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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta dos fitorreguladores benzilaminopurina e dcido
naftalenoacético em diversas concentracdes nos explantes foliares de gérbera para a obtencdo
de calos embriogénicos e a utilizacdo de superdxido dismutases (SOD) como marcador bioguimico
na avaliacdo para selecdo dos calos em Gerbera jamesonii cv. Cherry. As folhas completamente
expandidas foram refiradas das plantas de Gerbera jamesonii cv. Cherry cultivadas em vaso,
desinfetadas, seccionadas em fragmentos de aproximadamente 1cm? e inoculadas em meio de
cultura MS em combinacdo fatorial 5x5 de reguladores de crescimento: benzilaminopurina-BAP
(0,0;0,5;1,0; 2,0 e 4,0 mg.L") e &cido naftalenoacético-ANA (0,0; 0,25; 0,50; 1,0 € 2,0 mg.L"). Os calos
foram avaliados em dois periodos, aos 30 e 60 dias observando-se o crescimento e coloracdo. A
melhores combinacdes de fitoreguladores de crescimento para obtencdo de calos friGveis foram
1,0/1,0 mg L''de BAP/ANA, 1,0/2,0 mg L' de BAP/ANA, 0,5/0,5 mg L' de BAP/ANA respectivamente.
Houve um incremento na atividade enzimdtica da superoxido dismutase (SOD) quando utilizada
a combinag¢do dos fitohormonios 2,0/2,0 € 4,0/1,0 mg L' de BAP/ANA e consequentemente menor
crescimento de calos.

Palavras chave: biorregulador, cultura de tecidos, embriogénese somdatica, planta ornamental

Superoxide dismutase enzyme activity in response to plant hormones
in Gerbera jamensonii

Abstract

The objective of this study was to evaluate best concentrations of phytohormones benzylaminopurine
and naphthalene acetic acid in various concentrations in leaf explants of gerbera for obtaining
somatic embryogenesis and the use of superoxide dismutases (SOD) as a biochemical marker
for the evaluation selection of calluses Gerbera jamesonii cv. Cherry. Fully expanded leaves of
plants Gerbera jamesonii cv. Cherry were submitted to the disinfection, cut in fragments (1cm?) and
inoculated in MS media in a factorial growth phytoregulators combination (5x5): benzilaminopurine-
BAP (0; 0.5; 1.0; 2.0 and 4.0 mg.L") and naphthaleneacetic acid-ANA (0; 0.25; 0.50; 1.0 and 2.0
mg.L"). The calluses were evaluated in two periods at 30 and 60 days observing the growth and
coloration. The best combination of growth phytoregulators to obtain friable calluses were 1.0 /
1.0 mg.L'BAP / NAA, 1.0 / 2.0 mg.L"' BAP / NAA, 0.5 / 0.5 mg.L''BAP / NAA respectively. There was
an increase in the enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD) when used combination of
phytohormones 2,0 / 2,0 and 4,0 / 1,0 mg.L"'BAP / NAA and consequently lower growth of calluses.
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Introdugdo

A gérbera  (Gerbera
Asteraceae) é uma planta semiperene, nativa
da Africa do Sul e Asia e que nos Ultimos anos
feve um crescente interesse pelos fipos de corte,
pois suas flores apresentam boa durabilidade e
uma variacdo de cores que satisfaz os mercados
mais exigentes.

jamensonii,

As plantas tém vdrias maneiras de
reproduzirem e com a ajuda do homem as
possibilidades aumentam. Uma destas € a
reproducdo sexuada que permite uma grande
vantagem seletiva. A diversidade genética pode
servantajosa d populacdo quando o ambiente é
modificado ou quando a populacdo se expande
para novos ambientes. A adaptabilidade
resultante da diversidade genética é a principal
vantagem deste tipo de reproducdo (Purves ef
al., 2005).

