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1. INTRODUGRO i

"As técnicas de cultura de tecidos tem sido amplamente
empregadas para a prépaga;&o de plantas, pr:’;ncipalmente as
ornamentais, e entre estas destacam-se a violeta e a gerbera, .as
qQuais s3o responsaveis por mais de 707 dentre quarenta espécies
de plantas ornameslmtais produzidas pela Franga através da cultura
de tecidos (BOUZIGUES, 1987).

No Brasil a produg3o de ger;bera de corte estd concentrada
em Jaguariina-SP na cooperativa Holambra, f‘espondendo por mais de
85%Z da .produ(;&o nacional, sendo o restante completado por
produtores do sul do pais. Apenas 207 das flores de gerbera
’ﬁroduzidas no Brasil, sdo exportadaé para os paises da América
' do Sul, principalmente Col®mbia. O exigente mercado europeu ndo
coni:ribui para a importag3do destas flores.

Nos tltimos anos .tem sido crescente o interesse pelas
gerberas, ppis', suas flores que sXo utilizadas para corte,
apresentam rboa durabilidade e uma gama de cores, que podem
satiéfazer os mercados mais 'exigentes. As gerberas cultivadas
atual_mente s3o h:lbri.do"s procedentés da Gerbera jamesoniis;
pertencem & familia das compostas e s¥o nativas da Asia e
Africa do Sul.

Existem dois métodos para a propagacd¥o dessa espécie.

Através de sementes, mas, por ser uma planta de polinizagdo
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cruzada, este método n%o & utilizado c,nn.uer"c.i.almente, pois,
origina progénies muito desuniformes. 0O principal método é o
vegetati‘vo, porem poésui a desvant:agem de dissemina;&o de
. doengas durante as sucessivas gerag&es de propagagdo. O
cuitivo da gerbera é semi-perene e os métodos de propagagdo
por divis3o de ‘tou'ceiras e por corte do rizoma produzem, em
média, respectivamente, 5 e 40 mudas por ano (CHU & HUANG, 1983)}.:
Sendo assim, somente os métodos convencionais de propagacg3o e
tratamentos fitossanitdrios n3o s%o suficientes para atender a
grande demanda de mudas para instalagio e renovagdo de .campos
de cultura. Neste contexto, & importante ressaltar a frequente
importagio de- mudas produzi&as pelas técnicas de cultura de
. tec:i.&os da Holanda.- | |

1) uso das técnicas de cultura de tecidos permite a
obteng3¥o em curto espa;'o lde tempo, de um grande numero de
plantas uniformes e sadias. Para o sucesso da micropropagagdo em
'grande.escal‘a, trés etapas a saber, devem ser vencidas: (a)
'-Estabelecimenio dos explantes primérios em meio de cultura, (b)
AdequagXoc do meio 6timo para cultivo, bem como as condig8es
externas, para obter altas taxas de multiplicag@®o e (c)
IndugXo de raizes e aclimatag&o das plantas apos a
transferéncia para o solo; ‘ ‘

Este trabalho, teve por objetivo, determinar metodologias
adequadas para cuitivo “in vitro" de Gerbera jamesonii Bolus ex
Hook cv. Appelblcesem, que proporcione um rapido .estabelecimento.
através de Eapitulos jovens, multiplicag&o de brotagaes.

axilares e enraizamento de brotos.

-
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estabelecimento da cultura

0 emprego da cultura de tecidos tem sido crescente para a
gerbera, £ornandu-—se uma alternativa ba;s.tante viavel para sua
propaga;;&o assexual. As primeiras tentativas neste sentido foram
feitas por PIERIK & SEGERS (1973), na Holanda, estudando as
fatores que afetavam a formag®o de raizes adventicias,
utilizando como explante, nervuras de folhés jovens. Os resultados
deste' trabalho foram basicos para os poéteriores estudos do
cultivo.de gerbera "in vitro®.

Diversos trabalhos mostram que a gerbera pode ser propagada
~ vegetativamente bor cultivo "in wvitro" de inflorescéncias
(PAWLDWQKA, 1977), folhas (HEDTRICH, 1979), parte central do
.rizoma (SAWA, 1977), escapo ou talo floral (CHU & HUANG, 1983),
meristemas (MURASHIGE et alii, 1974 e RUFFONI et alii, 1987) e
capitulos jovens (LALIBERTE et alii, 1985 e PIERIK et alii,
1975). Estes métodos por sua vez, apresentam vantagens e
desvantagens. Segundo"CHU & HUANG (1983), a utiliza.c;é‘lo de
inflorescéncias, folhaé, pérte central do rizoma, meristemas e
capitulos jovens, n&%o podem ser considérados métodos ideais
para produgldo comercial de plantulas de gerbera. Por outro

" lado, MURASHIGE et alii (1974) afirma que meristemas ndo podem



ser utilizados rotineiramente devido as altas taxas de
contaminagdo dos explantes, superiores a 80%Z. Uma objegdo que
se faz em relagd3o a utilizag3o de f.nlhas, inflorescéncias e
~capitulos jovens, escapo ou talo floral e parte central do rizoma
para o estabelecimento da cultura de gerbera "in vitro", & gue, a
percentagem de explantes com formagdo de brotos & peguena e
algumas vezes nula. De maneira geral, as brotagties obtidas por
qualquer um dos métodos podem facilmente serem usadas como
material estéril inicial para outras subculturas e experimentos
onde se deseja brotaglies axilares.

Teoricamente, qualquer tecido pode ser utilizado como
explante, em vista da totipoté&éncia das células vegetais. Na
. pratica, entretantn', procura—-se utilizar explantes que contenham
maior proporg3oc de tecidos meristematicos ou que tenham maior
capacidade de expressar a'tdtipoténcia. Apices caulinares, gemas
axilares e meristemas s3o os explantes mais indicados para a
propagacio clonall "in vitro". Assim, RUFFONI et alii (1987),
determinaram uma metodologia pela qual explantes meristematicos
poder3io ser utilizados para estabelecimento inicial da cultura
"in wvitro", com alta eficié@ncia de assepsia dos mesmos. A
metodologia consiste no pré—tratamentoc da planta matri-z com
desfolhagdo e imers& em solug&o contendo 100 mg/1 de
estreptomicina + 1 g/1 de benlate + 1 g/1 de ridomil, com
posterior transplahtio para substrato esterelizado. As brotacgties
regeneradas poder&o ser utilizadas para _Extraqaa dos
meristemas.

Atualmente o método que emprega meristemas (RUFFONI et

alii, 1987) é o mais indicado para propagac3o massal mais



vapida.- Ao passo que, quando n&o se dispde de um grande numero
de plantas matriies fornecedoras do 'explante primario, podera
ser utilizado como alternativa, o método dos capitulos jovens. A
vantagem deste é por ser um método n&¥o destrutivo, visto que
apenas as inflorescéncias sdo reti?adas da planta matriz.

Os priméiros trabalhos com a intengio de induzir calos a
partir dé.explantgs de gerbe;a, foram'feitos por PIERIK & SEGERS
(1973). Segundo os autores, as altas coﬁcentraq&es de
citocininas BA (1 e 10 mg/l1) e SD83397 (1 e 10 mg(l), foram mais
efetivas para induzir a formagdo de calos e que este fato foi
ampliado ainda mais quando se adicionou umé auxina, AIB (10 mg/l),
.Estes resultados concordam com o t'rabalho de MURASHIGE & SKO00G
(1962), onde a combinagdo de uma citocinina com uma auxina
beneficia a formag¥o de calos. No entanto, PIERIK & SEGERS
(1?73) 530 conseguiram induzir a formagio de gemas adventicias
. a partir de éalos.

‘MURASHIBE et élii (1974) estabeleceram "in vitro" a cultura
de calos de gerbera, sendo esta, subculturada indefinidamente em
meio quimico apropriado. As culturas de calos foram abandonadas
apbs numerosas ‘tentativas, visto que a organogénese ocorreu de
forma inconétante e em pequeno numero. Por ocutro lado, RUFFONI &
SULIS (1988) cultivaram calos oriundos da parte basal de
brotagties, em meio s6lido contendo .tﬁetade da concentragdo dos
sais.do MS, suplementado com AIA e altos niveis de BAP. Somente
cinco clones, de um total de sessenta, foram capazes de regenerar
numerosas brotaglies a partir de calos.

Avaliando o efeito da citocinina e cultivar na formag3o de



brotos, a partir do cultivo "in vitro" de capitulos, PIERIK et
‘alii (1982) concluiram que os altos niveis de citocinina, BA (10
e 20‘mg/1) e KIN (10 mg/l1), podem induzir deformaciio de folhas
‘e aumentar a formagdo de calos em certas cultivérgs. Estes
autores também recomendam que a formag&o de calos e a
regeneragd3o de brotaglies adventicias a partir destes calos
deve'ser gvitada, pois estes sdo fnntesvpotenciais de mutacglies.

