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RESUMO

SOUSA, Cleiton Mateus. Otimizacdo de protocolos para a propagacio in vitro de
gérbera (Gerbera jamesonii). Seropédica, RJ, UFRRJ, 2005. 74p. (Dissertagao,
Mestrado em Fitotecnia).

As gérberas sdo flores de corte que apresentam diversidade na coloracio e boa
durabilidade. O uso de fitorreguladores na propagagdo de plantas in vitro esta
relacionado com a capacidade de induzir a proliferacdo de brotos e a diferenciacdo de
raizes. No entanto, citocininas em excesso podem induzir a formag¢do de plantulas
anormais € com baixo potencial para serem aclimatadas. Além disso, a composicdo
mineral e organica do meio de cultura apresenta importante papel durante o processo. O
objetivo deste trabalho foi ajustar protocolos para a propagacdo massal in vitro de
variedades de Gerbera jamesonii. Avaliou-se: o efeito do estadio de desenvolvimento
de inflorescéncias na implantacdo de culturas in vitro a partir de capitulos; variedades;
balancos de fitorreguladores; concentragdo dos sais do meio MS na proliferagdo de
brotos e enraizamento in vitro e a aclimatizacdo de trés variedades de gérbera. A
regeneracdo de explantes preparados a partir de inflorescéncias depende do estadio de
desenvolvimento das mesmas. Explantes preparados a partir de capitulos jovens
apresentaram melhores resultados. A proliferacdo de brotos em explantes de gérbera,
variedade Ornela foi influenciada tanto pela concentracdo quanto pela fonte de
citocinina, assim como pela concentragdo dos sais do meio MS. A molécula BAP
mostrou ser mais eficiente que kinetina para induzir a proliferacdo de brotos. BAP
acima de 2,0 mg.L'1 induziu a formagdo de plantas com caracteristicas indesejaveis
durante a multiplicagdo in vitro, enquanto isto ndo foi observado mesmo na maior
concentragdo de kinetina (4,0 mg.L’l). As combinagdes de 0,5 mg.L'l de BAP com os
diferentes niveis de AIB (0; 0,05 e 0,5 mg.L'l) apresentaram os melhores resultados
para a multiplicacdo e produg¢do de brotos in vitro com potencial para serem aclimatados
da variedade Ornela. Somente o BAP inibiu a diferenciacdo de raizes. A concentracio
dos sais abaixo de 50% limitou a proliferacdo de brotos na variedade Ornela. As
variedades Capuccino Mirage e Ornela, quando mantidas no mesmo balanco de BAP e
AIB apresentaram resultados divergentes quanto a proliferacdo de brotos, e na
aclimatizacdo apresentaram alta taxa de sobrevivéncia. Na propagacdo in vitro de
gérbera, somente na fase de implantacdo das culturas in vitrro que verificou-se
dificuldade de regeneracdo e na formacao de brotos em explantes preparados a partir de
capitulos. Nas demais fases, as variedades estudadas apresentaram facilidade e
resultados bastante promissores.

Palavras chave: gérbera, regeneracdo, multiplicacdo in vitro, auxina, citocinina.



ABSTRACT

SOUSA, Cleiton Mateus. Optimization of protocols for in vitro propagation in
gerbera (Gerbera jamesonii). Seropédica, RJ, UFRRJ. 2005. 74p. (Dissertation,
Mestrado in Fitotecnia).

Gerberas are cut flowers with large color diversity and good durability. The use of
growth regulators on in vitro propagation is related to the capacity to induce
proliferation of sprouts and differentiation of roots. However, citokinins in excess can
induce the formation of abnormal plant, with reduced acclimatization potential. The
mineral and organic composition of media culture plays an important role during the
process. The objective of this dissertation was to adjust protocols for in vitro
propagation of Gerbera jamesonii. The following aspects were evaluated: (i) the effect
of the inflorescence developmental stage on the performance of in vitro culture initiated
from chapters (ii) gerbera varieties (iii) growth regulator balance and (iv) the effect of
salt concentration of MS medium on the proliferation of in vitro sprouting and rooting
and acclimatization of three varieties of gerbera. For variety Phanter, the regeneration of
explants prepared from inflorescences depended on its stage of development. Explants
prepared from young chapters showed better results. The concentration and source of
citokinin, and the concentration of salts in MS medium influenced the proliferation of
sprouts in explants of variety Ornela. BAP was more efficient than kinetin on
proliferation of sprouts. Concentrations above 2.0 mg.L" of BAP induced the formation
of plants with undesirable characteristics during in vitro multiplication, while this was
not observed in the presence of the same kinetin in larger concentration (4.0 mg.L™).
The combinations of 0.5 mg.L" BAP with the different levels of IBA showed the best
results for multiplication and production of sprouts, with potential for acclimatizing
variety Ornela. The presence of BAP inhibited the differentiation of roots, while the
same was not observed in largest concentration of kinetin. The concentration of salts
below 50% limited the proliferation of sprouts in variety Ornela. The varieties
Capuccino, Mirage and Ornela, when maintained in the same balance of BAP and IBA,
showed divergences in results for number of sprouts; when acclimatized, they presented
high survival rates. Difficulties on in vitro gerbera propagation were mostly found on
the regeneration phase and on the formation of sprouts in explants prepared from
chapters. For the other phases, no major difficulties were detected.

Key-words: gerbera, regeneration, multiplication in vitro, auxin, citokinin.



1 INTRODUCAO

No Brasil, s6 recentemente a floricultura passou a ser reconhecida nas politicas
publicas como atividade agricola, pois, para os 6rgidos de fomento, a definicio de
agricultura girava somente em torno da produg¢do de alimentos, ndo envolvendo a
producdo de flores, plantas ornamentais e produtos florestais (CARVALHO &
CHIANCA, 2002). No entanto, a floricultura é uma atividade agricola que apresenta
uma considerdvel importancia do ponto de vista social, pois gera emprego, para, em
média, 3,7 pessoas por ha de area explorada (KAMPF, 1997), sendo que destes, 38%
s80 mao-de-obra familiar, gerando empregos em minifundios (GRACA & SILVA,
2003). Estes indices s@o superiores a outras atividades agricolas (MOREIRA, 2000), e,
atualmente, representa uma das formas mais especializadas da agricultura, uma vez que
exige alta tecnologia, e um sistema eficiente e rapido na distribuicdo e comercializacdo
de seus produtos (SATO et al. 1999).

Em anos recentes, o setor de flores e plantas ornamentais adquiriu visibilidade
no agribusiness nacional, até entdo voltado quase exclusivamente para produgdo de
alimentos direcionados para os mercados interno e externo (CASTAN, 2003).

Nos paises europeus e nos Estados Unidos da América, entre alguns outros, a
producdo de flores e plantas ornamentais € considerada como atividade agricola de
grande importancia hd muitos anos. Entretanto, as condi¢des ambientais destes paises
limitam a produc¢do vegetal durante algumas estagdes do ano, sendo necessario o cultivo
em ambientes controlados, o que gera um elevado custo na produgdo. Diante disso, o
Brasil apresenta grande potencial para a producdo de plantas e flores destinada a
exportagdo a estes paises.

O mercado brasileiro de flores no triénio 1995-1998 cresceu 23% ao ano,
passando de US$ 700 milhdes em 1995, a valor de varejo, para US$ 1,3 bilhdes em
1998. Desse ultimo valor, estima-se que a floricultura paulista contribuiu com cerca de
60%, ou seja, em torno de US$ 800 milhdes. Com base no ano de 1998, estimou-se que
0 gasto per capita ao ano no Brasil seja de US$ 6.00, o dobro relativamente ao ano de
1994, que era de US$ 3.00, valor muito baixo quando comparado com o dos paises
desenvolvidos (EUA: US$ 36.00; Alemanha: US$ 137.00; Noruega: US$ 143.00), e
baixo em relacdo a paises emergentes como a Argentina que tem um consumo na ordem
de US$ 25.00 anuais (KIYUNA, 1999 citado por GRACA & SILVA, 2003).

No periodo de 2000 a 2003 houve um salto em torno de 37% na exportagdo de
produtos da floricultura, passando de R$ 21.692,39 para R$ 59.010,33. Isto ocorreu
principalmente devido o aumento na qualidade da producdo, suprindo as exigéncias do
mercado internacional. Em 2004, até o més de agosto, as exportacdes atingiram cerca de
R$ 49.740,54, e que provavelmente no decorrer do ano, os valores seria superior aos
valores dos anos anteriores (IBRAFLOR, 2005). Segundo o Instituto Brasileiro de
Floricultura as exportagdes, neste periodo, ndo chegam a 5% da produgdo nacional.

O Estado do Rio de Janeiro, apesar de ser um dos pioneiros na implantacio da
floricultura no Brasil, ndo tem apresentado evolucdo neste setor, ao contrdrio de outros
Estados, principalmente Sdo Paulo (CARVALHO & CHIANCA, 2002) e mais
recentemente em alguns estados do Nordeste, que tem apresentado substancial
crescimento. Um dos motivos desta diferenca na evolugdo, provavelmente, se deve as
poucas pesquisas direcionadas a producdo de flores e plantas ornamentais e a
inexisténcia de interesses de Orgdos governamentais do Estado do Rio de Janeiro, ao
longo das tltimas décadas.



Desde o final da década de 80 a floricultura brasileira vem sendo objeto de
mudangas visando um re-arranjo de sua estrutura produtiva, de modo a atender ao
crescimento da demanda dos mercados interno e externo. Além disso, esse movimento
ndo se restringe a retomada da producdo de estados tradicionais, incluindo também a
formacdo de pdlos de flores e plantas ornamentais, em unidades federativas de pouca
tradicdo no setor. Desta forma, a floricultura vem se tornando uma das atividades
agricolas caracterizadas pelo uso intensivo de tecnologia avancada, derivada, sobretudo,
do estreitamento das relacdes entre produgdo e pesquisa agricola, com repercussdes em
toda a cadeia produtiva (CASTAN, 2003).

O Estado do Rio de Janeiro, reconhecido como o segundo maior mercado
consumidor de flores de corte e plantas ornamentais no Brasil, com cerca de 14,7 % do
mercado nacional, importa de outros Estados, principalmente de Sdo Paulo, grande parte
dos produtos ornamentais comercializados (BONGERS, 1999), uma vez que no ano
2000 a producao no Estado representou apenas 2,7% da produgdo nacional (CASTAN,
2003).

Apesar da regido serrana, tradicionalmente, explorar algumas espécies de flores
de corte, a quantidade e a qualidade desses produtos s@o inferiores as necessidades e
exigéncias do mercado, conforme diagnosticado no Programa de Desenvolvimento da
Floricultura no Estado do Rio de Janeiro, organizado pela Superintendéncia de
Agronegécios da Secretaria de Estado de Agricultura, Abastecimento, Pesca e
Desenvolvimento do Interior - SEAAPI (NACIF et al. 2002).

Entre os diversos fatores limitantes ao desenvolvimento do setor de floricultura e
de plantas ornamentais no Estado do Rio de Janeiro, destaca-se a inexisténcia de oferta
de mudas e propdgulos de boa qualidade, alto custo e baixa diversidade genética de
espécies de grande demanda ou com elevado potencial de consumo no mercado carioca
e fluminense.

Até alguns anos atrds, a propaga¢do de plantas no Brasil era feita basicamente
por estacas, divisao de touceiras, bulbos, sementes etc. Com a crescente competitividade
de mercado, que vem exigindo cada vez mais plantas padronizadas, com ciclo
homogéneo e isentas de pragas e doencas, a propagacdo de plantas in vitro vem
ampliando seu espaco, sendo empregada principalmente para propagacido de espécies
com maior interesse de mercado (MOTOS, 1998)

A propagacdo de plantas in vitro constitui-se em uma aplica¢do da cultura de
tecidos vegetais de maior importincia na producdo massal de plantas sadias e
geneticamente certificadas, ou seja, € um método que possibilita a oferta continua e em
grande quantidade de mudas clonais, podendo ser produzidas em curto espaco de tempo
e a baixo custo, dependendo da eficiéncia do protocolo e da otimizag¢do das técnicas de
propagacao in vitro utilizadas.

No diagnéstico realizado no censo da floricultura do Estado do Rio de Janeiro
(CASTAN, 2003), levando em considerag¢do as condi¢des edafo-climdticas presentes
nas diversas regides do Estado, a tradi¢do no cultivo e a existéncia de mercados
promissores, entre outros fatores, a cultura da Gérbera foi incluida entre as trés espécies
mais promissoras para o Estado do Rio de Janeiro, apresentando expressiva expansdo no
mercado consumidor nacional. Além disso, as gérberas apresentam alta sensibilidade no
transporte, dificultando desta forma, a comercializagdio do produto em mercados
distantes dos centros de produgao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biotecnologia

A biotecnologia, envolvendo diversas técnicas, utiliza organismos vivos ou
partes destes para produzir ou modificar produtos, melhorar geneticamente plantas e
animais, ou desenvolver microrganismos para fins especificos (TORRES et al. 2000).

A cultura de tecidos vegetais, uma ferramenta da biotecnologia, apresenta
importancia econdmica tanto na drea de producdo de mudas de espécies horticolas,
florestais e ornamentais, quanto na pesquisa cientifica. Esta técnica vem sendo
utilizada, principalmente, para a propagacdo massal de plantas in vitro, limpeza clonal,
conservagdo e intercambio de germoplasma de muitas espécies vegetais (ROCA et al.
1991).

