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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivoacrizar 12
genotipos deAnthurium por anatomia e citometria, e avaliar fontes e
concentracdes de silicio na micropropagacaanthurium adreaenurov. Rubi,
por meio de analises fitotécnicas, morfofisiolégicaultraestruturais e
anatbmicas. Os experimentos foram conduzidos emedahento inteiramente
casualizado com 3 repeticdes (3 folhas/espécie)ariddises de citometria de
fluxo permitiram a diferenciacdo entre as espégieandraesanumA. affing A.
bomplandij A. gracilee o hibrido(A. lidimanianumx A. guianesis bem como
aproximou o grupd\. raimundii, plowmanii e jemanii do A. sp. IFT 258, em
todas as andlises. As espécies Atghurium mostraram-se pouco distintas
guanto a anatomia da folha, diferenciando apengsimas espéciesA.
bomplandii e o hibrido (A. lidimanianumx A. guianesis A analise de
agrupamento possibilitou a aproximacao das espAcresmundii e A. affing A.
bomplandiie A. gracile, A. jemanie A. plowmanij e as cultivares Astral e Rubi
(A. adraeanur)) e isolou o hibriddA. lidimanianumx A. guianesis Devido a
anormalidade das plantulas nas fontes de silicatealcio e potéssio, foram
utilizados apenas dados obtidos pela fonte deasilide sédio. O uso de silicio
no meio de cultura proporcionou maior teor de dllzroComo também, maior
crescimento em (nimero de folhas, massa seca wagémea e comprimento da
parte aérea) na presenda silicato de sédio. Na anatomia, a densidade
estomatica, o meio com 1,0 mg lde silicato de sddio, foi 0 que apresentou
maior numero de estdmatos. As concentracBes deatsilide sbdio
demonstraram diferencas significativas para a tdée#ossintética, taxa
transpiratdria e condutancia estomatica. Ja pameetdracdo interna de G@
raz8o entre concentracBes interna e externa de &0 houve diferenca. A
fonte de silicio e a concentracdo tém que ser dersias para evitar anomalias
nas plantulaé vitro. O uso de silicato promoveu o aumento de massaeyac
antario. Maior teor de clorofila foi obtido quande plantulas de antdrio foram
cultivadas em meio suplementado com silicato déosd@ uso de silicato de
sédio no meio de cultura proporcionou melhor qaal@de plantulas de antdrio
cv. Rubi. A disponibilidade de silicio no meio ddtara foi proporcional a sua
absorcao pelas plantulas de antdrio. A adicao ldmtsi de sdédio resultou no
aumento da deposicdo de cera epicuticular e naaf@ion de estruturas de
depoésito de reserva de célcio em plantulas deiantim condicBesn vitro, a
adicdo de silicato de sodio ao meio de culturaoafet aparato fotossintético.
Antdrio cv. Rubi tem caracteristicas anatomicassielégicas que contribuem
para a sobrevivéncia em ambieatevitra

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Silicato. Amace



ABSTRACT

This study aimed to characterize 12 genotyfyethurium for anatomy
and flow cytometry, and evaluate sources and cdrat@ns of silicon in the
micropropagation of Anthurium adreaenumcv. Rubi, through analysis
phytotechnical, morphophysiological, ultrastructurand anatomical. The
experiments were conducted in a completely randethidesign with three
replications (3 sheets / species). The flow cytoimeanalysis allowed the
differentiation between the speci@sandraeanumA. affine A. bomplandii A.
gracile and hybrid A. guianesis< A. lidimanianun and approached group
raimundii, plowmaniiandjemanii,A. sp. IFT 258 in all analyzes. The species of
anthurium proved to be somewhat different as to ahatomy of the sheet,
differing only some specieé&. bomplandiiand hybrid A. guianesisx A.
lidimanianun). Cluster analysis allowed the approximation ofedes A.
raimundii and A. affine A. bomplandiiand A. gracile A. jemani and A.
plowmaniiand cultivars Astral and RubA(adraeanurj) and isolated hybrid4
guianesisx A. lidimanianun. Due to the abnormality in the seedling sourdes o
calcium and potassium silicate, only data obtainwede the source of sodium
silicate. The use of silicon in the culture medistrowed higher chlorophyll
content. Have higher growth (number of leaves,wdeight of shoots and shoot
length) in the presence of sodium silicate. In amgt stomatal density, the
medium with 1.0 mg L' sodium silicate, showed the greatest number of
stomata. The concentrations of sodium silicate slbgignificant differences
for photosynthetic rate, transpiration rate, st@habnductance, as to internal
CO, concentration and ratio between internal and eateconcentrations of
CO,, there was no difference. The source and the corat®n of silicon must
be considered to avoid defects to the seedlingsgitin. The use of silicate
promoted an increase in dry mass anthurium. Highérophyll content was
obtained when the seedlings are grown anthuriumadium supplemented with
sodium silicate. The use of sodium silicate in ¢blure medium yielded better
quality of anthurium seedlings cv. Rubi. The aMailley of silicon in the culture
medium is proportional to its absorption by antboriseedlings cv. Rubi. The
addition of sodium silicate resulted in increaspit@icular wax deposition and
formation of structures reservation deposit of icac anthurium seedlings.
Underin vitro conditions, the addition of sodium silicate to théture medium
affect the photosynthetic apparatus. Anthurium Rubi has anatomical and
physiological characteristics that contribute te survivalex vitra

Keywords: Tissue culture. Silicate. Araceae.
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CAPITULO 1

Introducgéo geral

1 INTRODUCAO

No Brasil, o interesse pela floricultura e pelaanphs ornamentais
evidenciou-se hd alguns anos, quando as plantascesam a ser apreciadas
para a ornamentacdo, ocupando lugar de destaqueotidiano brasileiro
(LANDGRAF; PAIVA, 2009).

Com cerca de 1.100 espéci@dsthuriumé o género mais representativo
da familia Araceae. Sua &rea de distribuicdo oawrgléxico a Argentina e nas
llhas do Caribe (COELHO; WAECHTER; MAYO, 2009; MAY@OGNER;
BOYCE, 1997). Sdo produzidos sob estufas, na Halanéproximadamente
90% deles sdo comercializados na Europa. No Brasitoducdo de anturio
concentra-se em regifdes subtropicais, como naasgideste (Vale do Ribeira e
nas cidades de Holambra e Atibaia, no estado dePSélm) e tropicais (regido
nordeste). Nos mercados interno e externo, a @gt@ncia de antdrio atinge o
maior pre¢co unitario quando comparada com a deasuliores tropicais
(CABRAL, 2004; CUQUEL; GROSSI, 2004; TERAO; CARVAI(
BARROSO, 2005).

Atualmente, a maioria das variedades de antlUripodiseis para
comercializacdo como plantas de vaso, no mercademacional, é produzida
por cultura de tecidos (MAIRA; ALEXANDER; VARGAS,020). O uso dessa
técnica tem sido sugerido como alternativa paraumesto da producdo de
antdrio (JAHAN et al., 2009).

Durante os ultimos anos, a micropropagacaduduriumevoluiu, de

um processo puramente cientifico, para uma ferrtanemaplicada
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comercialmente. Apesar do alto grau de aplicac@bicpr atingido, existem
consideracdes importantes a serem feitas quanfii@neia das técnicas de
micropropagacédo. Existe, ainda, uma quantidaddfis@tiva de genotipos nos
quais ndo se obteve sucesso na inducdo de regémeragm alguns materiais, o
desenvolvimentan vitro € muito lento e inconsistente para que possa ser
utilizado na propagacao em larga escala (CASTRAD,2012).

Tendo em vista a caréncia de estudos comparativosdierentes
espécies de anturio, trabalhos nesta area sdot@denaxrelevancia, visando a
distincdo destas espécies e contribuindo parasagijsas futuras.

Para uma maior eficiéncia na técnica de microprap@g de anturio, a
adicéo de silicio ao meio de cultivo podera auxitia obtencao de mudas mais
vigorosas. Seu uso contribui para a qualidade finategetal, pois seu acumulo
na cuticula das folhas permite protecdo as plamtasiento da capacidade
fotossintética, reducdo de perda de agua e, aprdenove maior crescimento,
caracteristicas estas desejaveis no processo dmatrhcdo de plantas
micropropagadas. Isso porque, ao serem transfepigl@so ambientex vitrg
elas podem morrer, devido a perda d'dgua e a bhiraionalidade dos
estbmatos.

O trabalho foi realizado com o0s objetivos de cardzar diferentes
gendtipos deanthurium e avaliar o crescimento de antdrios em funcdo de
diferentes fontes e concentracdes de silicio naomriopagacdo, por meio de
analises fitotécnicas, fisioldgicas, ultraestrusjraicroscopicas e anatdmicas,
visando melhorar a qualidade final das mudas piiddsin vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da floricultura

A floricultura empresarial brasileira tem adquiridaotavel
desenvolvimento e, nos Ultimos anos, vem se caizaelo como um dos mais
promissores segmentos da horticultura intensiva,agmnegécio nacional
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2008). Levando-se em conta aagla méo de obra por
area, quando comparada a agricultura extensiviriauftura contribui para a
fixacdo da forca de trabalho no campo, além deéngeortante alternativa para
pequenos produtores (ANEFALOS; TOMBOLATO; RICORROD10).

Em 2012, os resultados das exportacfes brasilegdtores e plantas
ornamentais confirmaram o ciclo de retracdo recest¢e experimentado pela
floricultura nacional, decaindo 7,76% em relacddosa vendido ao exterior em
2011 e exibindo fechamento no valor global de USB®2 milhdes. Tal fato
continua refletindo o contexto econémico-finance&oessivo prevalecente nos
principais mercados importadores mundiais, o quaeflagrado a partir do
Ultimo trimestre de 2008, com a crise imobiliariasdEUA — permanece
determinando reducfes globais na demanda pelosutpsodia floricultura
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2013).

O Brasil apresenta potencial para tornar-se grgnodutor de flores e
plantas ornamentais, destacando-se as espécigsaisopdevido a grande
diversidade genética e ao clima propicio para swalugdo. A floricultura
tropical, classificada como um negdcio lucrativevse expandindo e sendo
considerada uma alternativa vidvel para pequeress durais (JUNQUEIRA,;
PEETZ, 2011).

Dentre as espécies tropicais, destaca-se o ar(firazeae), que tem

apresentado boa aceitacdo, tanto no mercado inteamoo no externo.
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Contribuem para isso ndo apenas a beleza naturalpecado e o0 exotismo de
suas flores, mas também sua elevada durabilidesl@sténcia ao manuseio pos-
colheita, além da grande altura de hastes e su@aslivolumétricas e espaciais
modernas que se harmonizam perfeitamente com oojdéespdesign da
arquitetura de interiores contemporanea (JUNQUEIRBETZ , 2012). Dessa
forma, existem perspectivas favordveis para eleear ua producao,
comercializacdo e consumo, em ambos o0s mercadosERANOS;
TOMBOLATO; RICORDI, 2010).

2.2 Familia Araceae

A familia Araceae é um grande grupo de plantas doeds
monocotiledéneas, compreendendo 110 géneros e imgaadaxmente 4.000
espécies (VIEGAS et al, 2006), dividindo-se em e setubfamilias:
Gymnostachydoideae, Orontioideae, Pothoideae, Muorideae, Calloideae,
Lasioideae e Aroideae. Tem ampla distribuicdo eedlgminantemente tropical;
apenas cerca de 10% dos géneros estendem-se aseroparadas do norte. No
Brasil, ela é representada por 30 géneros, entrguass esta 0 género
Anthurium com mais de 1.100 espécies neotropicais (COENWWBECHTER,
2004), com varios gendtipos novos para a ciéngtesHiltimos autores citam,
também, que este nimero é subestimado, pela ddidaltaxondmica de muitas
espécies da seccddrospadix um grupo complexo com espécies dificeis de

serem distinguidas.
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2.3 Anthurium sp.

O antdrio Anthurium sp.) é uma importante espécie tropical,
pertencente a familia Araceae, originaria das Araérido Sul e Central
(COELHO; CATHARINO, 2005).

Anthurium Schott € o0 maior e o mais complexo género dasasac
exclusivamente tropical e abundante em areas ftoseda América do Sul e da
América Central. Pertence a subfamilia Pothoid#ag Potheae e tem cerca de
1.100 espécies (COELHO; WAECHTER, 2004), das gapi®ximadamente
105 ocorrem no Brasil (COELHO; CATHARINO, 2008). diversidade dos
anturios é bem conhecida na América Central, naexgla, na Guiana, no
Paraguai e na Bacia Amazobnica, entretanto, pousbexida em areas como o
leste do Brasil, a regido andina e o oeste da Améio Sul (TEMPONI, 2006).

Pela beleza e imponéncia de suas folhagens, 8oeegténcia pouco
vistosa acaba sendo mascarada no habitat, contiibyiara que a escassez de
dados nas colec¢des botanicas (VALADARES; MARTIN®ELHO, 2010).

2.4 Toxicidade e cristais de oxalato de calcio

Apesar de a toxicidade ser uma das principais tafaticas da familia
Araceae, 0s constituintes quimicos responsaveds ékitos toxicos ainda sao,
em sua maior parte, desconhecidos. Inicialmentginal autores atribuiram os
mecanismos toxicos a acdo das rafides de oxalaté@ld® (SANTOS, 2011).
Hoje, ja se sabe que esta substancia participaeganismo téxico, provocando
uma leséo e expondo o organismo do individuo a&utia toxica.

Os efeitos ocasionados pela intoxicacao por espdei¢amilia Araceae,
decorrentes do contato com a mucosa bucal, inclgegimacdo e dor na
cavidade oral, acarretando o desenvolvimento dma&dke labios e lingua, com
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excessiva salivagdo. Em alguns casos, pode odifiarldade de respiracdo e
da fala, podendo evoluir para um edema de glot@wopar a morte da vitima,
por asfixia. Além disso, o contato com os olhoseppdovocar dor intensa,
lacrimejamento, inflamacdo da palpebra, contra¢ditas do musculo ocular e
posterior fotofobia (SANTOS, 2011).

Rafides e drusas de oxalato de célcio sdo abursddaatenaioria dos
tecidos e 6rgédos (ZUNIGA et.a2003). Os depositos intracelulares, geralmente,
estdo nos vacuolos de células especializadas mad¢éo do cristal chamadas de
idioblastos (FRANCESCHI; NAKATA, 2005).