Segundo LALiBERTE et alii . (1985), n3o se pode afirmar com
certeza, qual o 1local de origem destas brotaglies adventicias.
Elas tanto podem: ter se originado por reorienta.gﬁo de tecidos
meristematicos das inflorescéncias, bem como do tecido do
‘receptaculo floral. No' entanto AHMIM & VIETH (1986), CAPPADOC;A
et alii (1?87) e SITBON (1981) citam que em determinadas
ocasifles, a regenerg;&o dessas plantulas ocorre em calos que
se formam a partir de 6vulos imaturos e que, portanto, tais
~plantulas podem ser consideradas hapldides. Porém, a
~ frequéncia de obtenglo desses hapléides ainda & baixa para os
diferentes genédtipos estudados. E importante ressaltar que a
obtengd¥o de hapldides de gerbera por cultivo "in vitro" de
capitulos ¢é de grande importancia para o melhoramento dessa
espécie, visto as dificuldades para a obtengdo de 1linhas puras
por autofecundagdo e também devido aos insucegsos com a cultura
de anteras "in vitro". .

Para conseguir o estabelecimento'”in vitro" atraveés de
explantes de gerbera podé—se utilizar os métodos anteriormente
citados. Estes métodos, por sua vez, empregam concentragfes
adequadas de citocininas e auxinaé buscando um melhor balango

hormonal, anteriormente estudado 'por SKOOG & MILLER (1957). Desta



fdraia, dentre as citocininas, a BA &€ a mais comumente empregada
na fase de proiifera;&o de brotos podendo ser empregada.
juntamente com AIA. ‘Assim, LALIBERTE et alii (1983) utilizaram
1,0 ou 2,0 mg/l de BA associados com 0,1 mg/1 de AIA, conseguindo
. melhores resultados no cultivo "in vitro" de capitulos‘para
produgcdo de brotos. De outra forma, PIERIK et alii (1982),
u£ilizando niveis mais glevados de BA (5, 10 e 20 mg/l),
conseguiram também a formag&o de 'brotos adventicios,
trabalhando com quinze cultiQares de gerbéra.

Segundo PIERIK et alii (1975), & essencial a presenga de
citucining no meio de cultura para a formagdo de brotos a parfir
do capitulo. As concentrac@les 6timas de BA e PBA, foram
respectivamente 10 e 5 mg/l, sendo o PBA.significativamente mais
efgtiQo do que 6 BA. Esses mesmos autores também citam que, de
modo contrario, a auxina n3do & essencial no meio de cul tura
péra a. produgd&oc de brotos, embora a utilizag&o de baixas
. concentragfies de‘AIA (0,1 mg/1) ou AIB (0,65 mg/l) £enham
estimulgdo um pouco mais a produg¥o destas brotaglies quando
. comparados com nenhuma auxina. No entanto, quando estas
concentragties foram aumentadas para 0,5 e 0,1 mg/1 de AIA e AIB
respectivamente, a formaglo de brotos foi inibida.

Mais recentemente, ARELLDO et alii (1991) conseguiram a
regeneragXo de broto; a partir do cultivo "in viéro” de
capitulos, para as culfivarés Appel Bloesen e Marleen. Segundo os
autores, melhores resultados foram conseguidos com o uso do MS
adicionado de 2,0 mg/1 de BAFP e 0,5 mg/1 de AIA.

E importante ressaltar que o sucesso da utilizag¥o do
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cépitulo como explante inicial ﬁara estabelecer a cultura de
gerbera "in vitro", depende, principalmente, da culfivar
considerada e da concentragdo de reguladores de crescimento
utilizada; entre outros fatores (PIERIK et alii, 1975; PIERIK et
aiii, 1979; SITBON, 1981; CAPPADOCIA et alii, 1987; MEYNET, 1983 e
" PIERIK et alii, 1982).

Utilizando pedagos de folhas de gerbera, cgltivar Vulcan,
HEDTRICH (1979) Eonseéuiu a regeneragio de gemas.adventicias em
meio MS contendo BAP (1 mg/1) e GAz (0,1 mé/l).

Devido a impossibilidade das cultivares de flores amarelas
formarem- brotos a partir do cultivo "in vitro" de capitulos, CHU
& HUANG (1983) desenvolveram uma nova metodologia que consiste em
cultivar "in vitro" pedagos QOs talos das flores, também
referidos como escapo. Conseguiram apés.dezesseis semanas de
cultivo a formagdo de cinco ou mais brotos por escapo. Para
tanto empregaram também a citocinina BA (10 mg/1) em meio
c&ntendo metade das concentraglies dos macroelementos do MS, mais
" os adicionais orga@nicos e os microelementos do meio Heller.

A obteng&o de brotos, para posterior propaga;&o.”in
‘vitro©, pu&e ser feita também com o cultivo de meristemas. As
priheiras tentativas neste sentido foram feitas por MURASHIGE et
alii (1974) utilizando os seguihtes reguladores de crescimento:
KIN (1 mg/1l) e AIA (2 mg/l), em meio MS suplementado com sulfato
de adenina (80 mqg/1l) e tirosina (100 mg/1). Segundo os autores,’
meristemas ndo podem ser rotineiramente utilizados devido a alta
frequéncia de contaminagdo por microorganismos, superior a 302:
A utilizagdo de desinfestantes ' convencionais n&o foi

satisfatoria, sendo acompanhado por frequente morte dos explantes



péré os tratamentos onde foram empregadas concentraglies mais
elevadas desses produtos.

Utilizando-se desta mesma metodologia, e empregando uma
concentragdo mais elevada da citocénina KIN (7 mg/1) e AIA (0,2
mg/1), PETRU & MATOUS (1984) conseguiram também obter com sucesso
alguns brotos desenvovidos a partir de meristemas. Este sucesso
foi alcangado também por HUANG & CHU (1985) utilizando metade
das conceptra;&les dos nutrientes do MS suplementados com BA (5
mg/l) e AIA (0,1 mg/l).

Sucesso .maior, foi alcangado por RUFFONI et alii (1987),
onde estes autores desenvolveram uma metodolaogia para ubten;éo
dos explantes meristematicos, pela qual tornou possivel a
propagag¢dio clonal em escala} comércial. A ‘t'netodologia consiste no
pré—-tratamento d.';\s plantas matrizes com bacfericida e fungicidas.
As brotagles regeneradas serdo fornecedoras dos meristemas, que

por sua vez, apresentar3o-se com alta qualidade fitossanitaria.

2.2. Multiplicagdo de brotos

A. micropropagaso & uma das principais aplicagbes da
Acul‘tura de tecidos, especiaimente para aquelas plantas que, por
métodos convencionais, n3%oc atendem A demanda de mudas,como & O
caso da gerbera.

Uma das maneiras que pode ser conduzida a -propagag&c.»
vegetativa "in vitro” de uma determinada espécie, & pela
. multiplicaglio de brotaglies através de sucessivas subculturas,

ou seja, as gemas axilares.s¥o estimuladas a crescerem formando
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tufos de brotos, os quais s3o subdivididos dando origem a novos
explantes, que por sua vez repetem o mesmo procegéo.

Seghndo PIERIK et alii (1982) & fundamental a utilizagdo
.de,citocinina no meio de cultura para obter éGtimas taxas de
multiplicac&o. No'entanto, @ escolha da citocinina e da
concentragado a serr utilizada, dependerd da cultivar
considerada. Assim, a bartir do cultivo "in vitro" de meristemas,
MURASHIGE et alii (1974) régeneraram brotaclies e essas foram
5ubcul£uradas em meio MS suplementado com KIN (10 mg(l) e AIA (0,5
" mg/1l). Observaram também, que um progressivo aumento do numero
de divis®ies por cultura foi associado com o incremento de KIN no
meio de cultiQd, até a concentrag¥o de 10 mg/l. Esses mesmos
.autores ressaltam que n3o & necessaria a ufiliza;&o da auxina
em associagdo com a citocinina, no meio de multiplicag%o ,
embora a concentrago ~de 0,5 mg/1 de AIA tenha éido selecionada
e incluida nesta mesma fase. Isto porque, a utilizag3do do AIA
parece aumentar o vigor das plantulas. De méneira coﬁtréria,
.LALIBERTE et alii (1985) acreditam que o vigor dos brotos
observado em seus estudos, os quais dobraram de tamanho quando
compar;dos com o controle, seja resultante da adig3¥o ao meio MS
de sulfato de adenina (80 mg/li e ou tirosina (100 mg/l), que por
sua vez apresentam efeitos similares.

E oportuno nbserv#r que o meio de cultura utilizado por
MURASHIGE et alii (1974), apresentava o sulfato de adenina e
tirosina nas mesmas concentraglies utilizadas por LALIBERTE et
alii (1985), bem como os componentes organicos: tiamina-HC1,

mio-inositol, 4cido nicotinico e bifosfato de sddio. No



11

entanto, LALIBERTE et alii (1983) citam que a presenga no meio
de cultura desseé mesmos componentes organicos , ndo apresenta
nenhum.efeito positivo na proliferagXo de brotos. Este fato
também foi observado por SCOZEK & HEM?'EL {1988), concluindo que a
.taxa de mqltiplica;&o de brotos r:aio_ depende da  concentrag3o e
presenca desses aditivos organicds e ressaltam ainaa, a
imbort'anci'a de rjeduzir.' os custos de um laboratério de produgdo
de mudas, empregando menor quantidade dos mesmos.

