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RESUMO

Objetivou-se determinar um protocolo de micropropagagdo por organogénese indireta em capitulos florais de gérbera (Gerbera
Jjamesonii Adlam) e comparar as caracteristicas anatomicas de folhas de gérbera obtidas in vitro com as mantidas em condicdes in vivo.
Capitulos florais de gérbera foram utilizados como fonte inicial de explantes para a inducdo de calos e regeneracdo. As brotacdes
obtidas foram enraizadas in vitro e, apés 30 dias, as plantulas foram aclimatizadas. Posteriormente, foram realizados estudos
anatOmicos de folhas provenientes do cultivo in vivo e in vitro. Obtiveram-se em média 3,2 brotagdes e 6,6 folhas a partir da indugdo
de calos em capitulos florais de gérbera. Foi observada a formagao de raizes na auséncia e na presenga de ANA, obtendo-se 100% de
enraizamento. A suplementacio do meio de cultura com doses crescentes de ANA promoveram um aumento linear no nimero de
raizes e no comprimento médio de raizes. As plantulas provenientes do cultivo in vitro apresentaram taxa de 100% de sobrevivéncia
na aclimatizac@o. As estruturas foliares desenvolvidas in vivo apresentaram as epidermes adaxial e abaxial, parénquimas pali¢ddico e
esponjoso mais espessos que no cultivo in vitro. O sistema vascular em folhas produzidas in vivo é mais desenvolvido que in vitro.

Termos para indexac¢io: Micropropagacdo, Aclimatizagio, Gerbera jamesonii.

ABSTRACT

The objective was to determine a micropropagation protocol for indirect organogenesis and to compare the anatomical
characteristics of leaves of gerbera (Gerbera jamesonii Adlam) obtained in vitro with the leaves maintained in vivo conditions.
Capitulum explants of gerbera were taken as an initial source of explants to induce callus and regeneration. The obtained shoots were
rootted in vitro and after 30 days seedlings were acclimatized.Thus, anatomical studies of leaves originating from of the in vivo and
in vitro cultivation were taken. On average it was obtained 3,2 shoots and 6,6 leaves from the induction of callus in capitulum explants
of gerbera. The formation of roots was observed in the presence and absence of NAA, obtaining 100% of rooting. The supplementation
of NAA to the medium promoted a linear increase in the number of roots and in the mean length of roots. Seedlings from the in vitro
cultivation showed rate of 100% of survival in the acclimatization. The foliar structures developed in vivo showed adaxial epidermis,
palisade parenchyma, spongy parenchyma and abaxial epidermis thicker than in the in vitro cultivation. The vascular system in leaves
produced in vivo is more developed than in vitro.

Index terms: Micropropagation, Acclimatization, Gerbera jamesonii.

(Recebido em 8 de setembro de 2005 e aprovado em 30 de outubro de 2006)

INTRODUCAO

A gérbera (Gerbera jamesonii Adlam) é uma espécie
ornamental da familia Asteraceae, cujas flores sdo utilizadas
para corte e vaso sendo vendidas no comércio com grande
importancia econdmica. Sua propagacio natural pode ser
feita por meio de sementes ou por divisdo de touceiras.
Ambos os métodos sdo inconvenientes quando pensa-se
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em propagacdo em ambito comercial, pois, suas sementes
originam progénies desuniformes pela alogamia da espécie
e a divisdo de touceiras dissemina e acumula doencas por
meio de sucessivas geragdes (PIERIK et al., 1975).

O emprego da cultura de tecidos tem sido crescente
para essa herbacea, tornando-se uma alternativa bastante
vidvel para sua propagacdo assexual. O método mais
indicado para o estabelecimento inicial da cultura é o que
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emprega meristemas. Entretanto, ele demanda um grande
nimero de plantas adultas, que sdo destruidas para o
fornecimento de explantes iniciais. Dessa forma, a utilizagio
de explantes como capitulos florais, surge como uma
alternativa de propagacio in vitro de gérbera. Nesse caso,
as plantas matrizes podem vir a emitir novas flores que
servirdo como fonte de explantes (REZENDE, 2005).

