminar genoétipos
heterozigotos de homozigotos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Em ornamentais, os marcadores RAPD sao utilizados para o estudo da
variabilidade genética. Esta técnica ja foi utilizada na determinacdo da variabilidade
genética de Alstroemeria sp. L. (ANASTASSOPOULOS e KEIL, 1996), Dendrathema
grandiflora T. (WOLF e PETERS-VAN RIJN, 1993), Rosa sp (JAN et al. 1999) e
Viola spp. (KO et al.,1998).

Estudos de genéticas de associa¢des também tém utilizado com freqiiéncia
marcadores RAPD. Chung et al. (2001) utilizaram a técnica RAPD para caracterizar
24 cultivares de gérbera utilizando 80 iniciadores. Os autores constataram uma alta
similaridade genética (média de 0,72), a qual permitiu o agrupamento das cultivares
em Ccinco grupos.

Em Hippeastrum, o marcador RAPD foi utilizado para a caracterizacdo de
cultivares. A analise de dados de sete iniciadores permitiu 0 agrupamento das

cultivares em dois grupos com coeficiente de similaridade genética de 0,7
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(CHAKRABARTY et al., 2007).

Estudo de caracterizacdo genética também foi feito em espécies de Limonium
por Bruna et al. (2004). Neste estudo, 13 espécies analisadas com 10 iniciadores
obtiveram 244 bandas. O coeficiente de similaridade obtido foi de valores baixos (de
0,10 a 0,40) o que dificultou a identificagdo de ramos entre trés espécies L. caspia,
L. bellidifolium e L. otolepis, indicando que essas trés espécies podem ser
consideradas sindnimas.

Outros estudos utilizaram marcadores RAPD para a caracterizagdo de
hibridos. Yamagishi (1995) desenvolveu marcadores RAPD que foram usados para
a caracterizacdo e deteccdo de hibridos de espécies de Lilium. Em Limonium,
Prunus e Dianthus, Benedetti et al. (2001) confirmaram a identidade genética e
identificaram os marcadores associados a longevidade pos-colheita utilizando
RAPD. Além disso, diferenciaram cultivares de Rosa e Gerbera.

A paternidade de hibridos interespecificos também pode ser confirmada com
marcadores RAPD (BENEDETTI et al.,, 2000). Em Alstroemeria estes autores
confirmaram parentais de quatro hibridos interespecificos e verificaram o erro na
citagdo dos parentais de um hibrido analisado.

Além desses trabalhos, o marcador RAPD vem sendo utilizado em estudos de
deteccdo de cultivares resistentes a patdogenos. Em Gerbera foi identificado
marcadores associados a resisténcia ao patdogeno Fusarium (DALLAVALLE et al.,
2002) e na analise de relacdo genética entre espécies de orquideas (TAYWIYA et
al., 2008)

2.8.2 SSR

Microssatélites sao sequéncias de 1 a 6 nucleotideos que se repetem lado a
lado na fita de DNA, no genoma dos eucariotos (TAUTZ, 1989). Regibes contendo
essas sequéncias podem ser amplificadas por PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase), utilizando um par de iniciadores especificos (cerca de 20 — 25 bases)
complementares a sequéncias conservadas que flanqueiam o microssatélite. Essa
técnica revela polimorfismo em um loco, devido a diferengcas no numero de vezes
que o microssatélite (por exemplo, CA, AG, TTG, ATGC) repete-se naquele loco
(TAUTZ, 1989; HANCOCK, 1995). Cada segmento amplificado de tamanho diferente

representa um alelo diferente do mesmo loco.
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Quando comparado com outros marcadores moleculares, os ensaios com
SSR séo altamente polimorficos e informativos; a heranca é co-dominante, o que
permite a discriminacdo entre homozigotos e heterozigotos; sdo multialélicos, s&o
baseados em PCR, e, portanto necessitam de pequena quantidade de DNA; s&o
altamente reproduziveis; ndo requerem radioatividade; estdo bem dispersos no
genoma, em regides codificadoras e ndo-codificadoras, os locos sdo frequentemente
conservados entre espécies relacionadas (MORGANTE e OLIVIERI, 1993; GUPTA
et al., 1996; POWELL et al., 1996, JONES et al., 1997; RUSSELL et al., 1997; BUSO
et al., 2003; PRASAD et al., 2000; VARSHNEY et al., 2005).

Os SSR tém mostrado grande habilidade para determinar diferencas
genéticas quando comparados a outras classes de marcadores genéticos
(MUELLER e WOLFENBARGER, 1999; SUNNUCKS, 2000), devido a sua grande
quantidade e distribuicdo no genoma associado a alta variabilidade, tornando-os
capazes de gerar uma maior definicdo e resolugdo (SCHLOTTERER, 2000;
BALLOUX e LUGON - MOULIN, 2002). Por estas razdes, eles sédo rotineiramente
usados para identificacdo forensis (OLAISEN et al., 1997; MUKAIDA et al., 2000),
andlises de “pedigree” (MC COUCH et al., 1997), e determinagdo da estrutura da
populacdo (POWELL et al. 1996; GOLDSTEIN e SCHLOTTERER, 1999;
SCHLOTTERER, 2000). Devido a natureza co-dominante estes marcadores podem
ser usados em estudos de parentesco e de protecdo e de identificagcdo de
variedades de plantas em bancos de germoplasma (DIWAN e CREGAN, 1997,
LOPES et al., 1999).

O grande poder de discriminacéo dos microssatélites justifica seu uso quando
se pretende obter uma boa representacdo da diversidade genética existente,
conduzindo a estudos de diversidade inter e intra-especificos e promovendo a
compreensdo do genoma (ARADHYA et al., 2003). De acordo com Milach et al.
(1998) SSR se tornou uma das melhores opg¢des para uso na caracterizagdo de
cultivares, especialmente em germoplasma aparentado e de baixa variabilidade.

A principal desvantagem desses marcadores é o alto custo inicial que envolve
o desenvolvimento de pares de iniciadores especificos, o qual é um processo
elaborado e caro (MEEROW, 2005). Mas uma vez que os iniciadores estejam
disponiveis, o custo da técnica assemelha-se a de RAPD, com excec¢do de que 0s
géis para a visualizacdo dos fragmentos de DNA devem ser de poliacrilamida e

esses sdo de custo mais elevado. Uma vantagem para o par de iniciador especifico
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desenhado é que permite a PCR multiplex, a qual véarios locos microssatélites
podem ser analisados em uma mesma reacao de amplificagdo (MEEROW, 2005).

Varios microssatélites foram isolados e caracterizados em diversas espécies
de flores e plantas ornamentais, incluindo Rhododendron matternichii (NAITO et al.,
1998), Iris (BURKE et al, 1999), Pelargonium (BECHER et al., 2000), Primula (ISAGI
et al.,, 2001), Begonia sutherlandii (HUGHES et al., 2002), Lilium philadelphium
(HORNING et al.,, 2003), Rosa damascena (BAYDAR et al., 2004), Hosta
(YAMAMOTO et al., 2008).

Mitake e Yahara (2006) publicaram os primeiros pares de marcadores SSR
para o Hemerocallis a partir de uma biblioteca gendémica enriquecida. Foram obtidos
20 marcadores SSR, com média de heterozigosidade de 0,35 a 0,85 para H. fulva e

de 0 a 0,95 para H. citrina.

2.8.2.1 Reacbes Multiplas de Microssatélites (Multiplex)

PCR multiplo ou multiplex é uma variante da PCR na qual dois ou mais locos
sdo simultaneamente amplificados na mesma reagdo ou, ainda, amplificados em
reagOes distintas, mas genotipados simultaneamente. O desenvolvimento de um
sistema multiplex requer: 1) a selecéo de marcadores moleculares de acordo com a
variagcdo de tamanho dos alelos de cada loco, evitando sobreposi¢éo de faixas de
alelos em marcadores marcados com o mesmo fluorocromo; 2) PCR de cada
marcador molecular sob as mesmas condi¢cdes de amplificacdo; 3) PCR mudltiplo
numa mistura equimolar dos “primers”; 4) ajuste do tempo e da temperatura de
extensdo; 5) ajuste do tempo e temperatura de anelamento; 6) ajuste da quantidade
de marcadores em multiplex; e 7) ajuste da concentragdo do tampé&o da enzima.
Esta técnica tem permitido a ampliacdo simultanea de varios locos ha mesma reagao
e tornou-se um meio rapido e conveniente para a genotipagem em larga escala
(HENEGARIU et al., 1997).

O sistema automatizado de determinagdo do tamanho dos alelos SSR
marcados com fluorescéncia € um sistema em que um dos “primers” PCR para um
loco SSR (geralmente o “primer forward”) é marcado com um marcador fluorescente
colorido. Os produtos da PCR carregando diferentes marcadores fluorescentes séo
separados em eletroforese capilar. O uso de microssatélites marcados com

fluorescéncia para a genotipagem automética em sequenciadores de DNA oferece
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muitas vantagens em relag@o a andlise usando técnicas de eletroforese coradas com
prata. Uma das vantagens € o significativo aumento na acuracia na mensuracao do
tamanho do alelo, obtido pelo uso de um padréo interno em cada coluna de gel e
analisado com o uso de algoritmo automatizado (“allele calling”). De um modo geral,
a automatizacdo aumenta a velocidade e a acurécia da coleta de dados e o
processamento da informagdo. A alta sensibilidade da deteccdo também reduz o
volume necessario (e, sobretudo, o custo) da reacdo de PCR e permite a detecgéo
dos locos que apresentam amplificacdo mais dificil, além de eliminar o uso de
radioatividade (MITCHELL et al., 1997; COBURN et al., 2002).

A capacidade de montar uma PCR com varios pares de “primers” em uma
Unica reagdo € necessaria para reduzir o tempo, trabalho e custo da genotipagem
(OLIVO, et al., 2000). A montagem de painéis de genotipagem multiloco semi-
automatizada imp8e que microssatélites marcados com a mesma fluorescéncia
possuam variagdo de tamanho de alelos diferentes e aqueles com faixa de tamanho
em sobreposicdo sejam marcadores com fluorescéncia diferente (ZIEGLE et al.,
1992). A mistura dos microssatélites pode ser feita apds a reacdo de amplificacao,
ou os locos microssatélites podem ser amplificados juntos numa mesma reacéo de
PCR (MITCHELL et al., 1997).

Em Hemerocallis ndo ha trabalhos reportando o uso de painéis de reacdes
multiplas. No entanto para outras espécies, essa metodologia vem sendo utilizada
como por exemplo em Vitis vinifera L., na qual seis marcadores microssatélites
foram organizados em dois painéis para a caracterizacdo de 12 variedades (PINTO-
CARNIDE et al., 2003). Outro exemplo é o trabalho realizado por Schuck (2007), o
qual organizou 10 marcadores microssatélites em cinco painéis para caracterizar
molecularmente variedades de Vitis spp. Para arroz foram desenvolvidos painéis de
16 locos (PESSOA FILHO et al., 2004)

O uso da andlise de fragmentos de restricdo automética baseada na
fluorescéncia foi primeiro reportado por Carrano et al. (1989). Este método foi
adaptado e melhorado para a analise com microssatélites (EDWARDS et al., 1991;
ZIEGEL et al., 1992). Os métodos automaticos de genotipagem com SSR estéo
gradualmente substituindo os sistemas manuais de genotipagem no melhoramento

de plantas e na pesquisa genética.
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RESUMO

O mercado consumidor de Hemerocallis X hybrida Hort., hemerocale, demanda
cultivares de porte médio a baixo e que produzam grande numero de flores. O
melhoramento para esses caracteres nao tem apresentado grande eficiéncia devido
ao pouco conhecimento sobre a sua heranca. Considerando a necessidade de
aumentar a eficiéncia na obteng&o de cultivares de hemerocale com caracteres que
o0 mercado vem exigindo, o presente trabalho teve como objetivo estimar parametros
genéticos, bem como as correlagdes entre os caracteres quantitativos, e selecionar
familias com valores genotipicos superiores. Para esse estudo, treze cultivares
americanas foram selecionadas em relagdo ao porte da planta e ao nimero de
botbes florais por haste. Apds a selecdo foram realizadas autofecundagbes e
cruzamentos reciprocos. Dos cruzamentos efetuados nem todas as plantas
produziram frutos, ou quando isto ocorria, em alguns ndo havia produgcédo de
sementes. Um total de 24 familias foi obtido. Além disso, durante o primeiro e
segundo ano, houve desuniformidade no florescimento das familias obtidas sendo
necessario avaliarem os caracteres: altura de plantas, comprimento e largura de
folhas, nimero de hastes, nUmero de botdes florais por haste e nimero de botdes
florais por planta no terceiro ano. Dos resultados obtidos pode-se concluir que as
estimativas de herdabilidade da média da familia apresentaram-se superiores
quando comparadas as estimativas de herdabilidade no sentido restrito individual
para todos os caracteres avaliados. Foram obtidas estimativas de herdabilidade de
magnitude mediana a alta para os caracteres altura de planta (0,89), comprimento
da folha (0,83), largura da folha (0,69), niumero de hastes (0,68) e nimero de botdes
florais por planta (0,67), e de magnitude nula para ndmero de bot6es florais por
haste (0,006). As correlagdes genéticas observadas indicam que pode ser efetuada
selecdo para os caracteres altura de planta e numero de hastes visando o aumento
no numero de botdes florais por planta. Como houve uma variacdo entre os
resultados obtidos para valores genotipicos, uma alternativa de selecdo seria a
combinagdo de caracteres que estejam correlacionados. Sendo assim, poderia
indicar as familias DL 2, DL 3, DL 5, DL 14, DL 15, DL 24 e DL 25, possibilitando a
maior probabilidade de ganho genético em relag@o ao porte da planta e numero de
botbes florais por planta.A selecdo de familias possibilitou um ganho genético de
19,80 % para altura de planta, 32,48% para numero de hastes e 38,64% para
ndamero de botbes florais por planta. As familias selecionadas podem ser clonadas
ou utilizadas para futuros cruzamentos para a geragao de clones superiores.

Palavras—chave: planta ornamental, melhoramento de plantas, Hemerocallis X
hybrida Hort., modelos mistos.
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GENETIC PARAMETERS, GENETIC CORRELATION AND SELECTION OF
FAMILIES IN DAYLILIES'S POPULATION USING REML/BLUP

ABSTRACT

The marke of Hemerocallis x hybrida (Hort.), daylily, demands cultivars of medium
height and that produce high number of flowers. The breeding for these characters
does not because little is known about heritage in daylilies. Considering the necessity
to increase efficiency in obtaining cultivars with characters that the market demands,
this study aimed to predict heritability and genetic correlation by REML/BLUP
(restricted maximum likelihood/best linear unbiased prediction) and to select families
with high genotype values. Thirteen American daylily cultivars were selected for plant
height and number of floral buds per stem. After selection, crosses were performed
consisting of self- and cross- pollinations. A total of 24 families were obtained. Some
crosses did not produce fruits, and some crosses did not produce seeds.
Furthermore, there was no uniformity of flowering among families obtained. It was
necessary to evaluate the following characteristics in the third year: plant height,
length and width of leaves, stem number, number of floral buds per stem and number
of floral buds per plant. Our results indicate that estimate of average heritability of
families were superior than estimate of restrict individual heritability for all characters
evaluated. High heritability estimate were obtained for plant height (0.89), leaf length
(0.83), leaf width (0.69), stem number (0.68) and number of floral buds per plant
(0.67). However a nule value for number of floral bud per stem (0.006). Genetic
correlations observed indicated that selection for plant height and stem number
aiming the increase of number of floral buds per plant. There was variation between
the results for genotype values. An alternative selection would be a combination of
characters that are correlated.. Thus, it could indicate families DL 2, DL 3, DL 5, DL
14, DL 15, DL 24 e DL 25. These families probability enabling the highest of genetic
gain in relation of plant height and number of floral buds per plant. It was possible to
select families that present genetic gain of 19.80% for plant height, 32.48% for stem
number and 38,64% for number of floral buds per plant. The selected families may be
cloned or used for crosses to produce superior clones.

Key-words: ornamental plant, breeding, Hemerocallis x hybrid Hort., mixed models.
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3.1 INTRODUCAO

Hemerocallis X hybrida Hort., também conhecida como lirio-de-séo-josé ou
hemerocale é uma espécie ornamental que vem apresentando grande destaque
entre as plantas utilizadas para jardim, sendo o maior interesse econdmico para uso
como forragdo, podendo ser cultivada em bordaduras ou em grupos formando
macicos (LORENZI e SOUZA, 2001; TOMBOLATO, 2004).

Todos os anos, novas cultivares de hemerocales sdo lancadas no mercado
nacional. Em parte, essas novas cultivares foram obtidas por meio de hibridiza¢fes
entre cultivares introduzidas dos Estados Unidos e selecionadas para as condigdes
locais (TOMBOLATO, 2001). As principais metas destas hibridizacdes tém sido a
obtencé&o de plantas de porte mediano, com um maior nimero de flores por haste, e
flores de cores diferenciadas. Dario Bergmann (2004)" melhorista de hemerocale,
langou mais de 60 cultivares e revelou que os cruzamentos que tém realizado tem
apresentado uma baixa eficiéncia na obtencdo de cultivares com esses caracteres.
De acordo com Tombolato (2001), para atingir tais objetivos, é necessario o
conhecimento da heranca genética dos caracteres de sele¢cdo e das associacdes
entre esses caracteres.

Refor¢cando tal evidéncia Tomkins et al. (2001) citam que apesar dos Varios
anos de hibridizagbes realizados em hemerocale, ainda persiste uma caréncia de
informagOes sobre diversos aspectos e estudos sobre estimativas de parametros
genéticos dessa espécie, tais como: 0 nimero de genes que governam o carater, as
acoes e os feitos génicos, herdabilidade, repetibilidade e associagBes genéticas com
outros caracteres (RESENDE, 2002a).

A herdabilidade (h? é uma medida de proporcionalidade da variagéo total &
natureza genética. Pode ser estimada no sentido amplo pela proporcéo da variancia
genética total em relagdo a variancia fenotipica, ou no sentido restrito, determinada
pelo quociente entre variancia genética aditiva e a variancia fenotipica (RESENDE,
2002a). Esse parametro genético subsidia a escolha da melhor estratégia de
melhoramento a ser adotada (ALLARD, 1971; ZOBEL e TALBERT, 1984;
FALCONER, 1987), mostra claramente o potencial de progresso genético esperado

no programa de melhoramento e é essencial a predicdo de valores genéticos

! BERGMANN, D. Empresa Catarinense Agricola da llha, Joinville, SC. Comunicacgéo pessoal, 20 de
novembro de 2004.
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(RESENDE, 2002a).

Em Heliconia psittacorum elevadas estimativas de herdabilidade foram
verificadas para numeros de dias para emisséo de inflorescéncia (0,97), nimero de
folhas (0,84), massa da haste (0,82), comprimento da haste (0,85) e das
inflorescéncias (0,84), indicando maior possibilidade de sucesso no melhoramento
genético de helicbnia, mediante a selecdo desses caracteres (COSTA et al.,2007).

Outro par@metro genético essencial para o melhoramento € a correlacédo seja
ela genética ou fenotipica. A correlagdo genética entre caracteres indica o grau de
associagdo destes caracteres (RESENDE, 2002b). Como em geral, em um
programa de melhoramento objetiva-se selecionar os gendtipos ndo para caracteres
isolados, mas para um conjunto de caracteres simultaneamente, o estudo das
correlagfes € de grande importancia, pois permite quantificar a magnitude e direcédo
da influéncia de uma determinada caracteristica sobre outra (CRUZ e REGAZZI,
1997; VENCOVSKY, 1978).

Com relacdo ao método a ser utilizado para estimar parametros genéticos
existem diversos, no entanto, para o melhoramento de plantas perenes, Resende
(2000) cita que o uso de técnicas de avaliagdo genética com base em modelos
mistos REML/BLUP (méxima verossimilhanca restrita/melhor predigdo linear ndo
viciada) é fundamental para a predicdo de valores genéticos aditivos e genotipicos
de individuos com potencial para sele¢do, tanto em nivel intrapopulacional como
interpopulacional.

Considerando a necessidade de aumentar a eficiéncia na obtencdo de
cultivares de hemerocales com porte mediano e grande producdo de botdes florais,
o0 presente trabalho teve como objetivo estimar pardmetros genéticos, bem como as
correlagbes entre os caracteres quantitativos, e selecionar familias com valores

genotipicos superiores.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no periodo de 2004 a 2007, na empresa Agricola da
llha, Ltda, localizada no municipio de Joinville, SC, situada nas coordenadas
cartograficas de 26°18'16” latitude sul, 48°50’44” longitude oeste, na altitude entre 0
e 4,5 m acima do nivel do mar. O clima é classificado como mesotérmico Umido,
temperatura média anual 22,11 °C, sendo a média das méaximas 30,6 °C e a média
das minimas 13,7 °C, com precipitacdo média mensal 136,22 mm e umidade relativa
do ar 82,4% (Fundacdo Pesquisa e Planejamento para o Desenvolvimento

Sustentavel de Joinville, 2004).

