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Resumen

La Gerbera es uno de los cultivos de flores mas importantes del mundo. Su
propagacion se realiza casi exclusivamente por medio de la técnica de cultivo in
vitro, siendo la contaminacién microbiana la primera barrera que limita la pro-
pagacién de esta especie. Por tal razon, para establecer un método de desinfeccion
efectivo en Gerbera, 100 capitulos florales pertenecientes a las variedades Ross
Roills y Antibes, fueron lavados con jabén azul comercial y desinfectados dos
veces con NaClO (20%) por 10 min. Luego, 25 capitulos florales de cada variedad
se sumergieron en HgCl, (0,1% P/V) por 10 min (D1). El resto de los explantes se
les realizé una tercera inmersiéon en NaClO pero al 10% V/V (D2) por 5 min.
Todos los explantes se colocaron en medio semisélido (pH 5,8) compuestos por las
sales de Murashige y Skoog (MS), 2 mg.L* de bencil aminopurina (BAP), sulfato
de adenina 80 mg.L.", 0,5 mg.Li! de acido indolbutirico (AIB), sacarosa 30 g.Li''y
acido citrico 20 mg.kg'. Para el enraizamiento de brotes se empleé un medio con
la mitad de las sales de MS mas con 5 mg.L* de AIA, 20 g de sacarosay 0,5 g de
carbodn activado. Las variables evaluadas fueron explantes contaminados y oxi-
dados, namero de callos, brotes y supervivencia de las plantas. La variedad Antibes
fue la Ginica que no presentd contaminacién microbiana en un 40% de los capitu-
los florales con el método D1, generandose callos blancos friables, brotes y plan-
tas normales. Este método de desinfeccion, podria considerarse como viable para
la propagacion in vitro de Gerbera.
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Abstract

Gerbera is one of the most important flower crops in the world. Its
propagation is done almost exclusively through the in vitro culture technique,
microbial contamination being the first barrier to the reproduction of this species.
For this reason, to establish an effective method of disinfecting gerbera 100 flower
sections belonging to varieties Antibes and Ross Roills were washed with blue
commercial soap blue and disinfectants twice for 10 min with NaOCI (20%).
Then, 25 capitulum for each variety were dipped into HgCI2 (0.1% W/V) for 10
min (D1). The rest were dipped but again in NaClO for 5 min but at 10% V/V
(D2). All explants were placed on solid medium (pH 5, 8) consisting of MS salts,
2 mg.L' BAP, adenine sulfate, 80 mg.Li%, 0,5 mg.L'* of AIB, sucrose 30 g.I'* and
20 ppm citric acid. The rooting of the shots was done using a medium with %MS,
5 mg.LiTATA, 20 g of sucrose and 0.5 g of activated charcoal. The variables studied
were contaminated and oxidized explants, callus number, shoots and plant
survival. The Antibes variety was the only one that did not present microbial
contamination by 40% of the floral capitulum with the D1 method, generating
white friable callus, shoots and normal plants. This method of disinfection could
be considered as viable for in vitro propagation of Gerbera.

Key words: Gerbera, in vitro, floral capitulum, disinfection.