Os EUA foi o pais pioneiro na propagacdo de plantas em escala comercial com o
uso da cultura de tecidos. Nos tultimos 30 anos o uso da cultura de tecidos na
propagacdo de plantas tem sido uma das mais importantes ferramentas da biotecnologia
agricola no mundo inteiro. Entre as demais ferramentas, apresenta grande sucesso nas
aplicagdes praticas e resultados promissores para a produgcdo de mudas com alta
qualidade e em escala que supri as exigéncias do mercado de mudas de gendtipos de
interesse. Entre 1986 e 1993 a producdo mundial de plantas propagadas in vitro
aumentou cerca de 50%. Em 1993 a producdo estava em torno de 663 milhdes de
plantas e em 1997 atingiu 800 milhdes de plantas (FAO/IAEA, 2002).

2.2 Propagacao de Plantas

A demanda em mudas de plantas de interesse econOmico, quer sejam
ornamentais, olericolas, frutiferas ou florestais, incentivou o surgimento de produtores
especializados na propagacdo de plantas em escala industrial (KAMPF, 2000).
Atualmente, e acredita-se que a tendéncia é de aumentar, os consumidores vem exigindo
mudas com excelente qualidade fitossanitéria, certificadas geneticamente e que possam
ser adquiridas durante todo o ano, independente das condi¢des ambientais, para
implantacdo ou reposicdo de matrizes.

Para muitas espécies vegetais, incluindo as gérberas, a propagagdo por sementes,
apesar de ser possivel, gera algumas segregacdes genéticas, 0o que aumenta a
variabilidade entre as mudas e dificulta a obten¢@o de progénies com as caracteristicas
da planta mde. Diante disso, a propagacdo vegetativa torna-se uma alternativa que
permite a obtencdo de mudas com maior fidelidade genética a planta mae.

O método de propagacdo pode ser um fator que influencia no crescimento e
desenvolvimento da nova planta obtida. LEWANDOWSKI (1998) observou que
plantas de Miscanthus x giganteus propagadas por rizomas apresentaram menor nimero
de brotos vigorosos, rizomas menos espessos e ramificados do que plantas propagadas
in vitro. No campo, o desenvolvimento de plantas obtidas da proliferacdo direta de
brotos in vitro foi mais lento que plantas obtidas a partir de embrides somaticos.

A propagacdo de gérberas por sementes ndo preserva as caracteristicas da
matriz, originando progé€nies desuniformes, enquanto que a propagacgdo por divisdo de
touceiras é demorada, apresenta baixo rendimento, além de manter e disseminar agentes
patogénicos, comprometendo a qualidade das matrizes para produgdo de flores nas
sucessivas geracoes (MURASHIGE et al. 1974).



A propagacio de plantas in vitro, também denominada como micropropagagao,
¢ uma técnica que utiliza a cultura de tecidos vegetais para a propagagdo de plantas a
partir de fragmentos, denominados explantes, sob condi¢des ambientais controladas,
meio nutritivo e condi¢des de plena assepsia.

A teoria da totipotencialidade das células vegetais formulada por Matthias
Schleiden & Theodor Schwann, em 1838, pode ser dita que constitui um dos primeiros
fundamentos da cultura in vitro, embora seus formuladores nem tenham imaginado uma
metodologia como esta. A teoria afirma que a célula é autdnoma, portanto, que contém
o potencial necessdrio para originar um organismo completo; nesse caso, uma planta. E
claro que essa capacidade deve manifestar-se sob especiais condicdes de estimulo. Em
decorréncia desta teoria, células com diferentes fenétipos dentro da planta tém idéntico
gendtipo. Haberlandt, um fisiologista vegetal austro-hingaro, por volta de 1902,
imbuido dessa teoria, foi o primeiro a manipular um sistema de cultura in vitro de
plantas, procurando estabelecer e consolidar um sistema de micropropagacdo.
Infelizmente, por limitacdes técnicas da época, seus esfor¢os falharam (CID, 2001).

Conforme BARBOSA et al. (1992) para o sucesso da propagacdo de plantas in
vitro em grande escala, trés etapas devem ser definidas. Primeira, o estabelecimento
dos explantes em meio de cultura, segunda, a otimizacdo do meio para a multiplicagdo,
bem como das condi¢des externas, para obter-se altas taxas de multiplicagéo e por fim a
aclimatacdo das mudas. No entanto, GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998)
afirmam que estas etapas ndo precisam necessariamente ser seguidas, permitindo
alteracdes conforme as peculiaridades de cada espécie. De acordo com as caracteristicas
das espécies vegetais, estes autores sugerem que uma etapa de alongamento das partes
aéreas antes da aclimatizag¢@o pode ser inserida. Para cada genétipo, de acordo com as
suas peculiaridades, deve-se definir metodologia especifica para cada uma destas fases.

2.3 Regeneracao de Plantas in vitro

Com base no fendmeno da totipoténcia das células vegetais, isto €, na
capacidade de uma tnica célula dividir-se, diferenciar-se e formar uma planta completa,
a cultura de tecidos possibilita a regeneracdo de clones idénticos a planta mae, contendo
todas as informacdes genéticas, num processo caracterizado como clonagem, a partir de
fragmentos de 6rgdos (AMARAL, 2003).

A diferenciacdo celular € um processo que depende da interacdo de no minimo
tré€s fatores principais. O primeiro diz respeito ao fator genético, o "estoque" das
potencialidades do genétipo que pode ser expresso durante o processo. O segundo
representa as caracteristicas obtidas durante a ontogénese, inicialmente em resposta aos
estimulos ambientais, que uma vez estabelecidas, tendem a se manter de forma estavel
ou permanente. Por dltimo, ndo menos importante, sao as caracteristicas que dependem
apenas do ambiente para expressarem-se (KERBAUY, 1999).

Conforme HANDRO & FLOH (1990) a morfogénese é consequéncia dos
processos de divisdao e diferenciacdo celular integrados, conduzindo a um nivel de
organizagdo supracelular. Tais processos dependem de certos sinais (fitormonios e luz
principalmente) que agindo direta ou indiretamente ao nivel génico, desencadeiam
processos especificos de sintese, € como conseqiiéncia, alteracdes bioquimicas e
metabdlicas diversas. Para ALMEIDA (2002) o processo morfogenético depende
basicamente da atividade e express@o de determinados genes.

A organogénese in vitro em tecidos vegetais normalmente ocorre em resposta a
adicdo de fitorreguladores exdgenos ao meio de cultura, na maioria das vezes auxina e
citocinina. Alta relacdo auxina/citocinina no meio de cultura induz a formacao de raizes,



baixa relagdo auxina/citocinina promove a proliferacdo de brotos e quando a relacio
auxina/citocinina no meio estd balanceada promove a proliferacdo de células de forma
desorganizada e a formacdo de calo (YAMAGUCHI et al. 2003). Entretanto, a
formacdo de 6rgdo em explantes in vitro parece depender principalmente do balanco
endégeno destas moléculas, uma vez que estas respostas ndo ocorrem em todas as
espécies vegetais quando mantidas nas condicdes acima citadas (SOUSA &
MIRANDA, 2002; REIS, 2001).

Apesar da cultura de tecidos vegetais contribuir significativamente nos estudos
direcionados & morfogénese, ainda ha dificuldades em relagdo & composi¢do do meio
de cultura, balango de fitorreguladores, tipo de explante e idade fisiolégica dos
explantes, para que possa obter condi¢des ideais para a divisdo e diferenciacdo celular.
CARVALHO (2003), YASATOSHI et al. (2003) ressaltam que os mecanismos
moleculares que governam a capacidade de regeneracdo de plantas in vitro ainda sdo
pouco compreendidos.

Mesmo com a dependéncia de varios fatores para o sucesso da propagacgio in
vitro de plantas, GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998) acreditam que, por
exemplo, a composicdo do meio nédo seja uma das varidveis determinantes no sucesso da
propagacao in vitro ou o segredo de um protocolo comercial, uma vez que as fungdes
dos componentes utilizados nos meios de culturas, na maioria das vezes, ji sdo bem
conhecidas e podem ser repetidas em muitos casos.

Considerando que cada genétipo apresenta caracteristicas Unicas, determinadas
por fatores genéticos, as necessidades para o cultivo in vitro também tendem a ser
especificas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). A capacidade de regeneracio e
crescimento parece estar associada nao apenas ao gendtipo, mas também a atividade
fisiolégica na planta matriz, sob o controle de diversos fatores endégenos e exdgenos.
Os mesmos autores ainda afirmam que o maior desafio para o sucesso de um protocolo
para a propagacao in vitro de plantas em escala comercial estd no material vegetal e na
sua manipulagdo antes de excisar o explante inicial, e em todas as etapas do processo,
incluindo o transplante da planta produzida.

O uso de orgdos ja diferenciados e desenvolvidos como inflorescéncias,
segmentos de raizes e folhas apresentam potencial para a implantacdo de culturas in
vitro. Estes, atualmente vém despertando o interesse para serem utilizados para a
propagacao de plantas in vitro, principalmente por evitar o sacrificio da planta matriz, e
além disso, quando utiliza explantes que ndo permanecem em contato com o solo
(inflorescéncias e folhas por exemplo) apresentam maior facilidade de desinfestag@o.

Diversos fatores estdo associados com o sucesso da regeneracdo de culturas in
vitro. Tais fatores sdo variados e interagem de diversas formas, sendo quase que
impossivel caracterizar um unico fator especifico para cada fendmeno morfogenético.
Os efeitos isolados ou sinergisticos desses fatores variam de acordo com as condig¢des
de cada tipo de célula, que podem ser mais ou menos definidos de acordo com o tecido,
orgdo, espécie, variedade ou cultivar, e peculiar para uma determinada condic¢do
fisiolégica de momento (HANDRO & FLOH, 1990).

Na reinterpretacdo da hipétese proposta por CHRISTIANSON & WARNICK
(1988), PERES (2002) dividiu o processo de organogénese in vitro nas seguintes etapas:
1) desdiferenciacdo; 2) aquisi¢do da competéncia; 3) inducdo; 4) determinacdo; 5)
diferenciacdo e 6) formagdo de 6rgdos (FIGURA 1). No entanto, entre estas etapas
alguns genes (indicados na FIGURA 1) podem estar envolvidos na sensibilidade celular
(genes de sensibilidade), no metabolismo hormonal (que codificam enzimas de
biossintese e/ou degradacdo de hormdnios) e na formagdo de Orgdos (genes
homedticos). A expressdo desfavordvel de qualquer uma dessas classes de genes seria



suficiente para impedir a regeneracdo do tecido, confirmando a proposta de ALMEIDA
(2002) citada anteriormente. A divisdo do processo organogénico em etapas permitiu a
esses autores postularem que, a falha na organogénese in vitro ocorre principalmente
durante a etapa de aquisi¢do de competéncia (PERES, 2002). Contudo, pouco se
conhece, até 0 momento, sobre os mecanismos envolvidos na aquisicdo de competéncia
para organogénese (KERBAUY, 1999).
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Figura 1. Reinterpretacio por PERES (2002) da hipdtese proposta por
CHRISTIANSON & WARNICK (1988) para o entendimento da competéncia
organogenética.

A competéncia celular refere-se a capacidade do tecido vegetal responder a
estimulos especificos (hormdnios, luz, temperatura etc.) necessarios para induzir a
formacdo de 6rgdos ou alterar o desenvolvimento do vegetal. CARY et al. (2001)
sugerem que a falta de receptores para as moléculas hormonais utilizadas na indu¢ao do
processo organogénico pode refletir na falha da competéncia do tecido.

PERES (2002) relata que, de modo geral, quanto maior a determinagdo do tecido
para uma via de desenvolvimento (por exemplo, a formagdo de raizes) menor serd a



competéncia para estes tecidos formarem outro tipo de 6rgio (por exemplo, gemas
caulinares). CENTENO et al. (1997) verificaram que a capacidade de formar embrides
somaticos em explantes de aveld (Corylus avellana L.) decresce com o grau de
maturidade dos embrides zigdticos. No entanto a regeneracdo de brotos a partir de
explantes de segmentos de raizes de Arabidopsis foi esquematizada nos trabalhos de
CARY etal. (2001) e HOWELL et al. (2003).

De acordo com o modelo proposto na FIGURA 2, para haver a regeneracio de
orgios, os tecidos t€ém que haver competéncia. Em tecidos ja diferenciados, acredita-se
que a aquisicdo da competéncia celular pode ser obtida pela permanéncia destes em
meio de cultura que induz a formacao de calo, ocorrendo a desdiferenciacdo, a perda da
especialidade das células, e conseqiientemente estas células adquirem a competéncia
celular, tornando-se possivel a diferenciagdo em outro 6rgdo. Neste caso, as células
apresentam capacidade de responder aos estimulos sinalizados pelos fitorreguladores.
Posteriormente, quando mantidos em meio contendo balanco favordvel a citocinina,
ocorre a formagdo de brotos e quando favoravel a auxina, a formacgao de raizes (CARY
et al. 2001).
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Figura 2. Modelo para a regeneragdo de raizes e brotos a partir de explantes de
segmentos de raizes de Arabidopsis conforme CARY et al. (2001) e HOWELL et al.
(2003).

REYNOIRD et al. (1993) estudaram a regeneracdo de plantas a partir de folhas
inteiras com diferentes estddios de desenvolvimento em dois clones de gérbera e
verificaram que a capacidade regenerativa decresce progressivamente com o incremento
do estigio de desenvolvimento das mesmas, ndo havendo regeneracdo em folhas
totalmente expandidas. Conforme os mesmos autores, apds o enraizamento e



aclimatizacdo das plantulas ndo detectou-se variacdes fenotipicas durante as fases
vegetativa e reprodutiva.

