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RESUMO

fitorreguladores na propagacdo de plantas in vitro esté relacionado com a capacidade de induzir a
roliferacdo de brotos e a diferenciacéo de raizes. Geralmente balancos favoraveis as auxinas induzem a
diferenciac8o de raizes, enquanto, favoraveis as citocininas induzem a proliferacdo de brotos. No entanto, citocininas
em excesso podem induzir aformagéo de plantas anormais e com baixo potencial para serem aclimatizadas. Avaliou-
se o efeito de diferentes balancos entre auxina e citocinina no desenvolvimento in vitro de brotos de gérbera
variedade Ornela. Os balancos foram formados pelas combinacdes de trés niveis de auxina (0; 0,05 e 0,5 mg.L* de
AIB) com cinco niveis de citocinina (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L! de BAP ou kinetina). Qito semanas apos a
implantacdo do experimento, avaliou-se a percentagem de sobrevivéncia, de enraizamento, nimero de brotos
formados em cada explante e a altura das brotages. A proliferacdo de brotos foi influenciada tanto pela
concentracdo quanto pela fonte de citocinina. A citocinina BAP mostrou ser mais eficiente que kinetina para
induzir a proliferacdo de brotos. BAP acima de 2,0 mg.L* induziu a formagéo de plantulas com caracteristicas
indesegjéveis durante a fase de multiplicagéo in vitro, enquanto isto ndo foi observado mesmo namaior concentragéo
de kinetina (4,0 mg.L%). Os balangos com 0,5 mg.L* BAP independentemente dos niveis de AIB apresentaram os
melhores resultados para a multiplicagdo e producéo de brotos com potencial para serem aclimatados. Somente o
BAP inibiu a diferenciagdo de raizes.

ﬁ s gérberas sdo flores de corte que apresentam diversidade na coloragcdo e boa durabilidade. O uso de
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF BALANCE BETWEEN AUXIN AND CYTOKININ FORIN VITROMULTIPLICATION
OF Gerbera jamesonni VAR. ‘ORNELA’

Gerberas is cut flowers that present diversity in coloration and excellent durability. The use of growth
regulators in plant propagation in vitro this related with the capacity for induce the proliferation of sprouts and
differentiation of roots. Generally balances favorable the auxin induces the differentiation of roots, while favorable
the cytokinin induces the proliferation of sprouts. However, cytokinins in excess can induce the formation of
abnormal plants and with potential lower for acclimatization. Was evaluated the effect of different balances among
auxin and cytokininsin the development in vitro of sprouts of gerberavariety Ornela. The balances were formed
by combinations of three levels auxin (0; 0,05 and 0,5 mg.L of AIB) with five levels cytokinins (0; 0,5; 1,0; 2,0 and
4,0 mg.L* of BAP or kinetin). Eight weeks after the implantation of experiment, was evaluated the rate survival, of
rooting, numbers of sprouts formed in each explant and height of the sprouts. The proliferation of sprouts was
influenced so much by the concentration as for the cytokinin source. The molecule BAP showed to be more
efficient than kinetin for induce the proliferation of sprouts. BAP above 2,0 mg.L™* induced the formation of
plantlets with undesirable characteristics during the phase of multiplication in vitro, while this was not observed
even in the largest concentration of kinetin (4,0 mg.L™). The balances with 0,5 mg.L* of BAP independent the
levels of AIB presented the best results for multiplication and production of sprouts with potential for acclimatization.
Only the BAP inhibited the differentiation of roots.

Key words: Gerbera, auxin, cytokinins, proliferation of sprouts and rooting.

1. Parte da dissertagdo do primeiro autor apresentada a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Programa de P6s-GRaduagéo
em Fitotecnia.
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INTRODUCAO

Gérbera, margaridado Transvaal ou margarida da
Africa é uma planta da familia Asteraceae, de origem
africana, herbacea perene, com 30 a 40 cm de atura,
folhas em roseta, flores em capitulos, simples ou
dobrados, solitarios sobre hastes longas e firmes
(Lorenzi & Souza, 1999). A maioria das gérberas
cultivadas atualmente sdo hibridos procedentes de
Gerbera jamesonni. Utilizadas tradicional mente como
planta ornamental para canteiros e bordaduras, vem
ocupando espaco crescente no mercado como flor de
corte, devido a boa durabilidade e a diversidade na
coloragdo das inflorescéncias, suprindo as exigéncias
dos consumidores (Barbosaet al., 1993).