Trabalhando com as cultivares Mardi Gras e Pastourelle,
LALIBERTE et alii (198‘5) obtiveram melhores resultados durante a
fase de hultiplica;&o, utilizando a BA (2 mg/l) associada aoc AIA
(0,1 mg/lf. Associando também uma auxina com uma citocinina, KIN
(7 mg/1) e AIA (0,2 mg/1l), PETRU & MATOUS (1984)7conseguiram
melhores resultados para é cultivar tLada. Empregando somente a
citocinina KIN, SCHIVA et alii (1982) obtiveram melhor taxa de
multipiicaq&o com 2 e 10 mg/1 para as cultivares Peter e

Funisia, r.'espectivamente. Em estudos com a cul‘.l::i.var' Marleen,
HEMPEL et alii (1985) conseguiram oOtima taxa de multiplicagido
‘de brotos utilizando também, somente a KIN (3 mg/1).

Avaliando o efeito da KIN (1,5 e 10 mg/1) na produgido de
brota;&és axilares de dez cultivares de gerbera, PIERIK et alii
(1982) observaram que o nivel de KIN requerido por cada cultivar
para produg&o dtima de brotos foi variavel. Outro fato
observado, ocorrido para algumas cultivares quando utilizaram
concentragffes mais elevadas de KIN (5 e 10 mg/1), foi a
deformagcdo de folhas e formag3¥o de calos na base dos brotos.
- Isto mostra a import&ncia de considerar—se, no momento da

avaliag3do experimental, os parametros qualitativos juntamente
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com.os quantitativos.

Para obter mAxima eficiéncia ‘na taxa de multiplicagdo
de gerbera "in vitro" & necessario que se determine um periodo
dé passagem para que seja feita umg nova subcultura. Desta forma,
" MURASHIGE et alii (1974) determinaram como padr3o o periodo de
qugtro semanas. Esses autores observaram também qﬁe com mais de
nove semanas de cultivo, os tecidos apresentam claramente perda de

vigor e deterioragédo.

2.3. Enraizamento de brotos

A tdltima etapa a ser vencida paré se ter éxito em um
programa de mi;ropropagagao em grande egcala é a induglo de
raizes e aclimatagdo das plantulas apéds a transferéncia para
o solo.

Estudos pioneiros para determinar os fatores que afetam a
formagi3o de raizes em gerbera, foram feitos por PIERIK & SEGERS
" {1973). Estes autores, testando os fatores: concentragiio de sais
e reguladores de crescimento, conseguiram induzir a formagd¥o de
raizes, utilizando como explanté inicial, nervuras de folhas
jovens de gerbera. . .

MURASHIGE et alii (1974) obtivéram plantulas "in vitro" de-
gerbera através da'cgltura de meristemas. 0O fator nivel de
auxina no meio foi estudado no enraizamento “in vitro" desses
brotos. Os melhores resultados foram obtidos com os niveis mais

elevados de AIA, 3 e 10 mg/l com 90 e 100 7 de plé&ntulas
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-

enraizadas, respectivamente. Da meéma forma, PETRU & MATOUS (1984)
obtiveram resultados similares aos de MURASHIGE et alii (1974), no
que diz respeito ao enraizameto com niveis mais elevados da
vauxina AIA (8 mg/l). _

Utilizando-se da mesma técnica empregada por MURASHIGE et
alii (1974) para obtengl¥o de brotagles "in vitro”, HUANG & CHU
(1985) conseguiram o enraizamento "in vive" dessas brotagbes,
tratando-as com A<IB na concentragdoc de 0,1 Z. Assim, evita-se
mais uma fase de cultivo "in vitro", reduzindo os custos
operacionais de um laboratério comercial de produgdo de mudas.

_LALIBERTE et alii (1985) utiliiandd capitulos jovens como
éxplante para inicio de cultura, obtiveram “in vitro”,
brotagfes de duas cultivares de gerbera. Ambos os clones
apresentaram 100 % de enraizamento em todas as concentragBes de
AIA (0,0b s 0,05 ; 0,10 ;3 0,30; 0,50 e 1,00 mg/l) estudadas.

De outra maneira, empregando a citocinina BA (1,25 mg/l),
. HEMPEL. et alii (1985) consequiram induzir raizes nas brotagtes
micropropagadas "“in vitro".

Comparando o efeito de duas auxinas no enraizamento "in
vitro” das cultivares Fleur e Florence, PiERIK & SPRENKELS (1984)
utilizaram o meio MS suplementado com AIA nas concentragles
variando de 3 a 10 mg/1 e ANA é 1 ou 3 mg/l. Observaram que o ANA
proporcionou 100 7 de -‘enraizamento, com mais raizes por broto,
parabambas as cultivares, em cpmpara;&n com o efeito do AIA.
Altos percentuais de broi:os enraizados foram alcangados também
com o emprego do AlA, porém este n3¥o apresentou diferenga
significativa no enraizamento em comparagdo com o tratamento sem

auxinae.
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3. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram desenvolvidos durante o ano de 1990 e
1991 no Laboratbriﬁ de Cultura de Tecidos do Departamento de
Agricultura da Escola Superior de Agricuitura de Lavras -— ESAL,
Minas Gerais, utilizando é cultivar Appelbloesem de Gerbera
jamesonii Bolus ex Hook.

0Os ensaios foram realizados "in vitro" e subdivididos em
trés fases: 1) Estabelecimento da culturja, 2) Multiplicaclio de
brotos e 3) Enraizamento de brotés. 0Os meios de cultura tiveram o
pH aferido para 5,8 antes do processo de aQtoclavagem (120°c - 1
atm - 20 minutos) e solidificados com 0,77 de agar (AGAR — AGAR -
Vetec Quimica e Representag&o Ltda). As culturas foram
-colocadas para desenvolver em sala de crescimento, nas seguintes
. condigBes: fotoperiodo de 16 horas sob luz branca fria (2500
"lux) e temperatura de 26°C T 19, uscu-se o delineaménto
inteiramente casualizadu..As analises estatisticas foram feitas
de acordo com o modelo dateﬁético apropriado para este
delineamento, aplicando-se o teste tukey a S '/..de probab‘ili;:iade
para comparagdo das meédias das varidveis n&%o quantitativas..
Para as variaveis quan¥itativas os resultados foram apresentados
em graficos determinados por equagdo de regresso.

Para efeito de ani&lise estatistica, os dados referentes

aos parametros avaliados (di&metro do capitulo desenvolvido e



namero de brotos), para os ensaios das fases de estabelecimento e
multiplicago, foram transformados em 4?:67§H Cada repetiglo
foi representada pela média de 4 tuboé de ensaio (25 x 130 mm)
. com um explante cada.

‘ Entende-se pelo termo, capitulo desenvolvido, o
desenvolvimento dos capitulos jovens estabelecidos "in vitro"

resultante da ocorréncia de calos e do entumescimento e

crescimento de partes florais.
3.1. Fase de estabelecimento da cultura

As plantas féram selecionadas ém viveiro, segundo o vigor
vegetatiQo e exuberancia de f1ores. Procedeu-se a coleta dos
explantes iniciais, "os quais, constituiram—se de
inflorescéncias jovens (capitulos), fechadas, com diametro
‘variando de 0,5 a 6,7 cm.

Apbs a coleta dos explantes, estes foram desinfestados em
camara de fluxo laminar com &lcool 70 7% durante dois minutos e
em seguida, com solugdo de hipoclorito.de sb6dio a 1,5 % durante
vinte minutos. Posteriormente, todos os capitulos foram lavados
sucessivas vezes em agua destilada autoclavada.

CO@ auxilic de pingas e bisturis, dividiu-se cada explante
em, NC maximo, quafro pedagos menores, 0s quais foram inoéulados
separadamente em tubos de ensaio contendo meio MS suplementado
com tirosina (100 mg/1) e adenina (80 mg/1). Foram também
acrescentados os seguintes reguladores de crescimento em esquema

fatorial ( 4 x 4 ), nos niveis: 0,0 - 3,0 - 6,0 e 9,0 mg/1 de BAP
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e'0,0 - 1,0 - 2,0 e 3,0 mg/1 de AIA. O segundo ensaio foi em
esquema fatorial ( 3 x 3 ) utilizando o meio MS suplementado com
‘adenina e tirosina nas mesmas cqncentraq&es empregadas
anteriormente, porém acrescido da dosagem de &6 mg/l de: BAP. Os
niveis dos fatores foram: 0,0 - 1,0 e 2,0 mg/1 de AIA e 0,0 - 5,0
e 10,0 mg/l de 2,4—Df Os tratamentos para ambos os ensaios
realizadoé foram constituidos de trés rebeti;ﬁes.

As avaliag@es foram feitas aos quarenta dias apés a
inoculacg&o observando-se o nuimero de brotos adventicios
regenerados por explante, a formagdXo de calos e o

desenvolvimento dos tecidos estabelecidos "in vitro".