3.2.2 HIBRIDACAO

Inicialmente foi realizada a selecdo de 13 cultivares americanas de
hemerocale dipléides (Tabela 1). Estas cultivares foram selecionadas considerando
0 porte da planta e o nimero de botbes por haste. Seis plantas de cada cultivar
foram medidas. O porte da planta foi medido com uma trena graduada desde o nivel
do solo até a extremidade da haste, incluindo as flores. A partir destas medi¢fes, as
plantas foram classificadas como: de porte alto (altura superior a 80 cm), porte
médio (de 60 a 80 cm de altura) e porte baixo (de 35 a 60 cm). Em relagdo ao
ndamero de flores por haste, foi realizada a contagem do numero de botbes por
haste, com os valores obtidos, foi calculada uma média. Plantas com média superior
a 15 botdes por haste, foram consideradas com alta producéo de botdes por haste,
de 8 a 15 botdes por haste, média producéo e inferior a 8 flores por haste, baixa
produgéo.

ApOs a selecdo dos genitores, foram realizados os cruzamentos que
consistiram em autofecundacdo e em cruzamentos reciprocos (Tabela 2).

As flores destinadas a fornecer e receber o pélen foram protegidas 24 horas
antes da antese com um saco de papel parafinado. Com a abertura da flor, o pdélen

da flor doadora foi coletado com o auxilio de um palito e em seguida levado a flor
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receptora. Apos a polinizagdo, foi esperado um periodo de 10 semanas para o

desenvolvimento e a maturagéo das sementes.



TABELA 1 - Porte da planta (P),

Joinville, SC, 2004.
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ndamero de botBes por haste (NBH), classificacdo quanto & ploidia, dorméncia e parentais.

NI Cultivar p® NBH® Ploidia Classificacao Parentais
(m) dorméncia

50 ‘Caribbean Snowcap’ 0.80 11,33 Diploide Sempre-verde ‘Caribbean D. Elkens’ x ‘Just Celebrate’

51 ‘Gentle Shepherd’ 067 18,75 Diploide Sempre-verde “Seedling” x “seedling”

54 ‘Stolen Treasure’ 041 9,5 * Dormente ‘Border Crossing’ x “seedling”

56 ‘Sugar Candy’ 0,56 6.4 ¥ Dormente ¥

61 ‘Siloam Nugget 0,42 6,2 Diploide Dormente *

65 ‘Cinderella’s Dark Side’ 0,52 12,75 Diploide Dormente (‘Pardom me’ x ‘Elleanor Apps’) x ‘Little Squiz’
66 ‘Siloam June Bug’ 0,68 13,8 Diploide Dormente *

70 ‘Dragons Eye’ 0,61 11,8 * Semi-dormente ‘Enchartes Spell’ x ‘Janice Brown’

72 ‘Siloam Show Girl’ 0,73 22,2 Diploide Dormente *

76 ‘Double Cranberry Ruffles’ 0,68 14,16 Diploide Sempre verde  ‘Stroke of Midnight’ x ‘Siloam Double Rose’
80 ‘Green Spider’ 0,85 11,8 Diploide Dormente ‘Parfait’ x “seedling”

82 ‘Cleopatra’ 1,19 15,5 Diploide Sempre-verde *
526 ‘Snowing Down South’ 0,76 13,5 Diploide Semi-dormente ‘Gentle Shepherd’ x “seedling”

(1) Alto acima de 0,80 m; Médio de 0,60 a 0,80 m; Baixo de 0,35 a 0,60 m.

(2) Alto acima de 15 botdes/haste; Médio de 8 a 15 botbes/haste; Baixo inferior a 8 botées/haste.
ploidias e parentais ndo conhecidos e/ou néo citados nos registros do “The American Hemerocallis Society”.
NI — nimero de identificacdo dos parentais de acordo com os registros da Agricola da llha, Ltda.
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TABELA 2 - Cruzamentos efetuados entre cultivares americanas de hemerocale.
Joinville, SC, 2004.

Namero do Cruzamentos Caracteristica dos Namero de
cruzamento  efetuados em relagéo parentais identificagéo dos
ao parentais
DL1 Porte Alto X Alto 82X 82
DL 2 Porte Médio X Alto 66 X 82
DL 3 Porte Alto X Médio 82 X 66
DL 4 Porte Baixo X Alto 56 X 82
DL 5 Porte Alto X Baixo 82 X 56
DL 6 Porte Médio X Médio 526 X 526
DL7 Porte Baixo X Médio 65 X 526
DL 8 Porte Médio X Baixo 526 X 65
DL 9 Porte Alto X Médio 50 X 526
DL 10 Porte Médio X Alto 526 X 50
DL 11 Porte Baixo X Baixo 54 X 54
DL 12 Porte Médio X Baixo 51 X 54
DL 13 Porte Baixo X Médio 54 X 51
DL 14 Porte Alto X Baixo 80 X 54
DL 15 Porte Baixo X Alto 54 X 80
DL 16 Numero de botdes florais Alto X Alto 72X72
DL 17 Numero de botdes florais Médio X Alto 66 X 72
DL 18 Numero de botdes florais Alto X Médio 72 X 66
DL 19 Numero de botdes florais Baixo X Alto 61X 72
DL 20 Numero de botdes florais Alto X Baixo 72X 61
DL 21 Numero de botdes florais Médio X Médio 70X 70
DL 22 Numero de botdes florais Baixo X Médio 54 X 70
DL 23 Numero de botdes florais Médio X Baixo 70 X 54
DL 24 Numero de botdes florais Alto X Médio 76 X 70
DL 25 Numero de botdes florais Médio X Alto 70X 76
DL 26 Numero de botdes florais Baixo X Baixo 56 X 56
DL 27 Numero de botdes florais Médio X Baixo 526 X 56
DL 28 Numero de botdes florais Baixo X Médio 56 X 526
DL 29 Numero de botdes florais Alto X Baixo 51 X 56
DL 30 Numero de botdes florais Baixo X Alto 56 X 51
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3.2.3 SEMEADURA

Passado o periodo de maturacdo, de aproximadamente 70 dias, as sementes
foram coletadas dos frutos e colocadas para secar a sombra durante 48 h. Apds o
periodo de secagem, as sementes foram semeadas em bandejas de isopor de 128
células, com capacidade de 30 mL, contendo 100% de fibra de coco. Para a
emergéncia das plantulas as bandejas foram colocadas em ambiente protegido,tinel
plastico. As plantulas receberam regularmente irrigacdo manual, com auxilio de

regador.

3.2.3.1 Transplante das plantulas

Apos a emergéncia das plantulas, periodo aproximado de 60 dias, as mudas
foram transplantadas para canteiros com 1 m de largura e 52 m de comprimento,
espacadas de 30 x 40 cm. O solo foi primeiramente arado e em seguida aplicado
adubo organico (3 kg.m? de esterco de galinha curtido) + 100 gr.m? de adubo
quimico NPK na formula¢do 10-10-10 em sulcos longitudinais. As plantas receberam
irrigacdo manual durante um més, com auxilio de regador. Apds esse periodo as
plantas n&o foram mais irrigadas.

Ap6s um més de transplante foi espalhado serragem nos canteiros
experimentais, para manter a umidade do solo e também proteger da invasdo de
plantas daninhas.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos incompletos com 24
tratamentos (quatro autofecundagbes e 20 cruzamentos), com uma a quatro
repeticbes e numero variavel de 4 a 10 plantas por parcela. O nimero de repeti¢cdes
e de plantas por parcela variou devido ao baixo nimero de sementes produzidas e

consequentemente de mudas obtidas.

3.2.3.2 Manutengé&o dos canteiros

Durante os trés anos de condugdo do experimento foram realizadas duas
podas foliares anuais: a primeira apés o florescimento, em margo, e a segunda em
julho. As folhas foram cortadas deixando aproximadamente 10 cm de parte aérea.

Em seguida aplicou-se adubo organico (3 kg.m? de esterco de galinha curtido) + 100
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gr.m? de adubo quimico NPK em sulcos na formulagdo 10-10-10 apés a primeria
poda e 4-14-8 na segunda poda.
Durante todo o periodo da pesquisa, mensalmente, foi realizada a retirada

manual das plantas daninhas dos canteiros.

3.2.4 CARACTERISTICAS QUANTITATIVAS

A avaliacdo das caracteristicas quantitativas: altura de plantas; comprimento e
largura da folha; numero de haste por planta; nimero de botdes florais por haste e
namero de botdes florais por planta foi realizada apés trés anos do transplante das
mudas para o campo.

A altura da planta foi medida em centimetros, com uma trena graduada desde
o nivel do solo, junto & planta, até a extremidade da haste. Para o comprimento e
largura das folhas também foi utilizada uma trena graduada. O comprimento da folha
foi medido desde a coroa até a extremidade da folha e a largura foi medida na regido
mediana da folha. A contagem do numero de hastes, nimero de botdes florais por
haste e nimero de botbes florais por planta foi feita na mesma ocasido e nas
mesmas plantas utilizadas para a avaliagdo dos caracteres anteriormente citados.

Estimativas dos componentes de variancia e dos parametros genéticos foram
obtidas por meio do programa computacional denominado SELEGEN -
REML/BLUP, desenvolvido por Resende (2002b) para o melhoramento de plantas
perenes.

Para a analise das variaveis adotou-se o Modelo Estatistico 38 (blocos

incompletos, vérias plantas por parcela, genitores ndo aparentados).
3.2.5 ANALISE GENETICA VIA REML/BLUP

A avaliag@o genética das familias foi realizada, usando o procedimento 6timo
e padrdo para predicdo de valores genéticos denominado BLUP individual, usando
estimativas de componentes de variancia obtidas pelo método denominado REML
sob o modelo individual, descrito por Resende (2002b). Para realizar a andlise
genética, adotou-se o programa computacional SELEGEN-REML/BLUP, utilizando o

modelo estatistico 38.
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3.2.5.1 Modelo Estatistico 38 - blocos incompletos, varios gendtipos por parcela,

genitores nao aparentados

A sequéncia de colunas no arquivo de dados para analise empregando o
Modelo estatistico 38, no programa computacional SELEGEN-REML/BLUP
(RESENDE, 2002b) é a seguinte:

Individuo, Pai, Mae, Repeticdo, Parcela, Progénie, Bloco, Arvore, Variaveis.

A avaliagéo de familias de irmdos germanos obtidas sob cruzamento dialélico
desbalanceado, no delineamento de blocos incompletos, com varias plantas por
parcela consistiu do seguinte modelo estatistico:
y=Xr+Za+Wp+ Sf+Thb + e, em que:

y: vetor de dados;

r: vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral;

a: vetor dos efeitos genéticos aditivos individuais (assumidos como aleatérios);

p: o vetor de efeitos de parcelas (aleatérios);

f: vetor dos efeitos genéticos de dominancia associado a familias de irméos
germanos (assumidos como aleatorios);

b: vetor dos efeitos dos blocos incompletos (aleatorios);

e: vetor de erros ou residuos (aleatorios).

X, Z, W, S, e T =representam as matrizes de incidéncia para os efeitos de r, a, p, f,

e b, respectivamente.
DistribuigBes e estruturas de médias e variancias:

y|r,V ~ N(Xr,v)

a| A,0% ~ N(0, A,0%)
p|o% ~ N(O, lo%)

f| 0% ~ N(O, lo%)

b| 6% ~ N(O, lo%)

e| 0% ~ N(O, lo%)

Cov (a, p’) =0; Cov (a, f) = 0; Cov (a, b’) =0; Cov (a, €") = 0;
Cov (p, f) =0; Cov (p, b’) = 0; Cov (p, €’) =0; Cov (f, b’) =0;



Cov (f, e’) =0; Cov (b, €) =0, ou seja:

y] [Xr y V. ZAc? Wig? Slo? Tlo? 167]
a 0 a| [Ac?Z' Ac: O 0 0 ©
EIPIZ1O) var|P|- lojW' 0 loj O 0 0
f 0 f lofS' 0O 0 lof 0O O
b 0 b logT" 0 0 0 Tlof O
le|] | 0] le] | lo2 0 0 0 0 loZ]

V= Var (Y) = ZAc%Z'+WIo?, W’+Slo%S'+Tlo?, T'+lo?,

A é a matriz de correlacdo genética aditiva entre os individuos em avaliagdo.

Equacbes de modelo misto:
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[ X' X X'Z X'W X'S X'T Fl [ X'y]
Z'X Z2'Z +A_lﬂl Z'W Z'S Z'T a Z'y
W' X W'z W'W +I4, W'S W'T pl=|W'y |, emque:
S'X S'Z S'W S'S+14,; S'W f S'y
| T'X T'Z T'W T'S TT+I4]|b] |[Ty]|
21:g_§:l_h2_p2_f2_b2.
2 2 !
o} h
A o2 1-h?-p®-f?-Db*
2T "2 7 2 '
o, p
o2 1-h*-p?—f2-b?.
/13 = _2 = 2 ]
of f
o 1-h®>-p?-f?-p’
2,4 = G—g = b2 .
2
h? = B Gaz >— - herdabilidade individual no sentido restrito;
o, +o, +0f +0y +0g
, o2 y - .
p® =————5——— coeficiente de determinagdo dos efeitos parcela;
O, +0, +0f +0, +0,
2
f2 = i . coeficiente de determinagdo dos efeitos da capacidade

2

2, 2, 2 2
0, +0p +0f +0, +0,

especifica de combinacéo;



68

2
(e .. . ~ .
b?=—————2 —: coeficiente de determinacéo dos efeitos bloco;
o, +o, +0f +0y +0g

o2 variancia genética aditiva;
o2, :variancia entre parcelas;

a
par
o? : variancia da capacidade especifica de combinacdo ou variancia genética de
dominancia entre as familias de irmaos germanos;

ot . variancia entre blocos;

2 - variancia residual ou erro:

Oe¢

Estimadores interativos de componentes de varidncia por REML via algoritmo

em:

G2 :[y‘y—f‘X‘y—é‘Z'y—fJW'y—fAS'y—BT'Y]/[N—r(X)]
62 =laAta+62tr (AC?)|/q

62 —[f)'f)+&j trCS?’J/sl

52 =|ff +62rc i

6t = lB‘ b+62trC J/s2
sendo que:

c?2, c®, c* e C% sdo derivados de C*;

— -1 —

C, C, Cs C, Cgs cll ¢l B cu (s ]
Cy, C,, C;, C, C, cl c2 B ¥ (B
c1l= Cy Csyp Ci Cuy Cu| =|C% C®2 c® ¥ ¥
Cy C,, Cu Cu Cu C4 c®2 B M (s

Csi Csp Cs3 Coy Cys | Ie 51 052 (053 (54 (055 ]

C: matriz dos coeficientes das equagOes de modelo misto;

tr: operador de trago matricial;

r(x): posto da matriz X;

N, g, s1, t e sz nimero total de dados, numero total de parentes, numero total de

parcelas, numero total de cruzamentos e numero total de blocos, respectivamente.



69

O estimador do componente de variancia de dominancia entre familias € dado por
0% = (1/4) 0%. Isto é igual ao componente de variancia associada com a capacidade
especifica de combinacéo. Neste caso, 0% é igual a ¥ da variancia genética de

dominéancia total presente na populagao.

A herdabilidade média da familia (h%y) foi estimada por:
h2me = {(1/2) x 0% + 024} 1 (1/2) x 0% + 024 + 0Zpad N%ep + (0% + V2 022)/(N%janta X N%ep),
onde:
N.%ep: NUMero de repeticdes;
N.%panta: NUMero de plantas por parcela.
A variancia genotipica entre familias (ozp) foi estimada por:
0% = (0%4/2) + 0%
Variancia do erro de predi¢édo dos valores genotipicos (PEV):
PEV = (1 - h%ny) x 0%,
Desvio padréo do valor genotipico predito (SEP):

SEP =+/PEV

Acurécia seletiva entre familias (ACtam):

Ac,,, =+R2
Coeficiente de variagdo genética (CVy %):
CVg4 % = (0%/MG) x 100
Onde;
MG = Média geral

Coeficiente de variagdo ambiental (CV¢%):

CV.% = {J[agar +o2+(02/2)/n° 0l /MG}x 100

Coeficiente de variagéo relativa (CVr):
CV, =CV,%/CV.%

3.2.5.2 Correlagéo entre caracteres

As correlagBes genotipicas entre pares de caracteres analisadas em nivel de

individuos (altura de plantas; comprimento e largura da folha, nimero de haste por
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planta, nimero de botdes florais por haste e nimero de botdes florais por planta)
foram calculadas a partir das médias genotipicas obtidas pelo BLUP individual
analisados através do Modelo Estatistico 38, conforme descrito pela férmula:

oj = 0; /0.0

gj : covariancia genotipica entre o caractere i e j.
O; : desvio padrdo genotipico para o caractere i.

0O;j : desvio padréo genotipico para o caractere j.



71

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 HIBRIDACAO

Dos 30 cruzamentos realizados no presente trabalho foram obtidas 26
familias. Quatro cruzamentos DL 1 e 21 (auto-fecundacdes) e, DL 7 e 22
(fecundagbes cruzadas) falharam devido ao aborto dos frutos. Alguns frutos
abortaram apo6s sete dias da polinizagdo, outros levaram um tempo maior,
aproximadamente 14 dias (Tabela 3 e Figura 4). Uma das possiveis causas para
esse resultado € a auto-incompatibilidade. Para o género Hemerocallis a auto-
incompatibilidade pode ser classificada como pds-zig6tica que possivelmente pode
ter ocorrido a inibicdo ovariana precedente a penetracdo dos Ovulos a qual se
processa no tecido transmissor do ovario, ou na epiderme da placenta (RIESEBERG
e CARNEY, 1998). Tal fendmeno foi verificado em Lilium candidum e Lilium
szovitsianumm (BROCK, 1954) e Hemerocallis thunbergi e Hemerocallis citrina
(STOUT e CHANDLER, 1933). Em todos estes casos, uma pequena parcela de
tubos polinicos resultantes de auto-fecundacdes alcancaram e penetraram o0s
ovulos.

Com relacéo a taxa de fecundagé@o em plantas autofecundadas, foi observado
que as plantas que obtiveram frutos apresentaram taxa inferior a 20%, exce¢ao do
cruzamento DL 16 (Tabela 3). Esse resultado possivelmente deve-se ao fato de que
alguns hemerocales apresentam incapacidade de produzir sementes por meio de
auto-fecundacédo (STOUT e CHANDLER, 1933). Isto é devido & incompatibilidade de
fertilizar individuos ou clones que s&@o debilmente compativeis. Em adi¢cdo, Gibbs
(1986) também cita que na maioria dos casos a auto-incompatibilidade se expressa
por uma baixa produtividade de frutos e sementes em auto-fecundagdes, quando
comparado ao numero de sementes e frutos formados por polinizages cruzadas, tal
resposta pode ser verificada na Tabela 3.

O baixo numero de frutos e sementes obtidas também foi observado em
cruzamentos reciprocos (Tabela 3). Dos 24 cruzamentos reciprocos, oito
apresentaram porcentagem de flores fecundadas inferior a 25%. Para esse resultado
a diferenga do nivel de ploidia ndo pode teoricamente ser rejeitada como possivel
explicagéo, visto que para algumas cultivares de hemerocale de origem americana

utilizadas nos cruzamentos ndo se tem dados referentes a suas ploidias (Tabela 1).
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FIGURA 4 - Abortamento de frutos em plantas de hemerocale. Joinville, SC,
2004.

No segundo ano, foi realizada a avaliagdo dos cruzamentos obtidos, no
entanto, foi possivel obter resultados em 22 familias (duas familias nao floresceram
e outras duas: a familia 16 e 26 nao sobreviveram no campo devido ao ataque de
formigas). Vale ressaltar que dentro das familias obtidas algumas repeticdes nao
floresceram. No terceiro ano houve a emissdo das hastes florais de todas as familias
obtidas, totalizando 24 familias.

E possivel supor que tal resultado seja devido ao fato de que essas plantas
foram originadas de sementes, e, segundo Nau (1995) tais plantas podem levar de
dois a trés anos para florescer. Outra hip6tese que pode ser citada seriam os fatores
externos que influenciam grandemente na atividade de crescimento tais como:
temperatura, fotoperiodo, qualidade da luz, temperatura durante o periodo de luz e
escuro, condi¢des nutricionais e suplementacdo de agua (VEGIS, 1964; POETHIC,
1990; DE JONG, 1991; ERWIN, 2006). Dos fatores citados, o estresse hidrico e a
baixa temperatura podem ter influenciado no prolongamento do periodo juvenil de

hemerocale devido as variagfes climaticas que ocorreram durante o experimento.
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Poderia também supor que o atraso da emissdo da haste floral ocorreu devido
ao fato de que, a maioria dos parentais utilizados para a obtencéo das familias, de
acordo com “American Hemerocallis Society”, € classificada como dormentes ou
semi-dormentes (Tabela 1). Essa caracteristica € considerada hereditaria, com o
inicio, durac&o e fim do periodo vegetativo geneticamente determinado. No entanto,
ndo se pode esquecer que essas propriedades podem ser modificadas por fatores
externos (VEGIS, 1964), e que as cultivares podem apresentar diferentes
comportamentos daqueles registrados, visto que se desenvolvem em ambientes

diferentes daqueles que foram originadas (ERHARDT, 1992; GATLIN, 1999).