A organogénese in vitro envolve uma variedade
de seqiliéncias complexas de desenvolvimento,
resultantes da manipulagdo experimental de partes de uma
planta, culminando na formagao de primdrdios de 6rgaos
ou plantas inteiras (HICKS, 1980). Quando a
organogénese ocorre a partir de tecidos do explante ou
de pequenas proliferacdes dos mesmos, ainda sobre o
explante inicial sem a formagdo do calo, denomina-se
organogénese direta. A via indireta é caracterizada quando
a organogénese ocorre a partir de calos isolados do
explante inicial (STIRMART, 1986). A organogénese
envolve a diferenciacdo de brotacdes e raizes durante o
desenvolvimento vegetal. As brotacdes sdo induzidas em
um meio de cultura enriquecido com citocininas e enraizadas
em um meio contendo auxina (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). As auxinas mais utilizadas para a
inducdo de raizes in vitro sdo o 4cido indol-3-acético (AIA),
acido naftaleno-acético (ANA) e o acido indol-butirico
(AIB), sendo esses normalmente utilizados em baixas
concentracdes no meio de cultura (GEORGE &
SHERRINGTON, 1984; ZIMMERMAN, 1981). Certas
espécies enraizam com dificuldade, ou ndo enraizam,
mesmo na presenga de auxinas. Para algumas espécies
dispensa-se o uso de auxinas no seu enraizamento (ROHR
& HANUS, 1987).

Ap0s a etapa de enraizamento in vitro as plantulas
sdo aclimatizadas normalmente em ambiente com alta
luminosidade e baixa umidade. A aclimatizag¢do envolve o
transplantio da plantula da condi¢do in vitro para a casa-
de-vegetacdo o que, geralmente, ¢ uma fase critica e que
pode ser fator limitante para o processo de
micropropagacdo de algumas espécies (TORRES et al.,
1998). Varios fatores estdo envolvidos na morte ou
sobrevivéncia das plantulas durante a aclimatizag@o, tais
como o gendétipo, estresse hidrico, alteragdo do
metabolismo heterotréfico para autotréfico, infecgdo por
patégenos e o estresse pela alteragdo na radiacdo. O
ambiente de cultivo pode afetar e conduzir a diferentes
atividades enzimadticas, resultando em varias mudancgas
nos processos metabolicos da planta (DEBERGH &
MAENE, 1981).

A desordem estrutural e funcional nas plantulas in
vitro € resultado de complexos e multiplos fatores do meio

z

de cultura. A conseqiiéncia, ¢ uma baixa taxa de
sobrevivéncia das plantas quando transferidas para
condicdes ex vitro (ZIV, 1987). Pasqual et al. (1997) afirmam
que, durante o processo de transferéncia para a condigéo
ex vitro, a cuticula é freqlientemente menos desenvolvida
em razdo da umidade relativa no interior dos frascos ser
relativamente alta. Como conseqii€ncia, ocorre elevada
perda de dgua durante o processo de aclimatizagdo. As
modificagdes manifestadas, principalmente nas folhas,
afetam os principais processos executados por elas, ou
seja, a fotossintese e as trocas gasosas. O ambiente de
cultivo pode afetar e conduzir a diferentes atividades
enzimaticas, resultando em vérias mudangas nos processos
metabdlicos da planta (DEBERGH & MAENE, 1984).

Dessa forma, a avaliacdo das mudangas estruturais
que ocorrem em um tecido ou 6rgdo formado em condicdes
in vitro € de grande valia para se descobrir a real eficiéncia
do processo organogenético e a funcionabilidade do novo
6rgdo, tornando-se pré-requisito indispensavel para o
desenvolvimento de protocolos de micropropagacido de
plantas (SOARES, 2003).

Objetivou-se, no trabalho, determinar um protocolo
de micropropagacgdo por organogénese indireta em
capitulos florais de gérbera e comparar as caracteristicas
anatOdmicas de folhas de plantas obtidas in vitro e em
condigdes in vivo.

MATERIAL E METODOS

Organogénese indireta a partir de capitulos florais de
gérbera

Plantas matrizes de Gerbera jamesonii cv. Jaguar
Cream, com aproximadamente 90 dias, foram cedidas pela
empresa Multiflores (Lavras — MG).