A propagacédo de plantas in vitro tornou-se uma
excelente alternativa para a multiplicagdo massal, ou
segja, em escala que acompanhe a crescente demanda,
de cultivares atualmente utilizadas na producgéo
comercial de flores de corte.

Apesar de, desde o inicio da década de 70,
pesquisadores ja publicarem protocolos para a
propagacdo in vitro de gérbera (Murashige et al., 1974,
Pierik et al., 1982; Lalibertéet al., 1985 e Barbosaet al .,
1993), estes nem sempre sdo eficientes e viaveis para
outras variedades.

Conforme Peres (2002), mesmo com os avancos da
biotecnologia, aorganogénese in vitro ainda continua
sendo empirica, sendo necessario definir protocolos
para cada gendtipo estudado, uma vez que a indugdo
paraadiferenciagdo celular é principa mente controlada
pelo balango hormonal endégeno e sensibilidade celular
dos tecidos, os quais s@o de dificil determinagdo e
variam em funcédo do gendtipo e do estado fisiol6gico
da planta.

Quanto ao balangos dos fitorreguladores, na
década de 50 Skoog e Miller (1957) sugeriram que as
concentragoes relativas entre auxina e citocinina séo
mais importante do que as concentragtes absolutas
das mesmas para ainducdo da organogénese in vitro.

As auxinas, embora estejam relacionadas a indugédo
de calos e enraizamento (Mathur et al., 1995), podem
ser utilizadas para estimular o crescimento das partes
aereas (Eapen 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, iniciacdo e
desenvolvimento de brotos, crescimento e senescéncia
defolhas (Brault & Maldiney, 1999). Diantedisso, é
comum o uso de citocininas parainduzir a diferenciacdo
e 0 desenvolvimento de gemas vegetativas em culturas
invitro (Ohki & Sawaki, 1999).

O gjuste do processo da propagagéo in vitro para
obter grande quantidade de plantulas com alta
qualidade permite obter material propagativo com
precos competitivos (Topoonyanont et al., 2001).

Segundo Topoonyanont et al., (1999), o incremento
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de citocinina tem sido utilizado para aumentar a
proliferacdo de brotos em culturas de gérberain vitro.
Entretanto, citocininas em excesso podem induzir a
formagdo de tufos, plantulas anormais, e com baixo
potencial para serem aclimatizadas. Os tufos séo
caracterizados por grande nimero de folhas, com
peciolo curto e pequena lamina foliar, 0 que causa
anomalias em plantulasin vitro. Este fator causa perda
de até 30% na producdo de mudas de gérbera durante
0 processo da propagacdo in vitro e na aclimatagéo.

Por outro lado, apesar darelac&o direta das auxinas
com a inducéo de formagéo 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), reduzindo os problemas
com aformagéo de tufos durante a fase de multiplicagdo
de vérias espécies.

O abjetivo deste trabalho foi comparar o efeito de
diferentes combinacgGes de auxina (AlB) com duas
fontes de citocinina (BAP e kinetina) no
desenvolvimento in vitro de brotos de gérbera
variedade Ornela

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais do Departamento de
Fitotecnia do Instituto de Agronomia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro.

Utilizou-se plantul as de gérbera da variedade Ornela
implantadasin vitro, enraizadas, com cerca de 3,5 cm
de altura, repicadas por duas vezes seguidas, com
intervalo de 30 dias cada, para meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962) sem substancias
reguladoras de crescimento, a fim de uniformizar as
plantulas e eliminar residuos de fitorreguladores
utilizados nas fases anteriores.

Foram realizados dois experimentos, um utilizando
BAP como fonte de citocinina e o outro utilizando
kinetina. Os experimentos foram implantados 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 €4,0 mg.Lt de BAP ou kinetina) e trés
niveis de auxina (0; 0,05 e 0,5 mg.L* de AIB), com
quatro repetices e um frasco contendo seis explantes
por cada unidade experimental.

O meio de cultura utilizado continha os sais do meio
MS, vitaminas (2 mg.L* de glicing; 0,5 mg.L* de &cido
nicotinico; 0,5 mg.L* de piridoxina e 0,1 mg.L* de
tiamina), 100 mg.L* deinositol, 30 g.L ! de sacarose,
suplementado com as diferentes combinacdes dos
fitorreguladores propostas, na consisténcia semi-
solidacom 7 g.L de &gar, e 0 pH gjustado a 5,7 antes
da autoclavagem.