TABELA 3 - Numero de flores polinizadas, nimero de frutos obtidos e porcentagem
de fecundagdo em cruzamentos que consistram em autofecundagbes e
cruzamentos reciprocos realizados em hemerocale. Joinville, SC, 2004.

Cruzamentos Numero de flores Numero de frutos Porcentagem de
polinizadas obtidos fecundagéo
DL1=82X82 90 0 0,00
DL 2 =66 X 82 12 10 83,33
DL 3 =82 X 66 5 1 20,00
DL4 =56 X 82 77 7 9,09
DL5 =282 X 56 60 48 80,00
DL 6 =526 X 526 35 4 11,42
DL 7 =65 X 526 30 0 0,00
DL 8 =526 X 65 12 8 66,66
DL 9 =50 X 526 16 4 25,00
DL 10 =526 X 50 22 15 68,18
DL11 =54 X 54 35 1 2,85
DL12=51X54 45 3 6,66
DL 13 =54 X51 14 10 71,42

DL 14 =80 X 54 75 3 4,00
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TABELA 3 - Numero de flores polinizadas, nimero de frutos obtidos e porcentagem
de fecundagdo em cruzamentos que consistram em autofecundagbes e
cruzamentos reciprocos realizados em hemerocale. Joinville, SC, 2004.
(continuacéo)

Cruzamentos Numero de flores Numero de frutos Porcentagem de
polinizadas obtidos fecundacéo
DL 15 =54 X 80 25 7 28,00
DL16=72X72 25 10 40,00
DL17 =66 X72 9 1 11,1
DL 18 =72 X 66 8 4 50,00
DL19=61X72 8 5 62,5
DL20=72X61 6 2 33,33
DL21=70X70 13 0 0,00
DL 22 =54 X 70 27 0 0,00
DL23=70X54 13 2 15,38
DL24 =76 X70 8 4 50,00
DL25=70X76 2 40,00
DL 26 =56 X 56 71 11 15,49
DL 27 =526 X 56 20 15 75,00
DL 28 =56 X 526 2 25,00
DL 29 =51 X 56 7 3 42,85
DL 30 =56 X 51 26 11 42.30

3.3.2 COMPONENTES DE VARIANCIA E PARAMETROS GENETICOS

Os componentes de variancia e os parametros genéticos estimados via
procedimento REML/BLUP estdo apresentados na Tabela 4. Esse método se
mostrou adequado para estimativas de parametros genéticos em hemerocale, com
alta confiabilidade conforme evidenciado pela elevada acuracia (variando de 0,82 a
0,94).

Os coeficientes de variacdo ambiental (Cve%) obtidos para os caracteres
altura de planta, comprimento e largura de folha variaram de 8,83 a 15,63%, esses
valores podem ser considerados baixos e demonstram boa preciséo para o ensaio e

para o critério de avaliagdo. Para os caracteres numero de hastes, numero de
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botbes florais por haste e por planta tais valores apresentaram-se mais elevados,
variando de 28,77 a 38,30%.

Os coeficientes de variacdo genética (CVg%), que expressam em
porcentagem a média geral da quantidade de variacdo genética existente, sugerem
a existéncia de variabilidade genética com possibilidade de sele¢cdo para os
caracteres altura de planta, comprimento de folha, largura de folha, numero de
hastes e numero de botdes florais por planta, pois os valores situaram—se entre
11,12% a 27,48%. Tais resultados indicam a possibilidade de encontrar individuos
superiores que poderdo proporcionar ganhos com a selegcéo, pois apresentaram
valores acima de 10% confirmando a presenca de consideravel variabilidade
genética (RESENDE, 2002a).

Para o carater numero de botdes florais por haste, a variagdo genética foi de
1,14%, o que restringe a selecdo com base nesse carater, devido a auséncia de
variabilidade genética. Esse resultado permite inferir que é necessério a introdugéo
de novos materiais contrastantes na populacdo para aumentar a variacdo genética
(FALCONER, 1987).

Os valores dos coeficientes de determinacédo dos efeitos de parcela (C*parc)
foram baixos para todos os caracteres, indicando uma baixa variabilidade ambiental
entre parcelas dentro de bloco.

As estimativas obtidas para os valores de herdabilidade no sentido restrito
apresentaram magnitude variavel em todos os caracteres avaliados (Tabela 4). De

acordo com classificagéo descrita por Resende (2002a), a herdabilidade pode ser

considerada como de baixa magnitude quando h? é menor que 0,15; média

magnitude entre 0,15 a 0,50 e alta magnitude com ﬁj maior que 0,50, ao nivel de

individuos.

Valores obtidos de herdabilidade individual para altura de planta (0,52) e
comprimento de folha de hemerocale (0,39), considerados de alta a média
magnitude indicam a possibilidade de se realizar a selegéo individual, mas para
comprovar eficiéncia neste tipo de selecdo é importante considerar a variagdo do
erro padréo. Verificando a Tabela 4 nota-se que os desvios foram inferiores ao valor
da herdabilidade no sentido restrito individual, portanto, haveria possibilidade de

selecionar individuos dentro de familias e com base nestas caracteristicas.
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Herdabilidades da média da familia A%, apresentaram estimativas superiores
quando comparadas as estimativas de herdabilidade no sentido restrito individual
(Tabela 4). As referidas herdabilidades foram superiores a 0,60. Estes resultados
evidenciam que existe vantagem em usar informagéo da familia. Corroborando com
esse resultado Toms et al. (1994) demonstraram que a selecdo de familia induz a
uma maior resposta do que a selecdo individual. Harding et al. (1981) também
verificaram um aumento na estimativa da herdabilidade para producéo de flores de
gérbera, no sentido amplo individual a estimativa foi de 42%, enquanto que para
média de familia foi de 68%, sugerindo-se selecdo de familias para se ter sucesso
na producéo de flores.

Os resultados indicam a sele¢éo de familias para hemerocale, no entanto,
para que essa selegdo seja efetiva a precisdo experimental deve ser alta. E segundo
Gomez e Gomez (1984) varios fatores tais como heterogeneidade do solo, material
(planta)., sistema de manutencédo afetam a acurécia experimental.

Utilizar informagBes de progénies e parentes permite elevar a acurécia
seletiva da variavel de baixa para moderada, pois seré utilizado um maior numero de
informagbes (RESENDE, 2002a). Isto pode ser verificado na estimativa de
herdabilidade ao nivel de familia de moderada a altas magnitudes, variando de 0,67
para nimero de bot&es florais por planta e 0,89 para altura de planta. As magnitudes
de herdabilidade conduziram a um valor de acuracia para selecdo de familias de
0,82 a 0,94 (Tabela 4), o que indica uma boa preciséo dos resultados. Corroborando
com os resultados obtidos, Camas e Esendal (2006) e Costa et al. (2007) estudando
Carthamus tinctorius L. e Heliconia psittacorum, obtiveram altas estimativas de
herdabilidades em nivel de familia para o carater altura de plantas 0,93 e 0,85,

respectivamente.
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TABELA 4 - Estimativa dos componentes de variancia e parametros genéticos para
as variaveis: altura de planta (AP), comprimento de folha (CF), largura de folha (LF),
ndamero de hastes (NH), nimero de botdes florais por haste (NBH), nidmero de
botBes florais por planta (NBP) de 24 familias de irmdos germanos de hemerocale.
Joinville, SC, 2007.

Parametros® AP CF LF NH NBH NBP

a; 117,6300 73,1198 0,10875 5,83015 0,0078 330,9905
afm 0,00087 0,00067 0,00002 0,00000 2,4700 0,7302
sz 0,03159 0,0361 0,00018 0,01650 0,0303 463,035
Gfmc 0,0003 0,00006 0,00673 0,00000 0,02918 12,1064
g: 108,470 113,8793 0,5142 29,1835 28,4906 3107,5220
05 226,110 187,0089 0,6297 35,0178 31,0052 3567,1080
F/Za 0,520+0,15 0,390+0,13 0,172+0,08 0,166+0,08 0,0002+0,003 0,092+0,06
Flzg 0,52037 0,3911 0,1729 0,1669 0,001230 0,2225

CZparc 0,0000 0,00000 0,00004 0,0000 0,07966 0,00020

szam 0,00003 0,00004 0,00007 0,00011 0,00024 0,03245

szoc 0,00000 0,00000 0,01069 0,00000 0,00094 0,0033
MG 59,7914 54,3363 1,9693 6,9881 9,3389 61,0111
aﬁ 58,8229 36,5689 0,05442 2,91913 0,01149 281,254
;2 0,8940 0,83368 0,69665 0,68579 0,00632 0,67316

mf

PEV 6,2319 5,35091 0,01651 0,91721 0,01141 91,9254
SEP 2,4963 2,3132 0,12849 0,95771 0,10684 9,58777

Ac 0,9455 0,92395 0,83466 0,82813 0,07953 0,82046

fam
CVy (%) 12,828 11,129 11,846 24,449 1,148 27,488
CVe (%) 8,831 9,215 15,634 33,098 28,770 38,307

CVr 1,452 1,208 0,758 0,739 0,040 0,718

A . Z4r e 2 ‘A . 2 A . 4t - A .
! variancia genética aditiva (o), variancia entre parcelas (0, ), variancia genética de dominancia

o 2 ‘A . 2 N . . 2 A
entre familias (oy ), variancia entre blocos (0, ), variancia residual entre parcelas (o, ), variancia

fenotipica individual (65), herdabilidade individual no sentido restrito (ﬁza), herdabilidade individual

no sentido amplo (ﬁzg), coeficiente de determinacédo dos efeitos de parcela (Czparc), coeficiente de
determinacdo dos efeitos das familias (C%am), coeficiente de determinacdo dos efeitos dos blocos

(Chioc), média geral (MG), variancia genotipica entre familias (05 ), herdabilidade da média da familia

no sentido amplo (ﬁsz ), variancia do erro de predicéo dos valores genotipicos (PEV), desvio padrédo
do valor genotipico predito (SEP), acuracia seletiva entre familias (Acm), coeficiente de variacdo
genética (CVy), coeficiente de variagdo ambiental (CV.), coeficiente de variago relativa (CVr).
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O numero de botdes florais por haste apresentou estimativas muito baixas
tanto para herdabilidade individual (0,0002) quanto para herdabilidade de média de
familia (0,006), revelando auséncia de variagdo genética aditiva na populagéo
(0,0078) e, consequentemente, a estimacdo de ganhos genéticos de baixa
magnitude, portanto ndo se deve utilizar esse parametro para sele¢do para esta
populacdo. Possivelmente esses resultados podem estar relacionados aos fatores
que podem influenciar as estimativas de herdabilidade tais como: a caracteristica a
ser estimada, ao método de estimativa, a diversidade da populagédo, a unidade
experimental, a precisdo na conducdo do experimento e na coleta dos dados,
(FALCONER, 1987; BOREM e MIRANDA, 2005). De acordo com Falconer (1987),
se o carater apresentar valor zero ou quase nulo para herdabilidade, ndo existindo
variancia genética, a selecdo efetuada ndo promovera ganho genético, pois toda a
diferenca entre os individuos serd ambiental. Resultados semelhantes foram obtidos
para Saxifraga granulata em que o caradter ndmero de flores foi altamente
influenciado pelo ambiente e apresentou uma estimativa muito baixa de 0,11
(ANDERSON, 1996). Em contrapartida, para crisantemo Jong (1984) verificou que o
cardter numero de flores apresentou uma alta variagdo genética e
consequentemente um alto valor de herdabilidade no sentido amplo (70%).

Comportamento inverso ocorreu para nimero de botdes florais por planta, em
gue as estimativas de herdabilidade individual foram 0,092 e a herdabilidade da
média de familia foi 0,67, podendo ser utilizado como um parametro de selecéo.
Possivelmente, essa grande diferenca tenha ocorrido devido ao fato desse carater
ter apresentado um maior valor de coeficiente de variacdo genética (27,48%).
Segundo Rocha et al. (2006) o coeficiente de variagdo genética sugere a existéncia
de variabilidade genética, quanto maior esse valor, maior ser4d o valor da
herdabilidade e consequentemente maior é a facilidade de encontrar individuos
superiores que irdo proporcionar ganhos com a sele¢do. Confirmando a afirmativa
Ram et al. (2005) estudando a variabilidade genética e estudos de correlagdo na
espécie Silybum marianum Gaertn obtiveram um alto valor de coeficiente de
variagdo genotipica e consequentemente altos valores de herdabilidades para altura
de plantas, didmetro de caule e nimero de cpsulas por planta.

A selecdo de plantas para caracteres governados por mais de um gene é,
muitas vezes, uma tarefa dificil de ser conduzida. Neste sentido, a utilizacdo de

caracteres correlacionados pode favorecer na identificacdo dos melhores individuos,
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para que estes sejam selecionados. Com base nisso, foram estimadas as
correlagbes genéticas entre os caracteres avaliados (Tabela 5).

As correlacbes genéticas, na maioria dos caracteres, ndo foram muito
elevadas e significativas. Excegdo para os caracteres numero de folhas e nimero de
bot&es florais por haste (-0,0972) e nimero de hastes e nimero de botdes florais por
haste (-0,0403), as quais foram negativas e ndo significativas (Tabela 5). Estes
resultados indicam a ndo existéncia de causas comuns de variagdo entre esses dois

caracteres.

TABELA 5 - Coeficiente de correlacdo genotipica entre altura de planta (AP),
comprimento da folha (CF), largura da folha (LF), nimero de hastes (NH), nimero de
botBes/haste (NBH) e niumero de botdes /planta (NBP) em hemerocale. Joinville, SC,
2007.

Caracteres AP CF LF NH NBH NBP
AP - 0,4709*  0,0626 0,2230 0,3506 0,4093*
CF - - 0,2093 0,1660 0,1596 0,2787
LF - - - 0,1963 0,1528 -0,0972
NH - - - - -0,0403  0,8496*
NBH - - - - - 0,2191
NBP - - - - - -

* significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste t

O maior valor de correlacdo foi obtido entre niumero de hastes e nimero de
botbes florais por planta (0,84). Esse resultado indica que o aumento do numero de
hastes ira proporcionar o aumento do nimero de botdes florais por planta. Resultado
similar foi encontrado por Yu (1989) em gérbera de corte, porém o maior valor obtido
foi para a correlagdo entre a producdo e o comprimento do escapo (0,22). Com
relagdo a producéo Leffring (1973) obteve correlagBes positivas entre nimero de
brotos laterais e niumero total de folhas, e nimero de brotos laterais e producéo de
flores de gérbera.

Altura de planta foi outro cardter que apresentou valores medianos e
significativos de correlagcdo entre os caracteres comprimento da folha (0,47) e

ndamero de botbes florais por planta (0,40). Portanto houve uma relacdo direta entre
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esses caracteres, e 0 aumento na altura de planta promoveria um aumento no
comprimento da folha e no nimero de botdes florais por planta.

Estes resultados permitem inferir que pode ser efetuada a selegcdo das
familias para os caracteres altura de planta e numero de hastes visando o aumento
do numero de botbes florais por planta. Esta sele¢do seria indireta, ou seja, baseada
no melhoramento de um carater complexo sobre a selecdo de um carater simples
gue pode ser determinado rapidamente ou que tem uma maior estimativa de
herdabilidade no sentido amplo (LANGTON, 1991)

3.3.2.1 Selecao de familias

Os valores genotipicos das familias de irmdos germanos de hemerocales,
considerando as variaveis altura de planta, comprimento e largura de folha, nimero
de hastes, nimero de bot6es florais por haste e nimero de botdes florais por planta,
estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7.

De acordo com os resultados foi observado nove familias com valores
genotipicos acima da média para a variavel altura de planta. As cinco primeiras
familias 15, 14, 3, 2 e 5, apresentaram superioridade média de 19,80% em relagéo a
média experimental (59,79 cm). Considerando as melhores familias 15, 14, 3, 2, 5,
originérias de cruzamentos em que um dos parentais apresentava a classificagéo de
porte alto (Tabela 2), pode-se inferir que o parental transmite sua caracteristica
indiferentemente quando ocupa posicdo de pai ou de mde no cruzamento,
promovendo um ganho genético.

Ao considerar os valores genotipicos das familias para a variavel
comprimento da folha (Tabela 6) constata-se que as familias 15, 14, 11, 3 e 2
apresentaram os melhores desempenhos genotipicos. A familia 15 apresentou
superioridade média de 21,59% em relacdo a média. Enquanto que para a variavel
largura de folha foi observado 16 familias com valores genotipicos acima da média
(1,96 cm). A selecdo dessas familias proporcionaria um ganho médio de 14,74%.

Os valores genotipicos das melhores familias para nimero de haste em
hemerocale, apresentados na Tabela 7, indicam haver nove familias com valores
genotipicos acima da média geral (6,98). A selecdo entre essas nove familias
proporcionaria um ganho médio de 32,48%, sendo que essas familias representam

37,5% das familias avaliadas. Estes resultados indicam haver maior probabilidade
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em selecionar clones potenciais para este caréater, dentro destas familias. Entre as
melhores, observa-se que a familia 25, proveniente do cruzamento 76 x 70.

Para o carater numero de botdes florais por haste, os valores genotipicos
apresentaram-se muito proximos da média geral (9,33), o ganho seria muito baixo
0,19%, explicado pela baixa herdabilidade. Entretanto, para o carater numero de
botbes florais por planta, nove familias apresentaram valores genotipicos superiores
a média. A selecdo dessas nove familias proporcionaria um ganho médio de
38,64%. Com esses resultados pode se indicar o carater numero de botdes florais

por planta como carater de selecdo das progénies.

TABELA 6 - Valores genotipicos (Vgf) e média geral das 24 familias de irm&os
germanos de hemerocale, para as variaveis: altura de planta, comprimento e largura
da folha. Joinville, SC, 2007.

Classificacao Altura da planta Comprimento da Largura da folha
folha

Familia Vf Familia Vf Familia Vof

1 DL 15 71,633 DL 15 66,693 DL 12 2,2494
2 DL 14 71,630 DL 14 66,684 DL 13 2,2492
3 DL 3 69,648 DL 11 65,036 DL 30 2,1464
4 DL 2 69,639 DL 3 59,815 DL 29 2,1457
5 DL 5 68,853 DL 2 59,809 DL 9 2,1343
6 DL 4 68,851 DL 23 57,516 DL 10 2,1341
7 DL 11 68,832 DL 5 55,451 DL 6 2,1155
8 DL 23 61,381 DL 4 55,436 DL 11 2,0677
9 DL 28 59,867 DL 13 53,984 DL 23 2,0387
10 DL 27 58,991 DL 12 53,980 DL 8 2,0249
11 DL 25 58,983 DL 18 53,255 DL 24 1,9946
12 DL 24 58,347 DL 17 53,248 DL 25 1,9939
13 DL 12 58,343 DL 8 52,580 DL 27 1,9884
14 DL 13 58,247 DL 10 52,321 DL 28 1,9884
15 DL 6 57,906 DL9 52,318 DL 15 1,9724
16 DL9 57,905 DL 24 51,704 DL 14 1,9720
17 DL 10 57,207 DL 25 51,700 DL 18 1,9645
18 DL 8 54,669 DL 6 50,873 DL 17 1,9642
19 DL 29 54,665 DL 20 50,091 DL 20 1,9512
20 DL 30 54,262 DL 19 50,089 DL 19 1,9511
21 DL 18 54,262 DL 28 49,406 DL 3 1,6363
22 DL 17 54,262 DL 27 49,403 DL 2 1,6357
23 DL 19 47,722 DL 29 45,428 DL5 1,5942
24 DL 20 47,722 DL 30 45,427 DL 4 1,5941

Média Geral 59,791 54,336 1,969
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Para os caracteres numero de hastes e numero de botdes florais por planta,
as cinco melhores familias (25, 24, 2, 3, e 5) entre as melhores para as duas
variaveis, alterando apenas a ordem de classificacdo das familias. Estes resultados
evidenciam o alto valor genotipico destes cruzamentos, considerando estes

caracteres de selecéo.

TABELA 7 - Valores genotipicos (Vgf) e média geral das 24 familias de irm&os
germanos de hemerocale, para as variaveis: nimero de hastes, nimero de botbes
florais por haste e niumero de botdes florais por planta. Joinville, SC, 2007.