Foram coletados capitulos florais, com duas ou trés
fileiras de flores abertas, tendo sido retiradas as ligulas e
todas as flores do centro do capitulo. Em seguida, os
capitulos foram imersos em hipoclorito de sédio (2,0% de
cloro ativo), por um periodo de 60 minutos.

Cada capitulo foi entdo lavado em dgua destilada
por trés vezes, cortado radialmente em quatro partes que
foram inoculadas em meio de cultura MS 50%
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com 3%
de sacarose, 0,7% de agar, adicionando 6,0 mg L-'de BAP
e 0,5 mg L' de AIA (ARELLO, 1998). O pH do meio de
cultura foi ajustado para 6,0 = 0,1 antes da autoclavagem a
121°C, durante 20 minutos.

O experimento foi constituido de 50 tubos de ensaio
com 1 explante por tubo, sendo mantido em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura por um periodo de
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30 dias na auséncia de luz. Posteriormente, foi colocado
para se desenvolver por 50 dias sob fotoperiodo de 16
horas e irradiancia de f6tons de 43 pmol m?2 s,

A avaliacdo da porcentagem de capitulos florais
com formacao de calos foi feita aos 30 e 60 dias apds a
inoculag@o por meio de contagem e andlise qualitativa.

Foi avaliado também, por contagem, o nimero
médio de brotacdes e folhas por explante, 80 dias apds a
inoculagdo.

Efeito de diferentes doses de ANA no enraizamento in
vitro de brotacoes

Brotagdes obtidas a partir de capitulos florais in
vitro, apresentando em média 3 a 4 folhas, foram inoculadas
em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS 50%,
suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de 4gar, 0,1% de
carvdo ativado, contendo diferentes concentracdes de
dcido naftaleno-acético (ANA), 0,0; 2,0 e 4,0 mg L', tendo
o pH ajustado para 5,6 = 0,1. Apds a inoculagdo, os
explantes foram mantidos em sala de crescimento a 25 +
2°C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de fétons de
43 pmol m2 s,

Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des por tratamento
(uma brotagdo/tubo). Trinta dias apds a inoculagdo, foi
avaliada a porcentagem de enraizamento das brotagdes,
por meio de contagem. Das plantas enraizadas, foram
obtidos dados sobre nimero e comprimento médio de
raizes, que foram submetidos a anélise de varidncia. Em
caso de observacdo de diferencas significativas, efetuaram-
se andlises de regressdo.

Aclimatizac@o de plantulas

Apds serem mantidas por 30 dias no meio de cultura
de enraizamento, as plantulas foram transferidas para
tubetes (120 mL), preenchidos com substrato comercial
30/10 da empresa Vida Verde, sendo posteriormente
cobertas com sacos plésticos transparentes para manter a
umidade e mantidas em sala de aclimatizacdo, sob
fotoperiodo de 12 horas e irradidncia de 60 pmol m?2s™'.

Ap6s 14 dias, avaliou-se a taxa de sobrevivéncia
das plantulas, levando-se em consideracio o aspecto
visual das mesmas.

Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vivo ein
vitro

Para as andlises in vivo, folhas completamente
expandidas foram coletadas ao acaso de plantas matrizes de
gérbera cv. Jaguar Cream, com aproximadamente 90 dias,
mantidas em casa-de-vegetacdo, na empresa Multiflores

(Lavras-MG) a 35 + 2°C e 40% de umidade relativa do ar.
Coletou-se também ao acaso, folhas oriundas de plantulas
obtidas pelo cultivo in vitro, na ocasido de transferéncia das
mesmas para a sala de aclimatizacéo. As folhas oriundas de
ambos os cultivos foram conservadas em dlcool 70% (v/v).

De cada tratamento, foram escolhidas ao acaso
cinco plantas e, de cada uma, foi retirada uma folha da qual
foram extraidos segmentos de 0,5cm? da regido mediana.
Os estudos anatdmicos foram realizados com base no exame
microscépico de se¢des obtidas a mdo livre, segundo a
metodologia descrita por Johansen (1940) e Sass (1951). A
coloragdo dos cortes anatdomicos foi efetuada pelo
processo de dupla coloracio com safranina-azul de astra
(BUKATSH, 1972). Foram efetuadas medicdes de
espessura das epidermes adaxial e abaxial e dos
parénquimas esponjoso e pali¢addico, com auxilio de lente
ocular micrométrica, em microscépio de campo claro Carl
Zeiss-amjlival. Posteriormente, essas laminas foram
fotomicrografadas utilizando-se um microscépio Olympus
BX 60 e filme ASA 100 colorido.