A formacédo dos cristais de C#&l tem sido atribuida a necessidades
funcionais diversas. Gourlay e Grime (1994) sugewpme os Cagd, sao
consequéncia da desintoxicagdo do ambiente radiemiaalta concentracdo de
Ca, danosa a célula, como nos solos calcarios.mJdngitos ecossistemas
naturais e perturbados, acidificacdo do solo, el@varecipitacdo, quantidade
limitante de minerais essenciais e lixiviacdo diond podem levar a formacgéo
de CaGO, no tecido vegetal, como forma de estocar mingraia garantir o
crescimento normal das plantas (CUMMING et al., ZOENTRY; ROSE;
CROMACK, 1992).

2.5 Micropropagacao de antdrio

A micropropagacdo vem sendo empregada comerciadnpand a rapida
propagacao clonal e alta producdo de mudas de nava&slades de antdrios
(MARTIN et al., 2003), principalmente porque muitdsssas variedades séo
hibridas e a clonagein vitro tem permitido a uniformizagéo de caracteristicas,
tais como época de floracdo, coloracédo, tamanbawafdas flores (FUZITANI;

NOMURA, 2004). Além disso, pelo método tradiciorde¢ propagacgdo, é
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reduzido o nimero de plantas que pode ser obtidalmente (TOMBOLATO
et al., 2004).

A maioria dos trabalhos de pesquisa com culturéedelos de antirio
tem sido desenvolvida na Holanda, na Alemanha e Estsados Unidos
(LIGHTBOURN; PRASAD, 1990), tendo o primeiro sidelatado por Pierik,
Steegmans e Van Der Meys (1974) e, no Brasil,rogirb registro é o de Castro
et al. (1982). Embora, atualmente, existam outropas conduzindo ensaios
nesta area, a técnica mais empregada ainda é avdiléda pelo Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), isto é, a producdondelas micropropagadas
via organogénese indireta (TOMBOLATO et al., 2004).

Na micropropagacédo comercial, as mudas séo ohjimtasrganogénese
indireta, isto é, a partir da inducao de calodizatido-se como explante inicial,
na maioria das vezes, folhas, com posterior regefierde gemas adventicias
(ATAK; CELIK, 2009). Outras fontes de explantes t&mo utilizadas, tais
como peciolo, espadice, espata, brotacfes, gerlasax sementes, embora 0s
melhores resultados tenham sido registrados enarbesl foliares. Entretanto,
esse método proporciona taxas de multiplicacaotivelaente baixas e
inconsistentes, podendo ocorrer variacdo somaclor@ mudas obtidas
(BAUTISTA et al., 2008).

Carvalho et al. (2012) relatam que existem, nardlitga, Varios
protocolos para a micropropagacao de anturio; amiie € importante ressaltar
gue, geralmente, sdo necessarios alguns ajustesapaitencdo de resultados
satisfatorios.

Segundo Puchooa (2005), de forma geral, os peshuesa que
trabalham com a cultura de tecidos tém constatawl® grande variacdo nas
respostas obtidds vitro em relagéo a diferentes gendtipos estudados deant
Consequentemente, ajustes ao meio de cultura ass@dm pequenos efeitos

compensadores, quando comparados a baixa capadielaggeneracao.
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2.6 Silicio

O silicio (Si) é considerado um elemento agronomérge benéfico
para muitas monocotiledbneas, tais como arroz,-dareglcar e cereais de
inverno. Plantas que crescem em ambiente rico doiosdiferem daquelas
presentes em condi¢cdes de deficiéncia, principadengnanto & composicéo
quimica, a resisténcia mecénica das células, asteasisticas da superficie foliar
e a tolerdncia a varios tipos de estresses abidticao ataque de pragas e
patégenos (RODRIGUES, 2010).

O Si é um elemento benéfico para o crescimentolalastgy Diversos
beneficios do Si tém sido relatados, tais como onalbda resisténcia a pragas e
a patdgenos e a seca, e tolerancia a metais pesadekhoria da qualidade das
culturas agricolas e produtividade, em uma grarateedade de espécies de
plantas (FAUTEUX et al., 2005; MA; YAMAJI, 2006, @8; LIANG et al.,
2007; RICHMOND; SUSSMAN, 2003). Tem sido demonstragle o Si esta
relacionado ao aumento de clorofila e a melhorienetabolismo da planta, e ao
aumento na tolerancia das plantas a estressesrdaihieomo frio, calor e seca,
reduzindo o desequilibrio de nutrientes e a toamel dos metais na planta,
reforcando as paredes celulares de plantas e aamdenta resisténcia a
patégenos e a pragas (EPSTEIN, 2001).

As plantas das familias Poaceae, Ciperaceae ediagese demonstram
alto acumulo de Si (>4% Si); Brassicaceae, Urtieace Commelinaceae
demonstram acumulo de Si intermediario (2-4% Siguanto a maioria das
espécies demonstra acumulo abaixo de 2% (HODSOHMLI. et2005; MA,;
MIYAKEY; TAKAHASHI, 2002). Segundo Mitani e Ma (2@), plantas
consideradas nao acumuladoras, como tomate, pampéxe tém menor

densidade de transportadores de Si do apoplasdoopsimplasto e um defeito
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nos transportadores de Si das células do cortex paiilema, comparadas as
plantas acumuladoras.

Fatores de estresse, tanto bidticos quanto absptioduzem distarbios
fisiolégicos que conduzem a perda do rendiment®me, caso das plantas
ornamentais, a perda de valor decorativEBICZ; WROBLEWSKA, 2011).
Embora o silicio ndo seja um elemento essenciah parcrescimento e o
desenvolvimento de plantas superiores, de acordo Epstein (1999), sob
condi¢des de estresse, o tratamento com silicie padsar notavel diferenca no
seu desempenho. No caso de plantas ornamentaiseleshento é também
aplicado na forma de silicatos, como, por exemglizato de sédio e silicato de
potassio como adubos liquidos ou aplicacdes faliaee pode também ser
adicionado ao meio na forma de cinza de cascarde @&FRANTZ et al., 2005;
KAMENIDOU; CAVINS; MAREK, 2008, 2010).

Por ndo ser considerado um elemento essenciah@ap) o Si ndo tem
sido muito estudado na micropropagacdo. Contudo, pdoto de vista
fisiolégico, esse elemento tem demonstrado efatwfico sobre o aumento de
producéo de diversas culturas, segundo Gomes @0&I8). Para estes mesmos
autores, acredita-se que o Si possa interferir rqaitatura das plantas, ao
proporcionar folhas mais eretas, o que significaneficiéncia fotossintética.

O Si é absorvido pelas raizes na forma de acidwasiicico (HSIO,),
uma molécula de carga neutra e, nessa mesma fériramsportado até a parte
aérea, pelo xilema. Nas folhas, a perda de agu&rgomspiracao faz com que o
acido monossilicico se concentre e polimerize ditas{SiO,), depositando-se
nos diferentes tecidos vegetais (MA; YAMAJI, 200B)transporte de Si a longa
distancia, da raiz até a parte aérea, é realizeskneialmente via apoplasto. O
transporte de Si nas paredes celulares e espdeoseinlares para o limen das

células e citosol envolve difusdo e fluxo de massa.
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A absorcéo de Si estd relacionada a alguma foendefesa, seja ela
contra estresse hibtico ou abidtico. Assim, astptarabsorvem mais desse
elemento nestas condicBes e, com isso, resisterhomal esse distlrbio
(DALLAGNOL et al., 2009). A concentracdo de siliéamaior na parte aérea
gue na raiz e € maior nas folhas velhas em relasalhas novas (WIESE;
NIKOLIC; ROMHELD, 2007).

O conteldo de silicio nas plantas varia de 0,19 % #&m base seca,
concentrando-se nos tecidos de suporte do caules €othas, mas pode ser
encontrado também em pequenas quantidades nos §eimio assim, as plantas
podem ser classificadas como acumuladoras, intééinesle ndo acumuladoras
de Si, e serem avaliadas de acordo com a relaciy BioCa encontrada nos
tecidos. Nas relagbes acima de 1,0, as plantas@s@&ideradas acumuladoras;
entre 1,0 e 0,5, sdo consideradas intermediariaseor do que 0,5, nao
acumuladoras (MA; MIYAKE; TAKAHASHI, 2001). H4 tardm uma variacao
genotipica na concentracdo de Si dentro de cadg&iesgmbora a variacdo ndo
seja tdo grande quanto a observada entre espd@ESON et al., 2005).

2.6.1 Silicio em plantas ornamentais

Até pouco tempo atrds, ndo era de conhecimentdacpublfato de as
plantas ornamentais, a maioria das quais séo lgdodtieas, acumularem
guantidades apreciaveis de Si em seus tecidos. t\dgonnenfeld (2001)
relataram absorcdo significativa em ornamentaisoc@as gérberas, rosas e
asters, e Voogt, Wubben e Strayer (2005) relataaambsorcao de silicio em
violetas africanas. Frantz et al. (2005) relatasaabsor¢éo de silicio na Nova
Guiné impatiens (beijo-de-frade ou beijinho) e, srtarde, Frantz et al. (2008)
relataram concentragbes de silicio pelo tecidoafolie quatorze espécies

vegetais ornamentais, variando de um minimo deacdec 200 mg K§ em
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petnia, para uma alta de quase 1,3% (13.000 mydeypeso seco, em zinia.
Mattson e Leatherwood (2010) também avaliaram gdaase duzias de plantas
ornamentais e encontraram cerca de metade do Biutdo no tecido foliar
acima de 1.000 mg Kg Dada a grande variedade de plantas ornamentais
cultivadas comercialmente, ainda sédo relativampotieas as espécies avaliadas
guanto ao seu potencial de absorcao.

Os efeitos benéficos do Si estdo bem documentadashuitas culturas
e algumas plantas ornamentais. Os mais recentehos com Si na area de
floricultura sédo com pds-colheita e producéo, copaw,exemplo, copo-de-leite
(ALMEIDA et al., 2009), rosa (LOCARNO; FOCHI; PAIVA2011), gérbera
(GUERRERO; FERNANDES; LUDWIG, 2012), crisdntemo RAALHO-
ZANAO et al., 2012; SIVANESAN et al., 2013) e gisa ornamental
(CARVALHO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). Gsstudos sobre o efeito
do Siin vitro no segmento da floricultura ainda séo bastantatoss Os Unicos
existentes sdo com orquideas (SOARES et al., ZOARES et al., 2012).

Assim, plantas ou explantes cultivadds vitro tém exigéncias
nutricionais especificas, sendo os meios modifisade acordo com a
necessidade de cada tipo de explante e espécim,Assexcisar parte da planta
para o cultivoin vitro, observa-se que os explantes ndo sdo completamente
autotréficos e requerem meios nutritivos suplentondacom as necessidades
exodgenas da célula, considerando 0s elementos cessenconstituintes
organicos e energia (TORRES et al., 2001). Degsaafoa adicdo do silicio ao
meio pode promover efeitos benéficos as plantaaumeentar o contetdo de
hemicelulose e lignina e, consequentemente, aedgida parede celular,
elevando as taxas de sobrevivéncia durante a didagao (CAMARGO;
KORNDORFER; PEREIRA, 2007).
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Para a melhor compreensao das caracteristicas|éyicts, anatbmicas
e fisioldgicas de plantaa vitro, séo utilizadas técnicas diversas para auxiliar no

entendimento da adaptabilidade desses 6rgaos isgeta
2.7 Anatomia foliar

A anatomia vegetal € um ramo da boténica que s&aledestudar a
forma como as células, ostecidose os érgaosldampse organizam
(ANATOMIA..., 2013).

A andlise das estruturas formadoras do corpo dgstais remete a
teoria celular e a assumir a unidade basica daocaggetal como a célula. As
células variam de forma aprecidvel quanto a sudotogia, funcdes e relacdes
com outras células. Estas varia¢cdes possibilitazrganizagéo de células com
fungbes similares em grupos que sdo denominad@osee estes tecidos se
organizam em sistemas com funcdes também semahangeie, por fim, se
organizam em 06rgaos especializados das plantasTRASPEREIRA; PAIVA,
20009).

O estudo da estrutura interna dos vegetais podkaauwna compreensao
de varios fendmenos relacionados ao corpo do Vedetm como nos estudos
de identificacdo taxonbmica. As respostas morfaigasobtidas na cultura de
tecidos e células vegetain vitro tém sido confirmadas mediante andlise
anatébmica (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRQQ12).

2.8 Microscopia eletrdnica
O microscépio eletrdnico de transmissédo (MET) fdraduzido, como

instrumento de pesquisa, por volta de 1950 e slieagfio trouxe contribuicbes

marcantes para o conhecimento humano, ao mosttathele jamais antes



23

visualizados nas &reas biolégica e da ciéncia deérias. Na mesma época,
surgiu a microscopia eletrénica de varredura (MEMjual causou uma segunda
revolucdo no estudo do mundo microscoépico, devidaita profundidade de
campo, conferindo aspecto tridimensional as ima@&h¥ES, 2004).

O MEV consiste num dos equipamentos mais versddéesualidade, no
que diz respeito a andalise microestrutural de naésesolidos. Apesar do fato de
ele envolver certa complexidade de mecanismosgaiuisicdo da imagem, o
resultado final proporcionado consiste de imagewsn cuma aparéncia
tridimensional caracteristica de facil interpretacéle grande utilidade para
avaliar a estrutura superficial de uma dada amoBEina termos de aumento
maximo atingido com o MEV, observa-se que estdtsa entre 0 microscépio
de luz convencional (ML) e o MET. Todavia, a grandaetagem do MEV em
relacdo ao ML consiste em seu alto poder de reiojugpie se situa ha ordem de
2 a 5 nm, ao passo que o ML atinge ;7 J& quando comparado com o MET,
a grande vantagem que pode ser destacada para actiSiste na facilidade de
preparacdo das amostras (ALVES; PERINA, 2012).

A microscopia eletrdnica de varredura € muito zdilia na cultura de
tecidos de plantas. Asmar et al. (2011) visualimargpor microscopia de
varredura, a presenca de cera epicuticular emyid@ntie bananeire vitro,

importante para a aclimatizacao.

2.9 Microandlise de raios X

A microandlise de raios X (MAX) consiste numa melodia analitica
aplicada no contexto do funcionamento do MEV, quessibilita obter
informacfes qualitativas e quantitativas acercaataposicdo de elementos de
amostras (organicas e inorganicas) em escala rodps, a partir da deteccéo

da energia de raios X. Sendo assim, um MEV dotadend sistema de deteccao
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de raios X consiste num dos mais importantes im&ntos para a analise de
elementos quimicos localizados em materiais orgéreédnorganicos.