Classificacdo  Numero de hastes Numero de botdes Namero de botdes

florais por haste florais por planta

Familia Vgf Familia Vof Familia Vof

1 DL 25 9,258 DL5 9,356 DL5 84,593
2 DL 24 9,257 DL 29 9,352 DL 2 84,025
3 DL 2 8,964 DL 27 9,346 DL 3 78,468
4 DL 3 8,959 DL 30 9,345 DL 24 74,962
5 DL5 8,717 DL 3 9,343 DL 25 73,726
6 DL 4 8,700 DL 28 9,343 DL 27 72,676
7 DL 23 7,484 DL 12 9,341 DL 28 71,051
8 DL 27 7,324 DL4 9,340 DL 15 67,871
9 DL 28 7,323 DL 15 9,340 DL 4 66,989
10 DL 10 6,627 DL 18 9,339 DL 23 60,207
11 DL 9 6,624 DL 2 9,338 DL 11 56,451
12 DL 18 6,604 DL 20 9,337 DL 10 56,393
13 DL 17 6,603 DL 11 9,337 DL 18 56,257
14 DL 6 6,449 DL 9 9,337 DL 29 56,205
15 DL 15 6,445 DL 17 9,337 DL 14 55,387
16 DL 14 6,443 DL 23 9,336 DL 17 55,193
17 DL 29 6,280 DL 24 9,336 DL 13 53,676
18 DL 30 6,278 DL 6 9,336 DL 8 51,929
19 DL 11 6,134 DL 14 9,335 DL9 51,202
20 DL 8 5,961 DL 8 9,334 DL 30 50,702
21 DL 13 5,258 DL 19 9,334 DL 6 49,419
22 DL 12 5,253 DL 25 9,333 DL 20 49,212
23 DL 20 5,118 DL 13 9,331 DL 12 46,806
24 DL 19 5,115 DL 10 9,330 DL 19 41,657

Média Geral 6,988 9,338 61,011

Como houve uma variagdo entre os resultados obtidos para valores
genotipicos, uma alternativa de selecdo seria a combinagdo de caracteres que
estejam correlacionados. Tendo em vista que a sele¢céo baseada em somente um ou
poucos caracteres mostra-se inadequada, conduzindo a um produto final superior

apenas em relac@o ao carater selecionado (CRUZ e REGAZZI, 1997). Sendo assim,
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poderia indicar as familias DL 2, DL 3, DL 5, DL 14, DL 15, DL 24 e DL 25,
possibilitando a maior probabilidade de ganho genético em relagdo ao porte da
planta e numero de botées florais por planta.

Dentro das familias selecionadas poderia realizar a selegdo de clones elites
(selecdo massal), pois de acordo com Kimbeng e Cox (2003) a unido desses dois
modos de sele¢do proporcionaria uma eficiéncia no melhoramento genético. Os
clones elites selecionados poderiam ser multiplicados e colocados no mercado ou
entdo, ser utilizados para direcionar futuros cruzamentos com o objetivo de gerar
novas familias para um novo ciclo seletivo, aumentando a probabilidade de

encontrar gendtipos superiores que poderiam ser clonados.
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3.4 CONCLUSOES

Estimativas de herdabilidade da média da familia apresentaram-se superiores
quando comparadas as estimativas de herdabilidade no sentido restrito individual
para todos os caracteres avaliados.

Estimativas de herdabilidade de média de familia de magnitude mediana a
alta foram obtidas para os caracteres altura de planta (0,89), comprimento da folha
(0,83), largura da folha (0,69), nimero de hastes (0,68) e nimero de botdes florais
por planta (0,67), indicando maior possibilidade de sucesso no melhoramento
genético de hemerocale, mediante a sele¢cdo desses caracteres.

As correlagfes genéticas observadas indicam que pode ser efetuada selecdo
para os caracteres altura de planta e nUmero de hastes visando o aumento do
ndmero de botdes florais.

Como houve uma variagdo entre os resultados obtidos para valores
genotipicos, uma alternativa de selecdo seria a combinagdo de caracteres que
estejam correlacionados. Sendo assim, poderia indicar as familias DL 2, DL 3, DL 5,
DL 14, DL 15, DL 24 e DL 25, possibilitando a maior probabilidade de ganho
genético em relacéo ao porte da planta e niumero de botées florais por planta.

Foi possivel selecionar familias que apresentaram um ganho genético de
19,80% para altura de planta, 32,48% para numero de hastes e 38,64%) para

ndmero de botdes florais por planta.
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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE FAMILIAS DE HEMEROCALE
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RESUMO

Hemerocallis x hybrida (Hort.) também chamada de hemerocale, é uma espécie
perene e herbacea que vem sendo muito utilizada na ornamentacéo de jardins. Na
busca de novos produtos para o paisagismo, o presente trabalho teve como objetivo
caracterizar e selecionar gendtipos de hemerocale com base em caracteres
morfolégicos. Para isso foram realizadas avaliagbes em 24 familias obtidas por
autofecundacdes e cruzamentos reciprocos entre 13 cultivares americanas
previamente selecionadas. Desse total, oito familias foram descartadas de acordo
com as caracteristicas da flor, restando 15 familias para serem avaliadas. A
avaliacdo das familias foi efetuada mediante avaliagdo de caracteres morfolégicos,
sendo um total de cinco caracteres quantitativos e 10 caracteres qualitativos. Dentre
as familias avaliadas foi possivel selecionar como bons materiais para serem
utilizados em paisagismo as familias DL 2, DL 3, DL 4, DL 5, DL 6, DL 14, DL 15 e
DL 28, as quais apresentaram porte médio, nimero de hastes florais alto e valor
mediano de numero de botdes florais, coloragéo atrativa das flores e folhas.

Palavras—chaves: Hemerocallis X hybrida Hort., planta ornamental, melhoramento
genético, caracteres morfologicos.
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MORPHOGICAL CHARACTERIZATION OF DAYLILIES’S FAMILIES

ABSTRACT

Hemerocallis x hybrida (Hort.), commonly called daylily is a herbaceous perennial.
They are very popular as garden plants. Looking for new products for landscape, the
specific aim of this study was to characterize and to select plants of daylilies
according to their morphological characters. For this, evaluations were made in 24
daylily hybrids obtained by self-and cross-pollinations. From all 24 eigth families,
were eliminated due to flower characteristics with 15 families selected for evaluation.
The morphological characters evaluated included: five quantitative characters and
ten qualitative characters. Eight families were successfully selected for use in
landscape: DL 2, DL 3, DL 4, DL 5, DL 6, DL 14, DL 15 e DL 28. These families
presented medium length, high stem number, medium number of floral buds, flowers
and leaves with attractive color.

Key-words: Hemerocallis X Hybrida Hort.,, ornamental plants, breeding,
morphological characters.
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4.1 INTRODUCAO

Hemerocallis x hybrida (Hort.), também conhecida como lirio-de-sdo-josé e
hemerocale é uma espécie monocotileddnea, perene, herbacea da familia
Hemerocalidaceae (ERHARDT, 1992; PETIT e CALLAWAY, 2000). Essa espécie é
adaptada a diferentes tipos de solo e clima. Suas flores podem ter de 5 a 20
centimetros de didmetro e apresentar diferentes formas e cores (PETIT e PEAT,
2000; TOMBOLATO, 2004). Com relagéo as formas, podem se encontrar circulares,
triangulares, dobradas, polipétalas, estreladas, “spiders” (aranhas), achatadas,
trompetes, entre outros detalhes, como linha média, nervuras e bordas. J4 as cores
naturais das flores s&o: amarelo, laranja, vermelho com suas variagdes (NAU, 1995;
GATLIN, 1999).

Cultivares de hemerocale apresentam grande variabilidade morfologica, em
funcdo do intenso melhoramento realizado nessa espécie. Melhoristas tém buscado
em seus programas, melhorar propriedades estéticas (coloragdo e morfologia da
flor), arquitetdnicas (simetria da flor, estrutura da inflorescéncia) e caracteristicas
econbmicas como produtividade (nimero de hastes florais e niumero de botdes
florais) e resisténcia a pragas e doencas (TOMBOLATO, 2004).

Para o hemerocale, uma espécie ornamental muito indicada para o
paisagismo devido a sua rusticidade, os caracteres de importancia para a sele¢do
sdo: o numero de escapo floral, o nimero de flores por escapo floral, a adaptacdo e
algumas caracteristicas importantes relacionadas com resisténcia a patdgenos e
qualidade do produto, como tamanho e tonalidade da flor (CALLAWAY e
CALLAWAY, 2000; TOMBOLATO, 2001).

A caracterizacdo de cultivares é uma etapa essencial em programas de
certificacdo, melhoramento e conservagdo de germoplasma, por permitir 0
monitoramento da qualidade genética (TANKSLEY, 1983). Pode ser realizado com
base em diferengas na morfologia de plantas, nas moléculas de proteinas e de DNA
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998), em caracteristicas citogenéticas e
agrondmicas, etc.

A caracterizacdo morfologica possibilita indicar gendétipos que apresentem

potencial para utilizagdo de programas de melhoramento genético ou para uso direto
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por parte dos produtores, ja que a producdo de novas cultivares é fundamental para
fortalecer o mercado de plantas ornamentais.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar e selecionar genétipos de
hemerocale com base em caracteres morfoldgicos, visando produzir informacdes

gue auxiliem a gerar novas cultivares.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 LOCAL DA PESQUISA

A empresa Agricola da llha esta localizada no municipio de Joinville, SC,
situada nas coordenadas cartograficas de 26°18'16” latitude sul, 48°50°'44” longitude
oeste, na altitude entre 0 e 4,5 m acima do nivel do mar. O clima é classificado como
mesotérmico Umido, temperatura média anual 22,11 °C, sendo a média das
maximas 30,6 °C e a média das minimas 13,7 °C, com precipitacdo média mensal
136,22 mm e umidade relativa do ar 82,4% (Fundagdo Pesquisa e Planejamento

para o Desenvolvimento Sustentavel de Joinville, 2004).
4.2.2 MATERIAL VEGETAL

Familias de hemerocale utilizadas neste trabalho foram originadas de
cruzamentos reciprocos e auto-fecundacdes entre 13 cultivares americanas de
hemerocale realizados durante o ano de 2004 na empresa Agricola da llha, Ltda
(Tabelas 8 € 9).

4.2.2.1 Transplante das plantas

Apos a emergéncia das plantulas, periodo aproximado de 60 dias, as mudas
foram transplantadas para canteiros com 1 m de largura e 52 m de comprimento,
espacadas de 30 x 40 cm. O solo foi primeiramente arado e em seguida aplicado
adubo organico (3 kg.m? de esterco de galinha curtido) + 100 gr.m? de adubo
quimico NPK na formula¢do 10-10-10 em sulcos longitudinais. As plantas receberam
irrigacdo manual durante um més, com auxilio de regador. Apds esse periodo as
plantas n&o foram mais irrigadas.

Ap6s um més de transplante foi espalhado serragem nos canteiros
experimentais, para manter a umidade do solo e também proteger da invasédo de
plantas daninhas.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos incompletos com 24
tratamentos (quatro autofecundagbes e 20 cruzamentos), com uma a quatro

repeticbes e numero variavel de 4 a 10 plantas por parcela. O nimero de repeti¢cdes
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e de plantas por parcela variou devido ao baixo nimero de sementes produzidas e

consequentemente de mudas obtidas.
4.2.2.2 Manutengé&o dos canteiros

Durante trés anos foram realizadas duas podas foliares anuais: a primeira foi
feita apds o florescimento, em marco, e a segunda em julho. As folhas foram
cortadas deixando aproximadamente 10 cm de parte aérea. Em seguida aplicou-se
adubo organico (3 kg.m? de esterco de galinha curtido) + 100 gr.m? de adubo
quimico NPK em sulcos na formulagédo 10-10-10 apds a primeria poda e 4-14-8 na
segunda poda.

Durante todo o periodo da pesquisa, mensalmente, foi realizada a retirada

manual das plantas daninhas dos canteiros.
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TABELA 8 - Caracteristicas das cultivares de hemerocale utilizadas nas hibrida¢cées quanto ao porte da planta (P), nUmero de
botdes por haste (NBH), cor da flor (CF) e formato de flor (FF). Joinville, SC, 2004.

NI Cultivar P em NBH' CF FE

50 ‘Caribbean Snowcap’ 80,0 11,33 Branca Triangular
51 ‘Gentle Shepherd’ 67.0 18,75 Branca Triangular
54 ‘Stolen Treasure’ 41,0 9,5 Vermelha Estrelada
56 ‘Sugar Candy’ 56,0 6,4 Rosa Circular
61 ‘Siloam Nugget’ 42.0 6,2 Laranja Circular
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TABELA 8 - Caracteristicas das cultivares de hemerocale utilizadas nas hibrida¢cées quanto ao porte da planta (P), nUmero de
botdes por haste (NBH), cor da flor (CF) e formato de flor (FF). Joinville, SC, 2004. (continuacéo)

NI Cultivar PWcm NBH® CF FF

65 ‘Cinderella’s Dark Side’ 52,0 12,75 Violeta Circular
66 ‘Siloam June Bug’ 68,0 13,8 Amarela Circular
70 ‘Dragons Eye’ 61,0 11,8 Rosa Triangular
72 ‘Siloam Show Girl’ 73,0 22,2 Vermelha Circular
76 ‘Double Cranberry Ruffles’ 68,0 14,16 Vermelha Dobrada
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TABELA 8 - Caracteristicas das cultivares de hemerocale utilizadas nas hibrida¢cées quanto ao porte da planta (P), nUmero de
botdes por haste (NBH), cor da flor (CF) e formato de flor (FF). Joinville, SC, 2004. (continuacéo)

NI Cultivar PYcm NBH® CF FF

80 ‘Green Spider’ 85,0 11,8 Amarela Aranha

82 ‘Cleopatra’ 119,0 15,5 Rosa Aranha
salméo

526 ‘Snowing Down South’ 76,0 13,5 Branca Triangular

(1) Alto acima de 80 cm; Médio de 60 a 80 cm; Baixo de 35 a 60 cm.
(2) Alto acima de 15 botdes/haste; Médio de 8 a 15 botBes/haste; Baixo inferior a 8 botbes/haste.

¢ NI - numero de identificacdo dos parentais de acordo com os registros da Agricola da llha, Ltda.
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TABELA 9 - Cruzamentos efetuados entre cultivares americanas de hemerocale.
Joinville, SC, 2004.

Namero do Cruzamentos Caracteristica dos Namero de
cruzamento  efetuados em relagéo parentais identificagéo dos
ao parentais
DL 2 Porte Médio X Alto 66 X82
DL 3 Porte Alto X Médio 82 X 66
DL 4 Porte Baixo X Alto 56 X 82
DL 5 Porte Alto X Baixo 82 X 56
DL 6 Porte Médio X Médio 526 X 526
DL 8 Porte Médio X Baixo 526 X 65
DL 10 Porte Médio X Alto 526 X 50
DL 12 Porte Médio X Baixo 51 X 54
DL 13 Porte Baixo X Médio 54 X 51
DL 14 Porte Alto X Baixo 80 X 54
DL 15 Porte Baixo X Alto 54 X 80
DL 24 Numero de botbes Alto X Médio 76 X 70
florais
DL 28 Numero de botbes Baixo X Médio 56 X 526
florais
DL 29 Numero de botbes Alto X Baixo 51 X 56
florais
DL 30 Numero de botbes Baixo X Alto 56 X 51
florais

4.2.3 CARACTERIZACAO E SELECAO DAS FAMILIAS

As avaliagdes foram realizadas em condicdes de campo. Durante todo o
periodo reprodutivo (novembro-marco) do terceiro ano apés as hibridizacdes,
avaliacBes diarias foram feitas para a caracterizacdo do material plantado utilizando

descritores morfolégicos de hemerocale? (Tabela 10).

2 Este descritor foi baseado em uma proposta elaborada pelo IAC e encontra-se em andlise no SNPC.
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TABELA 10 - Tabela de descritores de hemerocale (Hemerocallis X hybrida Hort.)
com alteracdes. Joinville, SC, 2007.
Caracteristica

Identificagéo da Cédigo de cada

caracteristica descricéo
Altura Baixa — 35 a 60 cm 1
Média — 60 a 80 cm 2
Alta — acima de 80 cm 3
Largura da Folha Estreita — até 2 cm 1
Média—2 a3 cm 2
Larga —acima de 3 cm 3
Forma da folha Linear 1
Estreito-eliptica 2
Eliptica 3
Forma da segéo Plana 1
transversal da base da Forma V 2
folha
Forma do apice da folha Reto
Recurvado
Clara
Tonalidade da coloracéo Médio
verde da folha Escuro
Azulado
Variegacao Ausente
Presente
Baixo — inferior de 3
NuUmero de haste Médio -3 a8

Alto — acima de 8

NuUmero de botdes/haste

Baixo — inferior a 8
Médio — 8 a 15
Alto — acima de 15

Tipo de flor

Trombeta
Circular
Triangular
Estrelada
Plana
Aranha

Cor da Flor

Branco
Rosa claro
Amarelo esverdeado
Amarelo
Laranja amarelado
Laranja
Lilas
Rosa
Rosa Pink
Rosa puarpura
Rosa violeta
Vermelho
Violeta
Bordo
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Pequeno — menor que 5 cm
Diametro da flor Médio —de 5a 10 cm
Grande — maior que 10 cm
Zona de olho Ausente
Presente
Coloracgéao do olho Claro
Escuro
Amarelo
Coloragao da garganta Verde
Laranja
Rosa

A OWONREPINEDNRERWDNERE

A avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas foi realizada apds trés anos do
transplante das mudas para o campo. As caracteristicas foram: altura de plantas;
comprimento e largura da folha, nimero de haste por planta, nimero de botdes
florais por haste e niUmero de botdes florais por planta.

A altura da planta foi medida em centimetros, com uma trena graduada desde
o nivel do solo, junto & planta, até a extremidade da haste. Para o comprimento e
largura das folhas também foi utilizada uma trena graduada. O comprimento da folha
foi medido desde a coroa até a extremidade da folha e a largura foi medida na regiéo
mediana da folha. A contagem do numero de hastes, nimero de botdes florais por
haste e nimero de botbes florais por planta foi feita na mesma ocasido e nas
mesmas plantas utilizadas para a avaliagdo dos caracteres anteriormente citados.

As caracteristicas qualitativas avaliadas foram: cor e forma da folha,
variegacao, tipo de flor, cor de pétala, sépala, garganta e olho. Estas caracteristicas

foram avaliadas mediante observacgdes visuais, conforme descrito na tabela 10.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 SELECAO DAS FAMILIAS

Das familias obtidas, 15 que apresentaram flores sem deformacdes foram
selecionadas para serem apresentadas suas caracteristicas morfolégicas. A familia
(DL 11) foi descartada por ter florescido antes do periodo de avaliagdo, ndo sendo
possivel avaliar as caracteristicas das flores. Oito familias (DL 9, DL 17, DL18, DL
19, DL 20, DL 23, DL 25 e DL 27) foram descartadas devido a deformacdo das
pétalas (flores com formato nédo definido) ou por apresentarem flores sem estames

conforme pode ser observado na Figura 5.

Familia DL 18 Familia DL 19
FIGURA 5 — Familias de hemerocale descartadas baseado nas caracteristicas das
flores. Joinville, SC, 2007.

4.3.2 CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA DAS FAMILIAS SELECIONADAS

Os dados das familias selecionadas foram plotados em gréaficos a fim de
demonstrar o seu comportamento em relagéo a caracteristicas morfolégicas (Anexos
1, 2 e 3). A partir desses gréficos as familias foram caracterizadas.

As familias selecionadas apresentaram variabilidade ndo sé na coloracao das
flores como também no tipo de flor. De acordo com Petit e Callaway (2000)

cultivares de hemerocale podem ser agrupadas de acordo com o tamanho ou o tipo



103

de flor. No presente trabalho, as familias selecionadas foram divididas em grupos,
definidos pelo tipo de flor, estrelada, aranha, triangular e circular (Tabela 11).

As familias avaliadas apresentam as seguintes caracteristicas:

Grupo | - Tipo de flor estrelada
Familias DL 2 e DL 3

Plantas da familia DL2 apresentaram porte mediano (de 60 a 80 cm), e

plantas da familia DL 3 porte alto (acima de 80 cm), para as demais caracteristicas
os hibridos foram semelhantes. Folhas lineares, estreitas e de coloracdo verde
médio, variegacdo ausente, forma V e épice da folha reta, com valor alto de nimero
de hastes (acima de 8 hastes) e valor médio de numero de botdes florais (8 a 15
botdes florais por haste), com flores de formato estrelada de didmetro médio (de 5 a
10 cm), com coloragdo laranja. As flores apresentaram presenca de olho com
colorac@o vermelho escuro, e a regido nectanifera (também chamada de garganta)

de coloracéo laranja.

Grupo Il - Tipo de flor aranha
Familias DL4 e DL 5

Plantas com porte mediano (de 60 a 80 cm), com folhas lineares, estreitas e
de coloracdo verde médio, variegacdo ausente, forma V e apice da folha reta, com
valor médio de numero de hastes (3 a 8 hastes) e valor médio de nimero de botdes
florais (8 a 15 botdes florais por haste), com flores de formato aranha de diametro
médio (de 5 a 10 cm), com coloragdo rosa, o olho de coloragdo escura e regido

nectanifera de coloracgéo laranja.