As medi¢cdes de espessura foram analisadas
utilizando-se delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeti¢cdes por tratamento, sendo cada repeticdo
composta por trés medidas. As médias foram comparadas
pelo teste de F.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Organogeénese indireta a partir de capitulos florais de
gérbera

Apé6s um periodo de 30 dias da inoculagdo inicial
no meio de cultura sugerido por Arello (1998), 76% dos
capitulos florais formaram calos nao havendo formagdo de
calos ap6s esse periodo. Os calos se apresentaram grandes,
claros, nao friaveis e ndo vitrificados.

Esse mesmo meio de cultura, apés um periodo de
80 dias da inoculacdo inicial, foi eficiente em promover a
formacdo de 3,2 brotagdes e 6,6 folhas por explante em
média, a partir da indug@o de calos em capitulos florais de
gérbera.

Esse resultado infere na alta capacidade da gérbera
em formar brotos e folhas a partir da indugdo de calos em
capitulos florais, o que viabiliza a micropropagacdo da cultura.

Pierik et al. (1975) também obtiveram inducio de
calos em capitulos florais de gérbera cv. Fleur e Florence,
deixando-os armazenados 30 dias no escuro e 30 dias na
presenca de luz. Apés um periodo de 60 dias, os autores
encontraram a formacdo de 3 brotos por explante e esse
nimero foi aumentado para 4 com aumento do tempo de
cultivo variando de 80 a 100 dias.
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Efeito de diferentes doses de ANA no enraizamento in
vitro de brotacdes

Observou-se um aumento linear no nimero e
comprimento médio de raizes a medida em que se adotou
maiores concentragdes de ANA adicionadas ao meio de
cultura (Figura 1).

O aspecto visual de uma plantula de gérbera em
meio de cultura para inducdo de enraizamento e enraizada
in vitro observa-se na Figura 2.

Pierik & Sprenkels (1984), trabalhando com as
cultivares Fleur e Florence, utilizando o meio MS
suplementado com AIA nas concentragdes variando de 3
al0mgL'e ANAal ou3 mgL’, observaram que o ANA
proporcionou 100% de enraizamento, com mais raizes por
broto, para ambas as cultivares, em compara¢do com o
efeito do AIA, e que altos porcentuais de brotos
enraizados foram alcangados também com o emprego do

AIA, porém esse ndo apresentou diferenca significativa
no enraizamento, em comparagio com o tratamento sem
auxina.

Aclimatizacio de Plantulas

A cobertura das plantas com sacos plasticos
durante o periodo de aclimatizagdo foi eficiente, ja que a
absor¢do e a perda de 4gua mostraram-se completamente
reguladas, ndo sendo observado estado de murcha durante
o periodo de aclimatizagdo. O porcentual de sobrevivéncia
foi de 100%.

Santana (2003), relata que a manutencao da alta
umidade relativa no microambiente durante a aclimatizagio
de plantulas de Annona glabra L. resulta em um aumento
no porcentual de sobrevivéncia das plantulas.

Aspectos gerais das plantulas de Gerbera
Jamesonii cv. Jaguar Cream, aos 14 dias apds a aclimatizacdo,
podem ser visualizados na Figura 3.
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Figura 1 —Numero de raizes/explante (A) e comprimento médio de raizes (cm) (B) em brota¢des de Gerbera jamesonii cv.
Jaguar Cream, em fung¢do de diferentes concentracdes de ANA.

Figura 2 — (A) - Plantula de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream em meio de cultura para enraizamento, suplementado
com 4,0 mg L''de ANA. (B) - Plantula enraizada em condi¢des in vitro.
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Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vivo ein
vitro

As folhas do cultivo in vitro apresentaram feixes
vasculares do tipo colateral pouco diferenciados, ao
contrdrio do cultivo in vivo, onde esses se apresentam em
maior niimero e grau de diferenciacdo. O nimero de células
do parénquima cortical € maior no cultivo in vivo que no in
vitro. O colénquima estd presente in vivo e ausente in
vitro (Figura4 A e C).