Por meio da identificacdo dos raios X emitidos @efestra quando da
interacdo com o feixe eletrdnico, é possivel dateama composicdo de regides
com até 1lum de didmetro. Esta metodologia consiste de umaicEmao
destrutiva, podendo determinar quantidades de 8é&% dos elementos
presentes em volumes micrométricos da amostra. AXMiAdamenta-se na
descoberta de Moseley (1913), que observou quegaéncia de emissdo dos
raios X caracteristicos é fun¢do do nimero atbma@elementos presentes na
amostra e tem, portanto, valores de energia enr8pat especificos a cada
atomo de um elemento em particular.

A comparacdo dos raios X obtidos com valores padniermite
identificar os elementos que emitiram os raios ¥cdados (ALVES; PERINA,
2012).

A microandlise de raios X é muito utilizada na commpcao da
deposicéo de silicio (Si) nas folhas, como tambéreaenca do elemento entre
as laminas foliares da face adaxial e abaxial tia#tgs de arroz, trigo, café e
uva (ANDRADE; ANDRADE; MIGLIORANZA, 2012; LEITE; ANDERSEN,
2009; POZZA et al., 2004; REZENDE et al., 2009).

2.10 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi desenvolvida no final dacada de 1950, para
a contagem e a andlise de células sanguineas (CBEARE et al., 2002). No
entanto, com a natural evolucdo técnica e com oeeipaento de novos
marcadores fluorescentes, a utilizacdo desta msitacdo generalizou-se para
outras areas e para estudos com outras célulasp c@fulas vegetais e
microbianas (DOLEZEL, 1997).
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A citometria de fluxo é uma técnica que envolve rélige das
propriedades Opticas (dispersado da luz e fluoresmde particulas que fluem
numa suspenséo liquida. Esta particularidade é dasadiferencas existentes
entre a citometria de fluxo e outras técnicas ddisn quantitativa de ndcleos
isolados ou cromossomos, que necessitam da fixde8oparticulas a uma
superficie. A medicdo em fluxo permite andlisesata velocidade e garante
gue os citomas analisados sejam selecionados réeadmte de toda a
populagdo, sem qualquer subjetividade associadaFZBL, 1997).

A suspensao liquida, que contém os citomas a anadisntroduzida no
centro da camara de fluxo que se encontra preemploidum fluido envolvente
(“sheath fluid”) e que tem velocidade muito supedi@a suspensao liquida. Por
meio de um fendbmeno fisico designado por focagedrolinAmica, as
particulas sdo forcadas a moverem-se, em fluidondmuma a uma, no centro
do fluxo (DOLEZEL, 1997). Estas particulas intete@p um feixe de
iluminacdo bastante intenso, com origem em uma aig fontes de iluminacéo
(laser(s) e/ou lampada de vapor de mercurio). Quasdoarticulas intersectam
o feixe de luz, ocorre um processo de dispers&@niftd e/ou de emissdo de
fluorescéncia, cuja intensidade é dependente dastedsticas das particulas
(CORTE-REAL et al., 2002). Os fétons que sdo dspefrontalmente v&o ser
recebidos e analisados por um fotodiodo (dete@atisperséo frontal) e os que
sdo dispersos ortogonalmente (90°) sao recebidaspe série de filtros opticos
e analisados em tubos fotomultiplicadores (dispelsferal e fluorescéncia)
(CORTE-REAL et al.2002). Os diferentes tipos de filtros dpticos (epass”,
“short-pass”, passagem de banda e espelhos disyoiisidem a emissao
fluorescente, permitindo a medicdo simultanea dmv&orantes fluorescentes
(DOLEZEL, 1991).

A citometria de fluxo é uma técnica rapida e comugie que permite a
determinacdo exata do conteddo de DNA nuclear (XBELE 1991; FOX;
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GALBRAITH, 1990). A analise é baseada na utilizag@® fluorocromos
especificos ao DNA e na analise da intensidadéudestcéncia relativa emitida
por nucleos corados. Para determinar o contetudoNde nuclear em unidades
absolutas, a intensidade da fluorescéncia dos agiofe comparada com a
intensidade da fluorescéncia de nucleos isoladesrideespécie com o tamanho
do genoma nuclear conhecido.

Uma das vantagens da citometria sobre a tradicional
técnica de contagem de cromossomos € que ela podélzada para a analise
de muitas plantas em pouco tempo e pode ser aplicad
gualquer tecido vegetal (ROUX et al., 2003). SeguBdkry et al. (2007), a
contagem de cromossomos pode ser (til para a fidagéio de plantas
poliploides, quando a citometria de fluxo ndo es@onivel.

A andlise com citometria de fluxo tem sido utiliazadm um grande
ndmero de espécies, incluindo cereais e legumirdsanportancia econémica,
e esta se tornando cada vez mais Util para a amgfdidmica e as diferenciacdes
em plantas (DOLEZEL et al., 2004).
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CAPITULO 2

Citometria de fluxo e estudos anatémicos em gendtip deAnthurium

RESUMO

No intuito de averiguar os caracteres anatdmicoxentelido de DNA
de um banco de germoplasma, foram realizados estdde folhas de 12
gendtipos deAnthurium aclimatizados em vasos e mantidos em sala de
aclimatizacdo controlada. Apds 120 dias, foramtades trés folhas totalmente
expandidas de cada um dos genétipos, para a igEizias andlises anatdbmicas,
ultraestruturais e citométrica. Observou-se graad®litude gendmica do
género Anthurium variando de 4,95-22,74 pg de DNA. As espécies de
Anthuriumavaliadas mostraram-se pouco distintas quantatomia da folha,
diferenciando-se apenas algumas espécies, geralimplandiie o hibrido(A.
lindmanianumx A. guianesis As analises de citometria de fluxo permitiram
uma diferenciacdo entre as espédéieandraeanumA. affine A. bomplandiiA.
gracile e o hibrido(A. lindmanianunx A. guianesis como também aproximou
0 grupoA. raimundii, plowmanii e jemanii do A. sp. (IFT 258), em todas as
analises. As espécies dathuriumtém epiderme uniestratificada com cuticula
lisa; células epidérmicas, com paredes anticlingtias ou sinuosas e paredes
periclinais retas, sinuosas ou convexas. Os estdmado do tipo
braquiparacitico na face abaxial, hipoestomaticos) excecado das espéches
jemanii A. affine A. gracile A. plowmanii e A. lindmaniarum A. guianensis
que tém estbmatos em ambas as faces, ocorrem eon d@sidade e sdo anfi-
hipoestomaticas. O mesofilo € homogéneo, com aemantamada abaixo da
epiderme apresentando drusas, em especial ha agmncipal, lamina foliar e
abaixo da epiderme. Réafides ndo foram observadssameespécies. Todos 0s
gendtipos apresentaram cera epicuticular depositadsuperficie da cuticula,
com excecdo do hibriddA( lindmanirum x A. guianesi$. Os genoétipos que
apresentaram maior nimero de estdmatos féxajgmanii e A. raimundii, ao
contrario daA. gracile, que apresentou menor densidade. Ja para diapudtno
e equatorial A. gracile foi numericamente superior, em ambos os diametros
consequentemente, em sua relagdo. Na epidermeabdaginthuriumsp. (IFT
255) apresentou espessura epidérmica superior @edaas espécies, enquanto,
para a espessura da epiderme abaxial, o hibAdadlifdmanianumx A.
guianesi3 e IFT 123 foram os que apresentaram maioresegaldr raimundiie
IFT 258 foram semelhantes em ambas as faces, afade os menores valores
em espessura epidérmica. A analise de agrupamessibjitou a aproximacao
das espécieA. raimundii e A. affing A. bomplandiie A. gracile, A. jemanie A.
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plowmanij e as cultivares Astral e Rulf.(adraeanur)) e isolou o hibridgA.
lidimanianumx A. guianesis

Palavras-chave: Araceae. Anatomia foliar. AntUridNA.
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ABSTRACT

In order to ascertain the anatomical charactets RBNA content of a
genebank, studies have been conducted of the ledd@sgenotypednthurium
plantlets in pots and kept in a room controllediiatization. After 120 days,
we collected three fully expanded leaves of eaclotype, for the realization of
the anatomical, ultrastructural and flow cytometriObserved large-scale
genomics of the genusnthurium ranging from 4.95 to 22.74 pg DNA.
Anthurium species evaluated were shown to be somewhat differe to the
anatomy of the sheet, differing only some spegiesomplandiiand hybrid A.
guianesisx A. lindmanianum The flow cytometric analysis allowed the
differentiation between the speci@sandraeanumA. affine A. bomplandii A.
gracile and hybrid A. guianesix A. lindmanianun) but also approached group
A. raimundij plowmaniiandjemanii A. sp. (IFT 258) in all analyzeénthurium
species have epidermis with cuticle smooth; epidéroells with straight
anticlinal walls and winding and periclinal wallgagght, winding or convex.
The stomata are of type braquiparacitico on theiabaurface, hypostomatic,
with the exception of the specifs jemanij A. affing A. gracilg A. plowmanii
andA. lindmaniarunx A. guianensiswhich have stomata on both sides occur at
lower density and are anfihipoestométicas. The hlygmeous mesophyll, with
the first layer below the epidermis presenting dnjsespecially in the midrib,
leaf and below the epidermis. Raphides were notrebs in these species. All
genotypes showed epicuticular wax deposited orstiniace of the cuticle, with
the exception of the hybridA( guianesi< A. lindmanianum Genotypes with
the highest number of stomata weke jemanii and A. raimundij unlike A.
gracile with the lowest density. As for polar and equatodiameter,A. gracile
was numerically higher in both diameters, and cqueatly in their relationship.
In the adaxial epidermidnthuriumsp. (IFT 255) showed epidermal thickness
superior to other species as to the thicknessefdiver epidermis, the hybrid
(A. guianesix A. lindmanianumand IFT 123, presented the highest valdes.
raimundii and IFT 258 were similar in both the sides, with towest values in
epidermal thickness. Cluster analysis allowed thgr@aimation of species.
raimundii and A. affine A. bomplandiiand A. gracile A. jemani and A.
plowmaniiand cultivars Astral and RubA(adraeanury and isolated hybrid4
guianesis A. lindmanianum

Keywords: Araceae. Leaf anatomy. Anthuriums. DNA.
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1 INTRODUCAO

O géneroAnthurium é considerado taxonomicamente complexo, com
muitas espécies pouco conhecidas, novas para @eaciércom poucos estudos
sobre sua distribuicdo geografica. A dificuldadedmgtingdo taxondmica das
espécies deve-se, acima de tudo, a sua plasticidadelégica. Algumas séo
muito similares, com diferencas morfolégicas e tateas sutis, dando margem
a confusdo taxondémica dentro do grupo. Tillich @08alienta que h& muitas
lacunas envolvendo a estrutura da plantula em Ae@ que, apesar da
existéncia de trabalhos envolvendo 36 génerosmdida(incluindoAnthurium),
importantes detalhes sobre a morfologia ainda a&mf esclarecidos.

As publicagbes sobre a familia Araceae incluem extensa lista sobre
anatomia foliar, entretanto, sdo poucas as anadisagdmicas realizadas no
género Anthurium Os mais recentes estudos anatbmicos realizados em
Anthuriumforam com anatomia da lamina foliar e da espata NWIAVANI;
FILARTIGA; COELHO, 2010; MANTOVANI; PEREIRA, 2005)e anatomia
foliar de plantas jovens e adultas em habitat tegifi(LORENZO;
MANTUANO; MANTOVANI, 2010).

O génerdAnthuriumpertence a familia Araceae, que é um grande grupo
de plantas herbaceas monocotileddneas, com 10nsilibla 110 géneros e,
aproximadamente, 4.000 espécies (GONCALVES; SALMIA2005; VIEGAS
et al.,, 2006). O géneréAnthurium pode ser reconhecido pela inflorescéncia
(espadice) e uma bractea vistosa ou nao (espata) afmigam flores
hermafroditas, sésseis, geralmente muito pequenéspestas espiraladamente
ao longo do eixo da inflorescéncia (COELHO; LEORDO4). De acordo com
Coelho (2007), foram descritas 105 espécies darg@mehuriumno Brasil.

Devido a sua facilidade, rapidez e precisdo, ar@tda de fluxo tem
sido uma alternativa atraente aos métodos tradisaidOLEZEL; BARTOS,
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2005). A analise por citometria de fluxo do conteatt DNA nuclear é uma
excelente alternativa aos métodos classicos deagemt cromossbmica
(LOUREIRO; SANTOS, 2004) e na distincdo de espécasda nao
identificadas. Tanto a anatomia foliar quanto anoétria de fluxo podem prover
varios caracteres para esclarecer as relacfe® diengspécies dnthurium

Considerando-se o grande nimero de espécies, sessidade e
complexidade, torna-se evidente a importancia illaagio de tecnologias mais
avancadas, a exemplo da anatomia e citometria uko, flobjetivando o
conhecimento do génefmthurium.

O trabalho foi realizado, portanto, com o principhjetivo de comparar
as caracteristicas anatdbmicas foliares, detecteandgteres que sejam potenciais
para subsidiar e contribuir com os estudos taxoo@sndo génerd\nthurium
além de aproximar espécies ndo identificadas pado me quantificacdo do
DNA.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Departamento de @Adpira, da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), no periodojuhho a novembro de
2012.

Foram estudados 12 gendtipos do gérfemthurium pertencentes ao
banco de germoplasma da Embrapa Agroindustria @abCNPAT), coletados
em diferentes regibes do Brasil, sendathurium gracile (IFT 107), A.
bomplandii (IFT 108), A. raimundii (IFT 109), A. jemanii (IFT 117), A.
plowmanii (IFT 118),Anthuriumsp. (IFT 123)A. lindmaniarunx A. guianesis
(IFT 128), A. affine (IFT 129), Anthuriumsp. (IFT 255),Anthuriumsp. (IFT
258),A. andraeanunfcv. Astral IAC) eA. andraeanunfcv. Rubi IAC).

Esses genotipos, ja estabelecidositro no Laboratério de Cultura de
Tecidos da Embrapa (CNPAT), foram enviados a Usidade Federal de
Lavras (UFLA), tendo sido aclimatizados em vasosiantidos, em sala de
aclimatizacdo, a temperatura de +28 °C e fotoperitel 12 horas. Apos 120
dias, foram coletadas 3 folhas totalmente expasdiia 3 plantas, para cada
andlise.