Introduccion Introduction

La Gerbera (Gerbera jamesonii) Gerbera (Gerbera jamesonii) is
es comUn mente conocida como commonly known as Daisy Gerbera or
Gerbera Daisy o Daisy Africana, sien- African Daisu, being originally from
do originaria de Africa del Sur y Asia South Africa and Asia (Asteraceae).
(Asteraceae). El género Gerbera posee The genre Gerbera has approximately
cerca de 50 especies e innumerables 50 species and several hybrids of
hibridos de diversas combinaciones de different combinations of colors and
colores y formas de pseudo corolas en shapes of pseudo-corolla in their
sus flores, por lo cual es muy cotizada flowers, thus, making it very popular
para los arreglos florales en todo el for flower decorations worldwide
mundo (Radice y Marconi, 1998). Es (Radice and Marconi, 1998. This specie
una especie que en Europa tiene un is greatly commercialized in Europe as
gran volumen de comercializaciéon a cut-flower, being Holland the country
como flor de corte, siendo Holanda, el with more than forty thousand
pais que poseen mas de 40 mil hecta- hectares of crop under greenhouse
reas de cultivo bajo invernadero conditions (Severin et al., 2000).
(Severin et al., 2000). La Gerbera pue- Gerbera can be reproduced by seeds,
de ser reproducida por medio de semi- but the cultivars obtained might be
llas pero los cultivares obtenidos pue- extremely heterozygous, with flowers
den ser extremadamente with little quality, needing a lot of time
heterocigotos, con flores de poca cali- to reach to the flowering phase, thus,
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dad y necesitan mucho tiempo para
llegar a la etapa de floracion, por lo
cual dicho método de propagacién es
problematico y poco efectivo
(Karnataka, 2008). En igual forma, los
métodos de propagacion a través de la
divisién de tallos posee una rata de di-
visién muy lenta (Shagufta et al.,
2012). Por tal motivo a través del uso
de la biotecnologia, la
micropropagacién ha sido ampliamen-
te desarrollada a partir de apices
meristematicos (Murashige et al.,
1974), hojas (Jerzy y Lubomsky, 1991)
y de trozos de capitulos florales (Pierik
et al., 1982; Laliberté et al., 1985). El
cultivo de apices es muy susceptible
de contaminaciones fungicas, lo cual
implica tener de cada variedad un nua-
mero importante de repeticiones. Los
explantes de hojas pueden llegar a pro-
ducir de entre 12 a 15 brotes por callo
en el 75% de los mismos, siendo una
cantidad importante de plantas produ-
cidas (Hussein et al., 2008 a; Hussein
et al., 2008 b). Sin embargo, la induc-
cién de yemas vegetativas a partir de
capitulos florales con bracteas
involucrales, que no destruyen a las
plantas madres, es la técnica de pro-
pagacién masiva de esta especie ma-
yormente empleada en los laboratorios
de propagacion comerciales (Huang y
Chu, 1985). Para que esta técnica de
micropropagacién pueda tener éxito,
muchos factores como el contenido del
medio de cultivo, la edad del explante
y las condiciones de crecimiento deben
ser controladas. No obstante, aun con-
trolando estos factores la contamina-
cién por agentes microbianos externos
e internos causa muchos problemas en
el proceso de multiplicacién de plan-
tas. Mientras la desinfeccion de los
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the propagation method is problematic
and not too effective (Karnataka, 2008).
Likewise, the propagation method
through the stem division has a very
slow division rate (Shagufta et al.,
2012). For that reason, using the
biotechnology, the micro-propagation
has been developed after meristem
apexes (Murashige et al., 1974), leaves
(Jerzy and Lubomsky, 1991) and pieces
of floral capitulum (Pierik et al., 1982;
Laliberté et al., 1985).

The crop of apexes is very
sensitive to fungal pollution, which
implies having on each variety an
important number of replications. The
leaves explants might produce from 12
to 15 buds per callus in 75% of these,
becoming an important quantity of
plants produced (Hussein et al., 2008a;
Hussein et al., 2008b). However, the
induction of vegetative buds after flo-
ral capitulum with involved bracteae,
that do not destroy the mother plants
is the massive propagation technique
mostly employed in the laboratory of
commercial propagation (Huang and
Chu, 1985).

In order that micro-propagation
technique turns out to be successful,
many factors such as the culture me-
dia, the age of the explants and the
growing conditions must be controlled.
Nevertheless, even when controlling all
these factors, the contamination by
external and internal microbial agents
causes problems in the multiplication
plant process. Meanwhile, the
disinfection of the explants is done with
chemical agents, such as sodium
hypoclorite, alcohols, mercurium
bioclorite, and antibiotics, among
others, that might destroy the
pathogen microorganisms of the tissue.
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explantes se realiza a través de agen-
tes quimicos como el hipoclorito de
sodio, alcoholes, bicloruro de mercurio,
antibiéticos entre otros, que puedan
destruir a los microorganismos
patogenos del tejido. Con todo, muchos
de estos métodos de desinfeccién pue-
den causar reduccién del crecimiento
de las células y mutaciones
epigenéticas indeseables
(Fakhrfeshani et al., 2012).

En Venezuela a pesar de que la
Gerbera aun no estda muy difundida,
la demanda de esta flor de corte cada
dia va en significativo aumento, sien-
do las zonas de produccion principales
Bailadores en el estado Mérida y la zona
Central. Para establecer un cultivo
bajo invernadero, todas las plantas de
esta especie deben ser importadas de
Holanda y Colombia principalmente,
incrementando incrementa los costos
de produccién. Por tal razén el siguien-
te trabajo tiene como objetivo princi-
pal, seleccionar un método de desin-
feccién adecuado para optimizar un
protocolo de cultivo in vitro en plantas
de Gerbera jamesonii Bolus.

