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EFEITO DE DIFERENTES NIVEISDE NITROGENIO,
EM PRESENCA OU AUSENCIA DE BENZILAMINOPURINA,
NA MULTIPLICACAO DE GERBERA (Gerbera sp.) DE VASO

RESUMO - Para testar diferentes niveis de nitrogénio
no meio basico de cultura MS (Murashige & Skoog,
1962), em presenca e auséncia de benzilaminopurina
(BAP), na micropropagacdo da gérbera. (Gerbera sp.),
foi utilizado o clone 11, uma plantade vaso. A indugéo de
brotagdo em pléntulas desse clone foi superior em meios
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de cultivo com 39,40mM de nitrogénio suplementado
com 2mg/L de BAP. Houve uma interacdo entre esse
regulador de crescimento e a relagdo de nitrogénio, néo
ocorrendo inducdo de brotagdes sem BAP. As matérias
fresca e seca aumentaram linearmente em relacdo a
concentragdo de nitrogénio.

TERMOSPARA INDEXACAO: BAP, multiplicagdo in vitro, gérbera, Gerbera sp.

EFFECT OF NITROGEN CONCENTRATION AND OF
BENZYLAMINOPURINE ON MICROPROPAGATION OF
POTTED GERBERA (Gerbera sp)

ABSTRACT — A clone Il was used to test nitrogen
concentration on Murashige & Skoog (1962) medium —
MS, supplemented or not with BAP, on
micropropagation of Gerbera. The best multiple shoot
formation for clone Il was promoted with 2mg/L BAP

and 39.40mM of nitrogen. There was interaction between
nitrogen and growth regulator on shoot multiplication.
Fresh and dry weight of clone Il were linearly correlated
with nitrogen concentration.

INDEX TERMS: BAP, in vitro multiplication, gerbera, Gerbera sp.

INTRODUCAO

Hé trabalhos com gérbera pelos quais demonstra-
se a possibilidade de formacdo de plantas a partir de
capitulos florais, gemas axilares, folhas e o&vulos
inférteis. Em todos esses métodos de estabel ecimento e
multiplicacdo, tem sido imprescindivel o uso de
citocininas. Dentre estas, a benzilaminopurina (BAP) tem
sido amais utilizada, tanto para regeneragéo quanto para
multiplicagdo. Segundo Hedtrich (1979) e Sitbon (1981),
o intervalo de concentrag&o normal mente usado variade
1 a 20 mg/L. N&o s6 os reguladores de crescamento
afetam o processo de regeneragdo, mas também os
demais componentes do meio de cultura podem afetar a

morfogénese in vitro. Nesse contexto, os hormdnios
vegetais e 0 nitrogénio sdo essenciais para a
diferenciac@o e crescimento do explante in vitro. As
atencbes tém-se voltado para 0 nitrogénio e, em
especial, a0 nitrogénio reduzido (A mmirato, 1985).
Bespalhok et al. (1993) estudaram a influéncia da
concentragdo de nitrato de aménio na brotacdo de
Stevia rebaudiana (Bert.) Bertonil in vitro e constataram
gue a concentragdo desse sal utilizado no meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) mostrou-se toxica e
obtiveram maior inducdo de brotacdes usando 1/4 da
dose de
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nitrato de aménio recomendado pelo meio MS. Todavia,
ndo foi possivel concluir se 0 aumento do ndmero de
brotos ocorreu por causa da diminui¢éo da quantidade
de nitrogénio ou em virtude do aumento darelagdo entre
nitrato e amonio.

Uma das raz0es para a importéncia do nitrogénio
reduzido no metabolismo vegetal é a participagdo da
ambnia na rota primaria de sintese de compostos
organicos importantes (Grey et al., 1987). O nitrogénio €,
algumas vezes, absorvido pelas plantas na forma
organica, mas geralmente é suplementado na forma de

fons NH Z e NO3 . Embora amaioria das plantas prefira

oNO3 a0 NH;lr , em alguns casos observa-se o oposto.
Portanto, € necessario encontrar o balanco adequado

entre NOé:NH:{ para um O6timo crescimento e

desenvolvimento in vitro.
Na cultura da batata, Cao & Tibbitts (1992),

usando misturas de NOg3:NH, (0:100%, 20:80%,

40:60%, 60:40%, 80:20% e 100:0%), perfazendo um total
de 4 mM de N, constataram que o0s tratamentos
contendo a mistura de nitrato e ambnio aumentaram
significativamente o peso de matéria seca e area foliar,
guando comparados aos tratamentos contendo somente

NOzou NHy. Na presenca de NO3, as plantas

cresceram melhor, em relacdo a NHZ, aém de

apresentarem maiores concentraces de Ca, Mg, Fe e
Mn. J4 as concentracdes de P, S, Cl, B, Zn e Cu nas

brotagdes diminuiram com o uso exclusivo deNO 3 .