Citometria de fluxo - utilizaram-se 3 repeticdes de 30 mg de folhas
para cada espécie, acrescidas com a mesma quantidadnassa foliar de
ervilha Pisum sativum(padrédo de referéncia de quantidade de DNA — Bg)9
ou feijdo Phaseolus vulgarik.) (padréo de referéncia de quantidade de DNA —
26,90 pg) que foram trituradas em placa de Petri, contendi. He tampéao de
extracdo de ndcleos, Tris ou Marie (DOLEZEL; BINARE LUCRETTI,
1989), dependendo da espécie. Foram realizadagakeide 5.000 ndcleos das
amostras extraidas em 1 mL de tampao Tris ou Macderados com 25uL/mL
de iodeto de propideo. Os histogramas foram obtidastémetro FacsCalibur®
(Becton Dickinson) com o programa Cell Quest (DINKRDN, 1998). O
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contetdo de DNA (pg) das plantas foi obtido poramda equacgéo: contetido de
DNA (pg) = posicao do pico G1 da amostra/posicapido G1 de padrdo x pg.
A andlise estatistica dos dados foi realizada pelmgrama WinMDI 2.8
(TROTTER, 2000).

Caracteristicas anatdbmicas -folhas foram fixadas em F.A.Ay €
armazenadas em etanol 70%. Secc¢Oes paradérmicéscdasabaxial e adaxial
foram realizadas & méo livre, enquanto as seccémsversais foram feitas em
micrétomo de mesa. As sec¢Bes foram colocadas acagplde Petri contendo
hipoclorito de sédio 1%, durante 10 minutos e, eguila, transferidas para
agua destilada, por 10 minutos e coradas com &adrah0% e safrablau
(safranina 1% e azul de Astra 0,1%), para secc@eslgrmicas e transversais,
respectivamente. Posteriormente, foram montadamad&nsemipermanentes. O
material foi observado em microscopio Olympus CXdtoplado a camera
digital Belcam DIV-3000, fotografado (15 campos)as medidas foram
realizadas nosoftware ImageTool 3.0. Avaliaram-se mesofilo, densidade
estomatica, relacdo diametro polar e diametro egahtdos estOmatos e
espessura da epiderme das faces abaxial e adaxial.

Caracteristicas ultraestruturais - amostras constituidas de folhas
foram imersas em solucgédo fixadora Karnovsky (19@5) 7,2), por 24 horas,
sob refrigeracdo. A seguir, foram lavadas em tanga&odilato 0,056 M (trés
vezes), por 10 minutos cada e pés-fixadas em tdoéde Osmio 1%, em
tampdao cacodilato 0,05 M, por 4 horas, em temperaumbiente. Apds este
periodo, as amostras foram lavadas, por trés vemes,agua destilada e
desidratadas em gradiente de acetona (25%, 50%g®¥%%6), por 10 minutos e
trés vezes com 100%, por um minuto cada. Apés idrdéscdo, para a andlise
em microscopia eletrénica de varredura (MEV), awsiras foram secas em
aparelho de ponto critico CDP 030, por meio de, Gfuido e, em seguida,

montadas emstubs para a metalizagdo com ouro. Os espécimes foram
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observados em microscépio eletrdnico de varredlE® (Evo 040), operando
entre 10 e 20 kV. Observou-se toda a estruturpidizrene adaxial e abaxial de
cada folha.

Delineamento experimental e andlise estatistica s experimentos
foram conduzidos em delineamento inteiramente d¢iaada, com 12
tratamentos (gendtipos) com 3 repeticdes (3 foljemsitipo). Todos os dados
foram submetidos a ANAVA no software R (DEVELOPMEICDRE TEAM,
2008) e as médias comparadas, pelo teste de Suott-l§ 5% de probabilidade.
Foram comparadas quanto ao potencial diagnésticosidglaridade dos
respectivos caracteres anatébmicos e de conteUfdNde por meio de analises
de agrupamento. Estabelecidos 12 caracteres pdoéha os dados foram
descritos por uma andlise de agrupamento, utilzandistancia euclidiana no
software R (DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo a amplitude genémica, foi observadadgramplitude no
género Anthurium de 4,95-22,74 pg (Tabela 1). Houve aproximacde do
gendtipos, que foram divididos em sete grupos. iogiro grupo, ficou apenas
0 acesso IFT 128 (hibrida. lindmanianunx A. guianesis com 4,95 pg e, no
segundo grupo, 0s gendtipos IFT 1Zhthuriumsp.) e IFT 255 Anthurium
sp.), materiais ainda n&o identificados, com apnaxiamente o dobro da
guantidade de DNA (8,61 pg) do primeiro grupo. Bl@eiro grupo observaram-
se as cultivares comerciais (Rubi e Astral) pedates a espéciéA.
andraeanum com 9,18 e 9,28 pg, respectivamente. No quarto ogrup
observaram-se os genétipos IFT 109, IFT 118, IFT d1FT 258, classificados
comoA. raimundii(10,04 pg)A. plowmanii(10,22 pg)A. jemanii(10,63 pg)e
Anthuriumsp. (10,93 pg). Nos trés ultimos grupos, com a®maaiquantidades
de DNA, apresentaram-se isolados com os respedrisidos de DNA: 13,08
pg paraA. affine(IFT 129), 21,54 pg parA. gracile(IFT 107) e 22,74 pg para
A. bomplandii(IFT 108)

No experimento, o conteddo de DNA das plantas éeémininado por
citometria de fluxo, que aproximou estatisticamerg@spécies d& raimundii,

A. jemanii A. plowmaniie Anthuriumsp. (IFT 258), como também o grupo de
duas espécies ainda néo identificadas, IFT 12&eQ@anfirmou-se também que
as cultivares Astral e Rubi (IAC) pertencem a mesBj€cie, tendo 0s mesmos
resultados sido observados para Bliss e Suzuk2j2@bmo também isoloA.
bomplandij A. gracile e A. affinedas demais espécies. Do ponto de vista pratico,
determinar o conteldo de DNA nuclear pode substituicontagem de
cromossomos, principalmente quando se trabalha wormamero grande de
individuos, como um banco de germoplasma (SCHIFIMDTMANN, 2001).
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A média dos coeficientes de variacdo (CV), nesteides para as
amostras foliares, variou entre 0,34 e 0,73. Essdsres demonstraram a
qualidade dos resultados obtidos e a confiabilidads estimativas de
guantidade de DNA nos genoétiposAlgthuriumspp. (Tabela 1).

Tabela 1 Quantificacdo de DNA para genotiposAdéhuriumspp. analisados
por citometria de fluxo

Contetdo
Acesso Nome cientifico Tampéo Padrao de DNA CV (%)
(pg) *
Anthurium Phaseolus
IFT 128  lindmanianunx A. Tris . 4,95¢ 0,58
. . vulgaris
guianesis
IFT 255 Anthuriumsp Marie ~ Fhaseolus g o4y 0,48
vulgaris
IFT 123 Anthuriumsp. Marie Phaseqlus 8,60 f 0,46
vulgaris
cv. Astral Anthurium Marie Phaseo_lus 9,28 e 0,40
andraeanum vulgaris
cv. Rubi Anthurium Marie ~ Fhaseolus g .q, 0,50
andraeanum vulgaris
IFT 109 Anthurium Marie ~ Fhaseolus 5504 g2
raimundii vulgaris
IFT 118 Anthurium Marie ~ Fhaseolus 45554 034
plowmanii vulgaris
IFT 117  Anthurium jemanii  Marie Phaseo_lus 10,64 d 0,73
vulgaris
IFT 258 Anthuriumsp. Marie " haseolus 4 qq 4 0,72
vulgaris
IFT129  Anthurium affine  Marie  13S€0US  y308c (48
vulgaris
IFT 107  Anthurium gracile  Marie Phaseqlus 21,55b 0,34
vulgaris
IFT 108 Anthurium Tris Pisum 2274a 0,64
bomplandii sativum

*Médias seguidas das mesmas letras minUsculasnperte a0 mesmo grupo e, na
coluna, ndo diferem significativamente entre slip peste de Scott-Knott, a 5%
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Neste trabalho, utilizaram-se, como padréo intemarvilha Pisum
sativun) e o feijao Phaseolus vulgarit.), que tém um contelido de 2 C de
DNA de 9,09 e 26,09 pg, respectivamente (FiguraEkles padrbes foram
escolhidos por possuirem conteddo de DNA cujo \&taa-se no meio do valor
médio para a maioria dos contetdos de DNA vegetalendo, dessa forma, ser
utilizados para avaliar tanto plantas com pequerigia quanto aquelas com
genoma maior.

Ao contrario dos métodos convencionais, tais comatagem de
cromossomos ou medi¢cdes do comprimento dos estdpmaiaso da citometria
de fluxo é mais preciso e mais rapido (CHEN et 20]11; NGUYEN et al.,
2003).
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Figura 1Histogramas obtidos pela analise de citometrialude fem gendtipos

de Anthuriumspp.
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As espécies dAnthuriumtém lamina foliar com cuticula lisa, células
epidérmicas poligonais ou irregulares, com pared¢islinais retas ou sinuosas
e estbmatos em ambas as faces ou apenas na apdgiabh 2). Todas as
espécies deAnthurium estudadas neste trabalho apresentaram células
epidérmicas da folha com paredes retas ou ondylactasoborando os
resultados obtidos por Keating (2002) e Mantovhitartiga e Coelho (2010),
que chegaram aos mesmos resultados. Nas folhasldas epidérmicas sao
curtas, com distribuicdo aleatéria. Resultadossestambém encontrados por
Mantovani, Filartiga e Coelho (2010) em trabalhalirado com nove espécies
de Anthuriunj. Houve excecdo apenas pArabomplandij que apresentou
células mais alongadas, caracteristica relevant giferencia-la das demais
espécies.

A epiderme foliar das espécies analisadas apresertn ambas as
faces, células com paredes periclinais variandoralas a convexas, com
excecdo do hibridoA({ lindmanianumx A. guianesis que apresentou paredes
anticlinais sinuosas e periclinais convexas, caditintivo para identifica-lo.
Keating (2002) constatou que, em visdo transveadgins géneros de Araceae
apresentam o contorno das paredes periclinais élatas epidérmicas, bem
como a proporcao altura/largura, e considerou gaevalores para diagnosticos

taxondmicos.



Figura 2 Fotomicrografias de secgbes paradérmizgdaag abaxial de folhas de
genétipos deAnthuriumspp. a) IFT 108, b) IFT 117, c) IFT 128, d)
IFT123, e) IFT 129, f) IFT255, g) IFT 107, h) IFB& i) IFT 109, j)
IFT 118, I) IAC cv. Astral e m) IAC cv. Rubi. Barral mm (Lavras,
2013)

Secc¢bes paradérmicas da face abaxial das folhagnsdtradas na
Figura 2, indicando que as espécies tém estdmatosfane abaxial,
classificando-se como folhas hipoestomaticas. Aeg&a € para as espéches
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jemanii A. affing A. gracile A. plowmaniie A. lindmanianunx A. guianesis
que tém estdbmatos em ambas as faces e ocorrem ewr rdensidade,
classificando-se como anfi-hipostomatica (Figura B) caracteristica destas
espécies apresentar também estdmatos na nervutaalcem em sua
proximidade. Estas informacfes estdo de acordokamating (2002) (Tabela 1),
de que a folha da maioria das espécies da famitieee € hipoestomética e os
estbmatos sdo concentrados, principalmente, naf&ipabaxial.

O estbmato é a porta entre a planta e a atmogfedando desempenhar
importante papel nas respostas das plantas ascdesdambientais (NILSON;
ASSMANN, 2007). E encontrado, na maioria das pEnpaedominantemente
nas folhas e nos caules jovens e consiste, basitejie um poro circundado
por duas células-guarda, que podem ser usadasrtan@distingdo taxondmica
em espécies.

Todos o0s estbmatos, neste trabalho, foram idemtifis como
braquiparaciticos, que sdo caracteristicos de iespéde Anthurium
(MANTOVANI; FILARTIGA; COELHO, 2010; MANTOVANI; PEREIRA,
2005). Os estdmatos da face abaxialAddomplandiitém as células-guarda
menos proeminentes que as células subsidiarias, sguaemais alongadas,
distinguindo-se das demais espécies, que apresediaias-guarda no mesmo
nivel das subsidiarias.

Todas as espécies estudadas apresentam estOmatgsanbados, de
cada lado, por duas células subsidiarias e céfulasda com cloroplastos
(Figura 3), classificando-se como braquiparacitichsmaioria das espécies
apresenta células epidérmicas com paredes resiaumsas, com excecao Ae
andraeanum(cv. Astral e Rubi), que apresenta paredes ondsiladmente na

face abaxial (Figura 2L e M).
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Figura 3 Fotomicrografias da folha dathuriumaffine a) Epiderme da face
adaxial com células epidérmicas (Cel epd), detplra o estbmato
(Stm), sendo Cel grd= célula guarda e Cel anx=laéumexa. b)
Epiderme da face adaxial, evidenciando as drusgs Barra= 1 mm
(Lavras, 2013)

O mesofilo homogéneo é indiferenciado, com a prianeamada abaixo
da epiderme apresentando drusas em sua estrutussasDde oxalato de célcio
também estdo presentes na nervura principal, nandafoliar e abaixo da
epiderme (Figura 4).

Apesar de amplamente difundida na familia AracK&ATING, 2004),
ndo foram observadas rafides em qualquer das esp&wr outro lado, drusas
foram encontradas em todas as espécies estudaigmsa(RB e Tabelal),
destacando-se as espédieghurium bomplandijiA. jemanii A. gracile e IFT
123, que apresentaram as maiores quantidades si@sdrancentradas na face
adaxial do limbo foliar e nervura principal (Figurd, podendo ser uma
caracteristica distintiva para as espécies.

A epiderme foliar de todas as espécies é unidstaaina, constituida por
células tabulares, quando observadas transversain@s estbmatos em seccao
transversal estdo no mesmo nivel das demais célpidérmicas (Figura 4).
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Stm

Figura 4 Fotomicrografias de seccbes transversaisfotha de Anthurium
andraeanuncyv. Astral (IAC). a) Nervura principal e demaisitios
do limbo foliar. b) Limbo foliar, Ep ada = epiderrda face adaxial,
Fvas = feixe vascular, Stm = estdbmato (com ondelagéntre a
nervura principal), Msf = mesofilo, Pr= pericicldy = drusa, Ct =
cuticula, Ep aba = epiderme da face abaxial. Bafsanm. (Lavras,
2013)

Os cristais de oxalato de calcio tém sido motivendestigacéo, devido
a sua importancia ecolégica, uma vez que a presgmgaistais nas plantas é
relacionada com o mecanismo de defesa contra avbesb(LUCAS et al.,
2000; XIANG; CHEN, 2004) e pela importancia fisigiéa, pois os cristais
regulam o nivel de calcio nos tecidos (VOLK et 2002), além de auxiliar na

distribuicdo da luz para os cloroplastos com aipfigfio do excesso de luz,
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durante periodos de alta intensidade luminosa (FRABCHI, 2001).
Adicionalmente, ha estudos que evidenciam que esskcde célcio pode ser
estocado na forma de oxalato de célcio e que akt® pode ser remobilizado
em certas condi¢des (VOLK et al., 2002).

