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EFEITO DE CITOCININA E AUXINAS SOBRE O ESTABELECIMENTO IN VITRO DE
Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloesem A PARTIR DE CAPITULOS JOVENS

EFFECT OF CYTOKININ AND AUXIN ON IN VITRO ESTABLISHMENT OF
Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloesem FROM YOUNG CAPITULUM

Mércio Henrique Pereira Barbosa*

César Augusto Brasil Pereira Pinto***

RESUMO

Na obtencao de plantulas in vitro da cv. Appel-
bloesem, foram utilizados capitulos jovens como explan-
tes Iniciais sendo culturados em meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) solidificado com 0,7% de &agar e su-
plementado com adenina (80mg/l), tirosina (100mg/l) e
diferentes concentragbes e combinag¢des de BAP (6-ben-
zilaminopurina) com AIA (4cido indole-3-acético) e AlA
com 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético). A avaliagao foi
feita levando-se em consideracdo o numero de brotos
adventicios regenerados por explante, formacao de calos
e desenvolvimento dos capitulos estabelecidos in vitro.
Conseguiu-se melhores resultados com os niveis de 3. 6
e 9mg/l de BAP, sendo que para o nivel de 3mg/l de
BAP regenerou-se em média, duas brotagbes por ex-
plante, para o nivel de 6mg/l de BAP, trés brotacdes e
para o nivel de 9mg/l, uma brotacdo. O uso do 2 4-D

iInduz maior formagao de calos para a fase de estabele-
cimento da cultura.

Palavras-chave: cultura de tecidos, reguladores de cres-
cimento, Gerbera jamesonii.

SUMMARY

An In witro method was developed for the
establishment and regeneration of larger numbers of
uniform plants from the basal parts of the flower of
Gerbera jamesonii. The culture medium was MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) solidified with 0.7% agar
and supplemented with adenine (80mg/l), tyrosine
(100mg/l) and different concentrations and combinations
of BAP (6-benzylaminopurine) with 1AA (indoleacetic
acid), and IAA with 2.4-D (2.4-dichlorophenoxyacetic).
Muitiple shoot buds formation is observed from
capitulum on MS medium incorporate with 3, 6, and
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9Img/l of BAP. At 3mg/l of BAP two shoot bud formation
per explant are regenerate, at emg/l of BAP three shoots

and at 9mg/l of BAP just one. 2.4-D is not necessary at
this stage of culture establishment.

Key words: tissue culture, growth regulator, Gerbera
jamesonil.

INTRODUCAO

Entre as plantas ornamentais de grande impor-
tancia econdmica, a gerbera (Gerbera jamesonii Bolus
ex Hook) se destaca pela utilizacao de suas flores para
corte. As gerberas cultivadas atualmente sao hibridos

procedentes da Gerbera jamesonii. Pertencem a familia
das compostas e s&o nativas da Asia e Africa do Sul.

PIERIK & SEGERS (1973) foram pioneiros nos
estudos dos fatores que afetam a formacao de raizes
adventicias de gerbera, utilizando como explante, nervu-
ras de folhas jovens. Os resultados desse trabalho fo-
ram basicos para posteriores estudos do cultivo de ger-
bera in vitro. Diversos trabalhos mostraram que a gerbe-
ra pode ser propagada vegetativamente por cultivo in vi-
tro de inflorescéncias (PAWLOWSKA, 1977), folhas (HED-
TRICH, 1979), parte central do rizoma (SAWA, 1977), es-
capo ou talo floral (CHU & HUANG, 1983), meristemas
(RUFFONI et al, 1987) e capitulos jovens (PIERIK et al,
1975 e LALIBERTE et al, 1985).

Uma objecao que se faz, em relacao a utiliza-
cao destas fontes de explantes, € a baixa percentagem
de explantes com formagao de brotos. De maneira ge-
ral, as brotagbes obtidas por qualquer um dos méto-
dos, podem faciimente serem usadas como material es-
teril inicial para outras subculturas e experimentos onde
se deseja brotacbes axilares.