3.2. Fase de Multiplicaglio

Brotagbes adventicias obtidas a partir do cultivo "in
vitro" de capitulos jovens, foram multiplicadas por varias ve:zes
até que fosse atingido uha quantidade suficiente para
instalacdo do primeiro ensaio de multiplicag3o. Para tanto
empregou-se a métodologia descrita por MURASHIGE et alii (1974),
util%zando 0o meio MS suplementado com KIN (5 mg/1) e AIA (0,5
mg/l). | ' |

.Para esta fase os'explantes iniciais constituiram—se de
brotagties com 3 folhas.

0 meio de.cultura utilizado no primeiro ensaio de

multiplicagdo foi o MS, suplementado com adenina (80 mg/l) e

tirosina (100 mg/l1). Foram também acrescentados os reguladores
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de crescimento BAP e AIA, num fatorial 5 X 4, onde os fatores
foram constituiaos pelos reguladores de crescimento e os
respecéivos niveis pelas dosagen5=.0,0 - 0,9 - 1,0 - 2,0 e 4,0
mg/1 de BAP e 0,0 — 0,25 - 0,5 e 1,0 mg/1 de AIA.

0 segundo ensaio foi realiz;;o‘para verificar o efeito da
adenina e tirosina sobre a taxa de mﬁltiplica;&o- de brotagldles
axilares..Empregou—se‘n meio MS suplementado com o nivel 6timo
de 2,27 mg/1 de BAP deferminadn no . primeiro ensaio. As
concentrégaes de adenina e tirosina utilizadas foram
respectivamente, 80 e 100 mg/l, e os tratamentos, num total de
quatro, foram os sequintes: 1 - adenina, 2 - tirosina, 3 - adenina
e tirosiné e 4 - testemunﬁa.

Com a finalidade de avaliar o efeito da concentrag3o dos
sais do MS sobre a taxa.de multiplicag&o dos brotos, foi
realizado um terceiro ensaio. 0 meioc de cultura foi suplementado
com adenina e tirosina, a 80 e 100 mg/l respectivamente, e 2,27
.mgll de BAP. As quatro concentraglies avaliadas foram: 100 Z - 75
% - 50 %Z e 25 % dos sais do MS.

Os tratamentos referentes aos trés ensaios foram
constitgidos por quatro repetigiies.

A avaliagdo foi feita trinta dias apds a inoculag&o
levando-se em considerag®o o numeroc médio de brotos com trés
folhas'e comprimento maior do que 1 cm por explante iniciaf.

Foram feitas também outras observaglies para o experimento
BAP x AIA, ans dez, vinte, quarenta, cinquenta e sessenta dias
apds a inoculagdo, para o tratamento que apresentou a melhor
'takg de multiplica¢do, com a finalidade de definir um periado

de passagem para que se possa fazer novo subcultivo.
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3.3. Fase de Enraizamento

Os explantes utilizados éhnstituiram-se de brotagbes
micropropagadas da cultivar Appelbloesem em meic MS com a ﬁetade
das concentragtes dos sais, suplementado com 2,27 mg/l1 de BAP,
100 mg/1 de tirosina e 80 mg/1 de adenina. 0Os explantes
apresentando em média, 3 a 4 folhas e comprimento de 3 a 4 cm,
foram transferidos para tubos de ensaio contendo meio de cultura
suplemegtadn com todas as combinag8ies possiveis de quatro
concentragﬁes dos sais dn-MS ( 100 Z - 50 Z — 25 Z e 12,5 Z) e
cinco niveis de AIA ( 0,0 - 0,5 - 1,0 - 2,0 e 4,0 mg/l). Para o
outro ensaio Empregnu—se.n mesmo meio dé-cultura utilizado
anteriormente e suplementado com as combinaclies em esquema
fatorial ( 4 » 53 ) dos sais do M5 ( 100 Z — 50 Z - 25 7 e 12,5 4 )

e dos niveis de ANA ( 0,0 — 0,5 - 1,0 — 2,0 e 5,0 mg/l ).

| A avaliagio foi feita aos trinta dias apés.a inoculagdo
levando—-se em consideragd@o a percentagem de plantulas
enraizadas, bem como a qualidade (vigor) das plantulas. Esta
gqualidade foi definida como. muda boa, meédia e ruim,
caracterizadas em fungdo do: peciolo longo e com um aumento
significativo da superficie foliar das novas folhas originadas

nesta fase de enraizamento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOD
4.1. Fase de Estabelécimen to

0 método de esterilizagdo dos capitulos jovens emp‘regado
neste trabalho apresentou eficiéncia de 75 %, sendo os agentes
contaminantes, bactérias e fungos. A proximidéde dos capitulos
_jnvens do soln., por ocasi%o da coleta, pode justificar este
indice de contaminaglo. Desta forma, testes mais rigorosos de
descontamina;&o devem ser- feitos para o material ja | coletado,
bem como, adaptar—se. uma metodologia que garanta uma certa
descontaminagio do material ainda no campo, isto é&, antes da
‘ _‘cdleta, bquandé‘l as inflores:énﬁias -estiverem na planta m3e.

Observa—-se nos quadros 1 e 2 o desenvolvimento dos
Acapitunlas estabelecidos "in vitro" em todos os tratamentos com

excegdo da testemunha ( reguladores de crescimento ausentes) no

quadro 1. Esse desenvolvimento foi resultante da ocorréncia de
calos e do entumescimento e crescimento de pértes florais do
capitulo; tais como estames e pistilos.

Considerando-se o di&metro medio dos capitulos
desenvolvidos "in vitro“, a andlise de varia‘ncia para o.'
experimento BAP x AIA, mostrou efeito significétivo somente para o

fator BAP (Quadro 3) e para o experimento AIA x 2,4-D, houve



QUADRO 1 - Representacdo qualitativa
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da resposta morfogenética

observada no cultivo “in vitro" de caplitulos jovens de

-

Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloesem em

diferentes concentracdes de BAP e AIA. ESAL, Lavras/MG,

. 1991.
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QUADRO 2 - Representacio qualitativa da resposta morfogenética’

observada

. rentes concentractes de 2,4-D e AIA.

no cultivo "in vitro"” de capitulos
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jovens

de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloesem em

meio MS suplementado com 6'mg/1 de BAP para

1991.
AIA
2,4-D o 1 2

o o0 ©o oo
XX %% X ¥

5 -0 00 | _ o0
X% XX XX

10 oo 00 o0

¥¥

00

Qg

"2,4-D e AIA - mg/l

Capitulo desenvolvido = calo + entumescimento de

partes florais

Coloragdo clara, tecido firme, didmetro maior

1,5 cm . .

Colorag3o escura, tecido fridvel, didmetro menor

que 1,5 cm

Regeneracdo de broto adventicio

as dife-

ESAL, Laviras/MG,



kJ
kJ

———
| e

QUADRO 3 — Resumo da analise de variancia e regress3o para diame-

tro médio dos capitulos desenvolvidos "in vitro" de
Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloesem, nos
diferentes niveis de BAP e AIA empregados. ESAL,

Lavras/MG, 1991.

Causas da Quadrados médius

variagdo = e significancia 1/

BAP £ 53 0,814 xx
.Linear 1 1,384 XX
-Quadratica i 0,878 ix
.Cabica 1 ' a 0,177 ¥x

AIA 3 . 0,006

BAP » AIA -9 | 0,002

Residuo .32 0,012

CVe % ) ' 7,58

1/ pados transformados em v x + 0,5

¥¥ Significativo ao nivel de 17 de probabilidade
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significancia apenas para 2,4-D (Quadro 4).

De modo geral verifica-se que as melhores resultados
quanto ao di&metro médio dos capitulos desenvolvidos foram
conseg'uiclos com o emprego de BAP na auséncia de 2,4-D e
independentemente do nivel de AIA utilizado (Quadro 3 e Figura
1). O nivél éti@o de BAP obtido atraveés da equag&o de
Aregressao foi de 6,16 mg/l. Estes resultados assemelham—se com
as recomendaglies de PIERIK et alii (1982) que sugerem O uso dg
10 mg/1l de BAP e ausé@ncia total de auxina AIA para otimizar a
produg3o de calos e desenvolvimento dos capitulos.

A presenga de 2,4-D na&o proporcionou resultados
‘positivos quanto ao d.esenvolvi.mento dds tecidos, observando-se,
pela Figura .2 uma reduglo ‘sigﬁ'ificativa para o diametro médio
dos capitulc;s desenvolvidos, nas dosagens de S5 e 10 mg/1l de
2,4-D. 0 efeito negativo desta auxina em relaglo ao cultive "in
vitro®” dos_capitulos'jovens pode ser observado também no Guadro
. . .

Praticamente todos os tratamentos evidenciaram a
presenga .de calos, exceto na auséncia dos reguladores de
érescimento (Quadro 1 e 2). Uma das respostas mais comuns de um
tecido cultivado "in vitro” & a formaé&o de um calo, ou seja,'
de uma massa de células de proliferag&o continua e mais ou
menos desordenada. E importante ressaltar que, paralelaménte a
ocorréncia dos. calos, houve o0 entumescimento e crescimento de
- partes florais do capitulo e que em uma analise apenas visual,.'
no foi possivel definir se a formag&o de calos ficou

restrita 4s regif®es seccionadas do explante ou se também



24

GUADRO 4 - Resumo da analise de variancia e regress3o para diame-
tro médio dos capitulos desenvolvidos "in vitro” de
Gerbera jamesonii Bolus ex Hook c¢cv. Appelbloesem em
meio MS suplementado com & mg/1 de.BAP e com diferentes

niveis de 2,4-D e AIA. ESAL, Lavras/MG, 1991.