Materiales y métodos

Los explantes utilizados para el
cultivo in vitro de Gerbera jamesonii
Bolus fueron inflorescencias
inmaduras o capitulos florales segin
lo sefialado por Shagufta et al., 2012.
Estos capitulos fueron colectados de
plantas sanas con 14 meses de edad,
en plena produccién de flores y culti-
vadas en viveros comerciales ubicados
en la zona de Bailadores, Estado
Mérida 71°54°38"" LLO y 8°19°39"" LN,
con una altitud de 1745 msnm y tem-
peratura promedio de 17°C. Se toma-
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Many of these disinfection methods
might cause a reduction of the cells
growth and undesirable epigenetic
mutations (Fakhrfeshani et al.,
2012).

In Venezuela, even though
Gerbera is not too distributed yet, the
demand of this flower has had a
significant increment, and the main
production areas are Bailadores in
Mérida state, and the Central area of
the country.

In order to establish a greenhouse
crop, all the plants of this specie must
be mainly imported from Holland and
Colombia, increasing the production
costs. For this reason, this research
aims to select an adequate disinfection
method to optimize an in vitro cropping
protocol in plants of Gerbera jamesonii
Bolus.

Materials and methods

The explants used for in vitro
crop of Gerbera jamesonii Bolus were
immature inflorescences of floral
capitulum, as mentioned by Shagufta
et al., 2012. These capitulum were
collected from 14-month-old healthy
plants in floral production and cropped
in commercial nurseries located at
Bailadores, Mérida state 71°54°38"” WL
and 8°19739”" NL, with an altitude of
1745 masl and average temperature
of 17°C. The two most commercial
varieties were taken as well as 50 flo-
ral capitulum from each, being the first
variety named Ross Roills (RR) with
cream petals and a dark center. The
second is called Antibes (A), with partly
yellow and partly red petals.

These capitulum were cut using
from the base of the leaves petioles
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ron las dos variedades méas comercia-
les y 50 capitulos florales de cada una,
siendo la primera variedad denomina-
da Ross Roills (RR) con flores de péta-
los color crema y centro oscuro. La
segunda llamada Antibes (A), con pé-
talos de color mitad amarilla y mitad
roja.

Estos capitulos fueron cortados
con un bisturi de la base del peciolo
de las hojas, de un tamario aproxi-
mado de 0,5 a 1 cm de didmetro
(Radice y Marconi, 1998) e inmedia-
tamente sumergidos en una solucién
de agua destilada mas cisteina al 5%
P/V, trasladandolos luego al labora-
torio de Biotecnologia de la Univer-
sidad Nacional Experimental Sur del
Lago UNESUR, Santa Barbara de
Zulia.

Desinfeccion de los capitulos
florales

Todos los capitulos florales fue-
ron lavados con un pincel de cerdas
suaves, utilizando agua destilada y
jabén azul de marca comercial (Azul
de metileno) frotandolos por toda la
superficie del capitulo. Después fueron
enjuagados dos veces con agua desti-
lada y sumergidos en una solucién de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 20%
(Shaguftaet al., 2012) mas 5 gotas de
un surfactante comercial durante 10
min. Se enjuagaron dos veces con agua
destilada y se repitié la operacién con
NaClO a la misma concentracién y
tiempo, enjuagando al final con agua
destilada estéril por 1 minuto. Luego
los capitulos florales fueron llevados a
una camara de flujo laminar vertical
y alli se continué la desinfeccién pero
en dos formas. En el método de desin-
feccién uno (D1), 25 capitulos florales
de cada variedad se sumergieron en
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using a knife, the cuts had an
approximate size of 0.5 to 1 cm of
diameter (Radice and Marconi, 1998)
and were immediately immersed in a
distilled water solution with cysteine
at 5% P/V, and later were taken to the
Biotechnology Laboratory of the Expe-
rimental National University of the
South of Maracaibo’s Lake, UNESUR,
Santa Barbara del Zulia.

Disinfection
capitulum

All the floral capitulum were
washed with a soft brush, using
distilled water and a commercial blue
soap (methylene blue), rubbing it
throughout all the surface of the
capitulum. Later, were soaked twice
with distilled water and immersed in
a solution with sodium hypochloride
(NaClO) at 20% (Shagufta et al., 2012)
and 5 drops of a commercial surfactant
for 10 min. Were washed twice with
distilled water and the operation
repeated with NaClO in the same
concentration and time, soaking at the
end with sterile distilled water for 1
minute.