Considera-se que 0 emprego de meristemas
(RUFFONI et al, 1987) &€ o0 meétodc mais indicado para
uma propagacao massal rapida. Ao passo que, quando
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nao se dispde de um grande numero de plantas matri-
zes fornecedoras do explante primario, poderd ser utili-
zado como alternativa, o mérodo dos capitulos jovens.
A vantagem deste, & por ser um método ndo destrutivo,
visto que apenas as inflorescéncias jovens sao retiradas
da planta matriz.

Devido a baixa taxa de multiplicacdo de brota-
¢oes adventicias obtidas em pesquisas anteriores, este
trabalho teve por objetivo identificar as melhores concen-
tracoes de citocinina e auxinas, para proliferacdo de
brotos adventicios, a partir do cultivo in vitro de capitu-

los jovens de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Ap-
pelbloesem.

MATERIAL E METODOS

AS plantas matrizes foram selecionadas segundo
O vigor vegetativo e exuberancia de flores em casa de
vegetacao, em Holambra-SP. Procedeu-se a coleta dos
explantes iniciais, 0s quais, constituiram-se de capitulos
(inflorescéncias jovens fechadas) com didmetro variando
de 0,5 a 0,8cm.

Iniciaimente, o0s capitulos foram lavados em
agua corrente por 30 minutos e desinfestados com &lco-
ol 70%, durante dois minutos e, em seguida, com solu-
¢ao de hipoclorito de sédio a 1,5% por trinta minutos.
Finalmente, foram lavados em &gua destilada autociava-
da por trés vezes.

Com auxilio de pincas e bisturis, em céamara
asseptica, dividiu-se cada explante em, no méaximo trés
pedacos menores (0,3 a 0,5cm), os quais foram inocula-
dos em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) solidi-
ficado com 0,7% de &gar e suplementado com adenina
(80mg/l) e tirosina (100mg/l). Para o primeiro ensaio, 0s
seguintes reguladores de crescimento foram acrescenta-
dos em esquema fatorial 4 x 4, nos niveis: 0, 3. 6 €
Img/l de BAP e 0, 1, 2 e 3mg/l de AIA. O outro ensaio
foi em esquema fatorial 3 x 3 utilizando o meio MS su-
plementado com adenina (80mg/l), tirosina (100mg/l) e
BAP (6mg/l). Os niveis dos fatores foram: 0,1 e 2mgy/l
de AIA e 0,5 e 10mg/l de 2,4-D.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8
antes do processo de autoclavagem (121°C, 15psi
20min). A cultura foi colocada para desenvolver em sala
de crescimento apropriada, nas seguintes .condicoes: fo-
toperiodo de 16h sob luz branca fria (50umol/s/m? e
temperatura de 26+1°C.

O delineamento experimental utilizado foi o intei-
‘amente casualizado e cada tratamento foi repetido trés
vezes, sendo cada repeticdo representada pela média
Je quatro tubos de ensaio com um explante cada. Para
analise estatistica, os dados referentes & variavel diame-

10 medio dos capitulos desenvolvidos, foram transfor-
nados em vx+0,5.

A avaliacao foi feita aos 40 dias apOs a inocula-
cao levando-se em consideragcao 0 numero de brotos
adventicios regenerados por explante inicial, formacao de
calos e desenvolvimento dos capitulos estabelecidos in

vitro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de desenvolvimento dos capitulos
estabelecidos in vitro ocorreu em todos os tratamentos
(Tabelas 1 e 2) com excecao da testemunha (BAP au-
sente - Tabela 1), Esse desenvolvimento foi resultante
da ocorréncia de calos e do entumescimento e cresci-
mento de partes florais do capitulo, tais como estames
e pistilos.

Considerando-se o diametro medio dos capitu-
los desenvolvidos in vitro, a analise de variancia para o
experimento BAP x AlA (CV=7,8%), mostrou efeito signi-
ficativo somente para o fator BAP, enguanto no experi-
mento AIA x 24-D (CV=8,86%) houve significancia ape-
nas para 2,4-D.