Inoculou-se seis explantes em frascos de vidro, com
capacidade de 600 mL, contendo 50 mL de meio de
cultura. Posteriormente os frascos foram vedados com
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filme de polietileno e, em seguida, transferidos a sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz ao
dia, luminosidade em torno de 45 pmol.m?s?, e
temperatura de 25+3°C, permanecendo até o final do
experimento.

Oito semanas apds a implantacdo do experimento
coletou-se dados referentes a taxa de sobrevivéncia,
namero de brotos formados por cada explante,
comprimento médio dos brotos e % de explantes
enraizados.

Os dados foram submetidos a ANOVA (5% de
probabilidade) e realizada andlise de regressao para
mostrar tendéncia de resposta nos niveis de citocinina
estudados.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Todas as combinagdes entre os niveis de auxina e
de citocinina estudadas, apresentaram condicdes
satisfatorias para a manutencdo das culturas in vitro,
totalizando 100% de sobrevivéncia em todos os
tratamentos.

Nas duas fontes de citocinina, BAP ou kinetina, o
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namero de brotos, comprimento dos brotos e
percentagem de enraizamento, ndo apresentaram
diferencas significativas em funcéo da interacdo dos
niveis destes com os de auxina. Quando se utilizou,
kinetina todas as plantul as enraizaram.

A figura 1 representa o desenvolvimento de
explantes de gérbera, variedade Ornela, mantidos em
diferentes combinactes de AlB e BAP, demonstrando
gue a ocorréncia de proliferacédo de brotos, formagado
de raizes ou de ambos 0s processos regenerativos,
depende do balanco entre auxina e citocinina.

Na presenca de BAP o nimero médio de brotos
obtidos foi significativamente maior, cerca de cinco
vezes, que na auséncia deste fitorregulador e nos niveis
de kinetina estudados (Figura 2). O aumento do nivel
de BAP até 1,0 mg.L* favoreceu ao incremento do
nimero médio de brotos, apresentando tendéncia de
reducéo na concentracdo de 2 mg.L %, permanecendo
estavel até 4 mg.L! (Figura 2). 1sso mostra que os
balancos formados com 0,5 ou 1,0 mg.L* de BAP foram
suficientes para induzir a diferenciacdo de gemas
vegetativas; acima destes valores ha uma ligeira
tendéncia de redugcdo no numero de gemas
diferenciadas, o que pode ser um efeito inibitorio dos
dois maiores niveis de BAP estudados.

| SN

Figura 1 - Efeitos de diferentes balancos entre AIB e BAP na proliferagdo, no desenvolvimento de gemas vegetativas
e nadiferenciacéo de raizes em explantes de gérbera variedade Ornela oito semanas apés aimplantacdo

do experimento.
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Figura 2 - Efeito do nivel e do tipo de citocinina na proliferacdo de brotos em explante de gérberavar. ‘Ornela’,

independente do nivel de AIB, oito semanas apds aimplantagdo do experimento.

Os niveis de AIB estudados néo influenciaram a
proliferagdo de brotos. Barbosaet a., (1993), também
verificaram que a presenca de auxina (AlA) no meio de
cultura ndo influenciou no nimero total médio de
folhas novas com comprimento maior que 1,0 cm por
explanteinicial.

Conforme Murashige et al., (1974), o uso de auxina
durante afase de multiplicagdo de gérberain vitro nem
sempre € necessario, entretanto, o uso de AlA na
concentragdo de 0,5 mg.L* tem sido utilizado, umavez
gue parece aumentar o vigor das plantulas.

No experimento com kinetina como fonte de
citocinina, o nimero médio de brotos obtidos em cada
explante foi inferior aos nimeros obtidos na presenca
de BAP. Com o incremento da concentracdo de kinetina
também houve um ligeiro aumento no namero de
brotos, apesar de inferior ao obtido com BAP como
fonte de citocinina (figura 2).