The floral capitulums were
washed with a vertical laminar flow
chamber, where the disinfection
continued into two different ways. In
the disinfection method, one (D1), 25
floral capitulum of each variety were
immersed in a solution of mercury
bichloride (HgCl)) at 0.1% P/V plus 5
drops of surfactant. These remained
there for 10 minutes and were washed
twice with sterile distilled water to
eliminate the remnants of HgCl,
Subsequently, the floral capitulums
were put on a sterile solution of citric
acid at 5% P/V to avoid the oxidation
(Severin et al., 2000).

of floral
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una soluciéon de Bicloruro de mercurio
(HgCl,) al 0,1% P/V mas cinco gotas
de surfactante. Alli permanecieron por
10 minutos y se lavaron dos veces con
agua destilada estéril para eliminar
restos del HgCl, Posteriormente los
capitulos florales fueron colocados en
una solucién estéril de acido citrico al
5% P/V para evitar su oxidacién
(Severin et al., 2000).

En segundo método de desinfec-
cion (D2), a 25 capitulos florales de
cada variedad se les realizé otra inmer-
sién en NaClO comercial por cinco min
pero al 10 % V/V, se enjuagaron con
agua destilada estéril por un min y se
dejaron finalmente en una solucién de
acido citrico a igual concentracién que
enlaD1.

Establecimiento in vitro de
capitulos florales de Gerbera

Una vez desinfectados, a cada
capitulo floral se le eliminé con la ayu-
da de un bisturi, el receptaculo y las
bracteas que cubrian las flores e in-
mediatamente el explante se coloc6 en
un frasco de 250 m.Li*, con 25 m.L" de
medio de iniciacién compuestos por las
sales de Murashige y Skoog (1962) al
100%, 2 mg.L'* de BAP, sulfato de
adenina 80 mg.L'(Radice y Marconi,
1998), 0,5 mg.L ! de 4cido indolbutirico,
sacarosa 30 g.Li't (Shabanpuor et al.,
2011), mioinositol 100 mg.L' y acido
citrico 20 mg.kg'!, gelificado con
Agarpowder®a 7 g.Li''. Este medio fue
llevado a un pH de 5,8 con KOH 0, N
y autoclavado a 120 PSI y 121°C por
20 min.

Luego, los explantes fueron colo-
cados durante dos semanas en oscuri-
dad y llevados después a condiciones
de alternancia fotoperidédica de 16 h luz
y ocho de oscuridad a 27°C, intensidad
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In the second disinfection method
(D2), 25 floral capitulums of each
variety were submitted to another
immersion in commercial NaClO for
5 min at 10% V/V, and soaked with
sterile distilled water for 1 min, and
let in a citric acid solution at the same
concentration of D1.

In vitro establishment of
Gerbera floral capitulum

Once disinfected, each floral
capitulum was eliminated using a
knife, the receptacle and bracteae that
covered the flowers and the explants
were put in jars of 250 m.L', with 25
m.L* of initiation medium compound
by salts of Murashige and Skoog (1962)
at 100%, 2 mg.L't of BAP, adenine
sulphate 80 mg.L*' (Radice and
Marconi, 1998), 0.5 mg.L*' of
indolbutiric acid, sucrose 30 g.Li!
(Shabanpuor et al., 2011), myoinositol
100 mg. L't and citric acid 20 mg.kg™,
gellified with Agarpowder® a 7 g.L.
This medium was taken to a pH of 5.8
with KOH 0, N and autoclave at 120
PSI and 121°C for 20 min.