Os maiores valol y diametro meédio dos ca-
pitulos foram obtidos com o emprego de BAP na au-
séncia de 2,4-D e independentemente do nivel de AIA
utilizado. A Figura 1 mostra o comportamento médio do
didmetro dos capitulos em fungcao do nivel de BAP. O
nivel 6timo de BAP obtido pela derivada da equagao de
regressao foi de 6,16mg/l. Estes resultados assemelham-
se com as recomendacdes de PIERIK et al (1982), que
sugerem o uso de 10mg/l de BAP e auséncia total de
auxina (AlA) para otimizar a producao de calos e de-
senvolvimento dos capitulos. Os tratamentos evidencia-

Tabela 1 - Representac&o  qualitativa da resposta
morfogenetica observada no cultivo in wvitro
de capitulos jovens de Gerbera jamesonii cv.
Appelbloesem, em diferentes concentracoes

de BAP e AlA.
BAP(mg. 1!
ALA ( mg. ! 0 3 6 9
ﬂ
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- auséncia de resposta

B coloracao escura

o coloragao clara

A regeneracao de broto adventicio

1 desenvolvimento do capitulo (diametro maior que
1,5cm) = calo + entumescimento de partes florais
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Tabela 2 - Representacaoc  qualitativa da  resposta
morfogenética observada no cultivo in vitro

de capitulos jovens de Gerbera jamesonii cv.
Appelbloesem, em meic MS suplementado
com obmg/l de BAP para as diferentes

concentracoes de 2.4-D e AlA

AlA(mg.i-h)
2,4-D{mg.1-1} 0 I 2
l~ 10 ujl | OB ol

[Ndesenvolvimento do capitulo = calo + entumescimento
de partes florais

 coloragao escura, tecido friavel, diametro menorque
1,9Cm

O coloragao clara, tecido firme, diametro maior que
1,5Cm

A regeneracao de broto adventicio.

W
T

N
-

y = 0,63 +048x -003x?
R°z 92.6 %

Diametro do capitulo desenvolvido {cm)

BAP (mg.1-1)

Figura 1 - Efeito do BAP sobre o di&metro aos
capitulos desenvolvidos in vitro de Gerbera

jamesonii cv. Appeibloesem em meio MS.

ram a presenga de calos, exceto na auséncia de BAP
(Tabelas 1 e 2).

A presenca de 2,4-D proporcionou maior desen-
volvimento de calos, enquanto em altas dosagens, 5 ¢
10mg/l, houve uma redugdo significativa para o desen-
volvimento dos capitulos (Tabela 2 e Figura 2).

Houve regeneracédo de brotos adventicios so-
mente nos tratamentos com 3 e 9mg/l de BAP (Tabela
1) e émg/l de BAP (Tabela 2), na auséncia de AIA e
2,4-D, sendo que para o nivel 3mg/l de BAP foram re-
generadas em media, duas brotagbes por explante, para

Didmetro do capitulo desenvolvido (cm)

2.4D ({mg.i°H

Figura 2 - Efei'fo do 24D sobre o diametro dos
capitulos desenvolvidos in vitro de Gerbera

jamesonii cv. Appelbloesem em meio MS
suplementado com 6mg/l de BAP.

o nivel de 6mg/l de BAP, trés brotagdes € para o nivel
de 9mg/l de BAP, uma brotagao. Coincidentemente a re-
generacao de brotos adventicios ocorreu nos tratamen-
tos que proporcionaram melhores resultados quanto ao
desenvolvimento dos capitulos, considerando-se 0s as-
pectos qualitativos e guantitativos (Tabelas 1 e 2 e Figu-
ra 1). De maneira semelhante, PIERIK et al (1975) con-
seguiram obter um ou dois brotos por capitulo, utilizan-
do também um quarto da inflorescéncia jovem como ex-
plante.