Para a multiplicagcdo de bananain vitro utilizando
diversas fonte de citocinina, Arinaitwe et a., (2000)
verificaram que, apesar do numero de brotos ser
diferente, as concentracdes de BAP e KIN para obter
maior nimero de brotos foram equivalentes (20,9 mM).
No entanto, quando consideraram o custo do meio
MS mais as citocininas utilizadas para produzir um
broto, verificaram que o BAP foi mais econdmico (U$
0.79 centavos) que KIN (U$ 1.12 centavos). Desta
forma, os resultados apresentados neste trabalho
confirmam que o uso de BAP é o tratamento mais
eficiente e econdmico para a obtengdo dos melhores
resultados na multiplicagéo in vitro.

Pierik et al., (1982) eBarbosaet al., (1993) citam
gue é fundamental o uso de citocinina no meio de
cultura para obter 6timas taxas de multiplicagdo. No
entanto, Topoonyanont et al., (1999) citam que apesar
da adicdo de citocininaao meio de cultura ser utilizado
para aumentar a proliferacdo de brotos em culturas de
gérberain vitro, seu excesso pode induzir aformagao
de tufos, plantulas anormais e com baixo potencia para

serem aclimatizadas. No presente trabalho
caracteristicas semel hantes a estas foram observadas
nos maiores niveis de BAP (2,0 e 4,0 mg.L™1),
demonstrando que estes niveis estdo acima do nivel
6timo para produzir pléantulas com ato potencial para
ser aclimatizadas. O menor nivel de BAP estudado (0,5
mg.L?) foi suficiente para induzir os melhores
resultados quanto a proliferacdo de brotos (Figura 2).

Comparando-se 0 nimero de brotos por explante
obtido no experimento utilizando BAP como fonte de
citocinina, com resultados encontrados na literatura,
verifica-se que o rendimento, através da taxa de
multiplicacdo obtida, foi superior aos trabalhos
encontrados na literatura com outras variedades
(Murashigeet al., 1974; Pierik et al., 1982; Laliberté et
al., 1985; Barbosaet al., 1993). Deve-se ressaltar, ainda,
gue os niveis de citocinina, na maioria das vezes
kinetina, utilizados na literatura séo superiores a 0,5
mg.L1, concentracdo que apresentou os melhores
resultados, no presente estudo.

De acordo com a espécie, estadio de
desenvolvimento da cultura e condi¢des ambientais,
dentre outros fatores, cada fitorregulador apresenta
uma concentragdo 6tima para induzir determinada
resposta fisiolégica. Souza (2003) verificou que o
aumento da concentragdo de BAP até um nivel étimo,
incrementou também o nimero de brotos obtidos em
explantes de arnica (Lychnophora pinaster). Acima
dessa concentracéo, houve ligeira tendéncia de
reducdo no nimero de brotos formados. No trabalho
de Reis (2001) com Catharanthus roseus, também foi
observado que o incremento de fitorreguladores até
uma determinada concentrac&o favoreceu determinadas
respostas, acimadesta, ocorreram efeitosinibitérios.

A diferenciacéo de raizes foi predominante na
auséncia de citocinina, ocorrendo acima de 90% de
enraizamento das brotacfes. Janapresencade BAP, 0
menor nivel (0,5 mg.L?) reduziu para abaixo de 10% e o
maior nivel (4,0 mg.L?) inibiu completamente a
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diferenciacdo de raizes, o que resultou em diferengas
significativas em relacéo ao controle. Nao foram
encontrados model os de regresséo significativos para
mostrar a tendéncia de resposta do percentual de
enraizamento. Na presenca de kinetina néo foi
verificada diferenca significativa entre seus diferentes
niveis, ocorrendo enraizamento em todas as plantulas.

No trabalho de Barbosa et al., (1993) com a cv.
Appelbloesem, foi observado que na auséncia de BAP
as culturas apresentaram 100% de enraizamento, nos
diferentes niveis de AlA utilizados, a mesmatendéncia
sendo observada para a variedade Ornela neste
trabal ho.

Na presencade BAP o inicio da diferenciagdo de
raizes somente foi observado, cerca de trés semanas
apo6s aimplantacéo do experimento, enquanto que na
auséncia deste regulador de crescimento, bem como
nos diferentes niveis de kinetina, logo apés a
implantacdo do experimento. Desta forma, no presente
trabalho, a kinetina como fonte de citocinina
demonstrou menor eficiéncianaindug&o de proliferacéo
de brotos assim como na inibi¢do da diferenciacéo de
raizes em explantes de gérbera, variedade Ornela.