A micropropagacdo
principais aplicagcdes da cultura de fecidos,
especialmente  para  plantas  de  dificil
propagacdo pelos métodos convencionais,
como é o caso da Gerbera. O emprego de
cultura de tecidos tem sido crescente para esta,
tornando-se uma alternativa bastante vidvel

€ uma das

para sua propagacdo. As primeiras fentativas
neste sentido foram feitas por Pierik & Segers
(1973) na Holanda, que empregaram a indugdo
em gemas adventicias. Particularmente na drea
de plantas ornamentais onde predominam
plantas hibridas, a clonagem de matrizes
selecionadas tem permitido a uniformizacdo
de época de floracdo, coloracdo, diémetro e
forma das flores.

Trabalhos realizados por Handro & Floh
(1990) relatam que a organogénese é controlada
pela concentracdo e balanco citocinina/auxina
existentes em meio de cultura sendo a citocinina
muito ativa na inducdo e regeneracdo de parte
aérea das pldantulas inibindo a formacdo de
raizes e crescimento de parte aérea. Por outro
lado, estimula a formacdo de gemas axilares, o
que leva a formacdo de calos comandada pela
auxina.

Por isto, € importante estudar certas
enzimas associadas ao estresse causado pelo
excesso de oxidantes no mecanismo de defesa
de plantas. A superdxido dismutase (SOD) tem

um papel importante na ajuda e eliminacdo
dos radicais livres. Assim como o perdxido de
hidrogénio que € altamente tdxico para as
células (Albrecht et al., 2009).
Altas  atividades
relacionadas

de
a uma maior

SOD
producdo de
perdxido de hidrogénio que é molécula chave
para vdrios processos metabdlicos dentro da
célula desde a producdo de radicais livres até
lignificacdo e producdo de compostos fendlicos,
além de atuar como gatilho para as respostas
de resisténcia sistémica adquirida (SAR).

estdo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a
resposta dos fitorreguladores benzilaminopurina
e dcido
concentracdes nos explantes foliares de gérbera
para a obtencdo de calos embriogénicos e
a utiizacdo de superdxido dismutases (SOD)
como marcador bioguimico na avaliacdo para
selecdo dos calos.

naftaleno acético em diversas

Material e Metédos

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Cultura de Tecidos da UNOESTE
Universidade do Oeste Paulista — Presidente
Prudente-SP. O material vegetal utilizado como
matriz foi obtido de Gerbera jamesonii cv. Cherry,
comercializadas em vaso, no Ceasa da cidade
de Presidente Prudente-SP.

Foram selecionadas folhas jovens
completamente expandidas com aparéncia
sauddvel, sem manchas e pragas. As folhas
ao serem retiradas, foram lavadas em dgua
corrente com detergente neutro, transferidas
para c&dmara de fluxo laminar e submetidas &
desinfeccdo com hipoclorito de sédio comercial
(40% v/v) e 100uL de Tween 80 durante 30
minutos. As folhas foram lavadas duas vezes em
dgua destilada, mergulhadas em solucdo estéril
de cisteina (500mg L) dcido ascoérbico, na dose
de (500mg L"), misturados na hora do uso, para
evitar a oxidacdo dos tecidos e foram cortadas
em pecas de 1cm?.

Os fragmentos foram incubados em
placas de Petride 10 cm de di@metro, contendo
reguladores de
crescimento vegetal para selecdo dos explantes.
Os fragmentos ndo contaminados ou oxidados

foram utilizados para a incubacdo no meio de

meio MS sem adicdo de
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cultura contendo reguladores de crescimento
vegetal em diferentes concentracdes
constituiram os tfratamentos.