Causas da GQuadrados médios
Gl

variagdo . e significancia 1/

2,4-D (2) ) 0,684 1%
Linear ' 1,212 3%
Guadratica ‘ 1 0,151 xXx

AIA ' 2 0,004

2,4-D x AIA 4 ' 0,030

Residuo | 18 0,011

C.V. ( %) , 8,86

1/ pados transformados em v x + 0,5

%X Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
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Diametro do Capitulo Desenvolvido (cm)

1.5

.o " -
R =192,6 %
. 2

0.5 Y = 0,63 + 0,48x -~ 0,03x

BAP (mg/1)

FIGURA 1 - Efeito do BAP sobre o diametro dos capitulos desenvol-
vidos "in vitro” de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv.

Appe lbloesem. ESAL, Lavras/MG, 1991.
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Diametro do Capitulo Desenvolvido {(cm)

1.4

2
R =886 %
Y = 1,54 - 0,13x

1.2

0.8

0.6 '
0.4 | ' - \
- 0.2
0l— : ,
0 ’ 5 _ 10

2,4-D (mg/1)

FIGURA 2 — Efeito do 2,4-D sobre o diametro dos capitulos. desen-—
volvidos "in vitro" de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook
Cv. Appelbloesam em meio MS suplementado com & mg/l1 de

BAP. ESAL, Lavras/MG, 1991.
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ocorreu uma proliferagido celular nas zonas. meristeméticas das
inflorescéncias. Desta - forma, estudos histplbgicbs deverdo ser
Aconduzidc‘rs de maneira a elucidar os processos de diferenciagldo
decorrentes do cultivo "in vitro" de capitulos jovens. E
oportunoc observar, ‘que. o processo de organogénese origina-se a
partir de zonas de ati.vidade meristematica em tecido de calo e,
também, nos explantes primarios, onde as divislies celulares e o
padrio de diferenciagdo podem ocorrer de maneira que conduza a
um grau de organizag2o morfo-anatOmica peculiar, que no caso
caracterizara um orgiio definido.

A regeneragdo de brotos adventicios océrreu somente nos
_ tratamentos com 3, 6 e 9 mg/i de BAP na auséncia de AIA e 2,4-D
{Quadro 1 e 2), sendo que para o nivel 3 mg/1 de BAP foram
regeneradés em média, 2 plantulas por explante, para o nivel de
6 mg/l de BAP, 3 plantulas e para o nivel de 9 mg/l de BAP, 1
.plantula. Coincide.ntemente a regenerag3o de brotos adventicios
‘ __oéorreu nos .tratamentos que- proporcionaram melhores resultados
quanto ao desenvolvimento dos tecidos, considerando-se os aspectos
qualitativos e quantitativos (Guadroé 1 e 2 e Figura 1). De
maneira semelhante, PIERIK et alii (19735) conseguiram
obter um ou dois brotos por capitulo, utilizando também um
quarto da inflorescéncia jovem como explante. |

a .local de origem dessas brotag&es nao estd bem
definido, pois, segundo LALIBERTE et alii (1985), elas tanto
podem ter se roriginado por reorientag&§ de tecidos.'
meristematicos das inflorescéncias, bem ;:omo do tecido do

receptaculo floral. De outra forma, AHMIN & VIETH (1986),
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CAPPADOCIA et alii. (1987) e SITBON (1981) acreditam que em
determinadas ocasiffes, a regeneraglo dessas plantulas ocorre
em calos que se fnrmaﬁ a partir de dévulos imaturos e que
-portanto, tais plantulas‘ podem. ser consideradas haplaédes. Por
outro lado, PIERIK et alii (1982) concluiram que os altos niveis
de citocinina,'BA (10 e 20 mg/1) e KIN (10 mg/l), podem induzir a
defnr;magaq de folhas e aumentar a forma;‘.“-jo de calos em certas
cu}tivares. Esses  autéres também recomendam que a formagdo de
calos e regeneraclo de brotag8es adventicias a partir desses
calos deve ser evitada, pois estes sdo fontes.pntenciais de
mutagties.

Um maior detalhe da regenera¢d3o de um brotoc adventicio ;
par@ir do cu}tivo "in vitro" de capitulos pode ser oﬁservado na
figura 3. _

E 'importante ressaltar que MURASHIGE et alii (1974) 3ja
_haviam estabelecido a cultura de calos de Gerbera "in vitro®.
 Entretanto, estas culturas foram‘abandonadas apts numerosas
tentativas, visto que a organogénese ocorreu de forma inconstante
e em pequenc numero.

Sabe-se que o processo morfogenético & resultante da
divis&o e diferenciag&0o celular organizadas, com padrfes
definidos, e que dependem, basicamente, da ati;idade e expressdo
de certos génes. Assim; os fatores que afetam esses eventos s3o
variados e interagem de diversas formas, sendo gquase que
impossivel ca(acteriian'um ﬂnicn fator especifico para cada
fendtmeno morfogenético. De maneira semelhante, RAMALHO et alii
(1996) citam em seu Jivfo que a principal dificuldade da cultura

de tecidos ¢é identificar para cada espécie, qual o meio de
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o

FIGURA 3 - Broto adventicio regenerado.a partir do cultivo "“in

vitro” de capitulo jovem. ESAL, Lavras/MG6, 1991.

-



cﬁléura mais apropriado para que ocorra a divis¥o celular e
sobrétqdo para “"ligar” e "desligar"” os'genes no momento e no local.
apropriado, visando a diferenciagido celular e, consequentemente,
a.obten;&o de uma planta idéntic? aquela de onde a célula ou
- o conjunto de células foi retirado.

Em ;ultura de tecidos, os fatores fisicos tais como, O
estado fisico do meio, o pH, o tamanho do frasco,- a temperatura,
a 1luz, eqtre outros, interferem nos processos organogenéticos.
Entretanto os principais fafores que confrolam a morfagénese sdo
os fitoreguladores, parﬁicularmente' o balango auxina/citocinina
no meio de cultura, fato estabelecido no classico trabalho ‘de
SKOOG & MILLER (1957). Esses autores verificaram que tal balango,
convenientemente manipuladq, inddzia em célos originados da medula
de fumo, raizes,.gemas caulinares ou apenas.mais tecido de calo.

Os efeitos isolados ou sinergisticos dos fatores que
controlam a organaogénese, variam de acordo com a(s condigties de
cada tipo de célﬁla, que podem ser mais ou menos definidos de
acordo com o tecido, orgdo, espécie, variedade ou cultivar, e
principalmente para uma dada condigdo fisiolégica de momento,
citando-se para este Galtimo caso, como exemﬁlo, o trabalho de
_CAPPADOCIA et alii(1987). Esses autores avaliaram a produgdo de
hapléides de Gerbera jamesonii por cultura "in vitro".de oOvulos,
obtidos de plantas floridas em dois periodos distintos, ;utonn e
primavera. Em concluséo, 6b5ervaram que o periodo de coleta das
inflorescéncias aliado a uma dada coﬁdit;ao fisiolégica da
planta doadora, foram os principais fatores que afetaram tantd a

frequéncia de formagao de calbs quanto a capacidade



morfogenética destes calos.

Os dados obtidos confirmam as afirmagBies anteriores de
PIERIK et alii (1975), onde citam quelé essenciai a presenga de
citocinina no meio de cultura para a formag3do de brotos a partir
dn.capituln. Os autores empregaram niveis mais elevados das
citocininas, 10 mg/l de PBA e 5 mg/l1 de BA, sendo o PBA
significativamente mais eficiente do que o BA para a regeneracgdo
dos brotos adventicios. Resultados semelhantes, foram obtidos por
PIERIK et alii (1982), onde, trabalhando com quinze cultivares de
gerbera, conseguiram melhores resultados no cultivo "in vitro" de
capitulos para produgdo de brotos adventic;os, empregando o
meio MS e concentraglies mais eievadas de BA (5, 10 e 20 mg/l).