Na literatura encontram-se protocolos para a implantagdo de gérbera in vitro
principalmente a partir de dpices caulinares ou capitulos florais em diferentes estadios
de desenvolvimento (MURASHIGE et al. 1974; PIERIK et al. 1975; LALIBERTE, et
al. 1985; ARELLO et al. 1991; BARBOSA et al. 1994; RADICE & MARCONI, 1998;
SEVERIN et al. 2000). Conforme alguns destes autores, a implantacdo da cultura in
vitro a partir de capitulos florais apresenta as vantagens de estar presentes em maior
nimeros na planta matriz, apresenta maior facilidade na desinfestacdo e, sobretudo, por
utilizar uma técnica que mantém a matriz intacta, uma vez que os explantes sdo
excisados das inflorescéncias, sem sacrificar as plantas. No entanto, MURASHIGE et
al. (1974) verificaram que explantes de dpices caulinares, apesar de apresentar maior
dificuldade de desinfestagdo, apresentaram maior niimero de brotos quando comparados
com explantes de capitulos florais. J4 SEVERIN et al. (2000) estudando a propagacéo in
vitro de gérbera a partir de diferentes tipos de explantes, verificaram que explantes de
primordios de capitulos apresentaram maior taxa de proliferacdo do que dpices de
rizomas, além de apresentarem maior percentual de sobrevivéncia e menor
contaminagao.

A regeneracdo de plantulas de gérbera a partir de capitulos florais necessita de
uma selecdo cuidadosa do material a ser utilizado, uma vez que a resposta
morfogenética depende do grau de desenvolvimento da inflorescéncia (RADICE &
MARCONI, 1998). Os mesmos verificaram que o tamanho ideal do capitulo, para as
respostas morfogenéticas estudadas, estd entre 0,5 e 1,0 cm de diametro.

2.4 Multiplicacao de Plantas in vitro

Embora, desde o inicio da década de 70, alguns pesquisadores j4 terem definidos
protocolos para a multiplicagdo in vitro de gérbera (MURASHIGE et al. 1974; PIERIK
et al. 1975; PIERIK et al. 1982; LALIBERTE, et al. 1985; BARBOSA, et al. 1993 a),
estes protocolos nem sempre sdo eficientes e vidveis para a multiplicacdo in vitro de
outras variedades desta espécie. Conforme PERES (2002), mesmo com os avancos da
biotecnologia a organogénese in vitro ainda continua sendo controlada de maneira
empirica, sendo necessério, portanto, definir protocolos para cada gendtipo, uma vez
que a inducdo para a diferenciagdo celular € principalmente controlada pelo balanco
hormonal endégeno e a sensibilidade celular dos tecidos, os quais sdo de dificil
determinagdo e estdo em funcdo do gendtipo e do estado fisioldgico da planta.

Quanto ao balanco de fitorreguladores, na década de 50, SKOOG & MILLER
(1957) sugeriram que as concentracdes relativas entre auxina e citocinina sdo mais
importantes do que as concentragdes absolutas das mesmas para o controle da
organogénese in vitro, sendo aceito até os dias atuais (MERCIER et al. 2003). No
entanto, CENTENO et al. (1997) verificaram que além do balango hormonal endégeno
ser um importante fator na formacgdo de embrides em culturas de aveld (Corylus
avellana L.), este evento também depende da competéncia celular das culturas in vitro.

As auxinas, embora estejam relacionadas com a indug@o de formagdo de calos e
enraizamento (MATHUR et al. 1995), podem ser utilizadas para estimular o
crescimento das partes aéreas (EAPEN et al. 1998; SUDHA, et al.1998).

As citocininas estdo envolvidas no controle de diversos e importantes processos
associados com o crescimento e desenvolvimento vegetal. Elas fazem parte do controle
da divisdo celular, desenvolvimento de cloroplastos, diferenciacdo de gemas, iniciagdo e
desenvolvimento de brotos, crescimento e senescéncia de folhas (BRAULT &



MALDINEY, 1999). Diante disso, € comum o uso de citocininas para induzir a
diferenciacdo e o desenvolvimento de gemas vegetativas em culturas in vitro (OHKI &
SAWAKI, 1999).

Segundo TOPOONYANONT et al. (1999), o incremento de citocinina tem sido
utilizado para aumentar a proliferagdo de brotos em culturas de gérbera in vitro. No
entanto, as citocininas em excesso podem induzir a formacdo de tufos, plantulas
anormais, e com baixo potencial para serem aclimatadas.

A acdo de uma substincia reguladora do crescimento comega logo apds a
percepcdo da molécula por receptores presentes na membrana celular, desencadeando
uma série de eventos fisioldgicos. BLAKESLEY et al. (1991), trabalhando com gérbera,
observaram que a maioria da citocinina, BAP, adicionado ao meio de cultura foi
acumulado nas culturas nos primeiros 20 dias, mostrando que, caso as células em estudo
apresentem competéncia para diferenciacdo, este periodo é suficiente para induzir
determinados processos fisiologicos.

O ajuste do processo da propagacdo in vitro para obter grande quantidade de
plantulas e com alta qualidade permite obter material propagativo com pregos
competitivos (TOPOONYANONT & DEBERGH, 2001). No entanto, vérios problemas
tém sido responsaveis pelas perdas em relacdo a quantidade e qualidade das plantulas
produzidas, entre os quais a formagdo de tufos. Estes sdo caracterizados pela formacao
de plantulas com grande niimero de folhas, peciolos curtos e pequenas laminas foliares,
0 que causa anomalias em culturas in vitro. Este fator causa perda na produgido de
mudas de gérbera de até 30% durante o processo de multiplicagdo in vitro e na
aclimatacdo (TOPOONYANONT et al. 1999).

Além da concentragdo, as diferentes moléculas utilizadas como reguladoras do
crescimento vegetal adicionadas no meio de cultura, em grande parte, determinam o
sucesso dos trabalhos com cultura de tecidos (ROUT, 2000). As divergéncias dos
resultados com diferentes fontes de citocinina podem estar associadas a sensibilidade
dos receptores presentes nos tecidos e as estruturas das moléculas (FIGURA 3).
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Figura 3. Estrutura das moléculas de 6-furfurilaminopurina (KIN) e 6-
benzilaminopurimna (BAP).

As moléculas BAP, Zeatina, Kinetina e 2 ip s@o as principais fontes de citocinina
utilizadas em cultura de tecidos. Conforme GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998)
entre as citocininas comercialmente disponiveis o BAP, em geral, é a que apresenta
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melhores resultados para a maioria dos trabalhos com cultura de tecidos, além de
apresentar menor custo na aquisi¢ao.

Na literatura encontram-se trabalhos utilizando tanto BAP quanto kinetina como
fonte de citocinina durante a fase de multiplicacdo de gérbera in vitro, € em alguns casos
a associacdo destas duas moléculas (ARELLO et al. 1991). Estes autores verificaram
que o uso de kinetina junto com BAP nio interferiu na regeneracio de duas variedades
de gérbera in vitro. ARELLO (1998) recomenda o uso de 6,0 mg.L'1 de BAP + 0,5
mg.L" de AIA durante a fase de multiplicacio das culturas in vitro. No entanto,
BARBOSA et al. (1993 a) mostraram que o nimero de folhas novas, formadas em cada
explante de gérbera, aumentou até a concentracio de 1,0 mg.L"' de BAP, independente
do nivel de AIA estudado, em seguida havendo tendéncia de reducdo desta varidvel.
Diante disso, o uso de niveis de citocinina acima deste, provavelmente podem estar
acima do nivel que induz melhores resultados quanto ao nimero de folhas formadas em
cada explante, podendo causar algumas caracteristicas indesejaveis durante a fase de
multiplicagdo. Deve-se ressaltar que as variedades em estudo ndo foram as mesmas,
podendo haver comportamento diferente entre estas, uma vez que LALIBERTE et al.
(1985) verificou-se que cada variedade em estudo apresentou exigéncia especifica do
balango de fitorreguladores para a produgdo de maior niimero de brotos.

A concentragdo e a forma molecular de cada substancia para induzir melhores
resultados quanto a proliferacdo de brotos pode variar entre cada genétipo estudado.
ROUT & DAS (1997) citam que a kinetina foi menos eficiente para induzir a
regeneracdo de brotos, comparando-se com BAP, em crisdntemo.

Apesar que na comparagdo de moléculas com acdo hormonal deve se levar em
consideragdo o peso molecular de cada uma e ndo a concentracdo expressa em
massa/volume, neste caso a comparagdo em massa inserida no meio de cultura ndo varia
tanto, uma vez que os pesos moleculares destas moléculas sdo bem préximos.

2.5 Diferenciacao de Raizes

Algumas pesquisas sugerem que a diferenciacdo de raizes adventicias estd
associada com a quantidade de moléculas de auxinas presentes na zona de regeneracao.
Em algumas espécies, verificou-se incremento no contetido de auxina endégena na zona
de enraizamento durante o processo. Desta forma o uso de auxina exdgena tem sido
utilizado para aumentar o nivel endégeno e promover o enraizamento, sugerindo que a
ocorréncia da formagdo de raizes requer um nivel 6timo destas moléculas. Para algumas
espécies, baixa quantidade de auxina enddgena implica na falha de enraizamento.
Entretanto, em outras espécies, o nivel endégeno de auxina ndo demonstrou ser fator
limitante (GASPAR & HOFINGER 1988.). Por exemplo, STOLTZ (1968) citado por
GASPAR & HOFINGER (1988) observou que a formacdo de raizes em crisdntemo néo
foi correlacionada positivamente com o nivel endégeno de auxina. Em contraste, o
nimero de primérdios radiculares laterais em Pisum sativum (ervilha) aumentou apds a
decapitacdo, no entanto o nivel de AIA nao foi alterado.

A formacio de raizes em algumas espécies pode ocorrer espontaneamente. Este
fato, provavelmente deve estar associado com a presenca de primérdios radiculares ja
existentes nos explantes e, quando mantidos em condi¢des favoraveis, ocorre apenas o
crescimento (VAN STADEN & HARTY 1988).

LALIBERTE et al. (1985) verificaram que cada uma das variedades estudadas
exige um balanco hormonal especifico para determinado evento fisioldgico. No trabalho
de RADICE & MARCONI (1998) niao houve diferencas significativas entre os
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tratamentos utilizados para induzir o enraizamento em brotos de seis variedades de
gérbera in vitro. No entanto, estes autores ndo compararam o percentual de
enraizamento entre as variedades. Enquanto a cultivar "Leca" apresentou 98,25% de
enraizamento, a cultivar "Garlenda" apresentou 78,75%. Em meio com carvdo ativo,
apesar de ndo verificar diferenca significativa, a cultivar "Garlenda" apresentou a menor
média de enraizamento (67%) enquanto na cultivar "Leca" apresentou maior média
(100%). Diante destes resultados, verifica-se que as variedades em estudo apresentam
comportamentos distintos, mesmo quando mantidas nas mesmas condicoes.

2.6 Aplicacao de Fitorreguladores

Os fitorreguladores sao moléculas com ag¢do hormonal e que, em baixas
concentragdes, promovem, inibem ou modificam processos morfoldgicos e fisioldgicos
nos vegetais. Estas moléculas possuem grandes potenciais em aplicagdes praticas na
agricultura. Atualmente, ja existem algumas aplica¢des de fitorreguladores no manejo e
no controle do desenvolvimento vegetal. No entanto, pouco ainda se sabe sobre o modo
de acdo dos fitorreguladores, restando um campo de estudo para o uso consciente de
fitorreguladores no controle do desenvolvimento vegetal.

A aplicagdo pratica de fitorreguladores na agricultura consiste, principalmente,
no controle de plantas invasoras, indugdo a formagéo de raizes adventicias em estacas e
de brotos, indugdo a floracdo, raleio de frutos, controle do amadurecimento de frutos e
como retardadores do crescimento (DAVIES, 1995).

A propagacdo de plantas in vitro, com o uso da cultura de tecidos vegetais, sem
ddvida representa uma das mais importantes aplicagdes dos fitorreguladores, uma vez
que os tecidos utilizados como explantes nem sempre apresentam balancos hormonais
endogenos suficientes para induzir uma resposta fisioldgica desejada . Entretanto, a
adi¢do de fitorreguladores em meio de cultura tem o principal objetivo em suprir as
possiveis deficiéncias dos niveis hormonais endégenos nos tecidos que se encontram
isolados da planta matriz (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Na maioria dos
sistemas de cultura de tecidos, tanto a concentra¢do quanto o tipo da molécula utilizada
sdo fatores determinantes no controle do crescimento e no padrdo de desenvolvimento
de culturas in vitro (CALDAS et al. 1998).

Geralmente, quando o balango exdgeno de fitorreguladores estd favordvel a
citocinina ocorre a diferenciacdo e o desenvolvimento de gemas vegetativas, e quando
favordvel a auxina, ocorre a diferenciacdo e o desenvolvimento de raizes (TAIZ &
ZEIGER, 1998). Entretanto, em alguns casos, mesmo com o balanco exdgeno favoravel
a uma classe desses fitorreguladores, pode haver a diferenciacdo de dérgdos que sao
induzidos pela outra classe. SOUSA & MIRANDA (2002) verificaram que culturas de
vinca (Catharanthus roseus) in vitro, nao apresentaram padrdo regenerativo esperado
com os balancos exdgenos de AIB e BAP utilizados. Quando o balango era altamente
favoravel ao AIB observou os melhores resultados quanto a formagdo de tecido caloso,
e os maiores niveis de AIB apresentaram melhores resultados em relagcdo ao nimero e o
desenvolvimento de brotos formados. Estes fatos devem ser associados com o balango
hormonal endégeno presente nos tecidos e a sensibilidade celular as moléculas
utilizadas, os quais irdo variar entre cada gendtipo e até mesmo nas condi¢des em que a
planta matriz estd mantida.