que

O meio de cultura ufiizado foi MS
(Murashige & Skoog, 1962) modificado,
suplementado com 20g L' de
solidificado com 2,0g L' de PhytagelPe pH 5,8.
Os frascos do tipo maionese, 269 unidades,
contendo 50 mL de meio, foram autoclavados
por 20 minutos a 121°C e 1 atm de pressdo. O
delineamento experimental foi infeiramente
casudlizado e os fratamentos foram instalados

sacarose,

em fatorial 5 x 5 sendo considerados como
fatores as concentracdes de benzilaminopurina
(BAP: 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 40mg /L") e d&cido
naftalenoacético (ANA: 0,0; 0,25; 0,50; 1,0 e
2,0mg L") com dez repeticdes de dois explantes
por frasco. Os frascos permaneceram em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas
e temperatura 25+ 2°C. Apds 30 dias, os calos
obtidos foram medidos, classificados por cor e
transferidos para meio de cultura novo, com as
mesmas caracteristicas do anterior, e mantidos
por mais 30 dias; ao final dos 60 dias se refizeram
Os

receberam notas quanfo a
coloracdo (1 - branco, 2 - amarelo, 3 - verde e 4
- marrom), e foram mantidos em cultura por dois
periodos: 30 e 60 dias apds inoculacdo no meio
conforme Termignoni (2005).

A determinacdo da atividade da
superdxido dismutase (SOD) foi realizada pela
adicdo de 50uL de extrato bruto a uma solucdo
contendo 13mM de metionina, 75uM de NBT,
100mM de EDTA e 2uM de riboflavina em 3,0mL
de tampdo fosfato de potdssio 5mM, pH7,8. A
reacdo foi iniciada pela iluminacdo dos tubos,
em c@mara composta por tubos fluorescentes,
a 25°C. Apds 15 minutos de incubacdo, o final
da catdlise foi determinado pela interrupcdo
da luz. O composto azul formado (formazanaq)
pela fotorreducdo do NBT foi determinado pela
leitura em espectrofotédmetro a 560nm. Os tubos
considerados brancos para andlise receberam
0s mesmos reagentes, porém foram mantidos
cobertos com papel aluminio e abrigados da luz.
Para cdlculo da atividade especifica da enzima,
considerou-se a porcentagem de
obtida, o volume da amostra e a concentracdo

as medidas. calos foram classificados

visualmente e

inibicdo

de proteina na amostra (ug/uL). Cada 50%
de inibicGo de fotorreducdo representa uma
unidade de SOD, sendo que esta foi definida
como a quantidade de enzima requerida para
inibir 50% da fotorreducdo do NBT.

Para a andlise estatistica foi utilizado
o teste t de Student para comparar as médias
amostrais; para andlise de correlacdo simples
entre as varidveis:
(SOD), tamanho,
se o programa Assistat 7.6 Beta; e o software
GraphPad Software versdo 3.05, 32 bit for Win
95/NT (Copyright © 1992-2000)foi utilizado para
gerar os graficos.

superodxido dismutase
friabiidade e cor utilizou-

Resultados e Discussao

Os resultados apresentados na Tabela
1 mostraram que os melhores desempenhos
foram apresentados com as combinacodes:
1,0mg.L" de BAP + 1,0mg.L" de ANA, isto é, o
maior desenvolvimento de calo em tamanho,
atingindo a média de 2,83 cm seguidos pelos
fratamentos de 0,5mg.L" de BAP + 2,0mg.L"' de
ANA, 1,0mg.L" de BAP + 2,0mg.L" de ANA, no
periodo de 30 e 60 dias de cultivo. Os tratamentos
apresentaram  diferencas  significativas
tamanho, devido ao tempo de contato com
0s meios de cultura contendo combinacdes
diferentes concenfracdo dos fitorreguladores
citocinina/auxina conforme apresentado na
Tabela 1. Resultados semelhantes foram obtidos
por Silva et al., (2003) em que calos de carqueja
(Baccharis  sp., Asteraceae) sbé cresceram
quando cultivados em meio de cultura contendo
ANA conjuntamente com benzilaminopurina
(BAP). Rezende et al. (2008), trabalharam com
o regulador ANA no cultivo de capitulos florais
de Gerbera jamesonii e obtiveram formacdo de
calos grandes, utilizando o meio de cultura MS, o
que demonstra a possibilidade de formacdo de

no

brotos e folhas.