Segundo LALIBERTE et al (1985), ndo se pode
afirmar com certeza, qual o local de origem dessas Dro-
tacbes adventicias. Elas tanto podem ter se originado
por reorientagao de tecidos meristematicos das inflores-
céncias, bem como do tecido do receptaculo fioral. De
outra forma, AHMIN & VIETH (1986), CAPPADOCIA et al
(1987) e SITBON (1981) acreditam que em determinadas
ocasides, a regeneracao dessas plantuias ocorre em ca-
los que se formam a partir de Ovulos imaturos e que,
portanto, tais plantulas podem ser consideradas haploi-
des. Por outro lado, PIERIK et al (1982) concluiram que
0s altos niveis de citocinina, BAP (10 e 20mg/l) e cineti-
na (10mg/l), podem induzir a deformacao de folhas e
aumentar a formagao de caios em certas cultivares. Es-
ses autores também recomendam que a formacgao de
calos e regeneracdo de brotagbes adventicias a partir
desses mesmos calos deve ser evitada, pois estes sao
fontes potenciais de mutacoes.

Os resultados deste trabalho, confirmam
afirmacoes anteriores de PIERIK et al (1973), que citam
que € essencial a presenca de citocinina no meio de
cultura para a formacao de brotos originados do
capitulo. PIERIK et al (1975), empregaram niveis mais
clevados  das citocininas, 10mg/l de PBA
(6-benziiamino-9-2-tetraidropiranil-9-H-purina) e 5mg/l de
BAP, sendo o PBA significativamente mais eficiente do
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que o BAP para a regeneracdo dos brotos adventicios.
De maneira semelhante, PIERIK et al (1982) trabalhando
com quinze cultivares de gerbera, conseguiram melhores
resultados no cultivo in vitro de capitulos para producao
de brotos adventicios, utilizando o meio MS e concen-
tracoes mais elevadas de BAP (5; 10 e 20mg/)).

O AIA nao apresentou efeito para o didmetro
medio dos capitulos desenvolvidos, ressaltando, tam-
bém, que a regeneracdo de brotos adventicios ocorreu
nos tratamentos onde esta auxina estava ausente (Tabe-
las 1 e 2). Esses resultados concordam em parte com
atirmagoes de PIERIK et al (1975), onde estes autores
citam que a auxina ndo é essencial para a producao de
brotos, embora a utilizacdo de baixas concentragoes de
AlA (0,1mg/l) ou AIB (&cido indolilbutirico) (0,C5mg/l) te-
nham estimulado a producao dessas brotagcdes em
comparaga0 com nenhuma auxina. Entretanto, guando
esses niveis foram elevados para 0,5 e 0,1mg/l de AlA e
AIB, respectivamente, a formacao de brotos foi inibida.
Por outro lado, LALIBERTE et al (1985), trabalhando
com as culturas Pastourelle e Mardi Gras, conseguiram
melhores resultados no cultivo in vitro de capitulos para
producao de brotos, utilizando o meio MS suplementa-
do com niveis mais baixos de BAP, 1 ou 2mg/l associa-
dos a 0,1mg/l de AIA. De maneira semelhante, ARELLO
et al (1991) conseguiram para as cultivares Appelbloe-
sem e Marleen, intenso desenvolvimento de calos com
emissao de brotos a partir dos capitulos, em mejio MS
acrescido de 2mg/l de BAP e 0,5mg/l de AlA.

CONCLUSOES

- A cultivar Appelbloesem apresenta boa capaci-
dade para o desenvolvimento in vitro dos capitulos com
O uso de 3, 6 ou 9mg/l de BAP.

- Essas mesmas concentracdes de BAP, sao

Capazes de regenerar plantulas pelo método do capitu-
fe}

- O 2,4-D nao apresenta efeito sobre a produ-
¢aoc de brotos e desenvolvimento dos capitulos estabele-
cidos in vitro.

- O AlA nao influencia na regeneracéo de bro-
tos adventicios a partir do cultivo in vitro de capitulos
jovens.
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