Na maioria das vezes, explantes utilizados em culturas de tecidos possuem
baixas ou ndo tem a capacidade de sintese de moléculas com ag¢do hormonal. Assim,
certos tecidos apresentam dependéncia total do suplemento de fitorreguladores
exdgenos no meio de cultura, enquanto outros sintetizam as quantidades necessarias
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para induzir determinada resposta fisiolégica (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998).

A adicdo de fitorreguladores em meio de cultura parece estar associada as
alteracdes que ocorrem no balango hormonal endégeno nos tecidos apds o tratamento.

O uso de um fitorregulador pode incrementar ou inibir a sintese de moléculas
com a¢ao hormonal, assim como de moléculas responsaveis por outros eventos, como as
peroxidases, alterando desta forma o balanco hormonal enddgeno e até mesmo de
moléculas responsaveis pela sensibilidade, degradagdo da molécula com acdo hormonal,
os quais podem induzir ou inibir uma determinada resposta fisiologica. SUZUKI et al.
(2004) verificaram que a presenga de paclobutrazol no meio de cultura provocou a
inibicdo da sintese de giberelina e, embora ndo tenham sido observados efeitos na
atividade do meristema apical, inibiu fortemente o crescimento dos brotos.

A aplicacdo de auxina em brotos de noz in vitro, aumentou rapidamente o
conteudo de AIA livre e, simultaneamente, reduziu a atividade da peroxidase, estes
eventos foram destacados como de grande importancia na indugdo do enraizamento
observado (BISBIS et al. 2003).

A agdo de uma determinada classe hormonal envolve trés etapas principais: a
percepcao; a transducdo e a resposta (LIBBENGA & MENNES, 1995). A percepgéo é
feita através da ligacdo do hormdnio a um receptor, geralmente uma proteina.

Os mecanismos de acdo apresentam especificidade para cada classe hormonal.
No entanto, de maneira geral, PERES & KERBAUY (2004) descrevem este mecanismo
da seguinte forma:

- Apds a ligagdo, o receptor pode sofrer mudancas conformacionais indo para
um estdgio ativado que por sua vez inicia um programa molecular que leva a uma
resposta especifica, desse modo, as proteinas receptoras atuam tanto na detec¢do como
na transducao do sinal;

- Outras moléculas, mensageiros secunddrios, podem estar envolvidas na
transducdo do sinal, amplificando-o;

- Por fim, o sinal percebido e amplificado deve agir sobre mecanismos celulares
basicos como a expansdo, divisdo ou diferenciagcdo, os quais sdo alvos primdrios, e cuja
somatdria de efeitos se traduz na modifica¢do do vegetal como um todo.

Nos dltimos 25 anos o efeito das auxinas no alongamento celular foi
determinado pela teoria do crescimento acido. De acordo com esta teoria, as auxinas
acidificam os espacos livres na parede celular, possivelmente pela ativacdo de bombas
de prétons nas membranas. O aumento da concentracdo de prétons provoca um aumento
na plasticidade da parede celular e causa um rdpido aumento na taxa de alongamento
dos tecidos (LIBBENGA & MENNES, 1995).

De maneira geral, a acdo das auxinas consiste na ligacdo da molécula com um
receptor (proteina especifica) formando um complexo hormdnio-receptor. Em seguida,
este complexo libera um mensageiro secunddrio que migra até o nicleo e provoca a
expressao génica. A formacdo de mRNA a partir do DNA induz a sintese de enzimas
que quebram as ligacdes polissacaridicas da parede celular (TAIZ & ZEIGER, 1998).

J4 em relacdo as citocininas, até poucos anos atrés, era a classe dos hormdnios
vegetais menos compreendidos em relacdo a biossintese, metabolismo, percepcdo e
transducdo. No entanto, os avangos da biologia molecular, possibilitaram o progresso
muito rapido na identificacdo de moléculas na compressdo da biossintese, metabolismo,
receptores de moléculas com agdo hormonal (MOK & MOK, 2001).

O modo de agdo das citocininas no desenvolvimento vegetal envolve rotas de
transducdo de sinais que geram respostas especificas. Atualmente, acredita-se que a
acdo das citocininas envolve o chamado sistema de dois componentes, descrito
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anteriormente em bactérias. Fica evidente que as citocininas sdo percebidas por
proteinas histidina quinase e transferidas para um sistema de sinalizacdo de dois
componentes (FIGURA 4).
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A sistema de dois componentes

i CCGOD—ED

Receptor Transmissor Receptor

Sensor de histidina quinase Regulador de resposta

B Fosforilagao /\ /\ /\

P
P P p
Hibrido sensor de histidine Hpt Regulador de resposta
quinase

Figura 4. Modelo de dois sistemas de sinalizacdo de citocinina em Arabidopsis, conforme HUTCHISON & KIEBER (2002); TAIZ &
ZEIGER (2004). (Hpt- Histidina de transferéncia de Fésforo; H - Histidina; D - Aspartato; P - Fsforo)

A: Sistema simples de dois componentes com um sensor de Histidina quinase, onde o sinal é percebido, o qual controla a atividade do dominio da Histidina
quinase, e, quando ativado, auto-fosforila um residuo conservado de Histidina. O fosfato € transferido para o residuo Aspartato no receptor de um regulador de
resposta. A fosforilagdo do Aspartato regula a atividade da saida do regulador de resposta, e em muitos casos, € um fator de transcrigao.

B: Sistema de sinalizag¢do de dois componentes com revezamento de Fosforo, uma posi¢cdo extra de transferéncia de Fésforo € mediada por uma Hpt.
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2.7 Nutricao de Plantas in vitro

Atualmente a maioria dos trabalhos com propagacdo de plantas in vitro referem-se
aos balancos de fitorreguladores mais eficientes para induzir a proliferacdo de brotos e a
diferenciagdo de raizes. No entanto, para o sucesso da propagacao in vitro, além do balango
entre fitorreguladores, torna-se necessario definir a composi¢ao mineral e organica do meio
de cultura para cada fase do processo e para cada gendtipo em estudo, uma vez que as
exigéncias por tais fatores podem variar entre os diversos materiais genéticos utilizados.

Para o crescimento e diferenciacdo as células requerem vérios elementos, sejam
organicos ou minerais. Estes requerimentos demonstram facilmente em culturas de células,
tecidos ou 6rgdos in vitro, uma vez que a disponibilidade destes elementos depende do
fornecimento no meio de cultura. Os elementos sdo requeridos em dois niveis, parte
classificados como macro outros como microelementos.

Geralmente, as c€lulas apresentam potencialidade de sintetizar moléculas organicas
complexas, como proteinas e hormdnios por exemplo, a partir de fontes de nitrogénio e
carbono disponiveis no meio de cultura (KRIKORIAN, 1991).

Desde 1940, diversos trabalhos vém sendo realizados em relacdo ao requerimento
de nutrientes em plantas cultivadas in vitro, sob meios de cultura definidos. Em termos
gerais, quando as culturas in vitro sao mantidas em meios nutritivos contento uma mistura
de sais minerais obtém-se resultados eficaz para a manutenc¢do do crescimento celular, de
tecidos e de 6rgaos (KRIKORIAN, 1991).

Atualmente, além dos estudos fisiolégicos, bioquimicos e anatdmicos, a propagacao
de plantas in vitro passou a ser uma ferramenta de grande importancia na producido de
mudas de diversas espécies para os produtores. Apesar da nutricio mineral e organica estar
ligada diretamente com o desenvolvimento e crescimento de plantulas in vitro, a maioria
dos estudos nesta direcdo tem sido realizada somente em condi¢cdes de campo ou em casa
de vegetacdo. Sendo assim, poucas informacdes estdo disponiveis na literatura sobre o
comportamento nutricional de plantas cultivadas in vitro (DINIZ, 1999). Neste contexto,
sd30 necessdrias pesquisas no sentido de quantificar a utilizacdo dos nutrientes durante o
crescimento e multiplicacdo de plantas in vitro, de forma que a quantidade fornecida ao
meio ndo seja um fator limitante ao seu desenvolvimento.

Apesar de se encontrar diversas formulacdes de meios nutritivos na literatura para
cultura de células, tecidos e 6rgdos in vitro, para diversas espécies, o meio definido por
MURASHIGE & SKOOG (1962), meio MS, geralmente € o mais utilizado, podendo alterar
as concentracdes dos sais deste meio. Basicamente a composicio do meio consiste em
macro e microelementos essenciais as plantas, vitaminas, substancias reguladoras do
crescimento e carboidratos como fonte de carbono, além de outras substincias aditivas
(ROUT et al. 2000).

As dificuldades de aprimorar o meio de cultura para cada espécie e para cada fase
do processo da cultura in vitro, devido as interacdes entre os diferentes componentes do
meio, assim como a interagdo destes com os fatores relacionados ao explante, ocasionou o
fracasso do emprego da cultura de tecidos para algumas espécies, ndo apresentando
resultados satisfatorios e as vezes, podendo, desestimular parte de produtores.

NAS & READ (2004) relatam que a composi¢ao quimica do meio de cultura tem
um papel importante no sucesso da propagacdo de plantas in vitro. Quando a composi¢ao
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do meio de cultura nido estd adequada, podem ocorrer desordens fisioldgicas ou, até, a
morte do tecido vegetal.

A concentracdo dos sais do meio MS influenciou na proliferagdo de brotos, assim
como no desenvolvimento vegetativo, em explantes de samambaias in vitro (PASQUAL et
al. 1994). Para a multiplicacdo de gérbera in vitrro, BARBOSA et al. (1993 b) observaram
que o maior nimero de brotos para a cv Appelbloesem ocorreu no meio contendo 50 % dos
sais do meio MS, abaixo desta concentragdo o nimero de brotos reduziu drasticamente.

A proposta desta dissertacdo foi otimizar protocolos para a implantacdo,
multiplicagdo e enraizamento de culturas de gérberas in vifro, além de avaliar o
comportamento das mudas produzidas in vitro durante o processo de aclimatizagao.

Desta forma, foram realizados experimentos para a implantacao de culturas in vitro
a partir de inflorescéncias em diferentes estddios de desenvolvimento, para ajustar o
balanco entre auxina e citocinina mais eficiente na indug¢do a proliferacdo de brotos e a
diferenciacdo de raizes, comparar o efeito da concentragdo dos sais do meio MS durante a
fase de multiplicacio e enraizamento de culturas in vitro, bem como avaliar o
comportamento de trés variedades durante a aclimatacao.

Diante disso, o presente trabalho propde ajustar protocolos mais eficientes para a
propagacao massal de variedades de Gerbera jamesonii.
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3 MATERIAL E METODOS

Nos experimentos realizados, utilizou-se as variedades Cappucino, Mirage, Ornela,
Phanter e Tilli de Gerbera jamesonni. A escolha das variedades foi baseada nas exigéncias
do mercado de gérbera no Estado do Rio de Janeiro, sendo possivel, desta forma, ajustar
protocolos para a propagacdo massal de variedades desta espécie com alto potencial para a
comercializacdo no Estado.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV) e na casa de vegetacdo do Setor de Horticultura, ambos do Departamento de
Fitotecnia do Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando os programas SAEG
5.0 e SISVAR 4.3 e os gréficos foram preparados utilizando o Excel.
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3.1 Implantacao de culturas in vitro a partir de inflorescéncias

Nesta fase, foram realizados vérios ensaios para a implantagdo in vitro, tanto a partir
de inflorescéncia quanto a partir de dpices caulinares, de vdérias variedades de gérbera
durante o periodo de marco de 2003 a outubro de 2004.

Nos primeiros ensaios, utilizando as variedades Ornela, Tilli, Vitéria e Phanter,
houve perdas das culturas principalmente devido as contaminacdes e problemas de
oxidacdo. Diante disso, estes ensaios foram direcionados a ajustar a metodologia de
desinfestacdo de explantes de Gerbera jamesonii, caracterizados como ensaios preliminares
e ndo sendo apresentados nesta dissertagdo. Os melhores resultados obtidos foram
utilizados para a implantacdo do experimento utilizando a variedade Phanter.

Os explantes utilizados para a implantacdo de culturas in vitro foram preparados a
partir de inflorescéncias de plantas matrizes, variedade Phanter, em plena producao,
cultivadas em local protegido com cobertura de polietileno com 100 um de espessura, no
Sitio Luz do Céu, Municipio de Nova Friburgo, RJ.

Neste trabalho utilizou-se inflorescéncias, uma vez que estas apresentaram
resultados bastante promissores nos ensaios preliminares para a implanta¢do da cultura in
vitro.

Os capitulos eram coletados no periodo da tarde, e no dia seguinte, jid no LCTV,
submetidos a desinfestag¢do e inoculados em tubos de ensaio com 25 x 150 mm contendo 10
mL de meio de cultura e de acordo com os tratamentos propostos.