Segundo Huetteman & Preece (1993)
e Laszloffy et al. (1992) a alta concentracdo
induz a formacdo
excessiva de calos. A formacdo de calos em
discos foliares como observado neste trabalho é

de citocininas no meio

fato bem documentado em cultura de tecidos
sendo comum em vdrias espécies como Smilax
japecanga (Smilacaceae) e Coffea arabica
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(Rubiaceae) (Santos et al., 2005) e Passiflora
suberosa (Passifloraceae) (Monteiro et al., 2000).

Tabela 1. Tamanho (cm) dos calos em explantes de
Gerbera jamesonii cv. Cherry culfivados em meio MS
acrescido de diferentes concentracdes de BAP e ANA
aos 30 e 60 dias. Presidente Prudente-SP.

Fitorreguladores Calogénese (cm)

Meio
Basico  ( 0T1) (molY) dias dis Média
0 0 0 0
025 167 100 133
0 05 18 200 192
0 0 o0 0
20 1,67 267 217
0 0o 0 0
025 167 200 183
05 05 183 267 225
10 1,67 300 233
20 200 300 2,50
0 o 0 0
025 100 200 1,50
MS 1.0 05 133 233 183
10 267 300 283
20 200 300 250
0 0o 0 0
025 150 233 192
2,0 05 167 200 183
10 200 200 200
20 1,00 1,00 100
0 0o 0 0
025 100 100 100
40 05 100 100 1,00
10 117 200 158
20 1,50 300 225
Média - - 121 164 142
cv i -~ 065 069 066

Os valores médios dos tamanhos dos calos avaliados aos 30 e 60 dias € significativo pelo
teste t de Student ao nivel de decis@o a=1 (p <0,01).

Os calos formados apresentaram
variacdo de cores nos fratamentos 2,0mg.L" de
BAP+2,0mg.L"de ANA, 0,5mg.L"deBAP+0,5mg.L-
' e 1,0mg.L" de BAP + 1,0mg.L" de ANA (Tabela
2); os calos mais claros, brancos até amarelos
ou verdes claros foram mais friGiveis, ou seja,
com maior potencialidade para embriogénese.
Tais calos apresentaram embrides em diversos
estdgios de maturacdo inicial com células com
divisdo assimétrica, embrides em estdgios iniciais
multicelulares e embrides somdaticos cordiformes.
Os calos, marrons e verdes escuros, tendem a ser
mais duros, se mostrando menos fridveis.
Cerqueira et al., (2002) observaram que
a coloracdo e a consisténcia de calos de erva-
de-touro (Tridax procumbens L., Asteraceae),

cultivados in vitro, dependeram tanto da

concenfracdo como do tipo de regulador
de crescimento utilizado no meio de cultura,
sendo a cor verde a mais predominante, e estd
relacionada aos reguladores ANA e BAP.

Na Tabela 2 observou-se que em quase
todos os explantes foliares de gérbera ocorreu
a formagcdo de calos fridveis ou vitrificados,
fratamentos sem auxina ndo induziram calos.
Tabela 2. Coloragdo e friabilidade dos calos em
explantes de Gerbera jamesonii cv. Cherry, cultivados

em meio MS acrescido de diferentes concentracdes
de BAP e ANA aos 30 e 60 dias. Presidente Prudente-SP.