Familias DL 14 e DL 15

Plantas com porte mediano (de 60 a 80 cm), com folhas lineares, estreitas e

de coloracdo verde médio, variegacdo ausente, forma V e apice da folha reta, com
valor alto de nimero de hastes (acima de 8 hastes) para familia DL 15 e baixo
(inferior a 8 hastes) para familia DL 14, valor médio de nimero de botdes florais (8 a
15 botdes florais por haste), com flores de formato aranha de diametro grande (maior

que 10 cm) de cor vermelha, olho ausente, e regido nectanifera de coloragéo verde.

Grupo Il — Tipo de Flor Triangular
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Familia DL 6

Plantas com porte mediano (de 60 a 80 cm), com folhas lineares, de largura
mediana e de coloragdo verde médio, variegacdo ausente, forma V e apice da folha
reta, com valor alto de niumero de hastes (acima de 8 hastes) e valor médio de
ndamero de botbes florais (8 a 15 botdes florais por haste), com flores de formato
triangular de didametro médio (de 5 a 10 cm) e coloracdo amarela clara, olho ausente

e regido nectanifera verde.

Familia DL 8

Plantas com porte baixo (de 35 a 60 cm), com folhas lineares, largura
mediana e de coloragdo verde médio, variegacdo ausente, forma V e apice da folha
reta, com valor médio de nimero de hastes (3 a 8 hastes) e valor médio de niumero
de botbes florais (8 a 15 botbes florais por haste), com flores de formato triangular de
didmetro médio (de 5 a 10 cm) e coloracdo rosa purpura, olho ausente e regido

nectanifera de coloracdo verde.

Familia DL 10

Plantas com porte baixo (de 35 a 60 cm), com folhas lineares, de largura
mediana e de coloragdo verde médio, variegacdo ausente, forma V e apice da folha
reta, com valor médio de nimero de hastes (3 a 8 hastes) e valor médio de niumero
de botbes florais (8 a 15 botdes florais por haste), flores de formato triangular de
didmetro médio (de 5 a 10 cm) e coloracdo branca, olho ausente e regido

nectanifera verde.

Familia DL 12

Plantas com porte mediano (de 60 a 80 cm), com folhas lineares, largura
mediana e de coloragdo verde médio, variegacdo ausente, forma V e apice da folha
reta, com valor médio de niumero de hastes (3 a 8 hastes) e valor baixo de niumero
de botdes florais (inferior a 8 botdes florais por haste), com flores de formato
triangular de didmetro médio (de 5 a 10 cm) e coloracdo rosa “pink”, olho ausente e

a regido nectanifera de coloracao verde.
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Familia DL 24

Plantas com porte baixo (de 35 a 60 cm), com folhas lineares, largura
mediana e de coloragéo verde claro, variegacao ausente, forma V e 4pice da folha
reta, com valor alto de niumero de hastes (acima de 8 hastes) e valor médio de
ndamero de botbes florais (8 a 15 botdes florais por haste), com flores de formato
triangular de diametro médio (de 5 a 10 cm) e colorag&o vermelha, olho presente, de

coloracé@o vermelho escuro e regido nectanifera de coloragéo verde.

Familia DL 29

Plantas com porte baixo (de 35 a 60 cm), com folhas lineares, estreita e de
coloracédo verde claro, variegacado ausente, forma V e apice da folha reta, com valor
médio de numero de hastes (3 a 8 hastes) e valor baixo de numero de botdes florais
(inferior a 8 botdes florais por haste), com flores de formato triangular de diametro
médio (de 5 a 10 cm) e coloragéo rosa claro, olho ausente e regido nectanifera de

coloragéo verde.

Familia DL 30

Plantas com porte baixo (de 35 a 60 cm), com folhas lineares, de largura
mediana e de coloragdo verde médio, variegacdo ausente, forma V e apice da folha
reta, com valor médio de nimero de hastes (3 a 8 hastes) e valor baixo de niumero
de botdes florais (inferior a 8 botdes), flores de formato triangular de diametro médio

(de 5 a 10 cm) e coloragdo amarelo claro, olho ausente e regido nectanifera verde.

Grupo IV — Tipo de Flor Circular

Familia DL 13

Plantas com porte baixo (de 35 a 60 cm), com folhas lineares, largura
mediana e de coloragdo verde médio, variegacdo ausente, forma V e apice da folha
reta, com valor médio de nimero de hastes (3 a 8 hastes) e valor baixo de niumero
de botdes florais (inferior a 8 botbes florais por haste), com flores de formato circular
e coloragdo branca, didmetro médio (de 5 a 10 cm), olho ausente e regido

nectanifera de coloracéo verde.
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Familia DL 28

Plantas com porte mediano (de 60 a 80 cm), com folhas lineares, estreita e de
coloracéo verde claro, variegacdo ausente, forma V e 4pice da folha reta, com valor
alto de nimero de hastes (acima de 8 hastes) e valor médio de nimero de botdes
florais (8 a 15 botdes florais por haste), com flores de formato circular de diametro
médio (de 5 a 10 cm) e coloracdo rosa avermelhado, olho presente de coloracdo

vermelho escuro e regido nectanifera de coloracéo verde.

Para as familias selecionadas foi observado que algumas caracteristicas
morfolégicas dos parentais predominaram nas progénies obtidas. Uma caracteristica
que é bastante peculiar e apresentou esse resultado foi o olho, area escura
localizada no centro da flor, que contrasta com o restante da cor das pétalas (PETIT
e CALLAWAY, 2000). As familias DL 2, DL 3, DL 4, DL 5 e DL 24, as quais
utilizaram como um dos parentais uma cultivar que tém a presenca do olho,
apresentaram essa caracteristica na maioria dos hibridos produzidos (Tabela 11,
Anexo 3).

Outra caracteristica que apresentou comportamento semelhante foi o formato
da flor, verificou-se que para o formato aranha nas familias DL 4 e DL 5, as quais
utilizaram a cultivar ‘Cleopatra’ como um dos parentais e as familias DL 14 e DL 15
que utilizaram a cultivar ‘Green Spider’ a maioria dos hibridos apresentaram esse
formato (Anexo 2). Estas familias permitiram observar que indiferente da posicéo
que as cultivares ocuparam nos cruzamentos direcionados (doador ou receptor de
pélen), a resposta predominante para o formato de flor foi 0 mesmo, ou seja, aranha.
Resultado similar foi observado para o formato triangular. As familias DL 6, DL 8, DL
10, DL 12, DL 24, DL 29 e DL 30, as quais utilizaram pelo menos um dos parentais
com formato triangular, resultou na maioria dos hibridos com flores de formato
semelhante (Anexo 2).

Para a caracteristica cor da flor, as progénies apresentaram coloragao
intermediaria em relacdo aos parentais, portanto, houve um efeito de codominancia
(CALLAWAY e CALLAWAY, 2000).

Ainda com relacdo a coloracéo da flor, Petit e Callaway (2000) citam que a
busca de hibridizadores é a obtengdo do hemerocale branco. Segundo os mesmos
autores a cultivar ‘Gentle Sherpherd’ € um bom parental para obtengédo de hibridos

de cor branca, pois apresenta flavondides (pigmentos que possui pouca coloracéo),
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e, ao cruzé-la com cultivares que apresentam pigmentos amarelo, vermelho ou
laranja, esses sdo neutralizados pelos flavonoides, resultando em flores de
coloragdo branca ou creme. Este efeito foi observado no presente trabalho,
entretanto, vale ressaltar que esse resultado dependeu da posigdo que a cultivar
ocupou na hibridizag&o. Pois ao verificar as familias DL 13 (54 x 51) e DL 30 (56 x
51), as quais utilizaram a cultivar ‘G. Sherpherd’ como doadora de pdlen,
apresentaram flores de coloragdo creme. Em contrapartida, as familias DL 12 (51 x
54) e DL 29 (51 x 56), as quais utilizaram a cultivar ‘G. Sherpherd’ como receptora
de polen, o resultado foi diferente, as flores apresentaram colora¢do rosa “pink” e
rosa claro, respectivamente (Tabela 11). Esse resultado permite inferir que plantas
com flores de coloracdo creme ou branca serdo obtidas ao utilizar ‘Gentle
Sherpherd’ como doadora de poélen.

Dentre as familias avaliadas foi possivel selecionar como bons materiais para
serem utilizados no paisagismo as seguintes familias: DL 2, DL 3, DL 4, DL 5, DL 6,
DL 14, DL 15 e DL 28. Contudo, para a obtencdo de gendtipos superiores, é
necessaria a reunido de uma série de atributos favoraveis que confiram rendimento
comparativamente mais elevado e satisfagcam as exigéncias do mercado (CRUZ e
REGAZZI, 1997). Ao comparar o resultado da selecdo de familias realizada de
acordo com as caracteristicas morfologicas, com a selecao realizada em funcédo das
caracteristicas quantitativas (dados ndo apresentados), verifica-se que cinco familias
(DL 2, DL 3, DL 5, DL 14 e DL 15) corroboraram. A selecdo dessas familias além de
permitr o uso de plantas com caracteristicas paisagisticas desejaveis,
proporcionaria um ganho genético para os caracteres altura de planta, nimero de

hastes e nimero de bot6es florais por planta.
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TABELA 11 - Fotos e caracterizacdo de flores de familias de hemerocale com potencial ornamental. Joinville, SC, 2007.

Familias Selecionadas Grupo Caracteristicas Foto

DL2eDL 3 I Tipo de flor: estrelada
Cor da flor: laranja
Regiédo do Olho: presente

Coloragéo da garganta: verde

DL4eDL5 I Tipo de flor: aranha
Cor da flor: rosa
Regiédo do Olho: presente

Coloragéo da garganta: laranja

DL14eDL 15 I Tipo de flor: aranha
Cor da flor: vermelha
Regiédo do Olho: ausente

Coloragéo da garganta: verde
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TABELA 11 - Fotos e caracterizacdo de flores de familias de hemerocale com potencial ornamental. Joinville, SC, 2007.

(continuagao).
Familias Selecionadas Grupo Caracteristicas Foto

DL 6 11 Tipo de flor: triangular
Cor da flor: amarelo claro
Regiédo do Olho: ausente
Coloragéo da garganta: verde

DL 8 11 Tipo de flor: triangular
Cor da flor: rosa parpura
Regiédo do Olho: ausente
Coloragéo da garganta: verde

DL 10 11 Tipo de flor: triangular

Cor da flor: branca
Regiédo do Olho: ausente

Coloragéo da garganta: verde
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TABELA 11 - Fotos e caracterizacdo de flores de familias de hemerocale com potencial ornamental. Joinville, SC, 2007.
(continuagao).
Familias Selecionadas Grupo Caracteristicas Foto
DL 12 11 Tipo de flor: triangular
Cor da flor: rosa pink
Regiédo do Olho: ausente
Coloragéo da garganta: verde
DL 24 11 Tipo de flor: triangular
Cor da flor: vermelha
Regiédo do Olho: presente
Coloragéo da garganta: verde
DL 29 I Tipo de flor: triangular

Cor da flor: rosa claro
Regiédo do Olho: ausente

Coloragéo da garganta: verde
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TABELA 11 - Fotos e caracterizacdo de flores de familias de hemerocale com potencial ornamental. Joinville, SC, 2007.
(continuagao).
Familias Selecionadas Grupo Caracteristicas Foto
DL 30 11 Tipo de flor: Triangular
Cor da flor: branca
Regiédo do Olho: ausente
Coloragéo da garganta: verde
DL 13 v Tipo de flor: Circular
Cor da flor: branca
Regiédo do Olho: ausente
Coloragéo da garganta: verde
DL 28 v Tipo de flor: Circular

Cor da flor: rosa avermelhada
Regiédo do Olho: presente

Coloragéo da garganta: verde
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4.4 CONCLUSOES

Das 24 familias avaliadas, oito familias foram descartadas de acordo com as
caracteristicas da flor.

Dentre as familias avaliadas foi possivel selecionar como bons genétipos para
serem utilizados em paisagismo as familias DL 2, DL 3, DL D4, DL 5, DL 6, DL 14, DL
15 e DL 28, as quais apresentaram porte médio, nimero de hastes florais alto e valor
mediano de namero de botdes florais, coloracdo atrativa das flores e folhas.

Das familias selecionadas, cinco (DL 2, DL 3, DL 5, DL 14 e DL 15) corroboraram

com a selecéo feita em funcéo das caracteristicas quantitativas.
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5 CAPITULO 1Il
DETERMINACAO DO NIVEL DE PLOIDIA EM CULTIVARES DE HEMEROCALE



116

RESUMO

Em cruzamentos realizados entre treze cultivares de hemerocale, nem todas as plantas
produziram frutos, e/ou quando isso ocorria havia formacdo de um namero baixo de
sementes. E possivel supor que os genitores classificados como dipléides nio o
fossem, e a diferenca no nivel de ploidia possa ter causado barreiras nas hibridizacoes.
O presente trabalho teve como objetivo adequar uma metodologia para a obtencéao de
preparacdes citoldgicas com alta freqiéncia de metafases mitéticas, quantificar e
confirmar o nivel de ploidia de 13 cultivares de hemerocale supostamente diplbides.
Dentre os seis tratamentos testados, a metodologia utilizada por Pinares (2001) com
algumas modificacbes foi a que apresentou cromossomos com morfologia nitida. A
andlise de quantificagcéo revelou que o numero de cromossomos variou de 20 a 24 nas
células de algumas cultivares. No entanto, a maioria das cultivares analisadas
apresentou nimero cromossOmico dipléide (2n = 22), confirmando-se assim sua ploidia.
Este resultado indica que o nivel de ploidia ndo foi responsével pela ndo formacgéo de
sementes de hemerocale entre gendtipos testados.

Palavras—chaves: Hemerocallis X hybrida Hort., planta ornamental, contagem de
cromossomos, citogenética.
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DETERMINATION OF PLOIDY LEVEL OF DAYLILIES'S CULTIVARS

ABSTRACT

Crosses were performed among 13 daylilies cultivars. Some crosses did not produce
seeds or seed production was low. It is likely that parents classified as diploids were not
diploids, and the ploidy level may have contribuited to failure in hybridizations. The
present study aimed at deloping an efficient protocol for cytological analyses of daylily
cultivars using chromosome comiting such analyses should assist in qualifying and
confirming ploidy levels in daylily cultivars. The chromosome counting analysis was
performed following the protocol used by Pinares (2001) with some modifications.
Chromosome counting analysis revealed that the ploidy ranged from 20 to 24. However,
most cultivars analyzed showed a diploid chromosome number (2n = 22). This result
indicates that the ploidy level did not affect seed formation.

Key-words: Hemerocallis X hybrida Hort., ornamental plant, microscopic counting
analysis, citogenetic.
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5.1 INTRODUCAO

O melhoramento de hemerocale, também conhecido como lirio-de-sab-josé,
envolve o cruzamento de gendtipos com variabilidade genética seguidos por uma
selecdo em relagdo a beleza da flor e ao fendtipo da planta (TOMKINS et al., 2001).
Aproximadamente 52.000 cultivares estdo catalogadas na “The American Hemerocallis
Society” (AHS) (TOMBOLATO, 2004), as quais podem ser diploides (2n=22), tripléides,
as quais sao estéreis, e tetrapléides que sdo o resultado da duplicagcdo do numero
basico de cromossomos realizado por melhoristas via uso de tratamento com colchicina
(TOMKINS et al., 2001).

Embora o melhoramento dessa espécie venha sendo desenvolvido
extensivamente, poucos estudos citogenéticos foram feitos (BRENNAN, 1992). Para
gue um programa de melhoramento tenha sucesso, um “screening” da ploidia de
parentais € requirido antes da polinizacdo, para favorecer a escolha da melhor
estratégia de cruzamentos (DE SCHEPPER et al., 2001 e SAITO et al., 2003). Isto foi
demonstrado para espécies de Rhododendron, que foram selecionadas como hibridos
interespecificos para o programa de melhoramento de azaléias com o objetivo de obter
novas coloracdes de pétalas (EECKHAUT et al., 2003).

Nos cruzamentos realizados entre treze cultivares de hemerocale, apresentadas
no capitulo I, nem todas as plantas produziram frutos, e/ou quando isso ocorria nao
havia formacdo de sementes. E possivel supor que os genitores classificados como
dipléides ndo o fossem. De acordo com Sakhanokho e Pounders (2006) a diferengca no
nivel de ploidia pode causar sérias barreiras para a hibridizagcdo. Corroborando com
esses autores, Petit e Peat (2000) também citam que em cruzamentos de plantas com
diferentes ploidias o fruto pode se desenvolver inicialmente, mas apds algumas
semanas ele seca e aborta.

Varias estratégias estdo disponiveis para a confirmacdo do nivel de ploidia,
dentre elas a metodologia mais utilizada € a técnica de contagem de cromossomos
convencional. Para poder realizar este estudo é necessario selecionar o tecido
meristematico idéneo da espécie vegetal, e assim poder visualizar células em divisédo

mitotica. Em geral sé@o utilizados apices de raizes, folhas, calos obtidos in vitro entre
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outros (MARTIN, 2003). Uma vez escolhido o meristema inicia-se a fase mais complexa
(o pré-tratamento) na obtencdo de preparacdes cromossémicas, principalmente quando
0 objetivo é obter metafases mitdticas de alta qualidade, ou seja, com todos os
cromossomos espalhados e com sua morfologia nitida (MONDIN e DOCHA NETO,
2006).

O pré-tratamento tem como objetivo a interrupcdo do ciclo celular, a qual deve
ocorrer antes que as fibras do fuso separem as cromatides irmas de tal forma que além
de permanecerem em metafase, os cromossomos possam espalhar quando for
realizada a preparacdo da lamina sendo possivel a observacdo e a contagem dos
mesmos. Varios tratamentos utilizando inibidores do fuso mitético para acumulo de
metafases tém sido descrito em plantas. Para cultivares de hemerocale Saito et al.
(2003) e Lovatto e Battistin (1997) obtiveram metafases em pré-tratamento, o qual ndo
utilizou nenhum agente inibidor. O pré-tratamento consistiu somente de imersdo de
pontas de raizes em agua destilada sob baixa temperatura, diferentemente do estudo
realizado por Krikorian et al. (1981), no qual foi utilizado como agente inibidor a solucéo
de 1-bromonaftaleno (0,05%).

Em estudo citogenético convencional de hemerocale conduzido por Zadoo et al.
(1975), no qual foi utilizado 4pices de raizes, o numero cromossémico de 27 espécies e
oito cultivares de hemerocale foram determinados. Esses autores relataram que todos
0S cariftipos apresentaram 2n = 2x = 22 cromossomos, apenas alguns clones
apresentaram 2n = 23, 24, 32, 33 e 34 cromossomos. Os mesmos autores
mencionaram que x = 11 em hemerocale é uma excecdo na familia das Liliaceas e
acreditam que x = 11 derivou-se de um ndamero menor, como 6 ou 5 e que esses
cromossomos foram duplicados originando o nimero basico x = 11.

O presente trabalho teve como objetivos adequar uma metodologia para a
obtengdo de preparagdes citologicas com alta frequéncia de metafases mitoticas,
quantificar e confirmar o nivel de ploidia de 13 cultivares de hemerocale, e, verificar se o
nivel de ploidia foi responsavel pela ndo formacdo de sementes nos cruzamentos

direcionados.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 CULTIVO DAS PLANTAS

Treze cultivares de hemerocale (Tabela 12) supostamente dipléides foram
cultivadas em vasos de polietileno com diametro de 25 cm e capacidade para 12 L de
substrato (Fafard Growing Mix®), em ambiente aberto, sem restricdo hidrica, no
Departamento de Horticultura Ambiental, da Universidade da Florida (UF-IFAS-TREC),
localizado em Homestead, Florida, USA.

5.2.2 ADEQUACAO DA METODOLOGIA PARA ANALISE CITOGENETICA

A analise citogenética convencional foi realizada no Laboratério de Horticultura
Ornamental do Departamento de Horticultura Ambiental, da Universidade da Florida
(UF-IFAS-TREC), localizado em Homestead, Flérida, USA.

Para determinar a metodologia mais adequada para a contagem do namero de
Cromossomos, ou seja, preparacdes com alta frequiéncia de metafases apresentando
cromossomos com morfologia nitida, foram testados seis tratamentos, com duas
repeticdes. Cada repeticdo foi composta por um vaso com o clone da planta-mae. Os
tratamentos foram baseados nas metodologias para a caracterizagdo citogenética de
colegcdes de ornamentais (PINARES, 2001), de cultivares de hemerocale (SAITO et al.,
2003) e de espécies da ordem Liliales in vitro (LOVATTO e BATTISTIN, 1997) (Tabela
13). Em todos os tratamentos foram realizadas modificagdes durante a fase de
coloragéo conforme pode ser verificado na Tabela 13.

Folhas e raizes de hemerocale de cada cultivar foram cortadas para estimular o
crescimento e a formacdo de novas raizes. Passado trés dias, raizes de
aproximadamente 2 cm foram coletadas (Figura 6).

Apés a realizacdo dos tratamentos (Tabelal3, Figura 6), os apices corados foram
colocados em laminas e na presenca de acido acético glacial (45%) foram esmagados
sob laminulas. A contagem dos cromossomos foi efetuada em 20 células com auxilio de

um microscopio optico (LEICA DMLB; Leica, Wetzlar, Germany) com camara fotografica



121

acoplada (Nikon — Coolpix 995). As células, que apresentaram melhor visualizagédo dos

cromossomos foram fotografadas.

