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RESUMO - Gerbera jamesonii Bolus ex Hook € uma espécie omamental cujas flores so uti-
lizadas para corte e possuem grande valor comercial, O seu principal modo de propagacéo € o
vegetativo, o gue possibilita um aumento de doengas virGticas durante as vdrias geragdes em
que & propagada, Através das técnicas de cultura de tecidos pode-se obter, em curto prazo,
um ¢levado némero de plantas sadias ¢ livres de doengas, Para a obtengiio de pléntulas “in vi-
tro” de G. jamesonii foram utilizados capftulos jovens, como explantes iniciais, de quatro cul-
tivares a saber: Appel Bloesen, Marleen, Clementine e Pimpernel. Os explantes foram culti-
vados em meio “MS” modificado e suplementado com todas as combinages possfveis de
BAP-6-benzilaminopurina (0,0-1,0-2,0-3,0 e 5,0 mg/1); AIA - 4cido indolacético (0,5 mg/1)
e KIN - cinetina (0,0 ¢ 2,0 mg/1). Os capftulos foram previamente esterilizados com dlcool
70% (2 minutos) e solugio de hipoclorito de sédio 1,5% (20 minutos). Melhores resultados
foram conseguidos com o uso de MS + 2,0 mg/1 BAP + 0,5 mg/1 IAA, que promoveu in-
tenso desenvolvimento de calo com emissfio de brotos, principalmente para as variedades
Appel Bloesen e Marleen.

Termos para indexagio: micropropagagéo, ornamentagio, flores, propagagio vegetativa,

IN VITRO ESTABLISHMENT AND PLANTLET REGENERATION
OF GERBERA JAMESONII BOLUS EX HOOK BY TISSUE CULTURE TECHNIQUE

ABSTRACT - Gerbera jamesonii Bolus ex Hook is an ornamental species used as cut
flowers with great economic importance. It is generally propagated via vegetative process
which increases the risk of viral disease problems. The tissue culture technigue is an
alternative method to obtain, in short period, a high number of healthy plants. This work was
intended for obtaining in vitro G. jomesonii plantlets from capitulom of four cultivars:
Appel Bloesen, Marleen, Clementine and Pimpernel. The explants were cultivated on “MS”
modified medium suppiemented with BAP-6-benzylaminopurine (0.0-1.0-2.0-3.0 and
5.0 mg/l); IAA - indole 3-acetic acid (0.5 mg/I) and KIN - kinetin (0,0 and 2.0 mg/I). The
young capitula were previously sterilized in 70% alcohol (2 minutes) and 1.5% sodium
hypochlorite (20 minutes). The best result was achieved on the medium supplemented with
2.0 mg/1 BAP and 0.5 mg/1 IAA, which promoted intensive callus development with shoot
formation in Appel Bloesen and Marleen cultivars,

Index terms: micropropagation, ornamental plant, flowers, vegetative propagation.

INTRODUCAO

A gerbera, ou margarida do Transvaal, €
uma espécie ornamental cujas flores sdo utili-
zadas para corte ¢ vendidas no comércio com
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importincia econbmica grande e crescente. E
uma Asteraceae nativa da Africa do Sul e
Asia,

Sua propagagéio convencional € a vegetati-
va, muito embora possa ser propagada pelo
plantio de sementes. Mas este modo de propa-
gacio & desinteressante, pois, em decorréncia
da grande heterozigose, as plantas sdo bas-
tante desunifonmes.

O emprego da cultura de tecidos tem sido
crescente para esta herbicea, tornando-se uma
alternativa bastante vifivel para sua propaga-
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¢ho assexual. As primeiras tentativas neste
sentido foram feitas por Pierik & Segers
(1973), na Holanda, que empregaram a técnica
de indugdo de gemas adventicias. Um trabalho
similar foi feito por Murashige et al. (1974),
nos E,U.A,, induzindo a formagio de calo,
que poderia ser cultivado por vérias subcultu~
ras e com posterior ocorréncia de organogéne-
se. Todos estes autores atestam o fato de ser
bastante esporidica a regeneragiio de plintu-
las. Pierik et al. (1982) cita em seu trabalho,
que Hedtrich (1979) conseguiu a regeneragio
de gemas adventfcias a partir de pedagos de
folhas de gerbera cv. Vulcan cultivadas em
meio com BAP (benziladenina) e GAs (4c. gi-
berélico).