Tratamento -
Coloragdo Friabilidade
BAP  ANA
(mglL?) 30dias 60dias 30dias 60 dias
0 0 Oe Oc 0d od
0 0,25 1,66d 3,49 0,49c 1,82b
0 0,5 1,69d 3.49¢° 0,49c 1,50b
0 1.0 Oe Oc 0d od
0 2,0 2,61c 3,49 0,49c 0,49c
0,5 0 Oe Oc 0d od
0,5 0,25 3.33b 3.49¢° 1,62b 1,50b
0,5 0,5 3,49b 3,49° 2,31a 2,50°
0,5 1,0 3.49b 2,50b 2,31a 1,50b
0,5 2,0 3.49b 2,50b 2.31a 1,50b
1.0 0 Oe Oc 0d od
1.0 0,25 3.33b 2,50b 2,31a 1,50b
1,0 0,5 3.33b 2,50b 2,50a 1,50b
1.0 1.0 3,80a 2,50b 2,31a 1,50b
1.0 2,0 3.49b 3,49 2.31a 1,50b
2,0 0 Oe Oc 0d 0od
2,0 0,25 3.49b 3.,49° 2,31a 1,50b
2,0 0,5 2,65¢c 3.49¢° 2,50a 1,50b
2,0 1.0 2.50c 3,49 2,50a 0,49c
2,0 2,0 3.97a 3.49° 2,31a 1,50b
4,0 0 Oe Oc 0d od
4,0 0,25 3.49b 3.49¢° 2,31a 1,50b
4,0 0,5 3,49b 3,49 2.31a 1,50b
4,0 1.0 3.49b 3.49° 2,31a 1,50b
4,0 2,0 3.49b 3.49¢° 2,31a 1,50b
Média 2,80 2,84 1,52 1,56
CV 7.32

Para as médias de coloracdo e friabilidade foram atribuidas Notas segundo os seguintes
critérios de Coloragdo: 1 branco, 2 amarelos, 3 verdes e 4 marrons. Para Friabilidade
foram: 1 vitreo, 2 intermedidrios e 3 frigvel. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
entre si pelo de Teste de Student a 5%de probabilidade

A ocorréncia de calos fridiveis, segundo
Cid (1998), pode ser devida a relagcdes mais
elevadas auxina/citocinina, ou pelo fato de os
calos terem sido cultivados em presenca de luz,
conferindo, geralmente, maior friabilidade que
os cultivados em auséncia de luz. Resultados
semelhantes foram observados por vdarios autores
para outras espécies de plantas, como Ambrosia
tenuifolia Spreng (Asteraceae) (Goleniowski et
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al., 1992;).

Os resultados observados na Figura 1
demonstram que houve um incremento nos
valores médios da atividade enzimdtica da
superoxido dismutase (SOD) quando utilizado a
BAP
+ 2,0mg.Ll" ANA seguida pela combinacdo de
4,0mg.L" de BAP + 1,0mg.L" ANA aos 30 e 60
dias de cultivo; enquanto os menores valores da
atividade enzimatica da SOD foram encontrados
nos fratamentos 0,0mg.L"' de BAP + 0,25mg.L"' de
ANA. Estes resultados corroboram com as varias

combinacdo dos fitohormonios 2,0mg.L!

pesquisas que constataram que as espécies
reativas ao oxigénio levam a uma alteracdo no
padrdo de expressdo de proteinas e enzimas das

120

—_
(=3
(=]

U SOD . ug prot-1
oo
S

plantas, podendo ocorrertanto dinibicdo quanto
a inducdo da biossintese de determinados
proteicos (Soares & Machado
2007). Quando o sistema de defesa induzido é
ativado, ele inclui a rapida geracdo de espécies
reativas de oxigénio, alteracdes em polimeros da
parede celular, sintese de metabdlitos de baixo
peso molecular e a producdo de novas classes
de proteinas relacionadas com a defesa celular
(Shewry & Lucas 1997). Tem sido relatado que
as atividades da superdxido dismutase (SOD),
peroxidase (POD), catalase (CAT) e peroxidase
do ascorbato (APX) foram significativamente
maiores em tecidos hiperidricos que em tecidos
normais (Wu et at., 2009).

constituintes

[0 60 dias de cultivo

W 30 dias de cultivo

Doses (mglL?)