As pétalas dos capitulos eram retiradas (FIGURA 5) e em seguida os capitulos
lavados em dgua corrente durante 10 minutos, posteriormente, lavados com escova dental e
detergente em 4dgua corrente € mantidos durante 50 minutos em solu¢do de éacido citrico
(200 mg L™).

Figura 5. Etapas da preparacdo de explantes de inflorescéncias de gérbera, variedade
Phanter. A - Capitulo apds a retirada das pétalas; B - Explantes preparados a partir de
inflorescéncias abertas, divididas em quatro partes e prontos para serem inoculados in vitro.
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Durante a desinfestacdo, os explantes foram mantidos durante 20 minutos em
solugdo com o antibidtico cefalexina (200 mg L'l), e na capela de fluxo laminar, foram
mantidos durante um minuto em solucdo alcodlica (70%), 20 minutos em solucdo de
NaOCl (2,0%), posteriormente enxaguados trés vezes em dgua destilada esterilizada e
mantidos em placa de petri contendo uma lamina de dgua até o momento da inoculagdo em
tubos de ensaio. Antes da inoculacdo, os explantes permaneceram sob papel toalha
esterilizado para retirar o excesso de dgua.

O experimento foi implantado no delineamento de blocos ao acaso, do tipo fatorial
3 x 3, sendo trés niveis de BAP (10,0 15,0 e 20,0 mg.L'l) e trés estadios de
desenvolvimento das inflorescéncias, com trés repeticdes e 15 explantes por unidade
experimental, sendo inoculados individualmente em tubos de ensaio.

Os estadios de desenvolvimento das inflorescéncias foram classificados em trés
categorias (FIGURA 6), sendo:

Capitulo 1: capitulos jovens (com até 1,0 cm de didmetro);
Capitulo 2: capitulos médios (entre 1,5 - 2,5 cm de didmetro) e
Capitulo 3: inflorescéncias completamente abertas.

K

0,8 cm ——

1,5cm 2,5cm

{ Clapl"tulo- 3
Capitulo 1 Capitulo 2

Figura 6. Classificacdo dos explantes quanto ao estddio de desenvolvimento das
inflorescéncias.
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O meio de cultura utilizado continha a metade da concentragdo dos sais do meio
MS, vitaminas (2 mg.L'1 de glicina; 0,5 mg.L'1 de acido nicotinico; 0,5 mg.L'1 de
piridoxina e 0,1 mg.L"' de tiamina), 100 mg.L"' de Inositol, 10 g.L"! de sacarose, na
consisténcia semi-s6lida com 7 g.L'' de agar, pH ajustado a 5,7 antes do processo de
autoclavagem e suplementado com 0,5 mg.L'1 de AIB e os niveis de BAP propostos.

Os explantes do tipo dois e trés foram divididos em quatro partes (FIGURA 5 B)
antes de serem inoculados in vitro, enquanto os do tipo um foram inoculados inteiros.

Ap6s a inoculagdo dos explantes, os tubos de ensaio foram vedados com filme de
polietileno, transferidos a sala de crescimento com temperatura de 2513 °C e mantidos até o
final da condugdo do experimento na auséncia de luz.

Seis semanas ap6s da implantagdo do experimento, avaliou-se a regeneragao, perdas
por contaminagdo e oxidagdo dos explantes. Os dados foram submetidos a ANOVA (5% de
probabilidade de erro) e em caso de diferencas significativas, as médias foram comparadas
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As culturas que regeneraram foram transferidas para outro meio de cultura, nio
sendo possivel implantar um experimento devido a quantidade de material, e avaliado a
proliferagcao de brotos.
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3.2 Efeitos de diferentes balancos entre auxina e citocinina no desenvolvimento de
brotos de gérbera variedade Ornela in vitro.

Utilizou-se plantulas da variedade Ornela implantadas in vitro, enraizadas, com
altura em torno de 3,5 cm, e repicadas por duas vezes seguidas, com intervalo de 30 dias
cada, para meio de cultura MS sem substancias reguladoras de crescimento, afim de
uniformizar as plantulas e eliminar residuos de fitorreguladores utilizados nas fases
anteriores.

Foram implantados dois experimentos, ambos no delineamento experimental de
blocos ao acaso, no esquema fatorial 5 x 3, sendo cinco niveis de citocinina (0; 0,5; 1,0; 2,0
e 4,0 mg.L'1 de BAP ou kinetina) e trés niveis de auxina (0; 0,05 e 0,5 mg.L'1 de AIB), com
quatro repeti¢des e um frasco contendo seis explantes por unidade experimental.

O meio de cultura utilizado continha os sais do meio MS, vitaminas (2 mg.L'1 de
glicina; 0,5 mg.L'1 de acido nicotinico; 0,5 mg.L'1 de piridoxina e 0,1 mg.L'1 de tiamina),
100 mg.L™" de inositol, 30 g.L'1 de sacarose, suplementado com as diferentes combinagdes
dos niveis de auxina e de citocinina, na consisténcia semi-sélida com 7 g.L'1 de agar, e o
pH ajustado a 5,7 antes do processo de autoclavagem.

Para o preparo dos explantes, as folhas mais velhas foram removidas de forma que
cada explante ficasse com duas a trés folhas. Inoculou-se seis explantes em frascos de
vidro, com capacidade de 600 mL, contendo 50 mL de meio de cultura, com as
combinagdes de auxina e citocinina propostas para cada tratamento e posteriormente
vedados com filme de polietileno, em seguida os frascos foram transferidos a sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz ao dia com luminosidade em torno de 45
umol.m™s™, e temperatura de 25+3°C, permanecendo até o final do experimento.

Em ensaios realizados anteriormente no LCTV-DFITO-IA-UFRRJ, foi observado
que em avaliagdes com intervalos de até seis semanas apds a repicagem, em alguns casos,
havia alta variacdo em relagdo ao comprimento dos brotos, demonstrando que
provavelmente, neste periodo ainda estava ocorrendo a diferenciacdo e o desenvolvimento
de gemas vegetativas. Neste sentido, decidiu-se avaliar o experimento oito semanas apds a
implantacao.

Desta forma, oito semanas apds a implantacdo do experimento coletou-se dados
referente a: taxa de sobrevivéncia; nimero de brotos formados por cada explante;
comprimento médio dos brotos; % de explantes enraizados; massas fresca e seca da parte
aérea produzida. A massa seca foi determinada apds a secagem do material em estufa
durante 48 horas a 60 °C, em balanga analitica digital com trés casas decimais.

Os dados foram submetidos a ANOVA (5% de probabilidade) e realizada andlise de
regressao para mostrar tendéncia de resposta nos niveis de citocinina estudados.
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3.3 Otimizacao da concentraciao dos sais do meio MS na propagacao in vitro de
gérbera, variedade Ornela

Utilizou-se plantulas da variedade Ornela ja implantadas in vitro, enraizadas, com
altura em torno de 3,5 cm, e repicadas por duas vezes seguidas, com intervalo de 30 dias
cada, para o0 meio de cultura MS sem substincias reguladoras de crescimento, afim de
uniformizar as plantulas e eliminar os residuos dos fitorreguladores utilizados nas fases
anteriores.

Implantou-se o experimento no delineamento experimental de blocos ao acaso, com
quatro repeti¢cdes, no esquema fatorial 4 x 2, sendo quatro niveis dos sais recomendado no
meio MS (25; 50; 75 e 100%), dois tratamentos de fitorreguladores (0,5 mg.L'1 de AIB +
0,5 mgL"' de BAP e 0,5 mg.L"' AIB), quatro repeticdes e um frasco contendo seis
explantes por unidade experimental.

Além dos sais do meio MS, acrescentou-se vitaminas (2 mg.L'1 de glicina; 0,5
mg.L'1 de 4cido nicotinico; 0,5 mg.L" de piridoxina e 0,1 mg.L'1 de tiamina), 100 mg.L"
de inositol, 30 g.L"' de sacarose, 7 g.L" de 4gar, e o pH ajustado a 5,7 antes do processo de
autoclavagem.

Inoculou-se seis explantes em frascos de vidro, com capacidade de 600 mL,
contendo 50 mL de meio de cultura com a concentracdo dos sais do meio MS e os
tratamentos de fitorregulador propostos, em seguida vedados com filme de polietileno e
posteriormente transferidos a sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz ao
dia a 45 pmolm? s”', com temperatura de 25+3°C, permanecendo até o final do
experimento.

Oito semanas apds a implantagdao do experimento coletou-se dados referentes a taxa
de sobrevivéncia, ao nimero de brotos formados por cada explante, a altura média das
brotagdes, a % de explantes enraizados, as massas fresca e seca da parte aérea produzida. A
massa seca foi determinada apds a secagem do material em estufa durante 48 horas a 60 °C,
em balancga analitica digital com trés casas decimais.

Os dados foram submetidos a ANOVA (5% de probabilidade) e realizada analise de
regressao para mostrar as tendéncias de resposta nas concentra¢des dos sais do meio MS.
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3.4 Avaliacio da proliferacio de brotos e enraizamento em trés variedades de
gérbera.

Para a implantacdo deste experimento foram utilizadas plantulas de trés variedades,
mantidas em meio de cultura sem a presenga de fitorreguladores.

Os balancos utilizados neste experimento foram definidos a partir dos diferentes
balancos formados com as duas fontes de citocinina, utilizadas no experimento 3.2 com a
variedade Ornela.

O experimento foi implantado no delineamento de blocos ao acaso, com quatro
repeticoes, no esquema fatorial 2 x 3, sendo dois tratamentos com fitorreguladores (0,5
mg.L"' de BAP + 0,5 mg.L" de AIB e 0,5 mgL"' de AIB) e trés variedades de gérbera
(Cappucino, Mirage e Ornela), com quatro repeti¢des e um frasco contendo seis explantes
por unidade experimental.

Inoculou-se seis explantes em cada frasco com capacidade de 600 mL contendo 50
mL de meio, representando cada unidade experimental.

Oito semanas apds a implantagdo do experimento coletou-se dados referentes a taxa
de sobrevivéncia, ao nimero de brotos formados por cada explante, a altura média das
brotagdes e a percentagem de enraizamento.

Os dados foram submetidos a ANOVA (5% de probabilidade) e para a comparacao
das médias, utilizou-se o teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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3.5 Aclimatacao de trés variedades de gérberas

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Setor de Horticultura do
Departamento de Fitotecnia do Instituto de Agronomia da UFRRJ, localizado em
Seropédica, RJ. A area onde foi realizado o experimento esta situada a 22° 45' S de latitude,
43° 41' W de longitude e entre 35-40 m de altitude.

As plantulas utilizadas foram obtidas no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Departamento de Fitotecnia. Utilizou-se plantulas mantidas em meio MS, enraizadas, altura
em torno de 3,5 cm e com 3 - 4 folhas. Foram mantidas em frascos de vidro com
capacidade de 250 mL, vedados com filme de PVC transparente. As condi¢des ambientais
da sala de crescimento foram: fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 251+3°C e
luminosidade em torno de 45 mmol.m™.s™.

Ap6s seis semanas da transferéncia dos explantes para meio MS sem fitorregulador
as plantulas, ja enraizadas foram utilizadas para a implantagdo do experimento.

Para a aclimatacdo, as plantulas foram retiradas dos frascos e, ap6s lavagem das
raizes em 4gua corrente para retirar o meio de cultura aderido as mesmas, foram repicadas
para bandeja de isopor de 128 células contendo substrato comercial Mecplant® e mantidas
em canteiro com nebulizacdo intermitente de um minuto por 30 minutos de intervalo,
durante o dia, no interior de uma casa de vegetacao.

O experimento foi realizado no periodo de setembro a outubro de 2004. Neste
periodo a temperatura média ficou entre 20,6 a 23,8, a maxima entre 26,7 a 30,2 ¢ a
minima entre 16,0 e 19,2. A Umidade Relativa variou entre 66 a 69,7%. Os dados de
temperatura e umidade foram obtidos da PESAGRO, Estacio Experimental de
Seropédica - RJ.

Durante o periodo de aclimatizacdo, 40 dias, foram realizadas quatro avaliagdes,
com intervalos de 10 dias entre cada, considerando a taxa de sobrevivéncia, o nimero de
folhas e o comprimento da maior folha.

O delineamento experimental utilizado foi o de bloco inteiramente casualizado, com
trés tratamentos (as variedades Capuccino Mirage e Ornela), trés repeticdes e 10 plantulas
por repeticdo. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, a significancia dos
tratamentos foi determinada através do teste F, as médias entre as variedades foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade e realizou-se andlise de
regressao para mostrar o comportamento de desenvolvimento das plantulas no decorrer do
periodo de avaliacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Implantacao de culturas in vitro a partir de inflorescéncias.

O processo de desinfestacdo utilizado ndo demonstrou ser eficiente na eliminagdo de
microorganismos presentes nos tecidos durante a implantacdo da cultura in vitro, uma vez
que se verificou cerca de 40% de contaminagcdo (FIGURA 7). A maioria das contaminacoes
observadas foi por bactérias (FIGURA 8). Mesmo nao verificando diferencas significativas
na taxa de contaminacdo entre os tipos de explantes, os preparados a partir de
inflorescéncias abertas apresentaram resultados superiores (45,6%) aos demais tipos de
explantes (FIGURA 7). Além da contaminacao, cerca de 20% das culturas apresentaram
problemas com oxidac¢ao (FIGURA 7).
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Figura 7. Efeito do estidio de desenvolvimento das inflorescéncias nas perdas (%) por
contamina¢do e oxidacdo de explantes de gérbera variedade Phanter implantadas in vitro.
(barra na vertical mostra o desvio padrio).
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Figura 8. Contaminacdo de explantes de gérbera, variedade Phanter, durante a
implantacdo in vitro.