TABELA 12 - Denominacdo, procedéncia e classificagdo de 13 cultivares de
hemerocale gquanto ao nivel de ploidia de acordo com “American Hemerocallis Society”.

Cultivar Procedéncia Ploidia
‘Caribbean Snowcap’ “Earlybird Daylilies”, KA Diploide
‘Gentle Shepherd’ “Borden’s Daylily Garden”, TN Dipl6ide
‘Stolen Treasure’ “Delano Daylilies”, TN *
‘Sugar Candy’ “Borden’s Daylily Garden”, TN *
‘Siloam Nugget’ “Borden’s Daylily Garden”, TN Diploide

‘Cinderella’s Dark Side’ “Borden’s Daylily Garden”, TN Dipléide
‘Siloam June Bug’ “Oakes Daylilies”, TN Diploide
‘Dragons Eye’ “Oakes Daylilies”, TN *
‘Siloam Show Girl’ “Borden’s Daylily Garden”, TN Dipléide
‘Double Cranberry Ruffles’ “Delano Daylilies”, TN Diploide
‘Green Spider’ “Dowis Ranch”, IL Diploide
‘Cleopatra’ “Oakes Daylilies”, TN Diploide
‘Snowing Down South’ “Delano Daylilies”, TN Diploide

* ploidias ndo conhecidas e/ou ndo citadas nos registros “The American Hemerocallis Society”.

KA = Kansas; TN = Tennessee; IL = lllinois.
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TABELA 13 - Metodologias utilizadas para contagem de cromossomos em cultivares de hemerocale. Laboratorio de
Horticultura Ornamental, Homestead, FL, 2008.

Metodologia Metodologia 1 Metodologia 2 Metodologia 3 Metodologia 4 Metodologia 5  Metodologia 6
Pré- 8- 8-hidroxiquinolina H,O a 4°C H,O a 4°C durante H,O a 4°C H,O a 4°C
tratamento hidroxiquinolina  (0,02%) durante 3 durante 12h 12h durante 24h durante 24h
(0,02%) durante h
3h
Lavado agua destilada agua destilada Agua destilada agua destilada  agua destilada agua destilada
Fixacéo alcool absoluto —  é&lcool absoluto —  &lcool absoluto —

alcool absoluto — alcool absoluto — alcool absoluto —

acido acético 3:1 acido acético 3:1 acido acético 3:1 acido acético 3:1 a acido acético 3:1 acido acético 3:1

a temperatura a temperatura a4°Cdurante 24 4°Cdurante 24 h  atemperatura  atemperatura
ambiente ambiente durante h ambiente ambiente durante
durante 7 dias 7 dias durante 36h 36h
Lavado agua destilada agua destilada Agua destilada agua destilada  agua destilada agua destilada
Hidrdlise HCL 1IN a60°C, HCL1Na60°C, HCL 1IN - acido

HCL 1IN — acido HCL 1N a 60°C, HCL 1N a 60°C,

acético 45% (1:2) a durante 8 min durante 8 min
(1:2) &4 60°C, 60°C, durante 3

durante 15 min durante 15 min acético 45%

durante 3 min min
Lavado agua destilada agua destilada Agua destilada agua destilada  agua destilada agua destilada
Coloracao Hematoxilina aceto-orceina Hematoxilina aceto-orceina 2% Hematoxilina aceto-orceina 2%
férrica a 60°C o A férrica a 60°C s férrica a60°C |
durante 2h 2%.a temperature durante 2h a temperature durante 2h a temperature
ambiente durante ambiente durante ambiente durante
15 min 15 min 15 min

Metodologias 1 e 2 baseadas em Pinares (2001) com modificacdes; Metodologias 3 e 4 baseadas em Saito et al. (2003)
com modificagdes; Metodologias 5 e 6 baseadas em Lovatto e Battistin (1997) com modificagdes.
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Coleta das raizes

I Pré-tratamento das raizes

ﬁ Raizes lavadas em agua destilada
I Hidrélise em HCI 1N & 60°C

Coloracao

l

FIGURA 6 - Diagrama da metodologia de andlise citogenética convencional. Laboratério
de Horticultura Ornamental, Homestead, FL, 2008.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 METODOLOGIAS PARA PREPARACAO CITOGENETICA

Dentre os seis tratamentos realizados, as melhores preparagdes, com
cromossomos individualizados, apresentando morfologia nitida, foram obtidos com os
tratamentos 1 e 2. Ambos apresentaram respostas similares, ou seja, cromossomos
com grau de condensacgéo adequado para sua contagem.

Os demais tratamentos possibilitaram a separacdo e a coloracdo das células,
porém ndo foi possivel visualizar os cromossomos. Esses resultados discordam de
Saito et al. (2003) e Lovatto e Battistin (1997), os quais visualizaram e efetuaram a
contagem dos cromossomos em espécies e cultivares de hemerocale por meio das
metodologias utilizadas nos tratamentos 4 e 6.

O resultado positivo dos tratamentos 1 e 2 possivelmente se deve ao pré-
tratamento das raizes utilizado. Esse é um passo de importancia essencial para o
preparo das amostras visando a andlise dos cromossomos e tem como objetivo
principal a inibicdo do fuso mitético, para que a célula permaneca estacionada na fase
de metafase e que os cromossomos possam estar espalhados pela célula (SINGH,
2002; MARTIM, 2003; MONDIN e DOCHA NETO, 2006).

Existem inGmeras maneiras de se inibir o fuso mitético. A maneira mais comum
se da por meio de tratamentos quimicos. De acordo com Bennett e Leitch (1997) a
escolha do tipo de pré-tratamento é dependente do tamanho dos cromossomos, o qual
pode ser muito varidvel devido a grande diferenca do conteudo de DNA entre as
espécies de plantas. Varias solu¢cfes tém sido utilizadas em pré-tratamento de raizes,
no entanto, a solugédo de 8-hidroxiquinolina (0,02%) tem sido efetiva em plantas que
possuem cromossomos de tamanhos pequenos (SINGH, 2002). Tal afirmativa pode ser
comprovada no presente trabalho. Ao analisar os cromossomos das cultivares de
hemerocale, que apresentam tamanho pequeno em média 5,0 um (LOVATTO e
BATTISTIN, 1997), foi observado melhores resultados nos tratamentos que foram
utiizados a solugdo de 8-hidroxiquinolina. Esses resultados discordam dos
apresentados por Cuco et al. (2003), que verificaram que as preparacfes de raizes de

Passiflora tratadas apenas com 8-hidroxiquinolina apresentaram menor namero de
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metafases com os cromossomos bem condensados, geralmente apresentando maior
grau de sobreposicao.

O fixador usado no presente trabalho foi semelhante em todos os tratamentos.
Entretanto, o tempo de exposi¢ao ao fixador variou, e isso provavelmente proporcionou
diferenca qualitativa na andlise das laminas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Vieira et al. (2004) em células meristematicas radiculares de girassol,
0s quais verificaram melhoria na analise de laminas quando raizes foram expostas ao
fixador por um tempo maior.

Quanto a coloragdo, existem alternativas de coloragdo dos tecidos
meristematicos ou das laminas diretamente, como o Corante Giemsa, as orceinas, 0s
cormins e a hematoxilina férrica (MONDIN e DOCHA NETO, 2006). No presente
trabalho verificou-se que ambos os corantes utilizados, hematoxilina férrica e orceina

aceética, apresentaram cromossomos mais nitidos (Figura 7).

FIGURA 7 - Metafases de hemerocale em preparacfes coradas: A. hematoxilina férrica,
B. Orceina acética. Laboratério de Horticultura Ornamental, FL, 2008.

5.3.2 QUANTIFICACAO E CONFIRMAGCAO DO NIVEL DE PLOIDIA

Apés definida a metodologia mais adequada para a obtencdo de preparacdes
citolégicas com alta frequéncia de metafases mitdticas, com cromossomos
individualizados, apresentando morfologia nitida, o nivel de ploidia para as cultivares de
hemerocale foi quantificado e confirmado.
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Ao analisar as treze cultivares de hemerocale, verificou-se uma variagéo de 20 a
24 cromossomos em algumas células (em média quatro células em 20 células
avaliadas) de algumas cultivares (‘Snowing Down South’, ‘Double Cranberry Ruffles’ e
‘Stolen Treasure’).

Apesar de haver pouca variagdo no numero de cromossomos, O numero
cromossémico dipléide 2n = 22 foi predominante em todas as cultivares analisados
(Tabela 14, Figuras 8 e 9), portanto o numero béasico € x = 11 corroborando com
estudos realizados por Zadoo et al. (1975) e Vijayavalli e Mathew (1990).

TABELA 14 - Numero cromossémico de 13 cultivares de hemerocale analisadas por
meio da técnica de contagem de cromossomos convencional, Laboratério de
Horticultura Ornamental, Homestead, FL, 2008.

Cultivar Ndmero cromossémico Ploidia
‘Caribbean Snowcap’ 2n =22 Diploide
‘Gentle Shepherd’ 2n =22 Diploide
‘Stolen Treasure’ 2n =22 Dipléide
‘Sugar Candy’ 2n =22 Diploide
‘Siloam Nugget’ 2n =22 Diploide
‘Cinderella’s Dark Side’ 2n =22 Dipléide
‘Siloam June Bug’ 2n =22 Diploide
‘Dragons Eye’ 2n =22 Diploide
‘Siloam Show Girl’ 2n =22 Dipléide
‘Double Cranberry Ruffles’ 2n =22 Diploide
‘Green Spider’ 2n =22 Diploide
‘Cleopatra’ 2n =22 Diploide

‘Snowing Down South’ 2n =22 Diploide
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N&o foi observado diferenca de ploidia entre as cultivares analisadas, esses
resultados descartam a possibilidade de que os genitores utilizados no programa de
melhoramento ndo fossem dipléides e consequentemente fossem responsaveis pela
nao formacgao de sementes. Segundo Petit e Peat (2000) plantas de hemerocale devem
ser hibridizadas com plantas de mesma ploidia para obter sucesso na formacgao de
sementes.

E possivel supor que a nido formagdo de sementes nos cruzamentos
direcionados se deva a incompatibilidade (incapacidade de uma planta fértil formar
sementes). Esse mecanismo foi verificado em estudo realizado por Stout e Chandler
(1933), os quais observaram que em cruzamentos realizados em Hemerocallis
thunbergi e Hemerocallis citrina uma pequena parcela de tubos polinicos resultante das
fecundagdes alcancaram e penetraram o0s Ovulos. No entanto, estudos mais

aprofundados sédo necessarios.
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FIGURA 8 - Cromossomos mitéticos de cultivares de hemerocale. A. ‘Siloam June Bug’;
B. ‘Siloam Nugget’; C. ‘Cinderella’s Dark Side’; D. ‘Sugar Candy’; E. ‘Siloam Show Girl’;
F. ‘Snowing Down South’, obtidos por meio da técnica de contagem de cromossomos
convencional. Laboratorio de Horticultura Ornamental, Homestead, FL, 2008.
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FIGURA 9 - Cromossomos mitoticos de cultivares de Hemerocale. G. ‘Caribbean
Snowcap’; H. ‘Stolen Treasure’; I. ‘Double Cranberry Ruffles’; J. ‘Dragons Eye’; K.
‘Gentle Shepherd’; L. ‘Cleopatra’, M. ‘Green Spider’, obtidos por meio da técnica de
contagem de cromossomos convencional. Laboratério de Horticultura Ornamental,

Homestead, FL, 2008.
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5.4 CONCLUSOES

Dentre os seis tratamentos testados, a metodologia utilizada por Pinares (2001)
com algumas modificacdes foi a que apresentou cromossomos com morfologia nitida.

A andlise de quantificagdo revelou que as cultivares analisadas apresentaram
namero cromossémico diploide (2n = 22), confirmando-se assim sua ploidia.

O nivel de ploidia ndo foi responséavel pela ndo formacdo de sementes nos
cruzamentos direcionados. Possivelmente esse efeito foi devido a incompatibilidade, no

entanto estudos mais aprofundados sdo necessarios.



131

5.5 REFERENCIAS

American Hemerocallis Society (AHS). Disponivel em: <http//:www.daylilies.org.>
Acesso em 15 de out. de 2004

BENNETT, M. D.; LEITCH, I. J. Nuclear amounts in Angiosperms - 583 new stimates.
Annals of Botany, v. 80, p. 169-196, 1997.

BRENNAN, J. R. Chromosomes of Hemerocallis. Daylily Journal, v. 47, p. 73-77, 1992.

CUCO, S. M.; MONDIN, M.; VIEIRA, M. L. C.; PERECIN, M. L. R. A. Técnicas para a
obtencdo de preparacdes citoldgicas com alta freqiiéncia de metafases mitdticas em
plantas: Passiflora (Passifloraceae) e Crotalaria (Leguminosae). Acta Botéanica
Brasileira, v. 17, n. 3, p. 363-370, 2003.

DE SCHEPPER, S.; LEUS, L.; MERTENS, M.; VAN BOCKSTAELE, E.; DE LOOSE, M;
DEBERGH, P.; HEURSEL, J. Flow cytometric analysis of ploidy in Rhododendron
(subgenus Tsutsusi). HortScience, v.36, n. 1, p. 125-127, 2001.

EECKHAUT, T.; SAMIJN, G.; VAN BOCKSTAELE, E. Interespcific breeding in the
Rhododendron genus involving R. simsii hybrids. Acta Horticulturae, v. 612, p. 165-
172, 2003.

KRIKORIAN, A. D.; STAICU, S. A.; KANN, R. P. Karyotype analysis of a daylily clone
reared from aseptically cultured tissues. Annals of Botany, v. 47, p. 121-131, 1981.

LOVATTO, M. T.; BATTISTIN, A. Citogenética em cinco espécies ornamentais de
liliales. Ciéncia Rural, v. 27, n. 4, p. 583-587, 1997.

MARTIN, X. X. Caracterizacion citogenética de la variabilidade en plantas. In:
Marcadores moleculares nuevos horizontes en la genética y la seleccion de las
plantas, Havana, p 67-91, 2003.

MONDIN, M.; DOCHA NETO, A. Citogenética vegetal enfatizando a familia
Orchidaceae. Orchistudium, v. 4, p. 24-54, 2006.

PETIT, T. L.; PEAT, J. P. The Color Encyclopedia of Daylilies. Portland, Oregon:
Timber Press, 2000. 300p.



132

PINARES, A.; RAMOS, Y.; GONZALEZ, C.; XIQUEZ, X. Caracterizacion genético
bioquimico y citogenética de 16 accesiones de Clitoria ternatea |. (Genetic bioquimic
and citogenetic caracterization of Clitoria ternatea L.). Revista do Jardim Botanico
Nacional, Havana, v. 22, n. 2, p. 285-292, 2001.

SAITO, H.; MIZUNASHI, K.; TANAKA, S.; ADACHI, Y.; NAKANO, M. Ploidy estimation
in Hemerocallis species and cultivares by flow cytometry. Scientia Horticulturae, v. 97,
p.185-192, 2003.

SAKHANOKHO, H. F. ; POUNDERS, C. Polidy variation in Hedychium species and
cultivars. SNA Research Conference. v. 50, p.665-667, 2005.

SINGH, R. J. Plant Cytogenetics. 2. Ed. Boca Raton, Fl: CRC Press, 2002, 463p.

STOUT, A.B.; CHANDLER, C. Pollen-tube behavior in Hemerocallis with special
reference to incompatibilities. Bulletin of the Torrey Club, v. 60, p. 397-417, 1933.

TOMBOLATO, A. F. C. Hemerocale — Hemerocallis hybrida. In: Cultivo Comercial de

Plantas Ornamentais. Campinas: Instituto Agrondmico, p. 176-211, 2004.

TOMKINS, J. P.; WOOD, T. C.; BARNES, L. S.; WESTMAN, A.; WING, R. A. Evaluation
of genetic variation in the daylily (Hemerocallis spp) using AFLP markers. Theoretical
and Applied Genetics, v. 102, p. 489-496, 2001.

VIEIRA, C. B.; VARGAS, D. P.; BOBROWSKI, V. L.; ROCHA, B. H. G. Otimizacéo de
procedimentos citolégicos para analise de células meristematicas radiculares de
girassol. Il Congresso de Biociéncias. 2004

VIJAYAVALLI, B.; MATHEW, P. M. Cytotaxonomy of the Liliaceae and allied
families. Kerala. India: Continetal Piblications, 1990. 187p.

ZADOQO, S. N.; ROY, R. P.; KHOSHOO, T. N. Variaton in karyotype in Hemerocallis. La
Cellule, v. 71, p. 253-271, 1975.



6 CAPITULO IV
DIVERSIDADE GENETICA ENTRE CULTIVARES COMERCIAIS DE HEMEROCALE
ANALISADAS POR MEIO DE MARCADORES RAPD e SSR
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RESUMO

Em um programa de melhoramento de Hemerocallis X hybrida Hort. verificou-se que os
cruzamentos apresentaram um ganho genético relativamente baixo. Para esse
resultado a proximidade genética ndo pode teoricamente ser rejeitada como possivel
explicagéo, tendo em vista a falta de informacé&o sobre a identificacdo de parentais de
algumas cultivares utilizadas. Considerando que o conhecimento da diversidade
genética de uma espécie fornece subsidios para o melhoramento genético da mesma, o
presente trabalho teve como obijetivo verificar a diversidade genética entre 13 cultivares
de hemerocale por meio dos marcadores moleculares RAPD e SSR, verificar se a
proximidade genética influenciou nos valores obtidos para o ganho genético e comparar
a eficiéncia desses marcadores. Quinze iniciadores aleatorios e 10 SSR foram testados.
Para a determinagdo da matriz de similaridade foi utilizado o indice de Jaccard com o
programa NTSYS pc 2.02, e para a constru¢cdo do dendrograma foi utilizado o método
de agrupamento UPGMA. O coeficiente de similaridade variou de 0,22 a 0,69 para
RAPD e de 0,20 a 0,85 para SSR. Comparando valores de similaridade genética com
valores de ganho genético, esses se apresentaram inversamente proporcional ao
ganho genético para o marcador RAPD, e para o marcador SSR esse comportamento
ocorreu para algumas familias. O dendrograma gerado pelo método UPGMA dividiu as
13 cultivares de hemerocale em dois grupos para os dois marcadores testados. Dentre
0s marcadores testados, SSR foi mais eficiente na identificacdo de similaridade
genética entre as cultivares estudadas.

Palavras-chave: Hemerocallis X hybrida Hort., planta ornamental, similaridade
genética, marcador molecular, “Random amplified polymorphic DNA”,
microssatélites.
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GENETIC DIVERSITY AMONG DAYLILIES CULTIVARS USING MOLECULARS MARKERS,
RAPD AND SSR

ABSTRACT

In a breeding program for Hemerocallis X hybrid Hort., it was verified that the crossings
showed a low genetic gain. For this result the genetic proximity cannot be rejected as a
possible explanation. Considering that the knowledge about the genetic diversity of a
species movides subsidies to a breeding program, this study aimed to estimate the
genetic diversity among 13 daylilies cultivars using molecular markers, such as RAPD
and SSR. Fifteen RAPD primers and 10 SSR primers were tested. The results were
assessed using the NTSys program. Jaccard’s coefficient of similarity was calculated for
all pairwise comparisons between cultivars and a dendrogram was obtained by UPGMA
(unweighted pair group method using an arithmetic average method). The genetic
similarity coefficient ranged from 0.22 to 0.69 (RAPD) and from 0.20 to 0.85 (SSRs).
Comparing values of genetic similarity with genetic gain, RAPD analysis was
proporcionally inverse. Likewise, for SSR this behavior occurred in some families. A
dendrogram obtained for UPGMA divided the 13 daylilies cultivars into two groups. SSR
was more efficient in the identification of genetic similarity among the cultivars studied.

Key-words: Hemerocallis X hybrida Hort., ornamental plant, genetic similarity,
molecular markers, Random amplified polymorphic DNA, microsatellites.
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6.1 INTRODUCAO

Hemerocallis X hybrida Hort., também conhecida como lirio-de-sdo-jo-se e
hemerocale, € uma espécie monocotiledbnea, perene, herbacea da familia
Hemerocalidaceae (ERHARDT, 1992; PETIT e CALLAWAY, 2000). Essa espécie é
adaptada a diferentes tipos de solo e clima e exibe um alto grau de variagcao
morfologica em fungéo do intenso melhoramento realizado.

Apesar dos varios anos de hibridizac6es realizadas em hemerocale, ainda
persiste uma caréncia de informacdes sobre diversos aspectos genéticos (TOMKINS et
al., 2001), especialmente a disponibilidade de variabilidade genética, pré-requisito para
um programa de melhoramento (PRASAD et al., 2000). Estudo realizado por Tomkins et
al. (2001) sobre os efeitos de intensas hibridizagées em 100 cultivares de hemerocale
por meio do uso de marcadores AFLP revelou que o aumento de hibridizagGes
proporcionou um aumento na média de similaridade. Em contrapartida, a diversidade
genética foi diminuindo entre as cultivares.