Figura 1. Atividade da SOD em calos de gérbera avaliados aos 30 dias de cultivo e apds serem submetidos a
estresse hidrico aos 60 dias de cultivo. O Teste t mostra que a médias entre os fratamentos é significativa com p

< 0,05 e com intervalo de confianca de 95%. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si

Na Figura 2 pode ser observado os
valores médios da porcentagem da atividade
especifica da SOD aos 30 e 60 dias de cultivo e
verificou-se que a atfividade da SOD apresentou
as maiores medias aos 60 dias de cultivo. Estes
dados estdo em conformidade com Dewir et al.,
(2006) que observaram que as plantas possuem
um complexo sistema antioxidativo constituido
por enzimas e metabdlitos antioxidativos que
podem ser capazes de prevenir o acumulo de
espécies reativas ao oxigénio (ERO) e o estresse
oxidativo (Saher et al., 2004). Problemas relativos
d qualidade fisioldgica de plantas, células,

tecidos e érgdos cultivados in vitro, tais como
hiperidricidade, uso de fitohormdnio tém sido
diagnosticados como consequéncia de estresse
oxidativo ocasionado por
abidticos que acarretam o acumulo de espécies
(Cassells & Cury
2001). As enzimas e os metabdlitos do sistema
antioxidativo sdo bastante sensiveis as condicoes

diversos fatores

reativas de oxigénio (ERO)

de estresse abidtico servindo como sinalizadoras
do estresse. O melhor entendimento das bases
fisioldgicas e bioquimicas em relacdo a reacdo
ao estresse é de grande interesse para prevenir
anormalidades (Wu et al., 2009).
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Figura 2. Atividade da SOD em calos de Gerbera jamesonii cv. Cherry, avaliados aos 30 e 60 dias
de cultivo (30 dias de cultivo 52,63 + 23,46 e 60 dias de cultivo 68,32 + 23,29). Presidente Prudente-

SP.

Os resultados apresentados na Tabela
3 mostram que houve uma correlacdo positiva
entre todas as varidveis analisadas. Assim, a
atividade da enzima superdxido dismutase estd
ligada ao crescimento, friabilidade e coloragcdo
do calo. O crescimento de células e calos em
cultura de tecidos ocorre em ritmo acelerado,
O que geraria uma maior concenfracdo de
radicais livres estimulando a sintese de enzimas
antfioxidantes, os quais teriam entdo dupla
de desintoxicacdo
moléculas para biossintese celular. Todavia,

finalidade e fornecer

isto poderia levar a um desequilibrio celular
favorecendo o escurecimento dos calos pela
formacdo e acdo dos compostos fendlicos,

tornando os calos extremamente vitreos pelo
possivel aumento de lignina.

Tabela 3. Andlise de correlacdo simples entre as
varidveis Atividade de SOD, Tamanho, Friabilidade
e Cor de calos de explantes foliares de Gerbera
jamesonii, obtfidos em diferentes tratamentos com
fitorreguladores (BAP/ANA). Valores de correlacdo (r)
seguidos de ** sdo significativos ao nivel de 1%

SOD  Tamanho Friabilidade Cor
SOD 1 - - -
Tamanho 0,8180™ 1 - -
Friabilidade 0,6141"  0,7747" 1 -
Cor 0,7052" 0,7961" 0,8989" 1

Valores de correlagdo (r) seguidos de ** sdo significativos ao nivel de 1%

Conclusoes
Os segmentfos
representam uma 6tima fonte para inducdo de

foliares de gérbera
calogénese e sdo dependentes de ANA para a
formacdo de calos. A melhor combinacdo de
fitoreguladores de crescimento para obtencdo
de calos frigveis sdo 1,0/1,0 mg L' de BAP/ANA,
0,5/0,5 mg L'de BAP/ANA, 1,0/2,0 mg L de BAP/
ANA, respectivamente aos 60 dias apds o cultivo.

H4 um incremento na atfividade
enzimdtica da superoxido dismutase (SOD)
quando  ufilizada a  combinacdo  dos

fitohormonios 2,0/2,0 e 4,0/1,0 mg L' de BAP/
ANA, 60 dias apds o cultivo.
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