Conforme MONTARROYOS (2000), os procedimentos ¢ métodos adotados de
desinfestacdo de tecidos vegetais como rotina de laboratério nem sempre consegue eliminar
0s microorganismos presentes nos tecidos, uma vez que parte destes podem encontrar-se
latentes no interior dos tecidos, espacos intracelulares ou ainda nos vasos condutores e,
desta forma, estarem protegidos dos produtos quimicos utilizados na desinfestacao. Afirma-
se ainda que a eficiéncia do processo varia principalmente em funcio do tipo de explante
utilizado e das condi¢des em que as plantas doadoras de explantes foram mantidas.

No trabalho desenvolvido por ARELLO et al. (1991), com capitulos ainda fechados,
houve perda de 40 a 50% dos explantes devido as contaminagdes, seja por fungo ou
bactérias. A alta taxa de contaminacio microbiana foi atribuida a proximidade dos capitulos
com o solo no momento da coletas dos explantes. Neste trabalho, explantes preparados a
partir de inflorescéncias ainda fechadas apresentaram menor taxa de contaminacio, o que
pode ser atribuido ao fato de que tecidos de 6rgdos recém formados ficam menos tempo
expostos aos microorganismos, podendo apresentar maior facilidade na desinfestagdo.

A regeneracgao obtida foi de forma indireta (FIGURA 9), sendo necessario, portanto,
a transferéncia das culturas para meio de cultura com citocinina, BAP, para induzir a
proliferacao de brotos (FIGURA 10). Observou-se que a proliferacdo de brotos foi
predominante em alguns pontos localizados na superficie do corte do capitulo (FIGURA
11).
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Figura 9. Formacado de calo em explante preparado a partir de capitulo médio, variedade
Phanter, em meio MS + 10 mg.L" de BAP + 0,5 mg.L"' de AIB, apds oito semanas da
implantacdo in vitro.
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Figura 10. Proliferacdo de brotos em explantes de gérbera variedade Phanter, preparados a
partir de capitulos médios, 30 dias apds o segundo subcultivo.

Figura 11. Proliferacdo de brotos em explantes de gérbera variedade Phanter preparados a
partir de inflorescéncias, 30 dias apds a inoculacdo. 11 A - capitulos jovens; 11 B -
capitulos médios.
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Explantes preparados a partir de capitulos jovens apresentaram as melhores taxas de
regeneragao, sendo que os maiores niveis de BAP proporcionaram resultados superiores ao
nivel mais baixo. J4 para os explantes preparados a partir de capitulos médios, o incremento
do nivel de BAP resultou em redu¢do na regeneracdo. Por outro lado, explantes preparados
a partir de capitulos abertos ndo apresentaram regeneracdo (FIGURA 12). Sendo assim,
capitulos jovens apresentaram maior potencial para a implantacdo de culturas de gérbera,
variedade Phanter, in vitro.
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Figura 12. Regeneracdo de explantes preparados a partir de inflorescéncias de gérbera,
variedade Phanter, em trés estadios de desenvolvimento e em trés meios de cultura (M1: 10
mg.L"' de BAP; M2: 15 mg.L" de BAP e M3: 20 mg.L"' de BAP).

*Médias seguidas de mesma letra maidscula, entre meios de cultura em cada tipo de
explante, e de mesma letra mindscula, entre tipos de explantes em cada meio de cultura,
nao diferenciam entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As diferencas observadas na regeneracdo de explantes preparados a partir de
inflorescéncias, demonstram que provavelmente, em cada estddio de desenvolvimento, os
tecidos apresentam um balango hormonal endégeno especifico, diferencas na sensibilidade
aos estimulos causados com o uso dos fitorreguladores utilizados, assim como mudancas na
competéncia celular no decorrer do desenvolvimento.

A reducdo da regeneracdo dos explantes com o avango do estddio de
desenvolvimento das inflorescéncias, independente do nivel de BAP utilizado, pode estar
associado com o grau de determinagdo celular dos tecidos. Conforme PERES (2002),
quanto maior o grau de determinacdo, compromisso em seguir determinada rota
organogénica, menor a capacidade do tecido regenerar outro 6rgao.

CENTENO et al. (1997), estudando a capacidade de formar embrides a partir de
explantes de cotilédones de avela em diferentes estidios de desenvolvimento, verificaram
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correlacdo inversa entre o potencial embriogénico com o grau de maturidade, isto sendo
associado com o tipo e a quantidade de citocinina endégena presente nos tecidos.

A dependéncia de transferir as culturas para outro meio, indutor a regeneracdo de
brotos, pode estar associada com o modelo proposto por CARY et al. (2001), em que,
quando ocorre a formagdo de calo, os tecidos adquirem competéncia celular, ocorrendo a
proliferagcao de brotos se forem mantidos em balangos favordveis a citocinina, ou ocorrendo
a diferenciagdo de raizes, se forem mantidos em balancos favordveis a auxina.
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4.2 Efeitos de diferentes balancos entre auxina e citocinina no desenvolvimento de
brotos in vitro de gérbera, variedade Ornela.

Todas as combinagdes entre os niveis de auxina e de citocinina estudadas,
resultaram na manuten¢do das culturas in vitro e apresentaram 100% de sobrevivéncia.

Nos dois tipos de citocinina, BAP ou kinetina, o nimero de brotos, comprimento
dos brotos e percentagem de enraizamento, ndo apresentou diferencas significativas na
interacao dos niveis destes com os de auxina (TABELAS 1 e 2). Ja em relagdo as massas
fresca e seca da parte aérea a interacdo de AIB com BAP foi significativa (TABELAS 1 e
2), enquanto utilizou kinetina, esta ndo foi significativa.

Na presenga de kinetina como fonte de citocinina, todas as plantulas enraizaram,
nao sendo portanto apresentados os dados observados.

Tabela 1. Efeito dos niveis de AIB e BAP na significancia dos valores do teste F nas
varidveis avaliadas em plantulas in vitro de gérbera, variedade Ornela, avaliadas apds oito
semanas da implanta¢cdo do experimento.

Tratamentos n° brotos Altura Massa fresca  Massa seca  Enraizamento
AIB ns ns ns ns ns
Interagdo ns ns * * ns
CV (%) 21,04 24.07 34,62 34,61 66,97

* Valor do F significativo a 5% de probabilidade de erro.
ns Valor do F ndo significativo a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 2. Efeito dos niveis de AIB e kinetina na significancia dos valores do teste F nas
varidveis avaliadas em plantulas in vitro de gérbera, variedade Ornela, avaliadas apds oito
semanas da implantacdo do experimento.

Tratamentos n° brotos Altura Massa fresca Massa seca
AIB ns ns ns ns
KIN * ns * *

Interacdo ns ns ns ns
CV (%) 16,8 7,38 17,08 17,09

* Valor do F significativo a 5% de probabilidade de erro.
ns Valores do F nio significativo a 5% de probabilidade de erro

A figura 13 representa o desenvolvimento de explantes de gérbera, variedade
Ornela, mantidos em diferentes niveis de fitorreguladores, utilizando BAP como fonte de
citocinina e AIB como auxina, demonstrando que a ocorréncia da proliferacdo de brotos,
formagdo de raizes ou de ambos os processos regenerativos, depende do balanco entre
auxina e citocinina.
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Figura 13. Efeitos de diferentes balancos entre AIB e BAP na proliferacdo, no
desenvolvimento de brotos e na diferenciacdo de raizes em explantes de gérbera variedade
Ornela, oito semanas apds a implantagdo do experimento.
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Na presenca de BAP o nimero médio de brotos obtidos foi significativamente
maior, cerca de cinco vezes mais, que na auséncia deste fitorregulador e nos niveis de
kinetina estudados (FIGURA 14). O aumento do nivel de BAP até 1,0 mg.L'1 correspondeu
ao incremento do numero médio de brotos, apresentando tendéncia de redugdo na
concentracdo de 2 mg.L'l, permanecendo estdvel até 4 mg.L'1 (FIGURA 14). Isso mostra
que os balancos formados com 0,5 ou 1,0 mg.L™' de BAP foram suficientes para induzir a
diferenciagdo de gemas vegetativas, acima destes valores hd uma ligeira tendéncia de
redu¢do no ndmero de gemas diferenciadas, o que pode ser um efeito inibitério dos dois
maiores niveis de BAP estudados.

Os niveis de AIB estudados nao influenciaram na proliferacio de brotos
(TABELA 1). BARBOSA et al. (1993 a), também verificaram que a presenca de auxina
(AIA) no meio de cultura ndo influenciou no nimero total médio de folhas novas com
comprimento maior que 1,0 cm por explante inicial.

No experimento com kinetina como fonte de citocinina, o nimero médio de brotos
obtidos em cada explante foi inferior aos numeros obtidos na presenca de BAP. Com o
incremento da concentracdao de kinetina também houve um ligeiro aumento no nimero de
brotos, apesar de todos serem inferiores aos obtidos com BAP como fonte de citocinina
(FIGURA 14).
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Figura 14. Efeito do nivel e do tipo de citocinina na proliferagdo de brotos em explante de
gérbera, variedade Ornela, independente do nivel de AIB, oito semanas apds a implantagao
do experimento.

O uso de auxina durante a fase de multiplicacdo de gérbera in vitro nem sempre é
necessario, entretanto, o uso de AIA na concentracdo de 0,5 mg.L'1 tem sido adotado, uma
vez que parece aumentar o vigor das plantulas (MURASHIGE et al. 1974).

PIERIK et al. (1982) e BARBOSA et al. (1993 a) citam que é fundamental o uso de
citocinina no meio de cultura para obter Otimas taxas de multiplicacdo. No entanto,

34



TOPOONYANONT et al. (1999) citam que apesar da adi¢do de citocinina ao meio de
cultura ser utilizado para aumentar a proliferacao de brotos em culturas de gérbera in vitro,
em excesso pode induzir a formacdo de tufos, plantulas anormais e com baixo potencial
para serem aclimatadas. No presente trabalho caracteristicas semelhantes a estas foram
observadas nos maiores niveis de BAP (2,0 e 4,0 mg.L'l), demonstrando que estes niveis
estdo acima do nivel 6timo para produzir plantulas com alto potencial para ser aclimatadas.
O menor nivel de BAP estudado (0,5 mg.L'l) foi suficiente para induzir os melhores
resultados quanto a proliferagao de brotos (FIGURA 14).

Para a multiplicacdo de banana in vitro utilizando diversas fontes de citocinina,
ARINAITWE et al. (2000) verificaram que, apesar do nimero de brotos ser diferente, as
concentragdes de BAP e KIN para obter maior nimero de brotos foram equivalentes (20,9
uM). No entanto, quando consideraram o custo de aquisicio do meio de cultura com as
diferentes citocininas para produzir um broto, mostraram que o BAP foi mais econdmico
(US$ 0.79 centavos) que KIN (U$ 1.12 centavos). Desta forma, os resultados apresentados
neste trabalho confirmam que o uso de BAP torna-se o tratamento mais eficiente e
econdmico para a obtencdo dos melhores resultados na multiplicagdo de gérbera in vitro.

Comparando-se o nimero de brotos por explante obtidos no experimento utilizando
BAP como fonte de citocinina, com resultados encontrados na literatura, verifica-se que o
rendimento, através da taxa de multiplicagdo obtida, foi superior aos valores apresentados
nos trabalhos de MURASHIGE et al. (1974), PIERIK et al. (1975), PIERIK et al. (1982),
LALIBERTE et al. (1985), BARBOSA et al. (1993 a) utilizando outras variedades. Deve-se
ressaltar, ainda, que os niveis de citocinina, na maioria das vezes kinetina, utilizados na
literatura é superior a 0,5 mg L™, concentracdo que apresentou os melhores resultados, no
presente estudo.

De acordo com a espécie, estddio de desenvolvimento da cultura e condig¢des
ambientais, dentre outros fatores, cada fitorregulador apresenta uma concentracdo Otima
para induzir determinada resposta fisiologica. SOUZA (2003) verificou que o incremento
da concentracdo de BAP até uma concentragdo 6tima, incrementou também o ndmero de
brotos obtidos em explantes de arnica (Lychnophora pinaster), acima desta concentragao,
houve ligeira tendéncia de redu¢do no nimero de brotos. No trabalho de REIS (2001) com
Catharanthus roseus, também foi relatado que o incremento de fitorreguladores até uma
determinada concentragdo, favoreceu determinadas respostas, acima destas, ocorreram
efeitos inibitorios.

A diferenciagdo de raizes foi predominante na auséncia de citocinina, ocorrendo
acima de 90% de enraizamento das brotacdes. J4 na presenca de BAP, o menor nivel (0,5
mg L'l) reduziu para abaixo de 10% e o maior nivel (4,0 mg L'l) inibiu completamente a
diferenciacdo de raizes, o que resultou em diferencas significativas em relagdo ao controle
(Tabela 1) . Nao foi encontrado modelos de regressdo significativos para mostrar as
tendéncias de respostas do percentual de enraizamento. Na presenca de kinetina nao
verificou-se diferencas significativas entre os diferentes niveis, ocorrendo enraizamento em
todas as plantulas.

No trabalho de BARBOSA et al. (1993 a) com a cv. Appelbloesem, foi observado
que na auséncia de BAP as culturas apresentaram 100% de enraizamento, nos diferentes
niveis de AIA utilizados.