Santos (2001), observou que a nervura central de
folhas de cafeeiro (Coffea arabica L. ‘Rubi’ e Coffea
canephora Pierre ex Froehn ‘Apoatd’), obtidas pelo cultivo
in vitro apresentou células do xilema em menor nimero,
tamanho e espessura que as células do xilema da nervura
central de folhas cultivadas in vivo.

Quanto as segdes transversais das laminas foliares
de gérbera, observou-se que, em ambos os cultivos (in vivo
e in vitro), o mesofilo ja se encontra diferenciado nos dois
tipos de parénquima clorofiliano (parénquima palicadico e
parénquima esponjoso ou lacunoso). O mesofilo é
dorsiventral, apresentando parénquima palicadico na face
superior da 1Amina foliar (adaxial) e parénquima esponjoso
na face inferior (abaxial) (Figura 4 B e D).

No cultivo in vivo, o parénquima pali¢ddico é
constituido de uma a duas camadas de células compactas

e alongadas e o parénquima esponjoso ou lacunoso
constituido de sete a oito camadas de células. J4 no cultivo
in vitro o parénquima palicddico apresenta-se também com
uma ou duas camadas de células, mas em menor grau de
diferenciacdo. O parénquima esponjoso é constituido de
seis a sete camadas de células.

Todas as varidveis analisadas: epiderme adaxial,
parénquima palicadico, parénquima esponjoso e epiderme
abaxial, apresentaram espessura significativamente menor
para o cultivo in vitro em comparago ao cultivo in vivo
(Tabela 2).

Em estudos anatdomicos de murici-pequeno,
Nogueira (2003) também encontrou espessuras
significativamente menores de epiderme adaxial,
parénquima pali¢ddico e epiderme abaxial para o cultivo in
vitro, em relagdo ao cultivo in vivo.

Nota-se ainda que, em ambas as condigdes de
cultivo, as epidermes abaxial e adaxial sdo compostas por
apenas uma camada de células (epiderme uniestratificada),
revestidas pela cuticula, sendo essa mais espessa nas
folhas de plantas cultivadas in vivo.

A presencga da cuticula no cultivo in vitro é fator
importante na micropropagagdo, uma vez que evita a perda
excessiva de dgua da planta para o ambiente e,
conseqiientemente, favorece a sobrevivéncia das plantulas

Figura 3 —Plantulas de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream em aclimatizago.

Tabela 2 — Efeito do tipo de cultivo (in vivo e in vitro) sobre a espessura da epiderme adaxial, do parénquima paligadico,
do parénquima esponjoso e epiderme abaxial de 1aminas foliares de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream.

Espessuras médias observadas (pm)

Tipo de cultivo
Epiderme adaxial

Parénquima palicadico

Parénquima esponjoso  Epiderme abaxial

23,64 a
19,02 b

In vivo

In vitro

71,55 a
61,71 b

144,48 a
126,00 b

17,61 a
15,15 b

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
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Figura 4 — Secdes transversais da nervura central e 1aminas foliares obtidas de folhas de gérbera cultivada in vivo (A e
B) e in vitro (C e D), evidenciando parénquima cortical (Pc), colénquima (Co), epiderme adaxial (Ead), parénquima
palicadico (Pp), parénquima esponjoso (Pe) e epiderme abaxial (Eab). A barra na figura equivale a 50 um.

micropropagadas durante o processo de aclimatizagdo, na
condicdo ex vitro.

As diferentes condi¢des ambientais in vitro e in
vivo podem ter contribuido para justificar as diferencgas
observadas na estrutura foliar.

CONCLUSOES

Obteve-se um protocolo eficiente de
micropropagacdo por organogénese indireta em capitulos
florais de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream, bem como
sucesso na aclimatizag@o de plantulas.

Em gérbera, o sistema vascular em folhas produzidas
in vivo € mais desenvolvido que in vitro.

As estruturas foliares de gérberas desenvolvidas
in vivo apresentam cuticula, epiderme adaxial, parénquima

palicddico, parénquima esponjoso e epiderme abaxial mais
espessos que no cultivo in vitro.
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