Com este trabaho objetivou-se avaliar a
concentrag&o do nitrogénio, na presenca e auséncia da
citocinina BAP, na multiplicacdo de gérbera Gerbera
sp.) de pote (ou vaso) utilizando-se brotos.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se pléantul as de gérbera de vaso (Clone
1) com dois foliolos e aproximadamente 10 mm de
comprimento. Os tratamentos constaram de diferentes
niveis de nitrogénio no meio de culturana presenga e na
auséncia da citocinina benzilaminopurina (BAP). Paratal,
variaramse as concentracBes de nitrato de ambnio
(20,60mM) da solug&o origina do meio de cultura basico
MS (Murashige & Skoog, 1962), conforme a Tabela 1 O
pH da solucéo béasica do meio MS foi gjustado para 6,0,

adicionando-se, em seguida, 6g/L de agar (&gar-agar
DAB-6 Merck) e autoclavado por 20 minutos a uma
temperatura de 121°C a pressio de 1 atm.

As pléntulas foram inoculadas em cémaras de
fluxo laminar horizontal em condicdes estéreis, em tubo
de ensaio de 150x20mm, num volume de 15mL por tubo.
Em seguida, as mesmas foram transferidas para a sala de
crescimento com um fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro) e
irradiancia de 25mmolesmi.s™, proporcionada por tubos
fluorescentes Osram Universal 20W Luz do dia especial,
temperatura de 26 + 1°C. Ap6s 30 dias, avaiaram-se o
ndmero de brotos e o comprimento dos mesmos, bem
como o peso fresco e seco. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com o0s
tratamentos dispostos em um esquema fatorial 2° 6,em
gue os fatores foram BAP e dosagens de nitrogénio
variando a concentracgo de nitrato de aménio, com 5
repeticoes e 4 plantulas por repeticéo.

RESUL TADOSE DISCUSSAO
NUmero debrotos

A otimizagdo da brotagdo em explantes do clone
Il de gérbera foi dependente da presenca de BAP e
concentragdes de nitrogénio no meio de cultura (Figura
1). Barbosa (1991) também verificou que a gérbera de
corte, cultivar appelbloesem, requer citocinina (BAP)
para regeneracdo de brotagdes adventicias; nesse caso,
foram utilizados 60 mM de nitrogénio.

O crescimento e a morfogénese foi
marcadamente influenciados pela disponibilidade e pela
formanaqual o nitrogénio foi fornecido ao explante. Nos
tratamentos com auséncia de BAP ndo houve brotagéo,
mesmo variando as dosagens de nitrogénio. Os dados
indicam que h& uma possivel interagdo do nitrogénio
com o BAP para maior formagdo de brotos em pléntulas
do clone Il de gérbera. A dosagem de 39,40 mM de
nitrogénio total na presenca de BAP, que corresponde a
metade da concentracdo de nitrato de aménio do meio
MS (10,3 mM NH4NO;) eaumarelagdo NOs/NH, de 2,82,
induziu maior nimero de brotagdes. Em um trabalho
preliminar, utilizando como genétipos os clones Il e
800X de gérbera de vaso, as respostas em relagéo ao
nimero de brotacfes foram diferentes. Parao clonelll, a
dosagem de 29,10 mM de nitrogénio total na presenca de
BAP corresponde a 1/4 da concentragdo de nitrato de
amonio do meio MS (5,15 NH;NO;) e a uma relagdo
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NOs/NH, de 4,65, induzindo maior nimero de brotagcBes.  total, correspondendo a 1/8 da concentra-
Para o clone 800X, adosagem de 23,94 mM de nitrogénio

TABELA 1 - Concentragéo de NH,NO;, NO5, NH ;{ , N total e relagdo NOy/NH,, com ou sem 2mg/L da citocinina
BAP, paragérberaClonell.