O desconhecimento da variabilidade genética e, sobretudo da distancia genética
entre cultivares que serdo utilizadas em um programa de melhoramento pode promover
resultados ndo satisfatérios (CHAKRABARTY et al., 2007). Isso foi observado em um
programa de melhoramento de hemerocale, realizado durante o periodo de 2004 a
2007, apresentado no capitulo I. Neste programa verificou-se que 0s cruzamentos
apresentaram um ganho genético relativamente baixo. Para esse resultado, a
proximidade genética ndo pode teoricamente ser rejeitada como possivel explicacao,
tendo em vista a ndo identificagdo de parentais de algumas cultivares utilizadas nesse
programa de melhoramento.

Apesar de ganhos genéticos terem sido obtidos na selecdo de caracteristicas de
interesse no hemerocale, a expectativa do avanco genético e obtengcdo de individuos
ainda melhores permanece. Para que um programa de melhoramento alcance um
avangco genético é necessario o conhecimento da relacdo genética existente na
populacdo. Pois esse conhecimento permite selecionar progenitores, assim como
avaliar e caracterizar 0s recursos genéticos disponiveis para fazer uso eficiente da
variabilidade genética (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MOREIRA et al., 1994).
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Dentre os métodos utilizados, marcadores moleculares sdo empregados
extensivamente e com sucesso na analise genética de plantas e na caracterizacdo da
variabilidade existente entre os individuos (MEEROW, 2005). Dentre os marcadores
moleculares destaca-se o RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”). Esse
marcador oferece a vantagem de ser mais simples, mais barato e que consome menos
tempo quando comparado com outros marcadores (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998). Para espécies ornamentais este marcador vem sendo utilizado para a
caracterizagao de cultivares (WOLF e PETERS — VAN, 1993; ANASTASSOPOULOS e
KEIL, 1996; KO et al., 1998; JAN et al., 1999; CHAKRABARTY et al., 2007 e BRUNA et
al.,2004), em estudo de associacdes genéticas (CHUNG et al., 2001; TAYWIYA et al.,
2008), na paternidade de hibridos interespecificos (BENEDETTI et al., 2000) e na
deteccdo de cultivares resistentes a patégenos (DALLAVALLE et al., 2002).

Outro marcador muito utilizado em estudo de relacdo genética, paternidade de
hibridos interespecificos e na deteccdo de genes resistentes a patégenos em plantas
ornamentais é o SSR (Microssatélites). Esse marcador apresenta elevado polimorfismo,
alta reprodutibilidade e caracter co-dominate caracteristicas importantes para analise
baseada em marcadores moleculares (TAUTZ, 1989, MORGANTE e OLIVIERI, 1993;
GUPTA et al., 1996; POWELL et al., 1996, JONES et al., 1997; RUSSELL et al., 1997;
MILACH et al., 1998; BUSO et al., 2003; PRASAD et al, 2000; VARSHNEY et al., 2005).
Recentemente, varios microssatélites foram isolados e caracterizados em diversas
espécies de plantas ornamentais, incluindo Rhododendron matternichii (NAITO et al.,
1998), Iris (BURKE et al., 1999), Pelargonium (BECHER et al., 2000), Primula (ISAGI et
al., 2001), Begonia sutherlandii (HUGHES et al., 2002), Lilium philadelphium (HORNING
et al.,, 2003), Rosa damascena (BAYDAR et al, 2004), Hemerocallis (MIYAKE e
YAHARA, 2006) Hosta (YAMAMOTO et al., 2008).

Considerando que o conhecimento da diversidade genética de uma espécie
fornece subsidios tanto para conservagdo da espécie quanto para o melhoramento
genético da mesma, o presente trabalho teve como objetivo verificar a diversidade
genética entre 13 cultivares de hemerocale por meio de marcadores moleculares do
tipo RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) e SSR (Microssatélites), e comparar

a eficiéncia desses marcadores.
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6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 MATERIAL VEGETAL

Treze cultivares de hemerocale (Tabela 15) diploides foram cultivadas em vasos
de polietileno com diametro de 25 cm e capacidade para 12 L de substrato (Fafard
Growing Mix®), em ambiente aberto, sem restricdo hidrica, no Departamento de
Horticultura Ambiental, da Universidade da Flérida (UF-IFAS-TREC), localizado em
Homestead, Flérida, USA.

6.2.2 EXTRACAO DE DNA

Apds dois meses do plantio das cultivares, 100 mg de material fresco (folhas) de
hemerocale foram maceradas em nitrogénio liquido, em seguida foi utilizado o “DNeasy
Plant Mini Kit from Qiagen” (2006). A qualidade e quantidade do DNA foi verificada ap6s

a extracao por meio de eletroforese em gel e a imagem foi posteriormente analisada.
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TABELA 15 — Denominagéo e procedéncia de 13 cultivares de hemerocale de acordo
com “American Hemerocallis Society”.

Cultivar

Procedéncia/ Hibridizadores

Parentais

1 - ‘Siloam June Bug’

2 — ‘Siloam Nugget’

3 —‘Cinderella’s Dark
Side’

4 —‘Sugar Candy’

5 — ‘Siloam Show Girl’

6 — ‘Snowing Down
South’

7 — ‘Caribbean Snowcap’

8 — ‘Stolen Treasure’

9 — ‘Double Cranberry
Ruffles’
10 — ‘Dragons Eye’

11 - ‘Gentle Shepherd’

12 — ‘Cleopatra’

13 - ‘Green Spider’

“Oakes Daylilies”, TN/Henry P,
1978

“Borden’s Daylily Garden”, TN/
Henry P, 1976

“Borden’s Daylily Garden”, TN/
APPS, 1995

“Borden’s Daylily Garden”,
TN/Pigg, 1995

“Borden’s Daylily Garden”,
TN/Henry P, 1981

“Delano Daylilies”, TN/Scott E,
1997

“Earlybird Daylilies”, KA/ Talbott,
1997

“Delano Daylilies”, TN/ Doughert
H, 1996
“Delano Daylilies”, TN/ Talbott,
1991
“Oakes Daylilies”, TN/ Salter
E.H, 1991

“Borden’s Daylily Garden”, TN/
Yancey, 1980

“Oakes Daylilies”, TN/ Thomas,
1964
“Dowis Ranch”, IL/ Terry, 1960

(‘Pardom me’ x ‘Elleanor Apps’)

X ‘Little Squiz’

*

‘Gentle Shepherd’ x sdlg

‘Caribbean D. Elkens’ x

Celebrate’

‘Just

‘BorderCrossing’ x sdlg

‘Stroke of Midnight’ x ‘Siloam
Double Rose’

‘Enchartes Spell’ x ‘Janice
Brown’

Sdlg x sdlg

‘Parfait’ x sdlg

* parentais ndo citados nos registros “The American Hemerocallis Society”.

Sdlg = “seedling”, origem desconhecida.
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6.2.3 MARCADOR RAPD

A analise de RAPD foi realizada no Laboratoério de Horticultura Ornamental do
Departamento de Horticultura Ambiental, da Universidade da Flérida (UF-IFAS-
TREC), localizado em Homestead, Florida, USA.

As treze cultivares de hemerocale foram rastreadas com 15 iniciadores (OPA
— 01, OPA — 04, OPA — 07, OPA — 08, OPA — 09, OPA — 11, OPA — 12, OPA -14,
OPA - 16, OPA - 19, OPB - 03, OPB - 06, OPB - 10, OPB - 13, OPB - 20)
(“Operon Technologies”). O volume total da reagéo foi de 13 pl, contendo 5,68 pul de
adgua; 1,3 pl 10x PCR Buffer (sem MgCly); 0,78 ul de MgCl, (25 mM); 1,04 pl de
dNTPs (2,5 mM); 3,0 pl de iniciador (10 puM); 0,2 pl de Taq “polimerase” (5U/pl,
Qiagen) e 1 pl (10 ng de DNA) de acordo com técnica descrita por Ferreira e
Grattapaglia (1998).

O termociclador (PTC- 100 Peltier Thermal cycle) foi programado para 1 ciclo
de 5 min a 94 °C seguido por 40 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 mina 37°Ce 2 mina 72
°C. Finalmente 1 ciclo de 2 min a 72 °C, e entdo, diminuiu a temperatura para 4 °C.
Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose de 2%
em buffer TAE 1X. Os géis foram expostos em luz UV e fotografados para posterior
andlise. O tamanho dos fragmentos amplificados foi estimado com o uso de 100 pb
DNA “ladder” (Sigma, St Louis, MO). Todas as reac¢des foram repetidas duas vezes
e somente aquelas que apresentaram reprodutibilidade em todas as corridas foram

consideradas para andlises dos dados.

6.2.3.1 Andlise de dados

Cada banda de RAPD foi considerada como uma banda independente com
dois alelos, presenca ou auséncia de bandas. Os fragmentos amplificados foram
anotados manualmente, “1” para presenca e “0” para auséncia, em seguida foi
gerada uma matriz binaria. O coeficiente para o célculo de similaridade genética
utilizado para a analise dos individuos foi o de Jaccard (ROHLF, 2000). Com os
dados de similaridade foi realizada a andlise de agrupamento (médulo SAHN),
utiizando o método da média das distancias genéticas (UPGMA), sendo que o
ajuste entre a matriz de distancias e o dendrograma foi estimado pelo coeficiente de

correlacdo cofenética (r) (SOKAL e ROHLF, 1962). Para a construcdo do
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dendrograma foi utilizado o programa computacional “Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System” (NTSYS pc 2.02) (ROHLF, 2000). A estabilidade dos
agrupamentos do dendrograma foi verificado pelo programa dBood verséao 3.1 pc.
(COELHO, 2001) pelo procedimento de reamostragem com 10000 “bootstraps”. O
coeficiente médio de similaridade foi determinado por meio da média aritmética de

todas as similaridades das amostras entre si.

6.2.4 MARCADOR SSR

A andlise de SSR foi realizada no Laboratério de Genética Vegetal, Embrapa
Recursos Genéticos Vegetais e Biotecnologia — Cenargen, Brasilia, DF.

Para o estudo de genotipagem das treze cultivares de hemerocale, um
conjunto de 10 pares de iniciadores microssatélites foi selecionado de acordo com
trabalho realizado por Miyake e Yahara (2006) (Tabela 16). Seis iniciadores foram
marcados com fluorescéncias: 6-FAM (azul) e quatro com fluorescéncia HEX
(verde).

Para verificar a validagdo dos iniciadores selecionados, reacgfes foram
amplificadas com Kit QIAGEN® Multiplexer PCR com 2 ng de DNA, 2,5 uM de
Master mix, 0,5 uM de Q-Solution, as concentragdes dos iniciadores variaram entre
0,1 uL (6-Fam) e 0,2 puL (Hex), adicionou-se H,O “RNAfree” até completar o volume
da reacédo para 5 uL. O programa para a amplificagéo dos produtos utilizado foi: (1)
95°C por 15 min, (2) 95°C por 30 seg (3) 54°C - 60°C por 1 e 30 min, conforme
temperatura de anelamento do iniciador (Tabela 2), (4) 72°C por 1 min, (5) passos 2,
3 e 4 por 35 vezes e (6) 72°C por 30 min para extensao final. Apos a PCR foi feita a
eletroforese dos produtos obtidos em gel de agarose 2%. Com os resultados obtidos
foi feita a otimizacdo da temperatura de anelamento e da concentracdo necesséria
de iniciadores, e o tamanho de fragmentos observados. Em seguida, foram
elaborados painéis multiplex (Tabela 17).

As reacfes dos painéis multiplex para os estudos genéticos de validacdo
foram amplificadas com Kit QIAGEN® Multiplexer PCR de acordo com Tabela 17. As
reagOes foram amplificadas sob as condigdes: (1) 95°C por 15 min, (2) 95°C por 30
seg (3) 57°C por 1 e 30 min, (4) 72°C por 1 min, (5) passos 2, 3 e 4 por 35 vezes e

(6) 72°C por 30 min para extensao final. As reacdes de amplificagdo foram feitas em
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placas de PCR para 96 amostras em termociclador GeneAmp PCR System 9700

(Perkin-Elmer). As amostras amplificadas foram diluidas cinco vezes com &agua

milliQ, 1 yL da amostra diluida foi transferida para uma mistura (8,88: 0,12 mL) de 9

uL de formamida com padréo interno de tamanho conhecido com 12 fragmentos —

(Rox-Psport) desenvolvido por Grattapaglia (2007 - comunicagdo pessoal) seguida

de desnaturagdo a 95°C por 5 min. Os produtos foram eletroinjetados em

seqlenciador automatico de DNA (ABI 3700, “Applied Biosytems”) e utilizado o filtro

D para captagao das fluorescéncias.

TABELA 16 - Sequéncia dos pares de iniciadores selecionados para hemerocale
com as respectivas “motifs”, amplitudes alélicas (pb), temperaturas de anelamento
(Ta). Laboratério de Genética Vegetal, Brasilia, DF, 2009.

Locos “Motifs” Sequéncia dos iniciadores (5 —3') Fragmento Ta
esperado (°C)

Hem C4 (CA)24 F: TGGGTCGCATAAAATGTGAA 106 54

(6-Fam) R: AAGTGCACAACGGAAGGTTT

Hem C18 (CT)as F: TGAACAAAACGAACCGACAA 175 54

(HEX) R: CATGCTTTTTGGGCATGAAT

Hem C24  (CT)e CT (GT)o F: CTTGTGAAGGCTGACATCCA 154 54

(HEX) R:CACGTGTAAACGGGCAAAAC

Hem C29  (GT), GA(GT)s F: CGGAAGGGAAGTGGGATAAC 244 54

(6-Fam) (AT)s (GT)s R: CCATTCATTTTTCCAAATCATGT

Hem C31  (CT),, CC(CT), F: CTAAACTTGACCGCCAACG 188 54

(6-Fam) R: TTTAGGTGTTCGGGTTTTGG

Hem C8 (CA)2 F: TTTTGCCATTTACCCCATTT 131 57

(HEX) R: AGGACGCTGATTTCTGAAGG

Hem C10 (AC)20 F: GCAGCCATAAATCCCACAAC 176 57

(HEX) R: CGTACTCAGCAATGACGTTGA

Hem C22 (CA)z F: TTTGGGTCCGTCTCATTCTC 161 57

(6-Fam) R: CCCTGGATATAATGCTTTTGTCT

Hem C203 (TG)io F: CCTCTCGTTCATTCACCAACA 300 57

(6-Fam) (CG)s...(TC)1o R: CGCACACACACACACTCAGGA

Hem C16 (CA)2 F: TCAATGTCCAAGTGCTCAAACA 187 60

(6-Fam)

R: TGCATTTTGTTCTCTCTCGTTCA
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TABELA 17 - Painéis multiplex otimizados para analise de hemerocale. Laboratério
de Genética Vegetal, Brasilia, DF, 2009.

Reacdo PCR Painel 1 Painel 2 Painel 3 Painel 4
Master Mix (pL) 2,5 2,5 2,5 2,5
Q Solution (uL) 0,5 0,5 0,5 0,5
H20 RNAfree (uL) 0,4 0,7 0,55 0,5

“Primer” (pL) Hem C18 - 0,2 Hem C8 - 0,2 Hem C10 - 0,25 Hem C4 - 0,1
Hem C29-0,2 HemC22-0,1 HemC203-0,2 HemC24-0,2

Hem C31-0,2 Hem C16 -10,2
DNA (2ng/ pL) 1,0 1,0 1,0 1,0
Total da Reacédo 5,0 50 5,0 50

6.2.4.1 Andlise de dados

As analises de tamanho dos fragmentos microssatélites foi realizada
utilizando o programa GeneScan versédo 3.1.2. (“Applied Biosystems”). Os alelos
amplificados foram determinados utilizando o programa Genotyper versdo 2.5.2
(“Applied Biosystems”) baseado em tamanho de fragmento padréo de cada amostra,
determinado manualmente. Os dados genotipicos gerados com duas casas decimais
de precisao foram arrendondados com base nas informagdes de “motif’ utilizando o
“software” Allelobin que utiliza um método de minimizagéo através de quadrados
minimos (IDURY e CARDON, 1997).

Por meio do programa PowerMarker (v.3.25) foram estimadas a
heterozigosidade observada (Ho) e diversidade génica (DG), que é analisada
conforme Nei (1987) dada pela féormula [GDe]=(1-Zipi”)(2n)/(2n-1), onde p; é a
frequéncia do iesimo alelo para cada loco e n 0 numero de amostras analisadas o
ndimero de alelos e valores de frequéncia dos alelos mais frequentes e por fim,
conteddo informativo de polimorfismo (PIC), na busca de marcadores mais

informativos.
6.2.4.1.1 Anéalise da Diversidade Genética
Com o polimorfismo detectado entre os 13 acessos de cultivares de hemerocale

foram estimadas as freqUéncias alélicas, o numero de alelos de cada loco, a

diversidade génica (DG) e o contetdo polimérfico informativo (PIC). As distancias
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genéticas entre os acessos de hemerocale foram estimadas pelo método “Shared
Allele Distance”. As estimativas foram baseadas na soma da proporgdo de alelos
comuns entre dois acessos examinados em cada loco dividida pelo dobro do nimero
de locos testados (BOWCOCK et al., 1994; GOLDSTEIN et al., 1999), através do
programa Bood (COELHO, 2000), com “bootstrapping” com 1000 randomizac¢des. A
matriz diagonal foi submetida a analise de agrupamento utilizando o método de
UPGMA realizado pelo programa NTSYS pc versdo 2.10 (ROHLF, 1998) que foi

conferida com os resultados obtidos pelo “bootstrapping”.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 ANALISE RAPD

Dos 15 iniciadores testados, foram selecionados oito que produziram
fragmentos de maior robustez e repetibilidade (Tabela 18). Os iniciadores
selecionados produziram um total de 56 bandas, sendo 55 polimorficas,
apresentando uma porcentagem de polimorfismo de 98,21% (Tabela 18), Esse alto
grau de polimorfismo estd de acordo com a variabilidade observada com base em
caracteres morfoldgicos em hemerocale (“American Hemerocallis Society”, 2004), e
corrobora com a variabilidade genética encontrada por Tomkins et al. (2001) ao
analisarem 100 cultivares de Hemerocallis. Em trabalho similar com Lilium estes
mesmos iniciadores apresentaram de moderada a alta frequéncia de bandas
polimérficas, com porcentagem de polimorfismo de 83% (PERSSON et al., 1998).

Dentre os iniciadores selecionados, OPA — 11, OPA 7 e OPA 20, geraram o
maior numero de fragmentos (14, 9 e 9 respectivamente, com 100% de polimorfismo
(Tabela 18).

Com relacdo ao tamanho das bandas amplificadas, foi observado que os
iniciadores geraram uma amplitude de bandas entre 200 pb até 1500 pb (Tabela 18,
Figura 10). Esta variacdo no tamanho esta dentro da faixa esperada para
marcadores RAPD, que podem teoricamente amplificar fragmentos que variam entre
200 pb e 2000 pb (BUSSEL et al., 2005), e segundo Ferreira e Grattapaglia (1998)
esse marcador molecular pode amplificar fragmentos de até 4000 pb. Essa variacdo
no comprimento dos fragmentos pode ser exemplificada por varios trabalhos como:
em Limonium os fragmentos variaram de 300 a 2000 pb (BRUNA et al., 2004), em
Allium variaram de 200 a 3940 pb (HONG et al., 1996), em Phalaenopsis variaram
de 223 a 2300 pb (TAYWIYA et al., 2008) e em Hippeastrum variaram de 100 a 1500
pb (CHAKRABARTY et al., 2007).
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TABELA 18 - Cadigo e sequéncia do iniciador, numero total de bandas, numero de
bandas polimorficas e porcentagem (%) de bandas polimérficas na amplificacdo do
DNA gendmico de 13 cultivares de hemerocale por meio do marcador RAPD.
Laboratério de Horticultura Ornamental, Homestead, FL, 2008.

Iniciadores Sequiéncia NUmero  Tamanho  NUmero de % de
(5" to 3) total de (bp) bandas bandas
bandas polimorficas  polimorficas
OPA-07 GAAACGGGTG 9 400-1000 9 100,00
OPA-08 GTGACGTAGG 3 600-1000 3 100,00
OPA-11 CAATCGCCGT 14 500-1500 14 100,00

OPA-16 AGCCAGCGAA 7 400-1500 6 85,70
OPA-19 CAAACGTCGG 7 400-1000 7 100,00
OPB-03 CATCCCCCTG 3 300-1000 3 100,00
OPB-13 TTCCCCCGCT 4 300-1000 4 100,00
OPB-20 GGACCCTTAC 9 500-1500 9 100,00

Total 56 200-1500 55 98,21

1500pb
—

SUUQQ

FIGURA 10 - Perfil de um gel de RAPD utilizando o iniciador OPA-11 em 13
cultivares de hemerocale. Laboratério de Horticultura Ornamental, Homestead, FL,
2008.
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6.3.2 ANALISE SSR

6.3.2.1 Validagéo dos pares de iniciadores

Antes de iniciar as reacdes de amplificagdo das regides microssatélites fez-se
necessario a otimizagdo das condigbes de PCR, principalmente da temperatura de
anelamento (Ta). A Tabela 19 apresenta os valores encontrados para a temperatura
de anelamento e o tamanho dos fragmentos observados.