S@o citados, atualmente, dois promissores
métodos para a propagagiio in vitro desta
espécie omamental: 1) a formagiio de brota-
¢Oes a partir de capftulos excisados (Pierik &
Segers 1973, Pierik et al. 1975 e Laliberté et
al. 1985) e 2) a propagacgio clonal através de
dpices de brotos (Murashige et al. 1974). As
vantagens do método que utiliza capftulos ex-
cisados surgem na medida em que a esteriliza-
¢do € mais f4cil ¢ menos prejudicial ao ex-
plante, quando comparado ao método que uti-
liza fpices de brotos. Outra vantagem a ser
citada € que o primeiro método niio destrdi a
planta para a obtengfio dos explantes, visto
que apenas as inflorescéncias sdo retiradas da
planta mfe. Em contra partida, o segundo
método € mais indicado para uma propagacao
massal mais rdpida (Murashige et al. 1974),
nio obstante as vantagens citadas anterior-
mente. As brotagGes obtidas pelo método dos
capitulos podem facilmente ser usadas como
material estéril inicial para outras subculturas
¢ experimentos onde se desejam brotaghes
axilares.

Uma objegfio contra o método dos capftulos
€ que a percentagem de explantes com forma-
¢io de brotos € pequena e, algumas vezes,
nula.

Ambos os métodos empregam concentra-
¢Oes adequadas de citocininas e auxinas bus-
cando um melhor balango hormonal, anterior-
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mente estudado por Skoog & Miller (1957).
Assim, dentre as citocininas, a BAP & a mais
comumente empregada na fase de proliferagéio
de brotos, podendo ser empregada juntamente
com AIA, nesta mesma fase, Laliberté et al.
(1985) utilizaram 1.0 ou 2.0 mg/1 BAP asso-
ciados com 0.1 mg/l, conseguindo resultados
interessantes no cultivo in vitro via capftu-
los. De maneira semelhante, Murashige et al.
{1974) usaram 1.0 mg/l KIN com 2.0 mg/l
AlA, induzindo formagio de brotos in vitro
via dpice de brotagbes. ConcentragSes mais
amplas e gerais de BAP foram empregadas por
Pierik et al. (1982) ao trabalharern com quinze
cultivares diferentes de gerbera, ¢ que varia-
ram de 5 a 20 mg/1. Estes mesmos autores res-
saltam os efeitos do genétipo da cultivar con-
siderada na produgfio de brotagdes in vitro,
independentemente do modo de cultivo em-
pregado.

O objetivo do presente trabalho foi estabe-
lecer explantes e regenerar plantulas in vitro,
através do método dos capftulos, de quatro
cultivares comerciais de gerbera, adequando
os nfveis de reguladores do crescimento BAP,
AlA e KIN.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas neste trabalho quatro variedades
comerciais de gerbera, a saber; Appel Bloesen,
Marleen, Clementine e Pimpernel, As plantas foram
colhidas ao acaso, em casa de vegetagio, € 05 ex-
plantes iniciais constituiram-se de inflorescéncias
(capftulos) jovens com difmetro variando de 0,5 a
0,7 cm. Todas estas inflorescéncias encontravam-se
fechadas neste estdgio,

Imediatamente apés a coleta dos explantes, estes
foram esterilizados em cimara asséptica com flcool
70% (durante 2 minutos), e em seguida, com solugio
de hipoclorito de s6dio a 1,5% (durante 20 minutos).
Depois, todos os capftulos foram lavados sucessivas
vezes em 4gua destilada e esterilizada,