Tratamentos Relacéo
Sem BAP Com BAP NH4sNO3 NO; (mM) NHZ (mM) N Total NOé/NHZ
(mM)
T1 T7 0 18,80 0 18,80 -
T, Ts 2,57 21,37 2,57 2394 8,32
T3 To 515 23,90 515 29,05 4,65
Ta T1o 10,30 29,10 10,30 39,40 2,82
Ts T 1545 34,25 1545 49,70 221
Ts T 20,60 39,40 20,60 60,00 191
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FIGURA 1 - Efeito das concentragdes de N na forma de NH,NO; sobre o nimero de brotagbes de gérbera de vaso

Clonell, com e sem BAP no meio de cultura.

¢ao de nitrato de amdnio do meio MS (2,57 NH,NOs) ea
uma relacdo NOs/NH, de 8,32, induziu maior nimero de
brotacBes, na presenca de BAP. Os resultados
mostraram uma inibi¢do da brotagdo na concentragéo de
NH;NO; do meio MS, sendo a formacdo de brotos
mel horada em presenca de uma boa relagéo entre NO; e
NH, Apartir de determinados niveis de nitrogénio, o
nimero de brotagdes diminuiu, mostrando que a
concentragcdo de N no meio de MS foi tdxico, inibindo a
inducgdo de brotagdes (Figura 2).

Conforme Bespalhok et al. (1993), o nitrogénio
também foi toxico para formacdo de brotos em explantes
de Stevia rebaudiana. Segundo os autores, foi
importante a diminuicdo de NH,NO; do MS para 5,15
mM para otimizar a inducdo de brotagdes. Pelos
resultados, verificase a necessidade de reduzir a
concentragdo de NH4NO; de 20,6 mM para 10,3 mM
(clonell), 5,15 mM (clonelll) e 2,5 mM (clone 800X) para
induzir maior nimero de brotac8o. Esse resultado é
confirmado em vérias espécies de ornamentais, como
Heliconia spp. (Nannetti et a., 1994) e cravo (Cuzzuol et
a., 1993).

Pelos resultados obtidos, infere-se que a
interacdo entre 0 BAP e 0 nitrogénio sdo importantes

para induzir brotos adventicios. Entretanto, ndo se pode
afirmar que esse aumento do nimero de brotos seja
devido a concentragéo do nitrogénio, ou devido arelagdo
nitrato e amonio. Esses resultados mostram que a
concentragdo de nitrogénio reduziu de 60 mM para 39,40
mM (clonell), 20,10 mM (Clone I11) e 23,95 mM (clone
800X) e arelacdo de nitrato e ambnio aumentou de 1,91
para 2,82 (clonell). Os dados mostram ainda que ha uma
diferenca de respostas para nimero de brotages em

relagdo ao nitrogénio e arelacdo NOsy/NH,. O Clone 800X
responde melhor do que o clone Il em menores
concentragdes de nitrogénio. Entretanto, a relagdo
NOs/NH, é aumentada entre os clones de 2,82 (clone I1)
para 8,32 (clone 800X). A reducgdo de nitrogénio do clone
Il para o clone 800X é de 1,5x (39,40 mM para 23,95 mM);
em compensacdo, a relagdo NO,/NH, é aumentada em

trés vezes (2,82 para 8,32). Outros trabalhos mostraram

um aumento da indugdo em brotos com a redugdo na
concentragdo de nitrogénio (Welander, 1979; Wainwright
& Flegmann, 1985; Gair, 1986; Gertsson, 1988; Bespal hok
et a., 1993), sobretudo quando se aumentou a relacéo
nitrato/amonia (Zens & Zimmer, 1986).
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NH,NO, | ¢
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FIGURA 2 - Efeito das concentragfes de N e de NH,NO; sobre o nimero de brotagdes de gérbera de vaso Clone |1,

com e sem BAP no meio de cultura.

Isso implica que a taxa entre os dois ions NO; e
NH,; necessitam ser gjustados para cada espécie ou
mesmo variedade e que a concentragdo de nitrogénio €
muito importante em determinar 0 crescimento e a
morfogénesein vitro.