0 AIA ndo ap;esentou efeito 5i§nificativo para o diametro
médio dos capitulos desenvolvidos (Buadro 3 e 4), ressaltando
também que a regeneraqaé de brotos adventicios ocorreu nos
tratamentos onde esta auxina estava ausente (Quadro 1 e 2). Esses
resultados concordam em parte com as afirmaglbes de PIERIK et
~alii (19735), onde estes autores citam que a auxina n&o é
.Essencial para a prndu#&o de brotos, embora a utilizag3o de
baixas concentragles de AIA (0,1 mg/l) ou AIB (0,05 mg/l) tenham
estimulado um pouco mais a produgdo dessas brutégaEE em
comparagdo com nenhuma éuxina. Entrétantn quaﬁdo esses niveis
foram elevados para 0,5 e 0,1 mg/1 de AIA e AIB respectivamente, a
formagldo de brotds foi inibida. Por outro lado, LALIBERTE et
alii (1985), trabalhande com as cultivares Pastourelle e Hard{
Gras,-cunseguiram melhores resultados no cultivo "in vitro" de‘
capitulos para produg&o de brotos, utilizando o meio MS

suplementado com niveis mais baixos de BA, 1 ou 2 mg/l associados



a'o,'1 mg/l1 de AIA. De maneira.semelhante, ARELLO et alii (1991)
coseguiram para as variedades Appel ﬁloesen e Marleen, intenso
desenvolvimento de calos com emiss¥o de brotos a partir dos
cépitulos, em meio MS acrescido de~2,0 mg/1l de BAP e 0,5 mg/1 de

* “IA.
4.2. Fase de Multiplicagido

Considerando o nuamero médio de brotos com trés fo.lhas e
comprimentp maior do que 1 cm, a analise de variancia mostr;ou
significancia ao nivel de 1 7 para o fator citocinina (BAP) e de
S % para o fator auxina (AIQ) (Quﬁdro S). |

A figqura 4 apresenta o efeito do BAP sobre o numeroc de
brotos obtidos "in vitro®. Db.serva—se pela curva dg regressdo, um
aumento no namero de brotos até a concentrac3o de 2,27 mg/l

 de BAP, obtida péla der_ivada da equagdo, totalizando um ﬁéximo
de 3,64. brotbs nesta concentrag&o. De maneira contriria,
-niveis de citocinina superiores & 2,27 mg/l, n¥o tiveram e:feito
no aumento do ndmero de brotos. |
Os dados obtidos concordam com a afirmacido de PIERIK
et alii (1982) de que & fundamental a utiliza;ﬁo de citocinina
no meio de cultura para' .obter 6timas taxas de multiplicag3o, no.
entanto, a escolha da. cit;:cinina e da concentragio utilizada,
dependera da cultivar considerada. HA similaridade nas respostas
obtidas por SCHIVA et alii (1982) que obtiveram melhor taxa de

'multiplicaqao com os niveis 2  e 10 mg/1 de 'KIN
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QUADRO 5 — Resumo da analise de variancia e regressdo para o nuame-—
ro médio de brotos de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook
cv. Appelbloesem nos diferentes niveis de AIA e BAP em-—

pregados. ESAL, Lavras/ﬁé, 1991.

Causas da ’ : ) Quadrados médios
variagdo o , e significancia 1/
AlA . (3 0,077 %
-Linear i o 0,154 %%
-Quadratica 1 0,002
.Cabica 1 | 0,075 XX
BAP (ay 0,267 %%
.Linear 1 0,112 %
Quadratica 1 0,712 %
.Cgbica | h 0,229 X%
BAP x AIA 12 o . 0,017
Residuo 40 0,018
C.V. (%) ' a 7,29

1/ pados transformados em v x + 0,5
& Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

%X Significativo ao nivel de 17 de probabilidade
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FIGURA 4 — Efeito do BAP sobre o nﬂmerb de brotos obtidos "in vi-

tro" de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloe-

sem. ESAL, Lavras/MG, 1991.



para as cu.ltivares Peter e Tunisia, respectivamente, e por HEMPEL
et alii (1985), que consequiram Atima taxa de multiplicagdo de
brotos da cv. Marleen utilizando também somente a KIN (5 mg/l).

Por outro lado, LALIBERTE et alii (19835), trabalhando
com as cultivares Mardi Gras e Pastourelle, obtiveram melhores
taxas de multiplicagXo utilizando a citocinina BA (2 mg/1l)
associada A& auxina AIA (0,1 mg/ll). Empregando também
conjuntamente uma auxina com uma citncinina, AIA (0,2 mg/l) e KIN
(.7,0 mg/1), PETRU & MATOUS (1984) consequiram bons ' resultados na
.multiplicagao da cultivar Lada. |

" Em termos gerais, observa-se pela 'i’igura S, um ligeiro
decréscimo para o nimero de brotos, com o aumento do nivel de
AIA ate 1,0 mg/l. De modo semelhante MURASHIGE et alii (1974)
concluiram,h que né&o ¢ necessdrio a utilizag¥c da auxina em
associagdo com a citocinina no meiq de multiplicaglo, embora
a éoncentra;&o de 0,5 mg/i de AIA tenha sido selecionada e
inéluida nesta mesma fase. Isto porque, esses autores acreditam
que a presenga do AIA parece a'umentar o vigor das plantulas.
De maneira contrdaria LALIBERTE et alii (19835) acreditam que
esse vigor dos b;-'otos, nb.ser;vado também nesse estudo, seja
;"esultante da adigdo ao meioc MS de sulfato de adenina (80 mg/1)
e ou tirosina;(loo mg/l), a.s quais por sua vez, aprésentam
efeitos similares. E Dp;rfuno observar que o meio de cultura
utilizado por MURASHIGE et alii (1974), apresentava o sulfato de
‘adeninav e tirosinavnas m.esmas concentragies utilizadas por
LALIBERTE et alii (1985). | o

Sabe-se que 'a adenina, usada também na forma de
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FIGURA 5 - Efeito do AI.A sobre o numero de brotos obtidos “in vi-
tro” de BGerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloe-

sem. ESAL, Lavras/MB, 1991.



37

5u1fat9 de adenina, em alguma§ situacgfies, pode apresentar um
efeito de uma citocinina “fraca® bu pode haver uma interagdo com
as prdpias citocininas do meio beneficiando a taxa de
'multiplicagao. Entretanto, observa-se pelos quadros 6 e 7 que o
numero médioc de brotos n3o diferiram estatisticamente entre si
para os diferentes tratamentos empregados com adenina e tirosina.
Estes resﬁltados confirmam as afirmaglies de LALIBERTE et alii
(1985) e SCOZEK & HEﬁPEL (1988), ondé a presengca no meio de
cul.tura destes mesmos componentes organicos ndo apresenta efeito
positivo na proliferagd¥o de brotos no cultivo."in vitro" de
gerbera. .
.Para os tratamentos sem a citocinina (BAP), foi observado
100 % de brotos enraizados nos diversos niveis de AIA Qtilizadog.
Out;o fato a ser registrado &€ que o vigor dessas plantulas foi
bem superior as broia;&es obtidas nés tratamentos com presenca
de BAP. Este maior vigor observado, pode ser definido como um
.aumento da superficie foliar das novas folhas com peciolos
longos e rigidos. De modo geral, podemos afirmar que o BAP
mostrou—-se necessario a multiplicag¥o de brotos, promovendo a
formagdio de grgnde namero de brotos, em detrimento, porém, de
seu desenvlovimento.

A congentra;&o dos sais do MS que proﬁorcionou a maior
produgdo do numero médio em 5,527 brotos por explante inicial,
foi a de 50 %, n3o diferindo estatisticamente pelo teste tukey a
S Z, das concentraglles de 100' e 759 Z {(Quadro 8 e 9). Estes
resultados confirmam a utilizag¥o da metade das concentragles

dos sais do MS, para a fase de multiplicagldo, -
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QUADRO 6 - Resumo da analise de variancia para o namero médio de
brotos de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbla-
esem nos diferentes tratamentos com adenina e tirosina

suplementado com 2,27 mg/1 de BAP. ESAL, Lavras/MG,

C 1991,
Causas da Quadrados médios
Gl
variagdo e significancia i/
Tratamento 3 0,039
Residuo . 12 . 04,101
C.V. ( Z) 15,29

Y Dados transformados em v x + 0,5



QUADRO 7 - Namero médio de brotos obtidos "in vitro" de Gerbera
jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloesem, para os dife—
rentes tratamentos empregando—-se o meio MS suplementado

com 2,27 mg/1 de BAP. ESAL, Lavras/MG, 1991.

TRATAMENTOS NUMERO MEDIO DE BROTOS 1/
Adenina (80 mg/1) . 4,088 A
‘Tirosina (100 mg/1) - 4,300 A
Adenina (80 mg/1) e Tirosina (100 mg/1) : 3,365 A
Testemunha _ " 3,793 A

. 4/ pados transformados em v x + 0,95

- Médias segquidas pela mesma letra n3o diferem entre si pelo teste

tukey — 5 %Z .
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QUADRO B‘— Resumo da anélise de variancia para Q.nﬁmero médio de
brotos de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelblo-

) esem nos diferentes tratamentos com as concentragles
dos sais do MS suplementado com 2,27.mg/l de BAP. ESAL,

Lavras/MG, 1991.

Causas da Quadrados médios
61 '

variagado . e significancia 1/

Tratamento . 3 - 0,247 %

Residuo 12 - 6,061

C.V. ( Z) 11,55

1/ pados transformados em v x + 0,0

%2 Significativo ao nivel de S Z de probabilidade
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QUADRO 9 — Numero médio de brotos obtidos "in vitro" de Gerbera
jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloesem, para as dife-
rentes concentragties de sais do MS suplementado com

-

2,27 mg/1 de BAP. ESAL, Lavras/MG, 1991.