Na presenca de BAP o inicio da diferenciacdo de raizes somente foi observado,
cerca de trés semanas apds da implantacdo do experimento, enquanto que na auséncia de
BAP, bem como nos diferentes niveis de kinetina, logo apds a implanta¢do do experimento.
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Desta forma, no presente trabalho, a kinetina como fonte de citocinina demonstrou menos
eficiéncia na indugdo da proliferacdo de brotos assim como na inibi¢do da diferenciacdo de
raizes em explantes de gérbera, variedade Ornela.

O fato que as culturas mantidas na presenca de BAP ter iniciado a diferenciacao de
raizes algumas semanas apds a implantacdo do experimento pode estar associado com o
acimulo da citocinina inserida no meio de cultura, conforme BLAKESLEY et al. (1991) a
maioria ocorre nos primeiros 20 dias, posteriormente ocorre a diferenciacdio e o
desenvolvimento de brotos, os quais passam a ser novos sitios de sintese de auxina
(DAVIES, 1995), podendo alterar o balan¢o hormonal enddgeno e em seguida disparar uma
série de eventos fisioldgicos, incluindo a diferenciacdo de raizes.

Em relacdo a diferenciagdo de raizes, GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998)
citam que entre as diversas varidveis que interferem no enraizamento, o tipo e a
concentracdo das auxinas sdo as que, em geral, mais influenciam nesta resposta.

O fato de ndo verificar diferenga significativa para a diferenciacdo de raizes nos
niveis de AIB e na interacdo destes com os de BAP e kinetina, pode estar relacionado com
a hipétese de que esta espécie apresenta elevado nivel endégeno de auxina e apresenta
facilidade de enraizamento, uma vez que este evento ocorreu mesmo na auséncia de auxina
exdgena. SRISKANDARAIJAH et al.(1982), com experimentos in vitro, verificaram que
gemas de maca (Malus pumila) apOs varias subculturas em meio suplementado com
benziladenina aumentaram a capacidade de enraizamento. Considerando que os explantes
utilizados foram repicados vdrias vezes, na maioria para meio com citocinina, este mesmo
evento pode ter ocorrido. Por outro lado, em algumas espécies a formagao de raizes ocorre
espontaneamente. A ocorréncia deste fato, provavelmente deve estar associada com a
presenca de primérdios radiculares ja existentes nos explantes e, quando mantidos em
condi¢des favordveis, somente ocorre o desenvolvimento destes (VAN STADEN &
HARTY, 1988)

Em relacio ao comprimento médio das brotacdes, somente no experimento
utilizando BAP como fonte de citocinina, foram observadas diferengas significativas entre
as concentragdes utilizadas. Com o incremento do nivel de BAP, também aumentou a
tendéncia de reducdo na altura das brotagdes, sendo que os maiores brotos foram
observados na auséncia de BAP (FIGURA 15). No experimento com kinetina ndo foram
verificadas diferencas significativas no comprimento médio dos brotos (altura das
plantulas), apresentando comprimento médio maior que o observado nos niveis de BAP
(FIGURA 15).

As citocininas inibem a dominincia apical (DAVIES, 1995), reduzindo o
comprimento das plantulas. Em trabalhos com cultura de tecidos vegetais, as auxinas, em
alguns casos, podem ser utilizadas para estimular o crescimento da parte aérea (EAPEN et
al. 1998; SUDHA et al. 1998). No entanto, na presenga dos maiores niveis de BAP, os
niveis de AIB utilizados nao induziram tal caracteristica. Isso possivelmente ocorreu devido
aos niveis exogenos de auxina utilizados nao terem sido suficientes para alterar os niveis
enddégenos, ou a presenca de BAP inibiu o efeito da auxina. A aplicagdo de auxina em
brotos de noz causou incremento rdpido na quantidade de AIA livre e ainda reduziu a
atividade da peroxidase, destacando estes eventos de grande importancia na indugdo do
enraizamento observado (BISBIS et al. 2003).

TOPOONYANONT et al. (1999) citam que o alongamento de brotos de gérbera in
vitro pode ser estimulado ou inibido com o uso de giberelinas, dependendo da forma
utilizada.
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Figura 15. Efeito do nivel e do tipo de citocinina no comprimento dos brotos de gérbera,
variedade Ornela, independente do nivel de AIB, oito semanas apds a implantacdo do
experimento (barra na vertical das médias com KIN mostra o desvio padrao).

Na maioria dos trabalhos disponiveis na literatura com a propagacdo in vitro de
gérbera o acimulo de massa fresca e seca nao € avaliado, uma vez que os objetivos destes
trabalhos sdo de otimizar a taxa de multiplicacdo e a produ¢do de mudas, uma vez que estas
varidaveis requerem andlises destrutivas, inviabilizando o uso dos materiais em seguida.

Utilizando kinetina como fonte de citocinina somente houve diferenca no actimulo
de massas fresca e seca nos brotos entre os niveis de kinetina (FIGURAS 16 e 17). No
entanto, ndo foi encontrado nenhum modelo estatistico de regressdo que fosse significativo
para mostrar a tendéncia de resposta, sendo mostrado apenas as médias com o desvio
padrdo. O acumulo de massa fresca e seca nos maiores niveis de kinetina foi inferior, tendo
sido observado maiores valores no nivel de 0,5 mg.L'1 de kinetina.
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Figura 16. Efeito do nivel de kinetina no acimulo de massa fresca (MF) em cada broto de
gérbera, variedade Ornela, independente do nivel de AIB, oito semanas apds a implantagao
do experimento. (barra na vertical das médias mostra o desvio padrao).

35 -
[
E
15 I I I |
0 1 2 3 4
kinetina (mg.L™)

Figura 17. Efeito do nivel de kinetina no acimulo de massa seca (MS) em cada broto de
gérbera, variedade Ornela, independente do nivel de AIB apds oito semanas da implantagao
do experimento. (barra na vertical das médias mostra o desvio padrao).
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A interacdo dos niveis de BAP com os de AIB foi significativa para o acimulo das
massas fresca e seca (TABELA 1). A presengca de BAP reduziu drasticamente o acimulo
das massas fresca e seca nos brotos formados (FIGURAS 18 e 19). Esta redugdo esta
associada a forma de avalia¢do, uma vez que se comparou a média da massa de cada broto.
No meio com BAP houve maior proliferacdo de brotos, no entanto, o desenvolvimento
destes foi inferior quando comparado com a auséncia de BAP. Entretanto, caso fosse
comparada a massa da parte aérea total produzida por cada explante inicial, provavelmente
teria sido observado o inverso.

Na presenca de auxina (0,05 e 0,5 mg.L'l) verificou-se resposta semelhante em
relacdo ao acimulo de massa seca. Na auséncia de citocinina, a presenga de auxina
promoveu maior incremento de massa fresca e seca em cada broto (FIGURAS 18 e 19).
Quando a auxina inicia a sua atividade, ocorre uma rapida expansao celular, aumentando a
entrada de dgua para o interior das células assim como de outras moléculas (SANTOS &
DOMINGUES, 2002), incrementado desta forma o acimulo de massa nos tecidos.
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R? = 0,6898

275
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Figura 18. Efeito da interacdo de AIB e BAP no acimulo de massa fresca (MF) em
explantes de gérbera, variedade Ornela.
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Figura 19. Efeito da interacdo de AIB e BAP no acimulo de massa seca (MS) em
explantes de gérbera, variedade Ornela.

Apesar de nao verificar diferenca estatistica significativa entre os niveis de AIB, e
ndo ter sido realizada nenhuma avaliacdo em relacdo a qualidade das plantulas, as
combinacdes de 0,0 e 0,5 mg.L" de BAP com 0,5 mg.L" de AIB apresentaram melhores
caracteristicas para a multiplicacdo da variedade Ornela (FIGURA 13).
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4.3 Otimizacao da concentraciao dos sais do meio MS na propagacao in vitro de
gérbera, variedade Ornela

O ndmero médio de brotos formados por explantes variou entre as diversas
concentracdes dos sais do meio MS e os balancos de fitorreguladores estudados, assim
como na interagdo destes fatores (TABELA 3). Os balangos utilizados foram definidos a
partir do segundo experimento, onde se comparou 15 combinacdes entre AIB e BAP para
definir os mais eficientes na indugdo da proliferacao de brotos e diferenciacdo de raizes. O
balan¢o com 0,5 mg.L" de AIB e 0,5 mg.L"' de BAP foi o mais eficiente na proliferacio de
brotos enquanto o meio contendo 0,5 mg.L™' de AIB apresentou as melhores condi¢des para
o desenvolvimento de plantulas com maior potencial (FIGURA 21) para serem aclimatadas.

Tabela 3. Efeito do balanco de fitorreguladores e da concentracdo dos sais do meio MS na
significancia dos valores do teste F nas varidveis avaliadas em plantulas in vitro de gérbera,
variedade Ornela, avaliadas apds oito semanas da implantagdo do experimento.

Tratamentos  n° brotos Altura Massa fresca Massa seca enraizamento
Balango * * * * *
MS ES ES ES %k ns
Interacdo * * * * ns
CV (%) 7,15 7,63 14,63 9,72 17,66

* Valor do F significativo a 5% de probabilidade de erro.
ns Valores ndo significativos a 5% de probabilidade de erro.

Os explantes mantidos em todos os niveis dos sais do meio MS apresentaram
proliferacao de brotos. No entanto, o nimero de brotos formados em cada explante foi
limitado pela baixa concentracdo dos sais do meio MS (FIGURA 20). O vigor das plantulas
formadas nas duas concentracdes maiores niao diferenciou (FIGURA 21). O dobro da
concentracdo de sais minerais do meio MS proporcionou incremento significativo em
alguns parametros de crescimento (comprimento de brotos, nimero de raizes, massa fresca
e seca) em Stevia rebaudiana (estévia) em condi¢des de biorreator (BONDAREV et al.
2003).

Nos meios de cultura contendo citocinina, o ndmero de brotos formados nas duas
concentracdes menores dos sais do meio MS (25 e 50%) foi inferior as outras duas (75 e
100%). Com o incremento da concentragdo dos sais aumentou também o niimero de brotos,
o valor maximo sendo atingindo na concentra¢do de 75% e mantido na concentragao maior.
Ja no meio com 0,5 mg.L'1 de AIB, houve uma maior tendéncia de aumento linear do
nimero médio de brotos com o incremento da concentragdo dos sais do meio MS
(FIGURA 20).

Apesar de ser comum o uso da mesma composi¢ao do meio de cultura durante todas
as fases do processo da propagacio in vitro, as exigéncias das culturas por macro e micro
nutrientes diferenciam entre cada fase. No meio de cultura com 0,5 mg.L'1 de AIB, as
plantulas obtidas na concentracio de 50% dos sais do meio MS, apresentaram maior
potencial para serem aclimatizadas, apesar de que nesta concentracdo o nimero de brotos
foi inferior as concentragdes superiores (FIGURA 21).
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A reducdo das concentragdes dos sais do meio MS a 25 e 12,5% ocasionou a
formacao de mudas de gérberas com qualidade inferiores (menos vigor) quando
comparadas aos tratamentos com concentracdes de 100 e 50% (BARBOSA et al. 1992).
Para a multiplicagdo de samambaia in vitro o incremento da concentracdo dos sais do meio
MS até 25% aumentou em até 2,6 vezes o nimero de brotos, acima desta concentragdo
houve reducdo para este parametro (PASQUAL et al. 1994).

Os modelos de regressdo linear e cubico foram significativos para mostrar a
tendéncia de resposta do nimero de brotos com o incremento da concentra¢do dos sais do
meio MS (TABELA 3), sendo adotado o modelo linear.

14 - z= 8,53 + 0,0392x
12 R? = 0,7562 e e
S
i.c’ 6 - y = 1,33 + 0,0275x
4’-/F;2:w—6—/-’
2
0 ‘ ‘ ‘
25 50 75 100

Concentracdes do meio MS (%)

Figura 20. Efeitos da concentracdo dos sais do meio MS e dois tratamentos de
fitorreguladores na proliferacio de brotos na variedade Ornela de gérbera, apds oito
semanas da implantacio do experimento. (z= MS +0,5 mg.L"' de AIB + 0,5 mg.L'1 de
BAP; y= MS +0,5 mg.L" de AIB).

No presente trabalho nao se detectou anomalias nas plantulas mantidas nas
diferentes concentracdes dos sais do meio MS (FIGURA 21). No entanto, as plantulas
obtidas no meio contendo 75 e 100% da concentragdo dos sais do meio MS apresentaram
coloragdo verde mais intensa, independente do balango de fitorreguladores (FIGURA 21).
A redugdo da concentragdo dos sais do meio MS ocasionou o surgimento de clorose em
plantulas de Delphinium cardinale (flor de corte), sendo atribuido a deficiéncia de ferro e
magnésio (OHKI & SAWAKI, 1999).
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Figura 21. Efeito da concentracio dos sais do meio MS e dois tratamentos de
fitorreguladores no padrao de desenvolvimento de plantulas in vitro de gérbera variedade
Ornela. A - MS +0,5 mg.L" de AIB + 0,5 mg.L" de BAP; B- MS +0,5 mg.L" de AIB.

O acumulo das massas fresca e seca nos brotos depende dos balancos de
fitorreguladores e das concentracdes dos sais do meio MS (TABELA 3). No balango para a
diferenciagdo de raizes, apesar de haver menor quantidade de brotos, as plantulas
apresentaram maior massa fresca quando comparadas com as mantidas no balanco para a
proliferacdo de brotos (FIGURA 22).