Segundo Keating (2004), a presenca de idioblastos cristais de
oxalato de calcio é uma caracteristica definida pafamilia Araceae. Conforme
0 autor, emAnthurium as células e os cristais tém caracteristicapamtientes,
podendo ocorrer na lamina foliar, no peciolo, nolea na raiz; rafides séo
encontradas em todos os 6rgdos. No caso das espestiedadas, foram
encontradas somente drusas na nervura principdgnmiaa foliar e abaixo da
epiderme, caracteristica observada por Mantovdatitiga e Coelho (2010).

A nervura principal pode ter a mesma ou guase anagsoeminéncia
em ambas as faces, para as espécibsmplandij A. jemanii A. lindmaniarum
X A. guianesis Anthuriumsp. (IFT 123 e 258)A. raimundii, A. plowmanij A.
andraeanumcv. Astral eA. andraeanumcv. Rubi (Figuras 5A, B, C e D), ou
pode ser mais proeminente na face abaRag(acile, Figura 5G), ou pode ser
mais proeminente na face adaxial &ffinee Anthuriumsp. (IFT 255), (Figuras
3E e F). Dentre as espécies, a que apresentou praeminéncia da nervura
principal foi A. affine (Figura 5E), enquantd. bomplandij Anthuriumsp. (IFT
123) eA. andraeanunctyv. Astral apresentaram menor proeminéncia daungrv
principal (Figuras 3A, D e L, respectivamente).eSstsultados estdo de acordo
com as afirmacdes de Keating (2003) de que a reerptincipal tem forma
variavel, podendo ser simétrica, arredondada oufoomato deltoide em ambas
as superficies; achatada ou largamente concavajabdante e convexa a

arredondada, abaxialmente.
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Figura 5 Fotomicrografias de seccdes transversaifolthas de gendtipos de
Anthurium a) IFT 108, b) IFT 117, c) IFT 128, d) IFT123, IET
129, f) IFT255, g) IFT 107, h) IFT 258, i) IFT 109,IFT 118, I) IAC
cv. Astral e m) IAC cv. Rubi. Barra =5 mm (Lavr@®13)

O mesofilo é uniforme, ndo apresentando difergdciaentre o0s
parénquimas palicadico e esponjoso. As células dsofilo apresentam
disposicado compacta e lindmaniarunx A. guianesigFigura 6C) Anthurium
sp. (IFT 255)A. plowmanij A. andraeanunrcv. Astral e cv. Rubi, com excecéo
de A. bomplandij A. jemanii Anthuriumsp. (IFT 123) (Figura 5DA. affing A.
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gracile, Anthurium sp. (IFT 258) eA. raimundii, nas quais podem ser
encontrados espacos intercelulares.

el LS RL THT | ]
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Figura 6 Eletromicrografias de seccdes transvedmifolhas de gendétipos de
Anthuriumsp. a) IFT 108, b) IFT 117, c) IFT 128, d) IFT 123 IFT
129, f) IFT 255, g) IFT 107, h) IFT 258, i) IFT 109 IFT 118, I) IAC
cv. Astral e m) IAC cv. Rubi. Barra =5 mm (Lavra@®13)

Todas as espécies apresentaram cera do tipo eplautilepositadas na
superficie da cuticula e em formas diferenciadasera pode apresentar, dentre
outros, formatos de escamasnthurium spp. — IFT 258), capa continuA. (
raimundi) ou, como na maioria, em forma de granulds jemanii A.

lindmanianumx A. guianesise todas as outras estudadas) (Figura 7). A forma
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gue a cera adquire ao se depositar na superfisi@d@fos é peculiar a cada
espécie. A cera também funciona como barreira @ofungos, bactérias e
insetos (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO022).

O hibridoA. lindmanianunx A. guianesisapresenta menor quantidade
de cera na superficie epidérmica, concentrand@osite de cera nos estbmatos
(Figura 7B). Isso pode ter ocorrido pela auséneiaudicula nessa espécie.

As espécies analisadas neste trabalho apresentama@lisa em ambas
as faces. Resultados similares foram obtidos portdani, Filartiga e Coelho
(2010), que constataram que a cuticula sem ornagt® € um carater
frequente na familia Araceae.

A cera que se encontra na parte externa da cuté&culen polimero
complexo, heterogéneo, resultante da interacdoongas cadeias de acidos
graxos, &lcoois alifaticos e alcanos, em presercaxijénio. OsAnthurium
apresentam cera epicuticular que pode ser depaséad uma variedade de
formas fisicas, como formando camadas finas, placesstais de diferentes
tamanhos e formas que, segundo Alquini et al. (R@08ppezzato-da-Gloria e
Carmello-Guerreiro (2012), é caracteristica pecwiecada espécie, podendo,
assim, ser usada como carater taxondmico na distithe das espécies.

Devido a sua composi¢do quimica, as ceras comnstitmea pelicula que
atua como uma interface entre a célula vegetaineio, destacando-se como a
principal barreira protetora contra a perda de gupratranspiracdo excessiva,
acdo de patégenos, radiacBes solares e entradarodetqs quimicos e
contaminantes (FERREIRA et al., 2005).
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Figura 7 Eletromicrografias de varredura, da epigeda face adaxial da folha
de Anthurium spp., evidenciando os tipos de ceras. a) e b) Cera
epicuticular em forma de granulos efnjemanii e A. lindmaniarumx
A. guianesis Barra= 20 um, c¢) Cera epicuticular em forma dmems
em Anthuriumsp.- IFT258. d) Cera epicuticular em camada caatin
emA. raimundii. Barra= 30 um (Lavras, 2013)

Com relagdo a densidade estomatica, os gendtippsapresentaram
maior nimero de estdmatos for@mjemanii e A. raimundii, ao contrario dé\..
gracile, que apresentou menor densidade estomatica. Fareetth polar e
equatorial,A. gracile foi numericamente superior em ambos os didmetros e
consequentemente, em sua relagdo. Os valores mdmstpara densidade
estomatica foram aproximados entre os grupos, dstamtre 5,71 e 17,07
estdmatos/mA(Tabela 2). Neste estudd, raimundii e A. jemaniioram os que
apresentaram estdbmatos maioresAj&gracile apresentou estdbmatos menores.
Geralmente, estdbmatos maiores sdo caracteristeosmientes mesofiticos,
propiciando um consumo maior de agua (GALMES et 2007), enquanto
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estbmatos menores seriam encontrados em ambiedrieesy propiciando um
controle hidrico mais adequado (AASAMAA; SOBER; RBRA2001).

Na epiderme adaxialAnthurium sp. (IFT 255) apresentou espessura
epidérmica superior a das demais espécies, comuétanmaior espessura do
mesofilo (916,2 um). Porém, para a epiderme aha&ialindmaninumx A.
guianesis e Anthurium sp. (IFT 123) foram o0s que apresentaram maior
espessuranthurium raimundiie IFT 258 foram semelhantes em ambas as faces
(adaxial e abaxial), apresentando os menores gatoreespessura epidérmica.
Anthuriumsp. (IFT 258) apresentou a menor espessura enfilngsom 182,3
um (Tabela 2).



Tabela 2 Caracteres anatémicos de folhadaurium spp. Densidade estomatica, didmetro polar (DP)nelié
equatorial (DE) dos estdmatos e relacdo DP/DE sssp& dos tecidos foliares e presenca (+) ou aiag8rae
estruturas (Lavras, 2013)

Epiderme abaxial (um)

Lugar de Densidade Epiderme Epiderme Mesofilo Presenca Estbmatos
Genotipos  Nome cientifico 9 estbmatos DP DE DP/DE adaxial abaxial de epiderme
coleta 2 (um) .
(mm*®) (um) (um) drusas  adaxial
IFT 108 Anthurium AM 7.47d* 4384b 33,85a 129c  118,3b 1050b  685,1b * -
bomplandii
IFT117 Ajr::r‘]‘gr']‘i‘im PA 15,27a  38,15d 33,48a 1,14c  457e 50,3c  508,5¢ * +
IFT 128 A lindmanianum o 10,80c  40,14c 29,92c 1734b  118,6b 117,2a  4845¢c * +
X A. guianesis
IFT 123 Anthuriumsp. PA 10,00c 33,53e 26,00c 1,28c 115,0c 128,8a 716,6b * -
IFT 129  Anthurium affine  PE 11,60b  38,30d 28,11c 1,36b  109,5c 112,0b  677.6b * +
IFT255  Anthuriumsp RJ 8,64d  3845d 27,43c 1,40b  127,0a 100,0b  916,2a * -
IFT 107 Agtrg‘gl'gm PB 57le  5458a 3459a 157a  451e 404c  359,0d * +
IFT258  Anthuriumsp ES 13,10b  41,78d 30,86b 1,36b 19,2f 16,0d 182,3f + -
IFT 109 Anthurium BA 17,07a  39,96d 33,4la 1,19¢c 25,5 212d  216,0e * -
raimundii
IFT 118 Anthurium PA 12,71b  43,55b 3420a 127c  433e 46,0c  52372c * +
plowmanii
cv.Astral Anthurium o iado 771d 3817d 27.61c 1,38b 37,06 363c 2292 * -
andraeanum
cv. Rubi Anthurium o ioado 750d 34.35¢  27.76c  123c  57.1d 48,6c  303,9d * -
andraeanum
CV% 22,22 9,61 10,68 13,41 16,25 24,47 14,43

*Médias seguidas das mesmas letras mindsculasluaacoéo diferem significativamente entre si, fiekie de Scott-Knott, a 5%

(o))
=
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A andlise de agrupamento aproximou as espékiegimundii e A.
affing A. bomplandiie A. gracile, como também aproximoA. jemani e A.
plowmanii bem como isolou o hibridd\( lindmanianunx A. guianesis uma
das poucas espécies que ndo contém grande quantitaccera em sua
epiderme. O acesso ainda nao identificado, comeTo2b8, se aproximou no
agrupamento do ramo das espéciea daimundiie A. affine Ja os outros dois
gendtipos IFT 123 e 255 se aproximaram do ramagpécie. bomplandiie
A. gracile Esses dados podem confirmar que os gendtiposdesitificados

pertencem a mesma seccao destas espécies (Figura 8)

Height
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L 1 1 1 1 l 1 ]
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A. bomplandii i
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A. lindmanianumx A. guianesis

A. jemanii
— :
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Figura 8 Dendrograma obtido pela andlise de similaridade cdeacteres
anatbmicos e conteldo de DNA. Gendétipos: 1 = IF8, 0= IFT
117, 3 = IFT 128, 4 = IFT 123, 5 = IFT 129, 6 = IB%5, 7 = IFT
107, 8 = IFT 258, 9 = IFT 109, 10 = IFT 118, 11AClcv. Astral e
12 = IAC cv. Rubi. (Lavras, 2013)
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Observou-se também que as espékiesdraecanunrepresentadas pelas
cultivares Astral e Rubi se mantiveram préximasis Tasultados reforcam o
potencial anatdémico e citométrico na aproximacéa distincdo das espécies.

Os dados anatbmicos e o conteddo de DNA foram dseis a
aproximacao das espécies, como também na suacéistipor meio da analise
de agrupamento. Mantovani, Filartiga e Coelho (2006lizando analises de
agrupamento de caracteres anatdbmicos de folha atagspeforcaram a

aproximacéo no diagnéstico de espécieSmtaurium
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4 CONCLUSOES

Todas as espécies estudadas apresentam carac@i@siaos comuns
ao génerdnthurium

Por meio do estudo anatémico, verificou-se a apragéio das espécies
A. andraeanum(cv. Astral e Rubi), como também distinguiu o Hdbri(A.
lindmanianumx A. guianensis e A. bomplandiidas demais espécies, com
caracteristicas anatdbmicas peculiares a cada espéci

A variacdo no conteido de DNA, por citometria dexdl, permitiu
estabelecer uma diferenciagdo entre as espéciesdraeanumA. affing A.
bomplandij A. gracilee o hibrido(A. lidimanianumx A. guianesis como
também aproximou o grupf raimundii, plowmaniie jemaniido Anthuriumsp.
(IFT 258), em todas as andlises.

A andlise de agrupamento possibilitou a aproximaid® espécies.
raimundii e A. affing A. bomplandiie A. gracile, A. jemanie A. plowmanij e as
cultivares Astral e RubiA. adraeanur) e isolou o hibriddA. lidimanianumx
A. guianesis
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CAPITULO 3

Silicio no crescimentan vitro de anturio cv. Rubi

RESUMO

As caracteristicas ornamentais agregam valor aad@sdo género
Anthurium pois consistem de materiais de importancia papoducdo e a
comercializacdo. Este trabalho foi realizado coobjetivo de avaliar o efeito de
diferentes fontes de silicio durante o desenvolabmén vitro de Anthurium
adreaenumcv. Rubi. Foram utilizados segmentos nodais dentylds ja
estabelecidoén vitro e inoculados em meio Pierik adicionado de 30'glé
sacarose e solidificado com 1,8 §de Phytagél’. Trés fontes de silicato foram
adicionadas ao meio Pierik: silicato de sédio ,@\@;), silicato de potassio
(K2SIiOy) e silicato de calcio (CaS#p nas concentracbes de 0,5;1,0e 2,0 mg L
! e 0 meio (sem adicdo de silicato) como testemurhadelineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, coninzpi repeticdes. Os
segmentos foram mantidos, por 100 dias, em sataedeimento, sob condi¢Bes
controladas. Foram avaliadas as caracteristicastéditicas, fisiolégicas,
concentracdo de silicio e microandlise de raioPevido & anormalidade das
plantulas nas fontes de silicato de calcio e pmasgilizaram-se apenas o0s
dados das plantulas obtidas pela fonte de sildatsddio, que apresentou 100%
de plantulas normais. O uso de silicato de sédimei@ de cultura proporcionou
maior teor de clorofila. Plantulas de antdrio apnégram melhor
desenvolvimento (nimero de folhas, massa secartla ggrea e comprimento
da parte aérea) entre as concentracdes de 0,5neg2.0 de silicato de sodio.
Para o nimero de raizes, verificou-se significapaia as concentracées de 0,5
mg L* de silicato de sodio. A fonte de silicio e a congdo devem ser
consideradas para evitar anomalias nas plantutaupidasin vitro. O uso de
silicato de sdédio promoveu 0 aumento de massaemcplantulas de anturio.
Maior teor de clorofila é obtido quando as plarguda antirio sao cultivadas em
meio PIERIK suplementado com silicato de sédio.sO de silicato de sodio no
meio de cultura proporcionou melhor qualidade déntollas deAnthurium
andraeanumcv. Rubi a a disponibilidade de silicio no meio asétura foi
proporcional & sua absorcao pelas plantulas.