TRATAMENTOS . '~ NUMERO MEDIO DE BROTOS 1/

100 % dos sais do MS 3,956 A B
75 7 dos sais do MS ' ' 4,217 A B
50 % dos sais do MS : - 5,527 A

25 7 dos sais do MS ) . 2,923 B

1/ pados transformados em v x + 0,95
Médias seguidas pela mesma letra n¥o diferem entre si pelo

" teste tukey - 5 Z .
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por SCO-ZEK & HEMPEL (1988) e HUANG & CHU (1985). Desta forma,
podera ser .adotado para a multiplicagdo "in vitro" da cultivar
Appelbloesem, a utilizagdo da metade da concentraglio dos sais
do MS suplementado com 2,27 mg/1 de, BAP. ]

Houve leve formagdo de calos na parte basal dos explantes
nos tratamentos onde a citocinina estava presente, entretanto,
aparentemente estes calos n%e influenciaram de maneira
sit_:inificativa na multiplicaglo d;e brotos. PIERIK et alii (1982)
ressaltam que, para determinadas cultivares, as concentragles
mais elevadas de KIN (S e 10 mg/l), resultam em intensa formagido
de calos na base dos brotos, podendo p.rejudicar a taxa de
multiplicagXo.

Para oﬁter maxima eficiéncia na taxa de multiplicagl¥o de
gerbera .,"in vitro" & necessario que se determine um periodo de
passagem para que seja feita uma nova subcultura. MURASHIGE et
alii (1974) trabalhando com Gerbera jamesonii, determinaram como
padr&% o periodo de passagem de. quatro semanas. Segundo
GRATTAPAGLIA & MACHADO (19‘?0), o periodo de incubago mais
comum entre as repicagens para a maioria das plantas & de quatro
semanas. Entrei':anto, esté pode n¥o ser o intervalo ideal para
otim.izar a taxa de multiplicaglo, a qual, os autores definem,
como sendo,o nimero de 6ovus explantes produzidns'por um
explante, num certo periodo de tempo.

Com a finalidade de determinar o periodo de repicagem,
foram feitas seis avaliagbes para o tratamento com © nivel de
2,0 mg/1 de BAP do experimento BAP x AIA, aos dez, vinte, trinta,

quarenta, cinquenta e sessenta dias apds a inoculagdo.
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Escolhep—se o tratamento com 2,0 mg/1 de BAP por este se aproximar
do nivel 6timo de 2,27 mg/1 de BAP, determinado pela derivada da
equagdo de regressdo, no primeiro ensaio de multiplicago de
‘brotos. Observa-se no quadro 10 que a analise de variancia
mostrou efeito significativo entre épocas de avaliagdo, ao
nivel de 1 % de probabilidade. Entretanto, baseado somente na
determinagdo através da curva de regressdo do numero de dias
6timo que proporciona o maximo de numero de brotos (Figura 6),
podemos concluir erroneamente sobre o melhor periodo de
repicagem. Ou seja, n¥o podemos afirmar que .os 39,36 dias
determinado através da equagdo de régressgo, com um maximo de
‘3463 | brotos, seja a época ideal para as subculturas. Portanto',
una repicagem a cada vinte dias com uma taxa meédia de 1:2.52.é
melhor do que uma repicagem a cada 30 ou 39,36 dias com as taxas
de 1:3,59 e 1:3,63, respectivamente.' Neste caso, num periodo de
.150 dias, o primeiro sistema produziria 2,‘."327’5 plantas, o que é&
‘ apfoximadamente igual a 1024, enquanto que o segundo e terceiro
sistemas produziriam apenas 3,5'95 e 3,633’81, 0O que e
aproximadamente igual a 596 e 136 plantas respectivamente. E
importante ressatar que, as taxas médias de 2,52 e 3,59 brotos
representam os dados originais n3o transformados.

Em uma analise apenas visual, obserQou—se claramente
inicio de 5erda de vigor e deteriorag3c das plantulas com
periodos de incubag&o superiores aos cingquenta dias,
intengificandn mais aos'sessehta dias. Este fato foi também
registrado por MURASHIGE et alii (1974) onde os autores observaram

que com mais de nove semanas de cultivo, os tecidos se deterioravam.
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QUADRDO 10 — Resumo da analise de variancia e regress3do para épocas

de avaliaglo em fungdo do numero de brotos obtidos em

meio MS com 2,27 mg/l de BAP, de Gerbera jamesonii

Bolus ex» Hook cv. Appelbloesem. ESAL, Lavras/MG, 1991.

Causas da Quadrados meédios
' G1
variaglo e significancia 1/
Epoca { S) 0,171 xx
.Linear ' 1 0,233 %
.Quadratica ' 1 - 0,563 %X
.Cabica i 0,014
Residuo : 14 0,028
C.V. ( Z) : : 9,22

1/ pados transformados em v % + 0,5
¥ Significativo ao nivel de 5 %Z de probabilidade

XX Significativo ao nivel de 1 7 de probabilidade
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Numero de brotos
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1] R = 93,1 % .
Y = -0,26 + 0,19x — 0,002x
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FIGURA &6 — Efeito da época de avaliagdo sobre o namero de brotos
o;btidos "in vitro" de Gerbera jamescnii Bolus ex Hook
CV. Appelbldesém em meio MS suplementado com 2,27 mg/1

de BAP. ESAL, Lavras/MG, 1991.
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4.3. Fase de Enraizamento

Observou-se a formaglo de raizes aos 40 dias apos a
inoculag&o obtendo-se 100 7 de enraizamenfo em %todos os
tratamentos (Quadro 11 9 12). Da mesma forma, LALIBERTE et alit
i1§85), trabalhando com duas cuitivares de gerbera, conseguifam
100 %4 de enraizamento dos brotos em todas as concentragties de
AiIA (0,00 - 0,05 - 0,10 - 0,30 - 0,50 e 1?00 mg/1) estudadas. Por
_outro lado, MURASHIGE et #lii (1?74) obtiveram 90 e 100 7% de
plantulas enraizadas somente com niveis mais elevados de AIA, 3
e 10 mg/l respectivamente. Esse resultacin foi observado também
por PETRU & MATOUS (1?84) conseguindo com nivel mais elevado de
AIA (8 mg/1l) 100 % de enraizamento.

Houve intensa forma¢ao de calos na parte basal dos brotos,
para os diferentes niveis de ANA empregados, originando—se dos
calos, raizes de tamanho menor, mais espessas e em maior
quantidade quando comparédas com a testemunha e com os niveis de
AlA empregadoé. Para estesxﬁltimos, as raizes foram emitidas
diretamente do explante na sua parte basal. Este fato pode serr
cop%tafaduiobsérvando—se é‘figura 7 (4). HA similaridade nas
respostas obtidas por.PIERIK & SPRENKELS (1984) com as cultivares
Fleur e Florence, utilizando o meio MS suplementado com AIA nas
concentraglies variando dé 3 a 10 mg/l e ANA a 1 ou 3 mg/l. Esses
autores 6bservaram que o ANA pfoporcionou 100 % de enraizamento,

com mais raizes bnr broto, para ambas as cultivares, em
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QUADRO 11 - Representach qualitativa da resposta morfogenética

observada observada no cultivo de brotacdes de Gerbera

jamesonii Bolus ex Hook‘cv. Appelbloesem em diferentes

concentragctes de sais e niveis de AIA. ESAL, La-
vras/MG, 1991.
. AIA
SAIS o] 0,5 1 2 4
100 00 00 oo . 00 ede)
50 QO o0 (v]o] 00 Qo
25 o0 X o0 o9 (- N
12,5 na Qo aon ag na

AIR - mg/l e SAIS - %

100 % de enraizamento em todos os tratamentos

oo

ago

Muda de qualidade boa
Muda de qualidade média

Muda de qualidade ruim
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QL;ADRO 12 - Represen'tac'éo qualitativa aa resposta morfogenética-
observada observada no cultivo de brotagGes de Gerbe-
ra jamesonii Bolus ex quk cv. Appelbloesem em dife-
- rentes concentracgdes de sais e niveis de ANA. ESAL,

Lavras/MG, 1991.

- ANA
SAIS 0 0,5 1 2 5
aa_|oo” Aee” A2 A
100 aaq % ol oo 2 o0
N ad y oo X »
50 oo .% "800l 22 0el” 00
A y y y 0o
25 an % 8 eel” B2 el 2 00
12,5 oo % % % P T

ANA - mg/l e SAIS - %

100 % 'de enraizamento em todos os tratamentos

oo Ra:lzesA espessas e quebradigas

'Y Ocorréncia ge calos

oo Railzes coﬁl ramificac;ées

mnu Ralzes com comprimento inferior a 1,5 cm
AD Ralzes co;rt comp. intermediériq al,5e 2,5 cm
AA Ralzes com comprimento superior a 2,5 cm
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cémbara;&o com o efeito do AlIA, e qué altos percentuais de
brotos.enraizados'foram alcangados também com © emprego do AIA,.
porém este n&%o apresentou diferenga significativa no
enraizamento em comparagldo com ? tratamento sem auxina. De
. maneira semelhante, os resultados da -Guadro 11 e 12 mostram que,
para conseguir—-se o enraizamento com sucesso da cultivar
Apﬁelblnegem pode-se empregar o meio MS com as concentragles dos
sais reduzidas & metade, sem a necessidade de adicionar auxina.