Cada explante foi dividido em, no méximo, trés
pedagos menores, ¢ estes pedagos foram transferidos
para tubos de ensaio de 25 X 150 mm, com o se-
guinte mejo de cultura, ji estéril: metade das con-
centragbes de sais do meio bésico de Murashige &
Skoog (1962); 100 mg/] de mio-inositol; 0,5 mg/1 de
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piridoxina; 0,5 mg/l de 4cido nicotinico; 100 mg/1 de
tirosina; 80 mg/l de sulfato de adenina; 7,5 g/l de
difco bacto dgar e 30 g/l de sacarose. Os horm6nios
de crescimento empregados foram BAP-6-benzila-
minopurina (0,0 - 1,0 - 2,0 - 3,0 e 5,0 mg/1); AIA -
4cido indolacético (0,5 mg/1) e KIN - cinetina (0,0 ¢
2,0 mg/I), em todas as combinagbes possfveis, num
fatorial 5x1x2. O pH foi ajustado para 5,8 antes do
processo de autoclavagem (120°C - 1 atm - 20 mi-
nutos). Cada tratamento foi composto de 25 repeti-
goes,

A cultura foi posta para desenvolver em sala
apropriada, nas seguintes condicles: fotoperfodo de
16 h de luz/8 h de escuro; intensidade luminosa de
2.500 lux e temperatura de 26°C * 19, durante
aproximadamente 60 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O método de esterilizacio dos explantes
empregado neste trabalho nio foi muito efi-
ciente, pois, de 40 a 50% dos explantes de ca-
da cultivar foram perdidos por contaminagses,
Cerca de 45% deste material contaminado, ti-
veram bactérias como contaminantes, ¢ o res-
tante, por fungos exclusivamente da espécie
Rhizoctonia. A proximidade dos capftulos jo-
vens do solo, por ocasific da coleta, pode jus-
tificar este grande fndice de contaminagfo mi-
crobiana, Testes mais rigorosos de desconta-
minagfio devem ser feitos para o material ji

coletado, bem como, adaptar-se uma metodo-
logia que garanta uma certa descontaminacio
do material ainda no campo, isto &, antes da
coleta, quando as inflorescéncias estiverem na
planta-mae.

Em todos os tratamentos foi observado o
desenvolvimento de calos, € a0 mesmo tempo,
0 entumescimento e crescimento de algumas
partes florais do capftulo, tais como estames,
principalmente. A qualidade do calo, em ter-
mos de coloragio, tamanho, friabilidade, pre-
senga ou nao de vitrificagio, no entanto, foi
diferente para as quatro cultivares, confirman-
do as observagoes feitas por Pierik et al.
(1982) guando ressaltam os efeitos do gendti-
po no comportamento das plantas in vitro.
Assim, mostraram grande capacidade de pro-
duglo de calo as cultivares Appel Bloesen e
Marleen, com calos grandes, claros, ndo fri4-
veis e nfo vitrificados. As outras duas cultiva-
res, diferentemente, apresentaram calos pe-
quenos, escuros, fridveis, vitrificados, pouco
desenvolvidos, evidenciando para as condi-
¢Oes do experimento, baixa capacidade para
calogénese,

De um modo geral, na Tabela 1 verifica-se
gue melhores resultados quanto & calogénese
foram conseguidos com o emprego de
2,0 mg/1 de BAP + 0,5 mg/l de AIA na au-
séncia de cinetina, Lalibert€ et al. (1985) che-

TABELA 1. Producfio de calos pelas cultivares nos diferentes nfveis de hormdnios.

Tratamentos Appel Bloesen  Marleen Clementine  Pimpernel
0,0 mg/l BAP + 0,5 mg/1 AIA + CNF +CNF +EVQ +EVQ
0,0 mg/i BAP + 0,5 mg/l AIA + 2,0 mg/l1 KIN + CNF + CNF +EVQ +EVQ
1,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l AIA +CNF +CNF +EVQ +EVQ
1,0 mg/i BAP + 0,5 mg/l AIA + 2,0 mg/l1 KIN +CNF +CNF +EVQ +EVQ
2,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l AIA +CGNF +CGNF +EGVQ +EGVQ
2,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l AIA + 2,0 mg/l KIN + CNF + CNF +EVQ +EVQ
3,0 mg/1 BAP + 0,5 mg/l1 AIA +EVQ +EVQ +EVQ +EVQ
3,0mg/l1 BAP + 0,5mg/1 AIA + 2,0mg/IKIN +EVQ +EVQ +EVQ +EVQ
5,0mg/1 BAP + 0,5 mg/l AJA +EVQ +EVQ +EVQ +EVQ
50mg/1BAP + 0,5mg/l AIA + 20mg/iIKIN  +EVQ +EVQ +EVQ +EVQ