Palavras-chave: Antario. Micropropagacéo. Silicaasodio.
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ABSTRACT

The ornamental features add value to the studgefyenusAnthurium
because they consist of materials of importancertmluction and marketing.
This work was carried out to evaluate the effectiffierent sources of silicon
during in vitro development ofAnthurium adreaenuntv. Rubi. Were nodal
segments of seedlings establislreditro and inoculated in Pierik added 30 g L
! sucrose and solidified with 1.8 g'LPhytagel™. Three sources of silicate were
added to the medium Pierik, sodium silicate /@.), potassium silicate
(K,Si0s) and calcium silicate (CaSiat concentrations (0.5, 1.0 and 2.0 mg L
1) and medium (without addition of silicate) as eohtThe experimental design
was completely randomized, with fifteen repetitiofike segments were kept for
100 days in a growth chamber under controlled dardi. Characteristics were
evaluated phytotechnical, physiological concerdratiof silicon and X-ray
microanalysis. Due to the abnormality in the sewgdkources of calcium and
potassium silicate, using only data obtained bygbedling source of sodium
silicate which showed 100% of normal seedlings. Uibe of sodium silicate in
the culture medium showed higher chlorophyll contémthurium seedlings
showed better growth (number of leaves, dry weidtghoots and shoot length)
between concentrations of 0.5 and 2.0 mbdodium silicate. For the number of
roots, significance was found for concentration®& mg L* sodium silicate.
The source and the concentration of silicon mustdmesidered to avoid the
defects produced in vitro plantlets. The use ofenglass promoted the increase
in seedling dry weight of anthurium. Higher chldngl is obtained when the
seedlings are cultivated in anthurium Pierik sup@eted with sodium silicate.
The use of sodium silicate in the culture mediuralded better quality of
Anthurium andraanum seedlings cv. Rubi. The availability of silicin the
culture medium is proportional to its absorption Agdraecanum anthurium
seedlings cv. Rubi.

Keywords:Anthurium Micropropagation. Sodium silicate.
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1 INTRODUCAO

O anturio é consensualmente apontado como um ddsitos de maior
potencial de neg6cios, nos mercados interno e rextena atualidade.
Contribuem para isso ndo apenas sua beleza natwalhracéo e o exotismo de
suas flores, mas também sua elevada durabilidadsisténcia ao manuseio de
pds-colheita (JUNQUEIRA; PEETZ, 2012).

Varios trabalhos tém sido conduzidos com culturtediglos em anturio,
visando a avaliacdo do seu potencial morfogenéticobtengdo de mudas. De
forma geral, o fator mais importante tem sido aeeffigidade da cultivar,
resultando na necessidade do desenvolvimento decptos exclusivos para
cada gendtipo. Devem ser levados em conta o t@adede do explante a ser
utilizado (GANTAIT; MANDAL, 2010).

Puchoa (2005) ressalta que, de forma geral, osuiseshpres que
trabalham com cultura de tecidos tém constatado graade variacdo nas
respostas obtidas vitro em relacdo aos diferentes genétipos estudados de
anturio. Consequentemente, 0s ajustes no meioltlgacsdo essenciais para a
obtencédo de plantas vigorosas e de qualidade ci@nerc

Os elementos minerais que estimulam o crescimenéy ndo sao
essenciais, ou que sdo essenciais apenas paraaslg@smecies de plantas, ou
sob condi¢cBes especificas, sdo considerados elesnbahéficos (FURLANI,
2004). S&o importantes no crescimento e no deseamaito normal de
algumas plantas, mas sua auséncia ndo é consideraffdor limitante. Dentre
os elementos considerados benéficos, pode-se destac silicio
(KORNDORFER, 2006).

Apesar de o silicio ndo ser considerado um elemessencial, os
beneficios da utilizagdo desse elemento na agreuttm sendo cada vez mais

reconhecidos e comprovados por cientistas do mimedoo. Dessa forma, o
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uso de silicatos na agricultura, além dos efeitostat na produtividade, pode
contribuir de maneira significativa para a poteliwdgéo e, consequentemente,
a reducao no uso de defensivos (REIS et al., 2008ua funcéo estrutural na
parede celular pode elevar os conteidos de henasele lignina, aumentando
a rigidez da célula (CAMARGO; KORNDORFER; PEREIR#07).

Os estudos sobre o efeito do silicio (8i)vitro no segmento da
floricultura ainda s&o bastante restritos. Os maigntes trabalhos com Si na
area de floricultura sdo com pds-colheita e producémo, por exemplo, com
copo-de-leite (ALMEIDA et al.,, 2009), rosa (LOCARNGOCHI; PAIVA,
2011), gérbera (GUERRERO; FERNANDES; LUDWIG, 2012jisdntemo
(CARVALHO-ZANAO et al., 2012; SIVANESAN et al., 2@} e girassol
ornamental (CARVALHO et al.,, 2009; OLIVEIRA et aRk013). Os Unicos
trabalhos com Sh vitro sdo com orquideas (SOARES et al., 2011, 2012).

Dada a grande variedade de plantas ornamentaisivacias
comercialmente, relativamente poucas espécies faraliadas quanto ao seu
potencial de absorcao de silicio (FRANTS et alL@0

Considerando os beneficios observados para oudsm®cies, €
necessario avaliar o efeito do silicio no desenrwwto das plantas produzidas
in vitro, principalmente para espécies que apresentam famopoa comercial,
como o anturio. Assim, este trabalho foi realizadm o objetivo de avaliar o
uso de silicio no crescimenia vitro, bem como avaliar as caracteristicas
morfofisiolégicas e as concentracdes de silicio falhas de plantas de
Anthurium andraeanuntv. Rubi submetidas a diferentes fontes e teoees d

silicio.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultala Tecidos do
Departamento de Agricultura da Universidade Fedéealavras (UFLA), em
Lavras, Minas Gerais.

Segmentos nodais de plantulas de antario estatbessiai vitro foram
inoculados em meio Pierik (PIERIK, 1976), adicioma 30 g [* de sacarose e
solidificado com 1,8 g t de Phytagél’. Trés fontes de silicato foram
adicionadas ao meio de cultura, silicato de sAd®Si0s), silicato de potassio
(K;SIiOy) e silicato de célcio (CaSiD nas concentragdes de 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0
mg L*, sendo 15 repeticdes (2 segmentos/frasco) panteaito. O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5,8 e, em seguidackuado, a 121 °C e 1,2 atm,
durante 20 minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, segmanidais contendo
uma gema foram inoculados em frascos de 400 mltenda 50 mL do meio de
cultura com os respectivos tratameni0s. frascos foram mantidos em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas, temperate 25+2 °C, com
intensidade luminosa de 52,5Wrs".

Apés 100 dias, foram avaliados os parametros desaiseguir.

Caracteristicas fitotécnicas — foramavaliadas visualmente todas as
plantulas do experimento, quanto ao aspecto, seai®re anormais, além do
namero de folhas, nimero de raizes, comprimentpadie aérea (cm), massa
fresca e seca de parte aérea (g), comprimentdziécna) e massa fresca e seca
de raiz (g). A massa seca do material vegetaldalizada apdés secagem em
estufa, a 60 °C, por 72 horas, até peso constante.

Caracteristicas fisiol6gicas —realizada no Laboratério de Produtos
Vegetais, no Departamento de Ciéncia dos Alimed@sUFLA. Teores de

clorofila a, b e total foram quantificados seguralanetodologia de Arnon
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(1949). Foram coletadas folhas de 10 plantas da trathmento e 0,1 g dos
tecidos foliares foi macerado em nitrogénio liquéidecolocado em acetona 80%.
Em seguida, o material foi centrifugado, a 8.00@ »por 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado para a determinacao petctesfotdmetro (663 nm e
645 nm) dos contetdos de pigmentos.

Concentracao de silicio -andliserealizada no Laboratério de Nutricao
Mineral de Plantas, no Departamento de Ciéncia$Salo da UFLA. Foram
coletadas folhas de 12 plantas, que foram secastifa ventilada, a 60 °C, por
72 horas, até peso constante e moido separadaret¢terminacéo de silicio
foi realizada de acordo com a metodologia propastasallo e Furlani (1978).

Microanalise de raios X-— realizada no Laboratério de Microscopia
Eletrébnica no Departamento de Fitopatologia da UFBnostras do terco
mediano de 2 folhas em 3 plantas foram fixadas eanndvsky (1965),
desidratadas em solu¢des crescentes de acetona53%670%, 90% e 100%),
sendo, entdo, submetidas a secagem ao ponto crititeando-se C®como
liquido de transicdo. Posteriormente, foram redabecom carbono CED 020
Baltec e analisadas, ao microscopio eletrénico deredura LEO-EVO,
seguindo o protocolo de Alves (2004).

Delineamento experimental e analises estatisticaso-delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com rhPamentos, consistindo de
15 frascos, cada frasco contendo 2 explantes. @®sdabtidos foram
submetidos a analise de variancia utilizando-seograma estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2011), sendo realizada regresséo nassdad
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram consideradas plantas normais aquelas cugctaspisual nao
proporcionava potencial para ornamentacdo e/ou caloercial, especialmente
enrolamento de folha e peciolo (Figura 1). De azoam os dados da Tabela 1,
a maior porcentagem de plantulas normais foi obskennos tratamentos com
silicato de sédio. Os tratamentos com silicato dei@ e potdssio apresentaram
plantulas anormais. Recentemente, resultados senteth a estes foram
observados em arabidopsis (MOONTPETIT et al., 2042¢m crisdntemo
(SIVANESAN et al., 2013), os quais mostraram quabaorcao de Si causou
necrose nas folhas e nanismo nas plantas.

Altas dosagens desses silicatos tém funcéo fitmadeentro da planta,
como observado por Sousa et al. (2010). Provaveémerso pode ter ocorrido
devido ao fato de que todo nutriente em excessmpeaodesbalanco nutricional,
causado por sua maior concentracdo na planta ounfoacdes com outros
elementos, provocando deficiéncia ou acumulo ekaes@MALAVOLTA,
2006).

Levando-se em consideracdo os altos indices demalidade das
plantulas nas fontes de silicato de calcio e pmtaeptou-se por utilizar apenas
os dados das plantulas obtidas na fonte de silidats6dio, que apresentou

100% de plantulas normais (Tabela 1 e Figura 1).
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Tabela 1 Porcentagem de plantulas normais e anormaisAdéhurium
andraeanunctv. Rubi, aos 100 dias (Lavras, 2013)

Fonte (Si) CO?;‘;”E(?)QEIO Normais (%)  Anormais (%)
Testemunha 0,0 100 »

Silicato de sédio 0,5 100 -
(N&,SiOy) 1.0 100 -
2,0 100 .

Silicato de calcio 0.5 78,57 21,43

(CaSiOs) 1,0 48,57 51,43

2,0 42,86 57,14

S|I|cat(oK(:§i(p)c3))taSS|o 10 14.29 65 71

2,0 42,86 57,14

Figura 1 Fotos dénthurium andraeanunav. Rubi, aos 100 dias. Silicato de
sédio: a) testemunha; b) 0,5 mg;Lc) 1,0 mg % d) 2,0 mg [
Silicato de calcio: e) testemunha; f) 0,5 m§ ) 1,0 mg [*; h) 2,0
mg L. silicato de potéassio: i) testemunha; j) 0,5 rigl). 1,0 mg L
m) 2,0 mg L. Barra = 1 cm (Lavras, 2013)
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As concentragbes de silicato aplicadas ao meio Wwra Pierik
influenciaram o crescimento e o desenvolvimentopldatulas de anturidn
vitro. Como se observa no Gréfico 1, houve efeito sigatifo apenas para as
variaveis fitotécnicas numero de folhas, compriroeats parte aérea, nimero de
raizes e massa seca da parte aérea.

Com o incremento nas concentracdes de silicatdd®,sverificou-se
aumento na forma quadratica. O ponto maximo na&rigdica que ocorreu
maior producdo na concentracdo de 0,7 mJg tuando, entdopcorreu
decréscimo acentuado no numero de folhas com ordaarda concentracdo de
silicato de sodio. Resultados semelhantes tambémfobservados por Braga
et al. (2009), trabalhando com morangueimsvitro. Diferentemente dos
resultados deste trabalho, Pasqual et al. (20ddalhando com orquideas
vitro, verificaram maior nimero de folhas na utilizagacsilicato de calcio. Por
outro lado, Asmar et al. (2011), trabalhando comabairain vitro e Oliveira et
al. (2013), com girassol ornamental, ndo constatadderenca no nimero de
folhas, quando da aplicacéo de silicio ao meiouttera.

Essas diferencas nos resultados, segundo Braga(2009), podem ser
explicadas pelo fato de o crescimento de plantagog, tecidos e células
vitro dependerem do desenvolvimento de meios de cutiurézados para cada
espécie e pela perfeita interacdo de componensen@ais, como interacao
entre Si e Na, por exemplo.

Com o aumento na concentracdo de silicato de sédareu um
aumento linear no comprimento da parte aérea dastubhs de antdrio,
registrando-se, na concentracdo de 2,0 r"hg)Lcomprimento méaximo de 1,82
cm (Gréfico 1). Nessa mesma concentracdo, Pastjaal @011) obtiveram o
maior comprimento da parte aérea para orquiitedsro, utilizando 2,0 mg Lt

desilicato de célcio. Para Asmar et al. (2011), ézatjdo de silicato de sédio
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proporcionou a melhor resposta em comprimento dete paérea no
desenvolvimento de bananeinavitro.

A producdo de massa seca da parte aérea mostrantmuguadratico
na medida em que houve o incremento da concentaddicato de sodio. A
producdo maxima foi atingida na concentracéo den,4™* de silicato de sédio
(Gréfico 1). De forma semelhante, Almeida et aDO@ e Sivanesan et al.
(2013) constaram que diferentes doses de sili@pgpcionaram aumento na
massa seca em partes aéreas de plantas de cogitededrisantemo. Asmar et
al. (2011), trabalhando com bananeiravitro, obtiveram maior massa seca da
parte aérea quando utilizaram silicato de s6dimei de cultura. Dessa forma,
pode-se concluir que plantulas de antirio acumufeis reservas na parte aérea
com a utilizacéo de silicato de sodio.

A absorc¢éo do silicio (como acido silicico) € urogesso ativo, isto é,
exige gasto de energia, mesmo quando as raizes @stipresenca de altas
concentracdes do elemento. O sédio exerce fung@dstofosforilacdo, que é
um processo de sintese de ATP a partir de ADP fatiosia ATP sintases da
membrana do tilacoide, nos cloroplastos das célidgstais. O Na em baixas
concentracdes participou da sintese de energiago&r@ Si fosse absorvido e
proporcionasse as plantas de antdrio influénciaresolimero de folhas,
comprimento da parte aérea, niumero de raizes ersesa da parte aérea.