Ao observar os resultados obtidos na Tabela 19, verifica-se que a temperatura
de anelamento recomendada teve que ser alterada. Para os pares de iniciadores
que recomendavam a temperatura de 54°C foi necessario aumentar a temperatura
para 57°C. Pois, esses iniciadores apresentaram além da banda correspondente ao
microssatélite, amplificagbes inespecificas. No caso do par de iniciador Hem C16, o
qual era recomendado a temperatura de 60°C, ocorreu uma diminuigdo para 57°C.
Essa reducdo na temperatura além de melhorar a resolugdo das bandas, foi
extremamente vantajosa. Pois, com o0 uso de uma mesma temperatura permitiu o
desenvolvimento de um sistema multiplex, em que varios locos puderam ser

analisados simultaneamente a partir de uma Unica reacéo de PCR.

TABELA 19 - Iniciadores SSR selecionados para hemerocale com os respectivos
fragmentos esperados, temperaturas de anelamento (Ta) recomendadas,
fragmentos observados e temperatura de anelamento (Ta) utilizada. Laboratério de

Genética Vegetal, Brasilia, DF, 2009.

Locos Fragmento Ta (°C) Fragmento Ta (°C)
esperado Recomendada observado Utilizada

Hem C4 106 54 74 - 130 57

(6-Fam)

Hem C18 175 54 150 57

(HEX)

Hem C24 154 54 160 57

(HEX)

Hem C29 244 54 180 — 220 57

(6-Fam)

Hem C31 188 54 120 57

(6-Fam)

Hem C8 131 57 100 — 120 57

(HEX)

Hem C10 176 57 160 — 181 57

(HEX)
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TABELA 19 - Iniciadores SSR selecionados para hemerocale com os respectivos
fragmentos esperados, temperaturas de anelamento (Ta) recomendadas,
fragmentos observados e temperatura de anelamento (Ta) utilizada. Laboratério de
Genética Vegetal, Brasilia, DF, 2009. (continuacao)

Locos Fragmento Ta (°C) Fragmento Ta (°C)
esperado recomendada observado Utilizada

Hem C22 161 57 124 — 155 57

(6-Fam)

Hem C203 200 57 160 57

(6-Fam) 290 — 300

Hem C16 187 60 144 - 167 57

(6-Fam)

As variagbes do tamanho (pb) dos alelos também foram diferentes da
observada por Miyake e Yahara (2006). Um exemplo pode ser observado no caso do
alelo especifico gerado pelo “primer” HemC4 é 106 pb (MIYAKE e YAHARA, 2006).
No presente estudo, esse mesmo alelo foi estimado em 74 - 130 pb (Tabela 19,
Figura 11). Conforme sugerido por Testolin et al. (2000) essa discrepancia pode ser
devido as condi¢cbes de desnaturacdo durante a eletroforese e as diferencas na
composicao de bases.

Apos a verificacdo da validagdo dos pares de iniciadores, quatro painéis de
marcadores microssatélites (painel multiplex) constituido por 10 pares de iniciadores
marcados com fluorescéncia foram otimizados para a genotipagem automética em
sequenciador de DNA modelo ABI 3700 (Applyed Biosystems).

A andlise de validagdo dos painéis multiplex corresponde a avaliagdo da
diversidade e distancia genética. O resultado da amplificacdo de PCR das 13
cultivares de hemerocale utilizando 10 locos microssatélites € apresentado na
Tabela 20. Os 10 locos microssatélites utilizados nas analises demonstraram que a
maior frequéncia alélica (FA) foi observada para o loco HemC18 com valor de 0,88.
O numero de alelos por loco (NA) variou de 2 a 8, com uma média de 4 alelos por
loco. Esses resultados foram muito inferiores aos resultados obtidos por Myake e
Yahara (2006). O namero de alelo por loco variou de 2 a 20, com uma média de 9,8
para Hemerocallis fulva, de 1 a 19, com uma média de 8,8 para Hemerocallis citrina.
Este resultado deve-se a diferenca em relagdo a estrutura genética dos genétipos

utilizados neste trabalho.
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A diversidade génica no conjunto de amostras apresentou-se mediana, com
valores médios de 0,49. Valores minimos de 0,14 para o loco HemC8 e valor
méaximo de 0,80 para o loco HemC29. De acordo com a classificacdo de PIC
(conteudo informativo polimorfico) por Botstein et al. (1980), os dados revelados para
0 presente conjunto de dados mostram-se medianamente informativos, visto que o
valor de PIC variou de 0,20 (HemC18) a 0,78 (HemC29), com média de 0,45. O
baixo numero de alelos por loco e o baixo valor de PIC para os locos usados no
presente trabalho pode ser atribuido ao nimero pequeno de gendtipos analisados
(13 cultivares) ou também ao pequeno numero de locos microssatélites utilizados
(10 locos).

TABELA 20 - Frequéncia do alelo mais frequente (FA), nimero de gendtipos (NG),
amostras (A), numero de alelos (NA), diversidade genética (DG), conteudo
informativo polimorfico (PIC), heterozigosidade (He) e endogamia (f) para o conjunto
de 13 acessos de hemerocale analisados em 10 locos microssatélites. Laboratério de
Genética Vegetal, Brasilia, DF, 2009.

Locos FA NG A NA DG PIC He F
HemC18 0,88 3,00 13,00 3,00 0,21 0,20 0,08 0,66
HemC29 0,35 10,00 13,00 8,00 0,80 0,78 0,31 0,64
HemC31 0,62 4,00 13,00 5,00 0,56 0,51 0,08 0,87
HemC8 0,92 2,00 13,00 2,00 0,14 0,13 - 1,00
HemC22 0,35 6,00 13,00 4,00 0,72 0,67 0,38 0,50
HemC10 0,54 7,00 13,00 8,00 0,66 0,64 0,33 0,53
HemC203 0,81 3,00 13,00 3,00 0,32 0,29 0,08 0,78
HemC4 0,62 6,00 13,00 5,00 0,56 0,51 0,31 0,48
HemC16 0,54 6,00 13,00 3,00 0,59 0,52 0,23 0,63
HemC24 0,77 2,00 13,00 2,00 0,36 0,29 - 1,00

Média 0,64 4,90 13,00 4,30 0,49 0,45 0,18 0,66

Todos os locos apresentaram valores de heterogosidade muito baixos,
variando de 0,08 a 0,38, discordando de Myake e Yahara (2006) que determinaram
uma variagdo de heterogosidade de 0,62 a 0,95 para duas espécies de hemerocale.
Esses resultados sugerem deteccdo de endogamia elevada para a espécie, o que
pode ser confirmado na Tabela 20, ou a presenca de alelos nulos para estes locos,
que pode ocorrer devido a mutagdes pontuais ocorridas nos locais de anelamento
dos iniciadores. Petit e Callaway (2006) descrevem que o género Hemerocallis
apresenta sistema de cruzamento misto, com predominio da fecundag&o cruzada.

Com base nesse pressuposto, pode-se inferir que os altos niveis de endogamia
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observados no presente trabalho sejam decorrentes de auto-fecundacdo e também

de cruzamentos entre parentes.
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FIGURA 11 - Genotipagens em sistema semi-automatizado de locos marcados com
diferentes fluorescéncias 6-fam (azul) e hex (verde) realizadas em 13 acessos de
hemerocale. Laboratério de Genética Vegetal, Brasilia, DF, 2009.

6.3.3 SIMILARIDADE GENETICA E DENDROGRAMA DOS GENOTIPOS

A matriz binéria obtida dos fragmentos amplificados (Tabelas 21 e 22) fornece
a porcentagem de similaridade entre as 13 cultivares de hemerocale analisadas por
meio do uso de marcadores RAPD e SSR. Com isso foi possivel construir um
dendrograma (Figuras 12 e 13), o qual facilitou a observagédo da relacdo entre as
cultivares e permitiu inferir os agrupamentos dos materiais analisados.

A média da similaridade genética obtida no presente trabalho baseada no
coeficiente de Jaccard foi de 0,48 para RAPD (Tabela 21) e 0,51 para SSR (Tabela

22). Esses valores demonstram um valor médio na diferenca existente entre as
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cultivares. Resultados similares foram encontrados por Lanying et al. (2008) que
avaliaram a diversidade genética de Rhododendron. Esses autores obtiveram
também um valor de similaridade genética de 0,46 e concluiram que esse resultado
refletiu em uma pequena diferenca entre os acessos. Em contrapartida, valor médio
superior de similaridade genética foi encontrado por Tomkins et al. (2001) ao
estudarem o efeito de intensas hibridizagbes em 100 cultivares de hemerocale
utiizando marcador AFLP. Esses autores obtiveram uma média de 0,80 de
similaridade genética e demonstraram que as distdncias genéticas entre as
cultivares analisadas foram diminuindo com o aumento das hibridizagoes.

Valores menores de 0,69 (RAPD) e 0,85 (SSR) de coeficiente de similaridade
foram obtidos quando todas as cultivares foram comparadas entre si. A similaridade
entre as cultivares ‘Siloam Show Girl’ (5) e ‘Gentle Shepherd’ (11) foi a menor com
0,22 para RAPD (Tabela 21), e para o marcador SSR, a menor similaridade foi entre
as cultivares ‘Caribbean Snowcap’ (7) e ‘Dragons Eye’ (10) com 0,20 (Tabela 22).
Em Limonium foram obtidos resultados similares para coeficiente de similaridade
(0,37) entre as espécies L. latifolium e L. gmelinii que s&o originadas de uma mesma
regido (BRUNA et al., 2004). Esse resultado permite inferir que estas cultivares de
hemerocale séo candidatas potenciais como fonte de variabilidade, e com isso pode
aumentar a possibilidade de obter ganho genético por sele¢gédo, aumentando também
a possibilidade de se chegar mais rapido a cultivares e hibridos com caracteristicas
gue o mercado vem exigindo.

A maior similaridade, ou seja, a menor distancia foi entre as cultivares ‘Sugar
Candy’ (4) e ‘Stolen Treasure’ (8) com 0,69 para RAPD (Tabela 21), e entre as
cultivares ‘Siloam Nugget (2) e ‘Gentle Shepherd’ (11), ‘Siloam Nugget' (2) e
‘Cleopatra’ (12), ‘Sugar Candy’ (4) e ‘Cleopatra’ (12), e ‘Double Cranberry Ruffles’ (9)
e ‘Gentle Shepherd’ (11) com 0,85 para SSR (Tabela 22). Na Tabela 15 verifica-se
que de todas as cultivares citadas acima, somente a cultivar ‘Double Cranberry
Ruffles’ informa os parentais, as demais cultivares ndo informam ou citam a palavra
“seedling”, ou seja, de pais desconhecidos. Esses resultados permitem inferir que
apesar de os gendtipos ndo informarem se apresentam parentais em comum, o alto
valor de similaridade genética sugere que tais genotipos estejam relacionados
ancestralmente (SHIRAN et al., 2007). Com isso ndo se recomenda cruzamentos

entre essas cultivares para um programa de melhoramento dessa espécie.
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A identificacdo de gendtipos com base somente na similaridade genética, sem
considerar seus proprios desempenhos, pode ndo ser uma boa estratégia para um
programa de melhoramento. Assim, a recomendagao de cruzamentos em programas
de melhoramento entre gendtipos divergentes, mas que apresentem desempenho
superior nas principais caracteristicas de importancia agronémica, parece ser a mais
indicada (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2000). Com base nos valores genotipicos
das familias para os caracteres numero de haste (NH) e numero de botdes florais
por planta (NBP) (dados ndo apresentados), observou-se que entre 0s nove
melhores cruzamentos para esta caracteristica, a maioria, DL 15 (8 x 13), DL 14 (13
x 8),DL 2 (1x12), DL 3 (12 x 1), DL 24 (9 x 10), DL 25 (10 x 9), DL 27 (6 x 4), foi
proveniente de cruzamentos entre genitores que apresentaram coeficientes de
similaridade baixos (Tabelas 21 e 22). Em contrapartida, verificou-se que para
menores valores genotipicos para estas caracteristicas, DL 19 (2 x 5), DL 12 (11 x
8), DL 20 (5 x 2), DL 30 (4 x 11), apresentaram coeficientes de similaridade
elevados. Estes resultados evidenciam que a proximidade genética influenciou nos
valores obtidos de ganho genético e que cruzamentos entre cultivares divergentes
(n&o aparentados) de hemerocale podem ser explorados visando a obtencdo de
familias com maior valor genotipico e consequentemente maior ganho genético.
Resultados similares foram apresentados por Oliveria (2007), ao estudar a
divergéncia genética em clones de cana-de-acucar verificou que cruzamentos
divergentes entre genitores, apresentaram elevados valores genotipicos para as
caracteristicas produtividade de massa de colmo e de agUcar em suas respectivas

familias.
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TABELA 21 - Matriz de similaridade genética de 13 cultivares de hemerocale
baseado em 8 iniciadores de RAPD e no coeficiente de Jaccard. Laboratério de
Horticultura Ornamental, Homestead, FL, 2008.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 1,00
2 041 1,00
3 050 0,56 1,00
4 0,52 059 0,58 1,00
5 048 0,40 0,45 0,48 1,00
6 053 0,36 0,51 0,53 0,50 1,00
7 051 053 061 064 0,47 0,64 1,00
8 035 053 066 069 047 060 0,68 1,00
9 044 035 0,44 043 0,38 0,41 0,50 0,50 1,00
10 0,33 0,38 0,37 0,44 0,27 0,32 0,35 0,47 0,38 1,00
11 0,33 0,33 0,38 0,37 0,22 0,42 0,47 0,39 0,38 0,36 1,00
12 0,33 0,37 0,45 0,44 0,28 0,36 0,47 0,51 0,47 0,53 0,52 1,00
13 0,27 0,30 0,42 0,48 0,26 0,40 0,40 0,43 0,32 0,48 0,44 0,61 1,00
TABELA 22 - Matriz de similaridade genética de 13 cultivares de hemerocale
baseado em 10 iniciadores de SSRS e no coeficiente de Jaccard. Laboratério de
Genética Vegetal, Brasilia, DF, 2009.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 1,00
2 045 1,00
3 045 055 1,00
4 0,55 050 0,50 1,00
5 0,40 0,60 050 0,60 1,00
6 050 050 0,39 0,28 0,44 1,00
7 035 055 035 045 0,35 0,33 1,00
8 055 055 055 0,50 0,50 0,28 0,50 1,00
9 0,35 040 045 0,60 045 0,56 0,50 0,55 1,00
10 0,35 0,50 0,45 0,50 0,35 0,39 0,20 0,40 0,45 1,00
11 0,70 0,85 0,55 0,65 050 0,44 0,50 0,65 0,85 0,65 1,00
12 0,65 0,85 0,75 0,8 055 0,72 0,65 0,70 0,60 0,70 0,60 1,00
13 0,50 0,45 0,50 0,50 050 0,39 0,30 0,35 0,50 0,30 0,70 0,60 1,00

O coeficiente de correlagdo cofenética dos dendrogramas (r = 0,81 para

RAPD e 0,75 para SSR) revelou um bom ajuste entre a representagcdo gréfica das

distancias e a sua matriz original (ROHLF, 2000), possibilitando a realizagcdo de

inferéncias por meio da avaliacdo visual das Figuras 12 e 13. Neste tipo de

representacao grafica, a eficiéncia com que a matriz original dos dados de distancia
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é representada na figura, implica diretamente a possibilidade de sua utilizag&do
(BERTAN et al., 2006).

O dendrograma gerado pelo método UPGMA por meio do programa NTSYS-
pc 2.02 (Figuras 12 e 13) agrupou as 13 cultivares de hemerocale para ambos
marcadores em dois grupos. Para o RAPD, o primeiro grupo possui nove cultivares
(1, 3.4,8,7,6, 2,5, 9, 10) distribuidas em sete ramificagcbes. No segundo grupo
estdo agrupadas quatro cultivares (10, 12, 13 e 11), em que as cultivares 12 e 13
formam um subgrupo. Essas cultivares morfologicamente apresentam igual formato
de flor “aranha” e séo classificadas como plantas de porte alto. O dendrograma
obtido do marcador SSR o primeiro grupo possui 10 cultivares (1, 2, 11, 4, 12, 9, 8,
3, 13, 5) distribuidos em 7 ramificag6es. No segundo grupo esté as trés cultivares
restantes (10, 6 e 7).

A analise comparativa dos dois dendrogramas revelou associa¢fes diferentes
entre as cultivares. Uma similaridade genética de 0,85 e 0,33 entre as cultivares 2 e
11, de 0,85 e 0,37 entre as cultivares 2 e 12, de 0,85 e 0,44 entre as cultivares 4 e
12 e de 0,85 e 0,38 entre as cultivares 9 e 11 foi observada com marcadores SSR e
RAPD, respectivamente. Havendo, portanto maior eficiéncia do marcador SSR na
identificacdo da similaridade genética entre as cultivares estudadas. Resultados
semelhantes foram verificados na andlise genética de Malpighia emarginata D.C.
(SALLA et al., 2002), por outro lado, Van de Ven e McNicol (1996) mostraram que o
marcador RAPD foi mais preciso na identificagdo de acessos de Picea sitchensis.
Uma possivel explicacdo para tal resultado talvez seja o tipo de informacgé&o revelada
por cada marcador. Marcadores RAPD sd&o distribuidos ao acaso no genoma e
largamente em regides intergénicas. Em contraste, os marcadores SSR detectam
sitios pré-determinados, podendo ser provenientes de regifes ndo traduzidas e de
introns, por exemplo (GHISLAIN, et al., 2006).
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FIGURA 12 - Dendrograma de similaridade genética de 13 cultivares de hemerocale, obtido pela analise de agrupamento UPGMA,
com base no coeficiente de Jaccard, utilizando marcadores RAPD. Laboratdério de Horticultura Ornamental, Homestead, FL, 2008.
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FIGURA 13 - Dendrograma de similaridade genética de 13 cultivares de hemerocale, obtido pela analise de agrupamento UPGMA,
com base no coeficiente de Jaccard, utilizando marcadores SSR. Laboratério de Genética Vegetal, Brasilia, DF, 2009.



6.4 CONCLUSOES

A média de similaridade genética obtida no presente trabalho baseada no
coeficiente de Jaccard foi de 0,48 para RAPD e 0,51 para SSR.

Dentre os marcadores testados, SSR foi mais eficiente na identificacédo de
similaridade genética entre as cultivares estudadas.

A proximidade genética influenciou nos valores obtidos de ganho genético e
as melhores familias foram obtidas entre cruzamentos de cultivares divergentes.

O dendrograma gerado pelo método UPGMA dividiu as 13 cultivares de

hemerocale em dois grupos para os dois marcadores testados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de hibridizagdes em hemerocale terem sido feitas por muitos anos,
cruzamentos entre algumas cultivares comerciais apresentam certa dificuldade em
produzir frutos, portanto, sugere-se a realizagéo de estudos testando a fertilidade do
estigma, viabilidade de pdlen e a ocorréncia de processos de incompatibilidade.

Com relagdo aos parametros genéticos, os resultados revelaram que a
selecdo de familias proporcionou a maior eficiéncia seletiva em hemerocale, e
consequentemente ganhos genéticos para alguns caracteres. Esses resultados
poderdo ser usados a fim de facilitar uma selecdo adequada dos progenitores que
déem origem a progénies com o0s caracteres desejados. Porém, sugere-se para
estudos futuros a identificagdo e a investigacdo de genes que controlam as
caracteristicas quantitativas, utilizando o método de mapeamento QTL (“Quantitative
Trait Loci”).

Para o estudo citogenético, foi possivel determinar uma metodologia eficiente
para realizar a contagem de cromossomos de hemerocale. Essa metodologia podera
ser utilizada para outras cultivares, visto que existe uma certa dificuldade em
encontrar dados referentes sobre a ploidia das mesmas. Porém, vale destacar que
para um ndmero maior de amostras recomenda-se testar e padronizar um protocolo
de outra técnica, andlise por citometria de fluxo do conteddo nuclear de DNA, a qual
vem se tornando popular na estimagéo de ploidia.

No estudo da relacdo genética entre as cultivares foi possivel indicar algumas
cultivares como candidatas potenciais como fonte de variabilidade e descartar
algumas hibridizagbes. Assim, o estudo de similaridade genética mostrou-se
bastante util para o planejamento de cruzamentos para produgcdo de novas
cultivares. Estudos futuros podem ser realizados utlizando os marcadores
moleculares, como por exemplo, a caracterizagao de cultivares com fins de protegéo,

e 0 monitoramento de fecundagdes cruzadas e autofecundagdes.
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avaliadas em 15 familias de hemerocale. Joinville, SC, 2007.
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15 familias de hemerocale. Joinville, SC, 2007.
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15 familias de hemerocale. Joinville, SC, 2007.
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