Later, the explants were put for
two weeks in the dark, and later taken
to photoperiodic alternance conditions
of 16 light hours and 8 of dark at 27°C,
light intensity of 120 uM.m?2.s. A to-
tal of 100 explants were sowed,
belonging to two disinfection systems,
two varieties and 50 floral capitulum
per variety, transferring them every
25 days to a fresh media. In the case
of evidencing buds bigger than 2.5 cm,
these were taken to a ¥4 MS media
(Mohammed and Ozzambak, 2007),
with 5 mg.Li! of indolacetic acid (TA),
20 gr of sucrose, 0.5g of activated
charcoal and 8 g.L'! of agar, with
adjusted pH of 5.8 (Severin et al., 2000)
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luminica de 120 uM.m2.s'. En total se
sembraron 100 explantes, correspon-
diente a los dos sistemas de desinfec-
cion, dos variedades y 50 capitulos flo-
rales por variedad, transfiriéndolos
cada 25 dias a medio fresco. En el caso
de encontrarse brotes mayores de 2,5
cm, estos fueron pasados a un medio
de MS % (Mohammed y Ozzambak,
2007), con 5 mg.L't de 4acido
indolacético (AIA), 20 g de sacarosa,
0,5 g de carbdn activado y 8 g.Li'! de
agar, con pH ajustado de 5.8 (Severin
et al., 2000) para inducir la formacién
de raices. Las variables tomadas en
consideracién, fueron explantes conta-
minados y oxidados expresado en por-
centaje, numero de brotes por callo,
brotes enraizados y supervivencia de
las plantas. Obtenida las plantas, es-
tas fueron sacadas de la condicién in
vitro, lavando cuidadosamente las rai-
ces con agua corriente para eliminar
restos de medio de cultivo. Posterior-
mente se sumergieron por 5 min en
un fungicida comercial (CROPZIM
500 SC) a una concentracién del 20%
V/V) , se sembraron luego en macetas
con un sustrato humedo, previamente
desinfectado con agua caliente por 10
min, a base de 2:1 fibra de coco y cas-
carilla de arroz respectivamente. Por
ultimo las plantas se colocaron en una
camara himeda hasta lograr su acli-
matacién.

Los valores para cada una de las
variables fueron tabulados y analiza-
dos utilizando el paquete estadistico
Statistycal Analysis System (SAS)
1987, bajo ambiente WINDOWS para
calcular la media, valores maximos y
minimos y diferencias entre los méto-
dos de desinfeccién o tratamientos apli-
cados.
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to induce the formation of roots. The
variables taken into consideration were
the contaminated and polluted
explants, expressed in percentage,
number of buds per callus, rooted buds
and survival of plants.

Once obtained the plants, these
were taken out from the in vitro
condition, washing carefully the roots
with water to eliminate the rest of the
crop media. Subsequently, these were
immersed for 5 min in a commercial
fungicide (CROPZIM 500 SC) at a
concentration of 20% V/V, later were
sowed in pots with a wet substrate
previously disinfected with hot water
for 10 min, based on 2:1 coconut fiber
and rice peels, respectively. Finally, the
plants were put on a wet chamber until
its acclimatization.

Each of the variables were
tabulated and analyzed using the
Statistical Analysis System (SAS),
1987, with Windows, to measure the
media, maximum and minimum
values and differences among the
disinfection or treatments applied.

Results and discussion

In the disinfection of both
varieties of Gerbera, the treatments
where the explants where exposed to
HgCl, registered more than 50% of fungi
and bacteria contamination mainly
growing in the floral capitulum (table
1). The high contamination rate in this
specie was due to the big quantity of
pubescence present in all the plants,
especially in the floral capitulum,
creating an ideal place to hide spores of
fungi and bacteria, which will pollute
the crop media when contacting the
explant (Severin et al., 2000).
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Resultados y discusiéon

En la desinfeccién de las dos va-
riedades de Gerbera, los tratamientos
donde los explantes no fueron expues-
tos al HgCl, se registré mas de un 50%
de contaminacién por hongos y bacte-
rias principalmente creciendo en los
capitulos florales (cuadro 1). La alta
tasa de contaminacién en esta especie
se debio a la gran cantidad de pubes-
cencia presente en toda las plantas y
en especial los capitulos florales, crean-
dose un lugar ideal para ocultar espo-
ras de hongos y bacterias que mas ade-
lante contaminaran los medios de cul-
tivo al contacto con el explante (Severin
et al., 2000).

Lo anterior ha sido reportado en
otras investigaciones donde senalan
que la contaminacién de los explantes

The latter has been reported in
other researches where is mentioned
that the explant contamination is
attributed to the big quantity of
pubescence present in the epidermis
of the tissue (Severin et al., 2000).
Mercury biochloride used in D1, by
being a powerful disinfecting
eliminated all the microorganisms in
some of the floral capitulum of the
Antibes variety, developing calluses
and completely normal buds.

HgCl, has also been used as
succesful disinfection strategy in buds
of Gerbera and along to fungicides base
don Magapin (0.05%) and ethanol at
70% (Nazki et al., 2012). However, the
problem on using mercury biochloride
as a disinfectant in explants for tissue
cropping, was its high toxicity to any
living cell even in very low

Cuadro 1. Propagacion in vitro de Gerbera jamesonii Bolus bajo dos

métodos de desinfeccion.