Maior nimero de raizes foi verificado nas concedea de 0,5 mgt
de silicato de sédio, com um comportamento quadré&tté essa concentracao,
seguido de um decréscimo acentuado (Gréfico 1ulRe®s semelhantes foram
observados por Soares et al. (2008), quando tratasmthcom silicato de sodio

na aclimatizacdo de orquideas.
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Gréfico 1 Caracteristicas fitotécnicas em plantdag\nthurium andraeanum
cv. Rubi, aos 100 dias de cultivo, com diferentescentracdes de
silicato de sédio (Lavras, 2013).

Observa-se, no Gréfico 2, que ha tendéncia de ronmos teores de
clorofila a, b e total, na medida em que se elecargentracdo de silicato de
sédio e o melhor resultado foi obtido com 2,0 rifg A maior relagéo clorofila a

e b foi observada na testemunha, ou seja, no meicutfura sem adi¢do de

silicio.
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Gréfico 2 Teores de clordfila a, b, total e relagdlo em folhas de plantulas
Anthurium andraeanurav. Rubi cultivada# vitro, por 100 dias, em
meio de cultura contendo silicato de sédio (Lave8d,3)

Os resultados obtidos neste estudo mostram a idéetey do uso de
silicio em antudrios sobre o teor de clorofila ercboram dados de pesquisas
realizadas por Gong et al. (2005), Locarno, FodRaia (2011), Sivanesam et
al. (2013) e Sousa et al. (2010). Isso ocorre exdorde o silicio estar associado
a manutencdo da fotossintese, a protecdo da disfid de clorofila e a
preservacdo da deterioragdo estrutural e funcidaal membranas celulares
(AGARIE; AGATA; KAUFMAN, 1998).

Aumento do teor de clorofila pelo fornecimento d@sSplantas também
foi observado por Al-aghabary, Zhujun e Qinhua &00em tomateiro.
Possivelmente, este comportamento esta associddtoate o Si ser acumulado
nas células epidérmicas da parte aérea das plan&disprando o angulo de
abertura das folhas, tornando-as mais eretas, diingo o autossombreamento e
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favorecendo o melhor aproveitamento da luz, no nmbonéa aclimatizacéo das
plantas de anturio.

Os teores de silicio nas folhas de antdrio foramiuenciados
significativamente pelas concentracdes utilizadasilicato de sédio. Observa-
se, no Gréfico 3, que ocorreu incremento da coregid deste nutriente nas
folhas das plantulas de antlrio, nas doses maisdde de silicato. Maior
concentracdo foi em 1,5 mg'lLde silicato de sodio, verificando-se um
acréscimo quadratico. Resultados semelhantes folbservados por Almeida et

al. (2009), quando trabalharam com copo-de-leite.

1.15

1,145 -

§=-0,0058x2+0,0169x +1,1337
R?*=0,89
Ponto maximo~ 1,5

1,135

Concentragiio de Si parte aérea %
—
N
ES

0,0 0.5 10 15 2,0
Silicato de sodio mg L

Gréfico 3 Concentragdo de silicio na parte aéreantleurium andraeanurav.
Rubi cultivadan vitro, por 100 dias. (Lavras, 2013)

A presenca de silicio na testemunha pode ser exalipelo fato de o
silicio ser um elemento abundante na naturezapdstaresente em toda parte,
inclusive na agua (LUZ et al., 2006). O Si idactiflo nos tratamentos que nao
receberam silicato de sédio, provavelmente, fajinério da agua utilizada na
conducdo do experimento, na qual, embora fossenidaite, algumas formas
neutras de Si presentes ndo podem ser totalmeimdénadas. No entanto,
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ressalta-se que esse Si foi absorvido em quansdadelevantes, quando
comparado aos tratamentos que receberam silicatodile.

Na microandlise de raios X (MAX) foi detectada difeca na parte
abaxial das folhas tratadas com silicato de sédabéla 2). A deteccdo do
elemento Si foi observada em todos os tratameimdsisive a testemunha. Os
dados confirmam a analise quimica das folhas, ahtgmbém se constatou o

elemento silicio em todos os tratamentos analisados

Tabela 2 Microandlise de raios X, na discriminad@oelemento silicio (Si)
analisado em folhas com diferentes concentrac@eslicito de sddio
(Lavras, 2013)

Fonte Concentracao Detectabilidade
(Si) (mg L™ do Si (%)
Testemunha 0,0 1,01
Silicato de sédio 0.5 1,16
(Na,SiOy) 1,0 1,21
2,0 1,50

A absorcdo do Si presente no meio de cultura foificbada pela
localizacdo do elemento (Si) nas folhasddandraeanuntv. Rubi, por meio do
mapeamento. Verificou-se a distribuicdo evolutietacionada diretamente a
concentracdo aplicada no meio de cultura (Figura@QE D). A presenca de
silicio na testemunha também foi detectada no nmage® na parte abaxial da
folha (Figura 2A).



83

Figura 2 Mapeamento para Si da epiderme abaxial de folhapl@etulas
Anthurium andraeanuntv. Rubi cultivadain vitro, por 100 dias,
mostrando uma evolugéo da presenca e da distrdbdigéelemento.
Silicato de sddio: a) Testemunha; b) 0,5 mig ¢) 1,0 mg L'; d) 2,0
mg L. Barra = 20um. (Lavras, 2013)

A polimerizagdo de silicio na superficie inferioa dolha, processo
denominado silicificacdo, € comum em gramineas (Lé#Xal., 2002) e pode
ocorrer em dicotiledéneas, como o cafeeiro (POZZAlg 2004). Até entéo,
ndo havia relatos na literatura sobre a deposigoSid em antdrio. Foi
observado, por meio do MAX, que o Si encontra-sggmmnado principalmente
na epiderme, pois, quando analisada em corte gesawda folha, a quantidade
foi inferior até mesmo na testemunha.

Além do Si, as amostras com 0,5 mde silicato de sédio (Figura 3),

apresentaram maior quantidade de fésforo e enxofgje ndo foi verificado
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nos outros tratamentos e nem na testemunha. A nwpiantidade desses
elementos pode estar associada a resisténciaateangd nutricional.

Segundo Taiz e Zeiger (2009), espécies C3 benafis igualmente, de
uma exposicdo a baixos niveis de ions sédio, dsimio 0 crescimento, além de
poder, em parte, substituir o potassio como untsolsmoticamente ativo.

Resultados semelhantes foram observados por Miretrala (2002), em
gue a interacdo entre silicio e sddio influencicuteores de P, Ca e K em
plantas de moringaVoringa oleiferg e os teores de S sofreram influéncia na
presenca de Si. Os autores atribuiram 0 aumenabstacao desses nutrientes a

maior seletividade da membrana promovida pelo Si.
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Figura 3 Microandlise de raios X da superficie riofede folhas de plantulas
Anthurium andraeanuntv. Rubi cultivadain vitro, por 100 dias.
Presenca de Si no tratamento com 0,5 r'ﬁgillcato de sédio. Escala
dos graficos: Total na vertical 350 cps (captu@ssggundo). (Lavras,
2013)
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Sivanesan et al. (2013) relatam que a aplicacaSidem crisintemos
aumentou a concentracdo de P na cultivar Gayaétfikninuiu nas cultivares
Lemmon Tree e White Angel. Os autores relatarambéama reducdo na
concentracdo de B, Cu, Fe e Mn no tecido foliaoeckiiram que o Si pode
diminuir a toxicidade por esses elementos. Resulsatnelhante foi observado
por Inal et al. (2009), trabalhando com cevada.ufFag2005) relata que o
macronutriente S destaca-se pela fungdo na produgoproteinas e
aminodcidos, que séo essenciais ao desenvolvirdaritanta.

Apesar de os antlrios serem monocotiledéneas,ladsifitados como
plantas ndo acumuladoras, resultado também obsempad Almeida et al.
(2009), trabalhando com silicio na nutricdo minatal copo-de-leite. Assim,
plantulas de antdrio ndo tém capacidade de acumd#icio na parte aérea em
alta concentracdo, mas podem se beneficiar dessaemio, mesmo em

pequenas quantidades.
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4 CONCLUSOES

A fonte de silicio e a concentracdo tém que sesiderada para evitar
anomalias nas plantulas de antario cv. Rubi prathsin vitro.

O uso de silicato de sédio ao meio de cultura mpapoou melhor
gualidade com o0 aumento da massa seca em pladeutagdrio.

Maior teor de clorofila foi obtido quando as pldatude antdrio foram
cultivadas em meio de cultura suplementado coweesiide sodio.

A disponibilidade de silicio no meio de cultura faoporcional a sua

absorcéo e deposigéo nas folhas de plantulas decant
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CAPITULO 4

Fotossintese e anatomia foliar de plantulas de ania in vitro, cultivadas

com diferentes concentragées de silicio

RESUMO

Estudos sobre as modificacbes anatdbmicas decesreft cultivoin
vitro sdo fundamentais para o melhor entendimento nendelvimento das
plantas micropropagadas. Este trabalho foi readizamin o objetivo de avaliar
diferencas morfolégicas nas plantas, em consecuédoi uso do silicio
adicionado ao meio para o cultiyo vitro de Anthurium adreaenurav. Rubi.
Foram utilizados segmentos nodais de plantulassfabelecidosin vitro e
inoculados em meio Pierik adicionado de 30'gle sacarose e solidificado com
1,8 g L' de Phytagéel. Foi adicionado ao meio silicato de sédio {8l6), nas
concentragdes (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mb.LO delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com quinze repeticoesioseealizada a regresséo dos
dados. Os segmentos foram mantidos, por 100 diasata de crescimento, sob
condicBes controladas. Foram avaliadas caractedsti anatdmicas,
ultraestruturais e fotossintéticas. A densidadene&tica, no meio contendo 1,0
mg L* de silicato de sédio foi 0 que apresentou maimsidde estomatica.
Para o diametro dos estdmatos, maior didmetro potaquatorial da superficie
abaxial ocorreu no tratamento com 2,0 mg Maior relagéo didmetro polar e
didmetro equatorial foi observada para o ponto maxna concentracéo de 1,2
mg L*. O acréscimo na concentracéo do silicato de s@dieocou diminuicdo
da espessura da epiderme abaxial, enquanto, parpiderme adaxial, a
espessura aumentou de forma quadratica, na coac@otde 0,4 mgt Na
espessura da nervura central, observou-se um descescentuado até a
concentracdo de 1,3 mg'LPara o mesofilo, a testemunha apresentou maior
espessura, observando-se que a adi¢do de silieadodio ao meio de cultura
promove decréscimo em sua espessura. As plantulagadas em silicato de
sédio demonstraram diferencas significativas pataxa fotossintética, a taxa
transpiratdria, a condutancia estomética e a ctragio interna de GOJa para
a razéo entre concentragdes interna e externa gden&@se observou diferenga
estatistica. A adicdo de silicato de sédio resuttoraumento da deposigéo de
cera epicuticular e na formacgédo de estruturas pésite de reserva de calcio em
plantulas de antdrio. Em condi¢dnsvitro, a adi¢éo de silicato de so6dio ao meio
de cultura afetou o aparato fotossintético. Antlude. Rubi apresenta
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caracteristicas anatdmicas e fisiolégicas que iboreim para a sobrevivéncia em
ambienteex vitra

Palavras-chave: Anturio. Silicato. Alterac@es dsatais.
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ABSTRACT

Studies on the anatomical changes resulting frowitro culture are key
to better understanding the development of micrioggated plants. This study
was to evaluate morphological differences in plagsa result of the use of
silicon added to the medium for the in vitro cuftwf Anthurium adreaenurav.
Rubi. Were nodal segments of seedlings establigheitro and inoculated in
Pierik added 30 gL' sucrose and solidified with 1.8 g LPhytagel". Were
added to the medium, sodium silicate {8i@), at different concentrations (0.0,
0.5, 1.0 and 2.0 mg1). The experimental design was completely randothize
with fifteen repetitions being performed regressiata. The segments were
kept for 100 days in a growth chamber under cdeioconditions. Were
evaluated anatomical, ultrastructural and photdmtic. The stomatal density,
the medium containing 1.0 mg Lsodium silicate showed the highest stomatal
density. For the diameter of the stoma, the motar@md equatorial diameter of
the abaxial surface was observed in treatment &ibhmg L *. Polar greater
diameter ratio and diameter was observed to pealcahcentration of 1.2 mg L
. The increase in the concentration of sodium aiicto the reduction of
thickness of the lower epidermis, while that foe thdaxial, the thickness
increased quadratically in a concentration of Ogtlm®. The thickness of the
central rib, there was a marked decrease untittimeentration of 1.3 mg'E.
For the mesophyll, the control showed a higherktiéss, observing that the
addition of sodium silicate to the culture mediunopotes a decrease in its
thickness. Seedlings grown in sodium silicate shibgignificant differences in
photosynthetic rate, transpiration rate, stomatahdactance, internal GO
concentration. As for the ratio between internad amternal concentrations of
CO, there was no statistical difference. The additbsodium silicate resulted
in increased epicuticular wax deposition and foramabf structures reservation
deposit of calcium anthurium seedlings. Unifevitro conditions, the addition
of sodium silicate to the culture medium affect gteotosynthetic apparatus.
Anthurium cv. Rubi has anatomical and physiological charsties that
contribute to the survivalx vitra

Keywords:Anthurium Silicate. Structural changes.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a producdo comercial de anturios coattarser oriunda de
mudas obtidas por meio da propagacdo sexuada.afsapl propagadas dessa
forma produzem flores com grande variabilidade ates; formatos e tamanhos
das espatas, dificultando a colheita de flores demrmo padrdo. O cultivo de
cultivares nacionais resultantes da pesquisa deléte pelo Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), aliado as técnicaspdgpagacadn vitro,
refletiu na melhoria da qualidade de producdo, iptisando a utilizagdo da
classificacdo das flores de acordo com os padémsatios (DIAS et al., 2012).

Assim, técnicas de cultura de tecidos vém sendoregagas para a
rapida propagacao clonal de novas variedades deamtA producéo de grande
quantidade dessas plantas s6 é possivel pelaainltvitro, uma vez que, pelos
métodos tradicionais de propagacdo, divisdo deebmg e estaquia, apenas
algumas unidades de novas mudas podem ser obtidaslmente
(TOMBOLATO et al., 2004).