¢ AﬁA, que resultou em intens$ formag&o de calos,
apresenta efeito inferior quande comparado com a eficiéncia do
AIA para_induzir raizes, como mostram os estudos feitos ﬁor
PIERIK & SEGERS (1973), MURASHIGE et alii (1974), PETRU & MATOUS
(1984) e PIERIK & SPRENKELS (1984), onde o.uso do AIA no.que tange
ao enraizamento .de braotagties de gerbera, l tem excelente efeito
nas diversas concentragbies em que & utilizado.

De outra forma, HUANG & CHU (1985), trabalhandoc com a auxina
_ AIB, conseguiram'taxa de enraizamento de 90 7 em brofa;&es
maiores &o que 2 cm de altura, oriundas da cultura de meristemas.
.Essas mudas foram tratadas com solugdo de AIB (0,1 %) pdr 30
segundos e colocadas para enraizar em canteiros de areia lavada
sob constante nebulizagdo. Da mesma forma, HEMPEL et alii (1985)
conseguiram induzir raizes em brotagties de gerbera utilizando a
citocinina ﬁA, obtendo Q@ maior namero de raizes com 1,55 mg/l,

quando comparadas-cbm concentracfes mais altas do mesmo

regulador de crescimento.
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FIGURA 7 - Representagdo esquematica da micropropagacido de'Ge:becaﬁ'
jamesonii Bolus ex Hook cv. Appelbloesem atraves de ca—.
pitulos'jQQens; 1. Capitulos jovens. 2 e 3. Brota-
¢Bes axilares em fase de. multiplicaglo. 4. Plantula

enraizada pronta para acliméﬁa;&o.



21

A redué&o das concentragfies dos'sais do MS & 25%Z e
12,57 proporcionaram mudas de qualidade inferio; (meﬁor vigor),
quando ‘comparadas aos tratamentos que apresentavam as
concentragles de 1007Z e 50%Z . Este vigor das plantulas foi
caracterizado pelo aumento da superficie foliar das novas folhas,
com peciolos longos e rigidos. Os resultados obtidos por
MURASHIGE et alii (1674) e LALIBERTE et alii (1983), foram
semelhantes ao deste trabalho no que diz respeito ao vigor
apresentado pelas plantulas.

A variag¥o das concentraglies dos sais no influénciou
na porcentagem de enraizamento (Guadro 11 e 12). De maneira

semelhante, PIéRIK & SEGERS (1973) citam em seu trabalho que as
concentra¢ges diferentes dos sais do meio Heller, pouco

influenciaram no enraizamento.

A utilizagé.’{o do sistema de propagag&o "in vitro"
através do capitulos jovens e de brotagfes axilares e
‘enraizamento posteridr deséas pladntulas, empregando
concentraglies ideais de'reguladores de'crescimento, determinadas
experimentalmente, poder& contribuir de maneira alternativa para

a produgdo comercial de gerbera com plantas idénticas e sadias.

4.4 Considera;&es finais

Empregou-se o método dos capitulos jovens ‘neste trabalho.
pelo fato da disponibilidade dos explantes ‘iniciais (capitulos

jovens). Estes foram coletados em plantas adultas sem que as
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mesmas fossem destruidas. E importante ressaltar que o método
dos capitulos jovens & um sistema alternativo ‘de propagac3o da
Gerbera ‘jamesonii. 0 método que & mais indicado para a
.prnpaga;&o massal mais rapida & o que emprega meristemas,
entretanto, éste sistema, demanda um grande namero de plantas

adultas as quais serdo destruidas para o fornecimento dos

explantes iniciais.



' 5. ,CONCLUSGES
S5.1. Fase de Estabelgcimento da Cultura

a) 0O BAP & essencial ao desenvolvimento "in vitro" dos
capitulos e regeneragido de plantulas da cultivar Appelbloese;n

especialmente nas concentraglies de 3, 6 ou 9 mg/1l de BAP.

b) O 2,4—!) & prejudicial e o AIA n&o influencia a
producd¥o de brotos e desenvolvimento dos tecidos estabelecidos

"in vitro®.

'S.2. Fase de Multiplicagdo

a) Maior taxa de multiplicag&o para a cultivar
Appelbloesem pode ser obtida com o uso da metade das
concentragdies dos sais‘do MS e 2,27 mg/l1 de BAP, com periodo de

subcultivo de até vinte dias.
b) Brotos enraizados s3o obtidos sem o uso de BAP.

) A utiliza;&o de adenina ou tirosina n3o influencia a

taxa de multiplicag3o para a cv. Appelbloesem.
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9.3. Fase de Enraizamento'

a) Ha’ formagdo de raizes em todas as concentraglies de

J

sais e niveis de AIA e ANA utilizados.

b) Mudas de melhor qualidade s8o obtidas com todos os
niveis de AIA empregados e com as concentragfies dos sais

reduzidas até a metade.

c) 0 enraizamento ndo e influenciado pela variagido nas

concentraglies dos sais.

d) As raizes s3o emitidas diretamente do explante na sua
parte basal sem formagfo de calos, para os niveis de AIA

empregados.

. @) HA formagdo intensa de calos na parte basal dos brotos
em todas as concentragfies de ANA utilizadas, sendo que as

raizes se originaram a partir destes calos.
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6. RESUMO

Propagaglo "in vitro" de Gerbera jamesonii Bolus ex Hook

através de capitulos jovens.

4] présente gstudo objetivou identificar técnicas de cultur.a
de ‘tecidos que permitam um répido estabeleciﬁento,
multiplicagdo e enraizamento "in vitro" dg Gerbera jamesonii
Bolus ex Hook cv. Appelbloesem.

Os ensaios foram realizados "in vitro” e subdivididos em
trées fases: a) Estabelecimento da cultura, b) t_‘lultiplica;&o de
brotos e c) Enraizamento de brotos. Para a primeira fase foram
utilizadas inflorescéncias jovens (capitulos) como explante
' _inicial; Melhores resultados.quanto ao estabelecimento dé:s capi-
tulos "in vitro" e regeneragdo de brotos adventicios foi
cpnseg.uido com o uso de 3, & ou 9 mg/1l de BAP. O usoc de 2,4-D foi
desinteressante para esta fase. Para o ensaio de multiplicagdo
foram utilizados como explante, brotaglies adventicias obtidas
no experimengo anterior. Melhores resultados quanto a taxa de
multiplit::a;a(o, foram obtidos com a metade da concentragdo dos
sais do MS e com o nivel de 2,27 mg/1l de BAP, independentemente
do nivel de AIA utilizado e com um periodo de‘ subcultivo de"

vinte dias. Houve formag3oc de raizes nos tra.tamento‘s sem BAP. A

adenina e tirosina n%o influenciaram na taxa de multiplicagdo
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dos brotos. Posteriormente, foram testados na fase de enraizamen-
to, a concentraciio de sais e de éuxina que proporcionassem mudas
enraizadas de boa qualidade. Melhores resultados foram obtidos com
todos os niveis de AIA embregadns, proporcionando 100 % de brotos
enraizados. A redug&o das concentragfles dos sais a 2574 e
12,5% resultaram em plantulas enraizadas de qualidade inferior,
quando comparadas Aaquelas obtidas nas concentragties de 1007 e
S50%Z. N3do houve fdrmagao de calos na base dos brbtos, sendo as

raizes emitidas diretamente do explante, para os diferentes

niveis de AIA empregados.
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7. SUMMARY

“In vitro" propagation of Gerbera jamesonii Bolus ex Hook using

young capitulum

The purpose of this study was to establish tissue culture
procedures for rapid in vitro multiplication and rooting of
Gerbera jamesonii Bélus ex Hook cv. Appelbloesem.

Trials were carried out "in vitro" and separated in three
stages: a) Culture establishement, b) Bud multiplication, and c)
Bud rooting. For .the first stage young inflorescences (capitulum)
were used as initial explant. The best result coﬁcerning capitulum
“in vitro" establishement was attained at 3, 6 or 2 mg/l of BAP.
2,4-D was not necessary at this stage. For the multiplication
trials explantes were adventitious buds obtained féom the first
stage experiment. The best result for the mﬁltiplication rate was
'obtained using half of the salt concentration of the MS medium and
2,2? mg/1 of BAP, independently of IAA level and the twenty days
subcul ture period. Roots were formed in treatments with no BAP.
Adenine and tyrosine did not influence bud multiplication rate.
Further, during the rooting phase, salt and auxine concentrations
were tested to producé good quality rooted plantlets. Best results
were obtained at all levels of IAA, giving 100%Z rooted plantlets.
‘Reduction of salt concentration to 25% and 12,57 resulted in

poofer quality plantlets as;compared td those_obtained by using
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100% -and 50%Z concentrations. There was no callus formation at the
bases, and roots wére formed directly from the explant for all-

levels of’ IAA.
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