Table 1. In vitro propagation of Gerbera jamesonii Bolus under two

disinfection methods.

Desinfeccién Variables
EXCO EXO NBE NHB NRB LB SP
Var. Ross Roills
D1 28 72 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
D2 60 40 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Var. Antibes
D1 28 32 5,16 3,8 3,0 2,68 60
D2 56 44 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
n=25

D1=Método de desinfeccién 1; D2=Método de desinfeccién 2. EXCO= Porcentaje de explantes
contaminado; EXO=Porcentaje de explantes oxidado; NBE=Numero de brotes por explante;
NHB=Numero de hojas por brote; NRB=Numero de raices por brote; LB: Longitud de los
brotes en cm; SP=Supervivencia de plantas en %.
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es atribuida a la gran cantidad de pub-
escencia que presentan los mismos en
la epidermis del tejido (Severin et al.,
2000). El bicloruro de mercurio utili-
zado enla D1, por ser un poderoso des-
infectante logré eliminar completa-
mente microorganismos en algunos de
los capitulos florales de la variedad
Antibes, permitiéndoles asi desarrollar
callos y brotes completamente norma-
les. La utilizacién de HgCl, también
ha sido usado como estrategia para la
desinfeccién exitosa en brotes de
Gerbera y en combinacién con
fungicidas a base de Megapin (0,05%)
y etanol al 70% (Nazki et al., 2012).
Sin embargo, el problema en la utili-
zacion del bicloruro de mercurio como
desinfectante en explantes para culti-
vo de tejidos, fue su alta toxicidad para
cualquier célula viva aun en concen-
traciones muy bajas.

De esta forma, en la variedad
Ross Roills a pesar de presentar poca
contaminacién, se observé una alta
mortandad de los capitulos florales
debido a una mayor sensibilidad al ele-
mento mercurio que en la variedad
Antibes, produciéndose un oscureci-
miento grisaceo en los capitulos flora-
les a los tres dias después de colocado
en el medio de cultivo. Este oscureci-
miento se diferencié de la tonalidad
negra tipica de un tejido vegetal que
presenta oxidacién fenélica cuando es
seccionado. Probablemente concentra-
ciones més bajas del desinfectante, con
tiempos mas cortos de exposicién (5
min) y un lavado adicional con agua
destilada estéril, pudieran permitir
una desinfeccion total sin afectar a las
células del tejido del capitulo floral.
Esto pudo observarse en la oxidacion
de los explantes, dado que capitulos flo-
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concentrations. Thus, in the variety
Ross Roills, in spite of presenting little
contamination, it was observed a high
death rate of floral capitulum due to a
higher sensitiveness to mercury than
in the variety Antibes, causing a
grayish darkening in the floral
capitulum within three days after
introduced in the cropping media. This
darkening differentiated from the
typical black tone of a vegetal tissue with
phenolic oxidation when is sectioned.
Probably, lower concentrations of the
disinfectant with shorter exposure ti-
mes (5 min) and an additional wash
with sterile distilled water, might pro-
duce a total disinfection without
affecting the cells of the floral capitulum
tissue. This was observed in the
oxidation of the explants, since the flo-
ral capitulum that did not die by
contamination, died by excessive
oxidation (70%) of their tissues in both
varieties. In Gerbera, it has been proved
that an increment from 10 to 15% of
sodium hypochlorite to disinfect the
explants of leaves, reduced the infection
in 44% but increased the death by
necrosis in 37% (Shabbir et al., 2012).
As observed in this research, generally
the explants that presented clear tissue
in the center of the floral capitulum
after three days under in vitro
conditions and in absence of light, were
the explants that probably survived and
generated calluses.

According to the results of this
research and for these two varieties,
the use of commercial chloride to the
concentration used was enough to
achieve a complete disinfection of the
explants.

Out of the evaluated varieties,
only the variety Antibes developed
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rales que no murieron por contamina-
ci6n lo hicieron por excesiva oxidacién
(70%) de sus tejidos en ambas varie-
dades. En Gerbera, se ha demostrado
que un incremento del 10 al 15% del
hipoclorito de sodio para la desinfec-
cién de explantes de hojas redujo la
infeccién en un 44% pero aumentd la
muerte por necrosis en un 37%
(Shabbir et al., 2012). Segtn lo obser-
vado en esta investigacién, en general
explantes que presentaban tejido cla-
ro en el centro del capitulo floral, lue-
go de pasado tres dias bajo condiciones
in vitro y en ausencia de luz, fueron
explantes que probablemente sobrevi-
vieron y generaron callo.