Nos dois balangos utilizados, na menor concentracdo dos sais do meio MS as
plantulas apresentaram massa fresca inferior, havendo tendéncia de aumento no acumulo de
massa fresca de acordo com o incremento da concentragcdo dos sais no meio (FIGURA 22),
mostrando que a redug@o da concentracao dos sais do meio MS limitou o acimulo de massa
fresca em plantulas de gérbera.
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Figura 22. Efeitos da concentracdo dos sais do meio MS em duas combinagdes entre AIB e
BAP na massa fresca (MF) dos brotos de gérbera, variedade Ornela, apés oito semanas da
implantacdo do experimento. (z= MS +0,5 rng.L'1 de AIB + 0,5 rng.L'1 de BAP; y= MS +
0,5 mg.L" de AIB).

Entre os modelo de regressao pré-definidos pelo programa estatistico SAEG, nao
houve um modelo significativo para explicar a resposta do acimulo de massa seca nas
diferentes concentra¢des dos sais do meio MS no balango favordavel a diferenciacdo de
raizes.

No meio com 0,5 mg.L'1 AIB, o acimulo de massa seca nas culturas nao
apresentou tendéncia linear de resposta nas diferentes concentracdes dos sais do meio MS.
Na figura 23 observa-se que nas maiores concentragdes (75 e 100%) o acumulo de massa
seca foi inferior as duas menores (25 e 50%). J4 no meio MS com o balango 0,5 mg.L™
AIB e 0,5 mg.L'1 BAP, houve uma ligeira tendéncia de incremento no acimulo de massa
seca nas culturas com o incremento das concentracOes dos sais. No balanco favoravel a
diferenciacdo de raizes o acimulo de massa seca nas plantulas foi superior ao balango
favordvel a proliferacdo de brotos (FIGURA 23).
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Figura 23. Efeitos da concentracdo dos sais do meio MS em duas combinagdes entre AIB e
BAP no acimulo de massa seca (MS) em brotos de gérbera, variedade Ornela, apds oito
semanas da implanta¢cdo do experimento.

No balango favordvel a diferenciacdo de raizes o comprimento das brotagdes foi
superior do que no balango favordvel a proliferacao de brotos (FIGURA 24). Enquanto a
auxina mantém a dominancia apical, as citocininas apresentam efeito contriario (DAVIES,
1995). Em cultura de tecidos, as auxinas normalmente sdo utilizadas para estimular o
crescimento da parte aérea formada (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; EAPEN et
al. 1998; SUDHA, et al. 1998). Entretanto, na fase de multiplicagdo, concentracdes
excessivas de auxina podem inibir ou favorecer demasiadamente o enraizamento ou a
formacao de calo em detrimento da multiplicacio (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998).

No balanco favordvel a proliferacdo de brotos, verificou-se ligeira tendéncia de
aumentar o comprimento das brotagdes com o incremento da concentragdo dos sais do meio
MS, enquanto que no balango favoravel a diferenciacdo de raizes este efeito nao foi
observado (FIGURA 24).
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Figura 24. Efeitos da concentracdo dos sais do meio MS em duas combinagdes entre AIB e
BAP no comprimento médio de brotos (CB) de gérbera, variedade Ornela, apds oito
semanas da implantacio do experimento. (z= MS +0,5 mg.L"' de AIB + 0,5 rng.L'1 de
BAP; y=MS +0,5 mg.L"' de AIB).

A diferenciacdo de raizes somente foi influenciada por balancos de fitorreguladores
(TABELA 3). No meio de cultura com 0,5 rng.L'1 de AIB houve 100% de enraizamento,
enquanto que no balanco com 0,5 mg.L"' de AIB e 0,5 mg.L"' de BAP, o médximo de
enraizamento chegou a 80% no meio com 25% dos sais do meio MS, e na maior
concentracdo dos sais (100%) houve a menor percentagem de enraizamento (FIGURA 25).
Mesmo na presenca de auxina, o incremento da concentragdo dos sais reduziu a
percentagem de enraizamento.

GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998); VILLALOBOS & THORPE (1991)
citaram que dilui¢des das formulacdes bdsicas do meio de cultura tém, em geral,
possibilitado melhor enraizamento em culturas in vitro. Mesmo na presenca de auxinas,
altas concentracdes de sais tendem a inibir todas as fases do enraizamento, particularmente
a de crescimento das raizes. Observou-se que o crescimento das raizes nas concentragdes de
25 e 50% dos sais do meio MS foi mais intenso (FIGURA 21), apesar de nao ter sido
avaliado o comprimento das mesmas.

A variagdo na concentragdo dos sais nao influenciou na percentagem de
enraizamento de gérbera (BARBOSA et al. 1992). PIERIK & SEGERS (1973) citaram que
as concentracdes dos sais pouco influenciaram no enraizamento. A redugao pela metade da
concentracdo dos sais do meio MS promoveu a formacdo de maior nimero de raizes em
dois gendtipos de morangueiro (PEREIRA et al. 1999).

Por outro lado, o fato de ter ocorrido diferenciacio celular mesmo nas
concentracdes mais baixa dos sais do meio MS (25%), demonstra que o balango de
fitorreguladores suplementados ao meio deve ser considerado como o principal fator para
induzir a diferenciacdo de raizes ou a proliferacio de brotos. Observagdes semelhantes
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foram reportadas por BONDAREYV et al. (2003), com relacdo a utilizagdo de sais minerais e
de carboidratos em culturas in vitro de Stevia rebaudiana (estévia).
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Figura 25. Efeitos da concentracdo dos sais do meio MS no enraizamento de brotos de
gérbera, variedade Ornela, em meio suplementado com 0,5 mg L' de AIB + 0,5 mg L' de
BAP, apés oito semanas da implantacao do experimento.
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4.4 Avaliacio da proliferacio de brotos e enraizamento em trés variedades de
gérbera.

A Tabela 4 mostra o efeito das variedades e dos meios de cultura estudados assim
como da intera¢do destes nas varidveis avaliadas.

Tabela 4. Efeito de variedades e do meio de cultura na significancia dos valores do teste F
nas varidveis avaliadas em plantulas in vitro de gérbera, oito semanas apds a implantagao
do experimento.

Tratamentos n° brotos Altura enraizamento
Meio * * *
Variedades * * ns
Interagdo 8 ns ns
CV (%) 23,61 13,24 9,12

* Valor do F significativo a 5% de probabilidade de erro.
ns Valores ndo significativos a 5% de probabilidade de erro.

O nimero médio de brotos apresentou diferenca significativa entre as variedades,
nos meios de cultura, assim como na interacdo destes fatores. A figura 26 mostra que a
variedade Capuccino produziu menor quantidade de brotos que as outras variedades quando
mantidas em meio de cultura favoravel a proliferacao de brotos. Quando mantidas em meio
favordvel a diferenciagdo de raizes, o nimero de brotos ndo diferenciou entre as variedades.
No meio de cultura com 0,5 mg.L" de AIB + 0,5 mg.L" de BAP, favoravel a proliferacdo
de brotos, o nimero médio de brotos foi cerca de 5,76 vezes superior ao outro meio.

A diferenga no nimero de brotos entre as variedades, possivelmente, deve estar
associada com o balanco hormonal endégeno, com a sensibilidade celular as moléculas de
fitorreguladores utilizadas, assim como no potencial genético de cada variedade.

Conforme PERES (2002) o balango de fitorreguladores mais eficiente na indugdo a
proliferacao de brotos deve ser ajustado para cada genétipo, uma vez que estes podem
diferenciar-se quanto ao balanco hormonal enddgeno e a sensibilidade celular.
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Figura 27. Comprimento médio de brotos (CB), em cm, de trés variedades de gérbera in
vitro, independente do meio de cultura utilizado.

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferenciam entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Quanto aos meios de culturas, na presenca dos fitorreguladores favordveis a
proliferacdo de brotos (MS + 0,5 mg.L"' de AIB + 0,5 mg.L" de BAP) o comprimento foi
inferior que as brotacdes obtidas no meio com MS + 0,5 mg.L'1 de AIB.

CB (cm)
w

Multiplicagéo Enraizamento
Meios de cultura

Figura 28. Comprimento médio de brotos (CB) de gérbera in vitro em dois meios de
cultura, independente das variedades utilizadas.

* Médias seguidas de mesma letra diferenciam entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
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Em relacdo a diferenciagdo de raizes, somente foi verificada diferenca significativa
entre 0os meios de cultura, sendo que no meio contendo auxina exdgena o percentual de
enraizamento foi superior (FIGURA 29).
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Figura 29. Enraizamento de brotos de gérbera in vitro, em dois meios de cultura,
independente das variedades utilizadas.

* Médias seguidas de mesma letra diferenciam entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

O fato de nao verificar diferencas significativas entre as variedades no
enraizamento, pode estar associado com a facilidade de enraizamento desta espécie, uma
vez que mesmo nha auséncia de fitorreguladores, ocorreu a diferenciagdo de raizes na
variedade Ornela (FIGURA 13). RADICE & MARCONI (1998) ndo verificaram diferencas
entre tratamentos utilizados na inducdo a diferenciacdo de raizes em seis variedades de
gérbera. No entanto, estes autores ndo compararam as variedades, e conforme os dados
mostrados, nem todas as variedades apresentaram 100% de enraizamento.
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4.5 Aclimatacao de trés variedades de gérberas

As variedades de gérbera em estudo apresentaram facilidade e alto potencial para a
aclimatizacdo nas condi¢des estudadas. Este fato pode ser atribuido as caracteristicas da
espécie, as condi¢des que as plantulas apresentavam no momento da aclimatizacido e das
condig¢des climédticas do local. O fato de utilizar plantulas com raizes pode ter facilitado o
processo, uma vez que apesar destas apresentarem baixa efici€éncia fisioldgica, podem
facilitar e acelerar o estabelecimento das mudas durante a aclimatizacdo
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

A taxa de sobrevivéncia e a altura das plantulas ndo diferenciaram entre as
variedades em estudo, assim como no decorrer das avaliacdes. Apesar dos resultados
favordveis a aclimatizacdo de plantulas de gérbera, na literatura encontra-se trabalhos
direcionados a melhorar este processo. SATO et al. (1999) relataram que o uso de fungos
micorrizicos-arbusculares beneficiou o desenvolvimento de plantulas de gérbera
propagadas in vitro.

Em relacdo ao nimero médio de folhas (NMF) de cada plantula observou-se
diferenca significativa entre as variedades entre as avaliagdes ao longo do tempo, assim
como na interagao destas fontes de variacdo. A variedade Ornela apresentou maior nimero
médio de folhas que as outras variedades (FIGURA 30). No decorrer das avaliagdes
verificou-se incremento linear no nimero médio de folhas nas trés variedades estudadas
(FIGURA 28). No trabalho de SATO et al. (1999) com gérbera de vaso, clone 800X, foi
registrado nimero médio de folhas de 7,38 aos 60 dias apds o transplante. Esta diferenca
entre os valores observados com o da literatura pode ser em func¢do dos gendtipos em
estudo, assim como das condi¢cdes ambientais.

Na avaliagdo realizada ap6ds 30 dias da aclimatizagcdo das plantulas, ndo verificou-se
ampla variacdo no numero de folhas e a altura das plantulas, demonstrando que este
periodo foi suficiente para aclimatizagdo. Desta forma, estas plantulas apresentaram
condi¢des para serem plantadas em local definitivo de cultivo, seja em canteiro ou vasos,
ndo sendo necessdria a permanéncia das plantulas por periodo superior as condi¢des de
aclimatizagao.
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Figura 30. Numero médio de folhas (NMF) em trés variedades de gérbera durante
aclimatizagao.
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5 CONCLUSOES

O processo utilizado para a implantacdo de gérbera, variedade Phanter, in vitro a partir
de inflorescéncia mostrou-se vidvel para a producdo comercial de mudas, apesar de
apresentar baixa eficiéncia;

As contaminagdes por bactérias foram predominantes durante a implantagdo da
variedade Phanter in vitro;

A regeneracdo dos explantes, da variedade Phanter, utilizados demonstrou estar em
func¢ao do estddio de desenvolvimento das inflorescéncias;

Inflorescéncias em estddio jovem, com cerca de 0,5 - 1,0 cm de didmetro, apresentaram
melhores resultados para a implantacdo in vitro de Gerbera jamesonii variedade
Phanter;

A proliferacio de brotos em explantes de gérbera variedade Ornela depende da
concentragdo e do tipo de citocinina utilizada;

O BAP como fonte de citocinina demonstrou ser mais eficiente que a kinetina para
induzir a proliferagdo de brotos na variedade Ornela;

O balanco com 0,5 mg.L"' de AIB + 0,5 mg.L"' de BAP apresentou os melhores
resultados durante a multiplicacdo in vitro da variedade Ornela;

Para a multiplicac@o ou enraizamento da variedade Ornela in vitro, a concentragdo ideal
dos sais do meio MS varia para cada fase;

A concentragdo dos sais do meio MS influenciou no nimero de brotos em explantes de
gérbera variedade Ornela, sendo que concentracoes abaixo de 50% limitaram a
proliferacdo de brotos;

As variedades Capuccino, Mirage e Ornela apresentaram divergéncias quanto ao
nimero de brotos mesmo quando mantidas em mesmo balanco de fitorreguladores e
apresentaram alto potencial e facilidade na fase de aclimatacdo nas condicdes
estudadas.
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