Matériafresca e secadaparteaérea

A matériafrescae secado clone Il apresentou-

se significativamente maior quando se adicionou BAP
ao meio de cultivo. Na presenca desse regulador de
crescimento, os pesos da matéria fresca e da matéria
seca foram respectivamente 3 e 2,3 vezes superiores, se
comparados com 0s tratamentos com auséncia de BAP
(Tabela 2). Quanto aos efeitos dos niveis de nitrato de
amdnio sobre a matéria fresca e seca, houve um aumento
linear a0 seelevar as dosagens desse sal (Figura 3).

TABELA 2 - Vaores médios de matérias fresca e seca da parte aérea de gérbera de pote, Clone Il em funcdo da

ausénciae presencade BAP (2 mg/L).

Tratamentos Matéria Fresca PA (mg) Matéria Seca PA (mg)
Com BAP 3918 & 130,5a
Sem BAP 130,3b 57,7b

* ggnificativo ao nivel de 1% de probabilidade pdotesteF.

* —Matériafresca(Yl) 4 —Matéria&ca(Y2)|

2350 A

Matdeli, frascn o saca da parte ndraa ()

0 2,57 515

15,45

FIGURA 3 - Efeito das concentrag@es de N na forma de NH4NO; sobre os pesos das matérias fresca e seca da parte

aérea de gérberade vaso Clonell.
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Conforme Esashi & Leopold (1969), as citocininas
sd0 importantes no incremento de matéria fresca na
cultura de tecidos de tabaco e cotilédones e Xanthium
pensylvanium Wallr.. A mesma conclusdo foi obtida para
o clonell, em que o BAP foi determinante no incremento
de matéria fresca e seca, ndo s por aumentar o nimero
de brotacBes, mas também por induzir o intumescimento
na base dos brotos. Rayle et d. (1982) verificaram que a
citocinina estimulou o crescimento de cotilédones de
abdbora, provocando aumento na matéria fresca e seca.
Tepfer & Fosket (1978), estudando células de soja
cultivadas com citocininas, provaram, pela andlise de
poliribossomos, que a citocinina regula a sintese
protéica, provocando um incremento de massa vegetal .

A adicdo de nitrogénio provocou incremento de
matéria fresca e seca para o clonell, em que 0s mMaxmos
se aproximaram das dosagens com maior e menor
numero de brotos. O aumento no peso fresco com menor
nimero de brotos deveu-se a presenca de

entumescimento na base do explante, indicando o inicio
dacalogénese.

Comprimento da parte aérea

Com respeito a esse carater, os tratamentos com
auséncia de BAP aumentaram de modo marcado o
tamanho dos brotos, se comparados com o0s tratamentos
gue apresentam essa citocinina (Tabela 3). 1sso se deve
a0 efeito inibitério do BAP no crescimento e
desenvolvimento da pléntula, induzindo maior nimero
de brotos, mas com tamanho pequeno. Arello (1991)
também observou que, na auséncia de BAP, a
Kielmeyera coriacea Mart. apresentou maior
comprimento das brotagdes. Foi observada ainducéo de
raiz apenas no tratamento sem dtocininas, mostrando o
seu efeito inibitdrio neste processo.

A concentracdo de nitrogénio total e a
concentracdo de NH4NO; no meio de cultura ndo foram
significativas ao comprimento da parte aérea de gérbera
devaso (Tabela3).

TABELA 3- Comprimento de gérbera de pote, com e sem BAP, em fungdo das dosagens de nitrogénio, para o Clone

Comprimento de Parte Aérea (mm)

NH,NO; N Total

Com BAP Sem BAP
(mM) (mM)
0,00 18,80 15,6 21,7
2,57 2395 14,6 31,2
515 29,10 125 252
10,30 39,40 16,1 279
1545 49,70 180 31,2
20,60 60,00 16,7 27,6
Média 15,6 b* 284 a

* ggnificativo ao nivel de 1% de probabilidade peloteste F.
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CONCLUSOES

a) Houve diferencas de resposta quanto ao
nimero de brotagdes entre as concentracdes de
nitrogénio.

b) A concentragdo de 60 mM de nitrogénio inibiu
abrotagéo.

¢) A melhor concentracdo de nitrogénio para
formagao de brotos no clone Il foi de 39,40 mM.

d) A melhor relacdo NO,/NH, para o clone Il foi
de2,82.
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