Segun los resultados de esta in-
vestigacién y para estas dos varieda-
des, la utilizacién de cloro comercial a
la concentracién utilizada fue insufi-
ciente para lograr una desinfeccién
completa de los explantes.

De las variedades evaluadas solo
la variedad Antibes fue la que logré
desarrollar callos y brotes en 10 de los
25 (40%) capitulos florales sembrados
con el sistema de desinfeccién uno (D1).
El tiempo transcurrido desde el esta-
blecimiento de los capitulos florales en
el medio de iniciacién hasta la obser-
vacién de los primeros callos fue de 10
a 14 dias aproximadamente. Dos tipos
de callo fueron observados en la varie-
dad Antibes, un callo friable nodular
de coloracién cremosa a blanca inicial-
mente que cambia a un color verde cla-
ro intenso, ideal para la obtencién de
brotes (figura 1A). Lo anterior coinci-
de con lo reportado como callo ideal en
Gerbera para la generacién de brotes
(Shabbir et al., 2012). El otro tipo de
callo fue de consistencia compacta o
dura, de coloracién verdosa oscura que
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calluses and buds in 10 out of the 25
(40%) floral capitulum sowed with the
disinfection system number one (D1).
The time passed from the establish-
ment of the floral capitulum in the
middle of the initiation until observing
the first calluses was from 10 to 14
days, approximately.

Two types of calluses were
observed in the variety Antibes, a
nodular friable callus with coloration
from cream to white and later changes
to an intense light green color, ideal
for obtaining the buds (figure 1A). The
latter agrees to the reported as ideal
callus in Gerbera for generating buds
(Shabbir et al., 2012). The other type
of callus had a more compact or tough
consistency, with a dark greenish
coloring that keeps, generating more
callus and few buds, no matter these
transport to a fresh media and free of
hormonal regulators (Shabbir et al.,
2012).

In the variety Gerbera Antibes,
the obtaining of the first buds was
observed (figure 1B) after 60 days
under in vitro conditions, separating
the buds and changes to a fresh me-
dia, every 25 days. It has been
reported that the variety Sciella, a
sprouting 42 days after introduced the
explants in the culture media
(Karnataka, 2008), a lower time than
the one observed in the variety
Antibes. The idea sprout to be
transferred to a rooting media must
have a longitude superior or higher
to 2.5 cm and 3.4 or more well defined
leaves (figure 1C).

Other researchers suggest
inducing the rooting using Gerbera
sprouts with 5¢cm of longitude put in a
media with 10 mg.Li! naphthaleneacetic



Hernandez Gonzalez y Paredes Nino

se mantiene asi generando més callo
y pocos brotes indiferentemente de que
se traslade a un medio fresco y libre
de reguladores hormonales (Shabbir et
al., 2012).

En la variedad de Gerbera
Antibes, la obtencién de los primeros
brotes se observé (figura 1B) después
de los 60 dias bajo condiciones in
vitro, pudiéndose realizar separacion
de brotes o repiques y cambios a me-
dio fresco, cada 25 dias. Se ha repor-
tado en la variedad Sciella, inicio de
brotacién a los 42 dias después de co-
locado el explante en el medio de cul-
tivo (Karnataka, 2008), tiempo menor
alo observado en la variedad Antibes.
El brote ideal para ser transferido a
un medio de enraizamiento debe po-
seer una longitud superior o igual a
los 2,5 cm y de 3, 4 0 mas hojas bien
definidas (figura 1C). Otras investi-
gaciones sugieren inducir el
enraizamiento utilizando brotes de
Gerbera con 5 cm de longitud coloca-
dos en un medio con 10 mg.L* de Aci-
do naftalenacético (ANA) para obte-
ner un 80% de brotes enraizados
(Shagufta et al., 2012). Estas concen-
traciones del regulador auxinico son
muy elevadas con respecto a las utili-
zadas (1,56 mg.L' de ANA) en Gerbera
variedad Sunglow (Shabbir et al.,
2012), variedad Japuir o simple ama-
rilla (0,5 mg.Li'' de AIA) (Purnima y
Kothari, 2004) y en la variedad Sciella
(0,5 mg.L't de ANA) (Karnataka,
2008). Sin embargo, el nimero de rai-
ces por brote obtenido en la variedad
Antibes (3,0) fue mucho menor a lo
obtenido en la variedad Sunglow (7,56
raices por explante) utilizando AIA a
1,56 mg.Li'* como regulador hormonal
y similar (3,56 raices por explantes)
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acid (ANA) to obtain 80% of rooted
sprouts (Shagufta et al., 2012). These
concentrations of the auxin regulator
are very elevated regarding the ones
used (1.5 mg.Li!' of ANA) in Gerbera of
the variety Sunglow (Shabbir et al.,
2012) Japuir or simple yellow variety
(0.5 mg.L'* of ATA) (Purnima and
Kothari, 2004) and the variety Sciella
(0.5 mg.L' of ANA) (Karnataka, 2008).
However, the number of roots per
sprout obtained in the variety Antibes
(3.0) was much lower than the one
obtained in the variety Sunglow (7.56
roots per explant) using AIA at 1.5
mg. L' as a hormonal regulator and si-
milar (3.56 roots per explants) in the
same variety and concentration but
using ANA (Shabbir et al., 2012).