+, ocortdncia de calo; C, calo claro; N, calo normal; F, cale firme ou néo fridvel; Q, calo quebradigo ou
frifvel; V, calo anormal ou vitrificado; E, calo escuro; G, calo grande ¢/ = 2cm,
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garam a resuitados muito semelhantes aos
deste trabalho, embora, tenham trabalhado
com duas cultivares diferentes das que aqui
foram usadas. As concentracSes de BAP e
AIA citadas anteriormente, contestam, no en-
tanto, as recomendacoes de Pierik et al. (1982)
que sugerem o uso de 10 mg/1 de BAP e au-
séncia total de auxina AIA para optimizar a
producdo de calos. A presenga da KIN ndo
proporcionou tesultados positivos, ¢ em al-
guns casos, principalmente quando BAP apa-
recia nos dois nfveis mais altos (3,0 e
5,0 mg/l), chegou mesmo a ter efeitos negati-
vos (Tabela 1). Nestes casos, os calos cres-
ciam demais, tornando-se extremamente escu-
recidos, fridveis e vitrificados. Cappadocia et
al. {(1987) também empregaram KIN para in-
duzir a formaciio e o desenvolvimento de ca-
los, mas apontam que a sua presenga foi inte-
ressante e positiva para trabalhar com a culti-
var Super Gerbera. Murashige et al. (1974)
igualmente utilizaram KIN ao estabelecer, in
vitro, 4pices de brotagOes de Gerbera sp,
ressaltando que tal hormdnio foi benéfico néo
s6 para o estabelecimento quanto para a fase
de multiplicagdo do material. Como se pode
ver, as quatro cultivares aqui estudadas mos-
traram-se sensfveis 3 KIN quando esta era ad-
ministrada junto com a BAP, principalmente.

Dentre todas estas cultivares, apenas duas,
quais sejam: Appel Bloesen e Marleen, foram
capazes de regenerar plintulas através da
ocorréncia de brotagdes adventicias dos calos,
Assim, a cultivar Appel Bloesen regenerou
seis plantulas, sendo uma plintula por calo, e
a cultivar Marleen' apenas trés plintolas, do
mesmo modo que a anterior, isto &, uma plin-
tula por calo. A regeneragio ocorreu somente
no tratamento com 2.0mg/l de BAP +
0.5 mg/l de AIA, Estes resultados estdo bem
defasados diante daqueles conseguidos por
Pierik et al. {1982) ao trabalharem com quinze
cultivares diferentes, usando a concentragio
minima de 5.0 mg/l de BAP. Nio se pode
afirmar, com certeza, qual o local de origem
destas brotagoes adventicias. Elas tanto podem
ter-se originado por reorientagfio de tecidos
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meristeméticos das inflorescéncias, como do
tecido do recepticulo floral.

Para as condi¢des do experimento, as culti-
vares testadas nfio se mostraram boas regene-
radoras de plintulas, principalmente as culti-
vares Clementine e Pimpemnel.

CONCLUSOES

1. Houve grande percentagem de contami-
nagio de explantes na fase de estabelecimento.

2. As cultivares Appel Bloesen e Marleen
apresentaram boa capacidade de formagio de
calos com o uso de 2,0mg/l de BAP +
0,5 mg/l de AIA.,

3. Estas mesmas variedades foram capazes
de regenerar plintulas com o uso de 2,0 mg/1
de BAP + 0,5 mg/1 de AIA.

4, A KIN foi desinteressante para a produ-.
¢io de calos das cultivares testadas.
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