Blakesley et a., (1991) trabalhando com gérbera,
verificaram que amaior parte do BAP adicionado ao
meio de cultura acumul ou-se nas culturas nos primeiros
20 dias, mostrando que, caso as células em estudo
apresentem competéncia para diferenciacdo, este
periodo € suficiente parainduzir determinados eventos
fisiologicos. No entanto, logo apds a inducgéo e
posterior desenvolvimento da parte aérea, estas
passam a ser novos sitios de sintese de auxina (Davies,
1995), podendo alterar o nivel enddgeno e, em seguida,
disparar uma série de eventos fisiol 6gicos dependentes
de balangos favoraveis a auxina, incluindo a
diferenciacdo de raizes.

Em relagéo a diferenciacdo deraizes, Grattapaglia
& Machado (1998) citam que entre as diversas variavels
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gue interferem no enraizamento, o tipo e a concentragéo
das auxinas s@o as que, em geral, mais influenciam
nesta resposta.

O fato de ndo se observar diferenca significativa
para adiferenciagcdo de raizes nos niveis de AIB e na
interacdo destes com os de BAP e kinetina, pode estar
relacionado a hipdtese de que esta espécie apresenta
elevado nivel enddégeno de auxina e facilidade de
enrai zamento, uma vez gue este evento ocorreu mesmo
na auséncia de auxina exégena. Sriskandaragjah et al.
(1982), com experimentos in vitro, verificaram que
gemas de maga (Malus pumila), ap0s varias repicagem
em meio suplementado com benziladenina aumentaram
a capacidade de enraizamento. Considerando que 0s
explantes de gérbera var. ‘Ornela utilizados nesse
experimento terem sidos repicados vérias vezes, na
maioria das vezes para meio com citocining, durante a
fase de multiplicacéo, este mesmo evento pode ter
ocorrido.

Em algumas espécies a formac&o de raizes ocorre
espontaneamente. A ocorréncia deste fato,
provavelmente deve estar associada a presenca de
primordios radiculares ja existentes nos explantes e
gue quando mantidos em condic¢des favoraveis,
somente ocorre o desenvolvimento destes (Van Staden
& Harty, 1988)

Em relac8o ao comprimento médio das brotagoes,
somente no experimento com BAP como fonte de
citocinina, foram observadas diferencas significativas
entre as concentracdes utilizadas. Com o incremento
do nivel de BAP, também aumentou a tendéncia de
reducdo naalturadas brotagtes, sendo que as maiores
brotagcbes foram observados na auséncia de BAP
(Figura 3). No experimento com kinetina ndo foram
verificadas diferencas significativas no comprimento
médio das brotacdes (altura das pléantulas),
apresentando comprimento médio maior que o
observado nos niveis de BAP (Figura 3).

BAP —s—KIN
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Figura 3 - Efeito do tipo e do nivel de citocininano comprimento dos brotos de gérberavar. ‘Ornela’, independente
do nivel de AIB, oito semanas apds aimplantacdo do experimento (barranavertical das médias com KIN

mostra o desvio padr&o).
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As citocininas inibem a dominancia apical (Davies,
1995), reduzindo o comprimento das plantulas. Em
trabalhos com culturade tecidos vegetais, as auxinas,
em alguns casos, podem ser utilizadas para estimular
o crescimento da parte aérea (Eapen et al., 1998). No
entanto, na presenca dos maiores niveis de BAP, os
niveis de AIB utilizados n&o induziram tal
caracteristica. 1sso possivelmente ocorreu devido aos
niveis exégenos de auxina utilizados néo terem sido
suficientes para alterar os niveis endégenos, ou a
presenca de BAP inibiu o efeito da auxina. O
alongamento de brotos de gérbera in vitro pode ser
estimulado ou inibido com o uso de giberelinas,
dependendo daformautilizada (Topoonyanont et al .,
1999).

Apesar de ndo verificar diferenca estatistica
significativa entre os niveis de AIB, e ndo ter sido
realizada nenhuma avaliacdo em relacdo aqualidade
das plantulas, as combinagdes de 0,0 € 0,5 mg.L* de
BAP com 0,5 mg.L? de AIB apresentaram melhores
caracteristicas paraamultiplicacdo da variedade Ornela
(Figural).
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