In this phase, the variety Antibes
rooted 30 days after put in the rooting
media (figure 1D). The latter was also
reported in Gerbera but in the Sciella
variety, which rooted four weeks after
inoculated in the media (Karnataka,
2008). Gerbera plants, which were
completely ready for its acclimatization
in wet chamber, remained in these
conditions for 30 days in pots with a
survival percentage of 60%.

This value was lower to the
reported (70 to 80%) in Gerbera coming
from cell suspensions of calluses
induced with 2.4-D (Kumar and
Kanwar, 2014). In general, Gerbera
plants might be obtained using
explants of floral capitulum 125 days
after their establishment under in
vitro conditions. Gerbera is a plant
with fast propagation under in vitro
conditions, and its crop would reduce
the importation of plants and the
production costs of this flower in this
country.
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en la misma variedad y concentracién
pero utilizando ANA (Shabbir et al.,
2012).

En esta dltima etapa, la varie-
dad Antibes enraizé a los 30 dias de
colocada en el medio de enraizamiento
(figura 1D). Lo anterior también fue
reportado en Gerbera pero en la varie-
dad Sciella, la cual enraizé a las cua-
tro semanas después de inoculada en
el medio (Karnataka, 2008). Plantas

Conclusion

Considering the pubescent
anatomic characteristics of the
explants used for the in vitro
propagation of Gerbera jamesonii
Bolus, the use of mercury biochloride
as a disinfection agent of floral
capitulum was the adequate in the
Antiibes variety to eliminate
microorganisms that might

Figura 1. Propagacion in vitro de Gerbera jamesonii Bolus. 1A: Callo
blanco friable 1B: Callo generando brotes de Gerbera. 1C:
Brote de Gerbera generando raices y 1D: Planta de Gerbera
variedad Antibes aclimatada.

Figure 1. In vitro propagation of Gerbera jamesonii Bolus. 1A: friable
white callus, 1B: callus generating Gerbera sprouts. 1C:
Gerbera sprout generating roots and 1D: Gerbera plant of
the Antibes variety acclimatized.
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de Gerbera completas listas para su
aclimatacién en cAmara htimeda, per-
manecieron en estas condiciones por
30 dias en macetas con un porcentaje
de sobrevivencia del 60%. Este valor
fue menor a lo reportado (70 a 80%) en
Gerbera procedentes de suspensiones
celulares de callos inducidos con 2,4-D
(Kumar y Kanwar, 2014). En general
las plantas de Gerbera pueden
obtenerse usando explantes de capitu-
lo floral después de los 125 dias desde
su establecimiento en condiciones in
vitro. La Gerbera es una planta de
rapida propagacién bajo condiciones in
vitro y su cultivo reduciria las impor-
taciones de plantulas y los costos de
produccién de esta flor de corte en nues-
tro pais.

Conclusion

Considerando las caracteristicas
anatdémicas pubescente de los explantes
utilizados para la propagacién in vitro
de Gerbera jamesonii Bolus, el uso de
bicloruro de mercurio como agente de
desinfeccién de capitulos florales, fue
el adecuado en la variedad Antiibes
para eliminar microorganismos que
pudieran contaminar los medios de cul-
tivo, evitando asi el establecimiento en
condiciones in vitro de esta especie de
flor de corte de gran importancia co-
mercial en nuestro pais.
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