Diversas alteracGes na estrutura da folha de gdamiantidasn vitro
tém sido reportadas, como aumento no tamanho ensdéde dos estbmatos e
a reducdo no controle estomatico, na quantidadeeda epicuticular e na
espessura do mesofilo, com alta propor¢do de espagtercelulares
(HAZARIKA, 2006; KHAN et al., 2003). Segundo Sargaet al. (2008), a
intensidade dessas alteracGes € bastante vardmeiuncdo de caracteristicas
préprias de cada espécie e sua quantificacdo pedeifar na melhoria das
condicBes de cultivo para cada grupo de plantas.

As desordens anatdbmicas sdo menos significativagaenie e raizes,
porém, sua manifestacao nas folhas afeta os doiSgais processos realizados
por estas, isto é, fotossintese e trocas gaso&EBHRG; MAENE, 1984).
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A anatomia foliar pode contribuir para a compreenda condicdo
fisiolégica e das modificacdes estruturais de pntmicropropagadas,
fornecendo informacdo aplicavel a planta na adéptap novo ambientex
vitro (MARIN, 2003).

A adicao de silicio adicionado ao meio de cultuoalep beneficiar as
plantas por aumento da hemicelulose e lignina, atando, assim, o grau de
dureza da parede celular. Estas modificagbes aamemtaxa de sobrevivéncia
das plantas durante a aclimatizacdo. Os efeitostodir de silicio s&o
acompanhados por varios efeitos indiretos, incluindmento na capacidade
fotossintética, reducé@o de taxas transpiratoriagpmerescimento das plantas e
aumento da resisténcia mecanica das células (VAIEE&TI., 2004).

Em face do exposto, o presente trabalho foi reddizaom o objetivo de
mensurar os tecidos foliares e andreaenuntv. Rubi, visando identificar as
alteracdes anatbmicas, ultraestruturais e fot@tgias em plantulas cultivadas

in vitro, na presenca de silicato de sédio, em diferemesentracdes.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultala Tecidos, no
Departamento de Agricultura da Universidade Fedéealavras (UFLA), em
Lavras, Minas Gerais.

Segmentos nodais de plantulas de antlrio estattetgni vitro foram
inoculados em meio Pierik (PIERIK, 1976) adicional@o30 g [* de sacarose e
solidificado com 1,8 g T de Phytagél. Silicato de sédio (NSiO,) foi
adicionado ao meio de cultura nas concentra¢cdés0jed,5; 1,0 e 2,0 mg']L
sendo 15 repeti¢cdes (2 segmentos/frasco) por teatanO pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,8 e, em seguida, aatado, a 121°C e 1,2 atm,
durante 20 minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, os eetpe nodais
contendo uma gema foram inoculados em frascos @em) contendo 50 mL
do meio de cultura Pierik com os respectivos tratatns.Os frascos foram
mantidos em sala de crescimento convencional, caopériodo de 16 horas,
temperatura de 25+2 °C e intensidade de 52,5¢¢'m

Apbs 100 dias, foram avaliados os parametros desaiseguir.

Caracteristicas anatdmicas— utilizou-se o terco médio da segunda
folha completamente expandida, coletada de 4 gatitarentes por tratamento,
previamente fixada em FAA 70% (formaldeido - acidetico glacial - alcool
etilico 70%) (JOHANSEN, 1940), por 72 horas e, posteriormerteservada
em etanol 70% (vi). As seccdes transversais foram obtidas em mitidtde
mesa tipo LPC e as seccbes paradérmicas a mapdme uso de lamina de
aco, que foram submetidas a clarificacdo com hipidol de sédio (1%-1,25%
de cloro ativo), triplice lavagem em &gua destilatt@loracdo com solucao

safrablau (azul de astra 0,1% e safranina 1%), aaraeccdes transversais e
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safranina 1%, para as seccdes paradérmicas, sgosteriormente, montadas
em laminas semipermanentes com agua glicerinadAWYSRARDUIN, 1997).

As laminas foram observadas e fotografadas emostopio 6ptico
modelo Olympus BX 60 acoplado a camera digital @aA630. As imagens
foram analisadas em software para analise de imad@hSCSA Imagetool,
com a medi¢do de cinco campos por repeticdo, pada gariavel analisada.
Foram medidas a espessura da epiderme da facealabaxespessura da
epiderme da face adaxial e a espessura do mededita. a caracterizacdo dos
estdmatos, analisaram-se densidade estomatica fmamestématos por nijn
e didmetros polar e equatorial, obtidos em micnpsc®lympus CBB e Ken-a-
vision 2100.

Caracteristicas ultraestruturais — a analise foi realizada no
Laboratério de Microscopia Eletronica, no Departainede Fitopatologia da
UFLA. Amostras do terco mediano de 4 folhas foraxadas em Karnovsky
(1965), pos-fixadas em tetroxido de ésmio (Q)s€) em seguida, desidratadas
em solugBes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%,e9100%), sendo,
entdo, submetidas a secagem ao ponto criticazantdo-se C®como liquido
de transicdo (ROBARDS, 1978). Posteriormente, faeobertas com ouro (20
nm) e analisadas, ao microscopio eletrénico desdara LEO-EVO, seguindo o
protocolo de Alves (2004).

Caracteristicas fisioldgicas As taxas fotossintética e transpiratoria das
plantas foram avaliadas com analisador de trocassga por infravermelho
(IRGA) modelo LI-6400. Para a avaliacdo dessasavais foram selecionadas
folhas completamente expandidas em sete plantagrgiamento, a partir das
10h00min, tendo a densidade de fluxo de fotonssgitteticamente ativos sido
fixada na camara do aparelho para {0®| m?*s™.

Delineamento experimental e analise estatisticao- delineamento foi

inteiramente casualizado (DIC), com 4 tratamentendo 4 repeticdes e 20
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campos para as seccdes transversais e paradér@gatados obtidos foram
analisados por meio do programa estatistico SISVARRREIRA, 2011),

sendo realizada regresséo nos dados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as observacfes anatdmicas, as falbasntirio
apresentam estdmatos do tipo braquiparaciticosasTad células tém estdmatos
acompanhados, de cada lado, por duas células gulasice célula-guarda com
cloroplastos (Figura 1A e B). Os estdmatos estéiloliidos na superficie da
epiderme abaxial, classificando-os como folhaspmhipoestomaticas, estando
de acordo com Mantovani, Filartiga e Coelho (2@ 8gito e Lima (2009).

Na caracterizagdo da superficie foliar, maior de@m de cera
epicuticular foi visualizada na epiderme adaxials d@lhas de anturio
submetidas aos tratamentos com silicato de sédioredacdo a testemunha
(Figura 1C, F, I, M).
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Figura 1SeccOes paradémicas evidenciando estdmatos, dalfacial de folhas
de Anthurium andraeanurov. Rubi cultivadan vitro, por 100 dias, em
meio de cultura contendo concentragfes de silidatsddio. a) e b)
Testemunha; d) e e) 0,5 mylLg) e h) 1,0 mgt e j) e ) 2,0 mgL’, e
da face adaxial ¢) Testemunha; f) 0,5 Mgl 1,0 mgL* e m) 2,0
mgL"* (Lavras, 2013)

Quanto a densidade estomatica pormormeio contendo 1,0 mg'lde
silicato de sodio (60 mfnfoi o que apresentou maior nimero de estématos,
comparado aos outros tratamentos. Posteriormertieseo um decréscimo para
a concentracéo de 2,0 mg (Grafico 1). O aumento na densidade estomética
nas folhasin vitro, comparado ao de folhas de plantas mantidas eneatab
natural, tem sido reportado em diversas espécistando associado,
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principalmente, a elevada umidade relativa no imtetos recipientes de cultivo
e a reduzida intensidade de luz (KHAN et al., 2003)
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Grafico 1 Caracteristicas anatbmicas em plantuadrdhurium andraeanum
cv. Rubi, aos 100 dias de cultivo, com diferentescentra¢cbes de
silicato de sddio (Lavras, 2013)

Segundo Hazarika (2006), a baixa intensidade detilizada durante o
cultivo in vitro, aliada ao acumulo de etileno e a elevada coraugidr de
sacarose no meio de cultura, é um dos principajgoresaveis pela elevagdo na
densidade de estdbmatos, acompanhada da reduzideidzafe de fechamento
dos ostiolos.

Para o diametro dos estdbmatos, maior diametro molaquatorial da
superficie abaxial ocorreu no tratamento com 2,0.thde silicato de sédio. No
entanto, maior relacdo didmetro polar e diamett@exjial foi observado para o

ponto maximo na concentracdo de 1,2 fglk silicato de sodio (Gréafico 1).
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Khan et al. (2002) afirmam que a relagdo didmetiarpe equatorial
(DP/DE) esta associada ao formato das células-guardconstitui uma
importante particularidade sobre a funcionalidade dstdomatos, visto que a
forma eliptica (maior DP/DE) é caracteristica d@matos funcionais, ao passo
gue a forma arredondada (menor DP/DE) esta assoeiabtdmatos que nao
apresentam funcionalidade normal. No entanto, esjgcie e condicdo de
cultivo podem apresentar um resultado especifico.

O mesofilo € homogéneo, ndo apresentando difei@i@ntre os
parénquimas palicadico e esponjoso, o que foi whder em todos os
tratamentos nesse trabalho (Figura 2), caractaisambém relatada por

Mantovani, Filartiga e Coelho (2010).
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Figura 2 Fotomicrografias de secces transversaidmina foliar deAnthurium
andraeanumcv. Rubi aos 100 dias, com diferentes concentsagige
silicato de sédio. a) Testemunha; b) 0,5 riigd. silicato de sédio; c)
1,0 mg L%; d) 2,0 mg [*. e) Eletromicrografia da seccéo transversal da
lamina foliar com 0,5 mg't Barra = 5mm (Lavras, 2013)

Para o mesofilo, a testemunha apresentou maies&a@, observando-se
gue a adicao de silicato de sodio ao meio de eufitumove decréscimo em sua
espessura (Gréfico 2), podendo ter ocorrido deaadato de silicio promover a
compartimentacdo em vacuolos, citoplasma ou nal@arelular (LIANG et al.,
2007). Alves, Giusti e Domingos (2001), trabalharmtom um hibrido de

Trandescantiano qual ocorreu a redugdo da espessura do noegufisivelmente



105

em funcdo da redugdo dos espacgos intercelulardégultdndo assim o
deslocamento de gases nos tecidos. Esse compattandn foi observado em
nenhum dos trabalhos realizados com o silicioitro (ASMAR et al., 2011;
BRAGA et al., 2009; SOARES et al., 2012).

O acréscimo na concentracao do silicato de sddimpou diminuicdo da
espessura da epiderme abaxial, enquanto para errepichdaxial a espessura
aumentou de forma quadratica, na concentragéo4dag)1;l de silicato de sodio,
posteriormente registrando decréscimo em concéesangais elevadas (Gréfico 2).

Na espessura da nervura central, observou-se arasgano acentuado
até a concentracao de 1,3 m‘ﬂ;dle silicato de sédio, quando, entéo, teve inicio

um acréscimo na espessura, na concentracéo dey2,0 (Gréafico 2).
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Gréfico 2 Caracteristicas anatbmicas em plantubadrdhurium andraeanum
cv. Rubi, aos 100 dias de cultivo, com diferentescentracdes de
silicato de sddio (Lavras, 2013)
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Observa-se, nos Graficos 2B, C e D, que, com oscioné@ na
concentracdo de silicato de sdédio, houve diminuigdo sua espessura. Essa
diminuicdo pode ser devido a adicdo de silicatsditio ao meio de cultura,
concordando com Nwugo e Huerta (2008), que afirnga@ o acimulo de
silicio torna a folha mais ereta e rigida e comomantercepcdo da luz,
aumentando, assim, a eficiéncia fotossintéticaigoada agua e da luz.

A nervura central nas Araceae tem forma variaveldepdo ser
simétrica, arredondada ou com formato deltoide,aembas as superficies, ou
achatada ou largamente cbncava adaxialmente, eexamna arredondada
abaxialmente (KEATING, 2003).

O Anthurium andreaenurav. Rubi, em condi¢Bes de cultiwo vitro,
apresenta nervura mais proeminente na face abacdaho observado na
testemunha (Figura 3A). Com a adicao de silicatedtio ao meio de cultura,

observou-se uma mudanca visivel em seu formatpessgra (Figura 3).
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Figura 3 Fotomicrografias de secc¢fes transversai&mina foliar dAnthurium
andraeanurcv. Rubi, evidenciando a nervura central. a) Testéa,;
b) 0,5 mg L* de silicato de sédio; d) 1,0 mg'Le) 2,0 mg L*. Barra =
5 mm (Lavras, 2013)

Em todos os tratamentos foram encontradissais de oxalato de célcio,
que sao representados por drusas e rafides (Fgupeesentes no mesofilo e na
epiderme da folha, caracteristica citada por Mamp\Filartiga e Coelho (2010)
e por Mantovani e Pereira (2005). A ocorrénciaiflErehtes tipos de cristais de
oxalato de calcio (drusas, rafides, areia, pristoate, embora raros, estiloides) é
citada para Araceae (KEATING, 2003). Keating (2082monstrou que dois
tipos ou mais de cristais podem ocorrer simultamedgenno mesmo 6rgdo em

Araceae, como réafides e drusas ocorrendo nas espiginthurium
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Figura 4Eletromicrografias e fotomicrografias, evidenciamistais de oxalato
de célcio emAnthurium andraeanurav. Rubiin vitro. a) e b) Cristais
do tipo drusa, no tratamento com 2,0 migde silicato de sédio, ¢) e d)
cristais do tipo réafide, no tratamento com 1,0 mgde silicato de
sédio (Lavras, 2013).

Os cristais de oxalato de célcio tém sido motivéngdestigacdo pela sua
importancia ecoldgica, uma vez que a sua preseagglantas é considerada
como mecanismo de defesa contra a herbivoria (LUEASA., 2000; XIANG;
CHEN, 2004), além da sua importancia fisiolégiazis eles regulam o nivel de
célcio nos tecidos (VOLK et al., 2002), além deikarxna distribuicdo da luz
para os cloroplastos com a dissipacdo do exceskz deirante periodos de alta
intensidade luminosa (FRANCESCHI, 2001). Adicionaite, ha estudos que
evidenciam que o excesso de célcio pode ser estowadorma de oxalato de
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célcio e que este calcio pode ser remobilizado ertag condicdes (VOLK et
al., 2002).

Neste trabalho, demonstrou-se que a baixa dispioiitte de Ca no
meio de cultura Pierik induziu o armazenamento degé€as plantulam vitro
em forma de cristais de oxalato de célcio, comsabe réafides.

A fotossintese corresponde a entrada basica dgiemera as plantas e
€ essencial para o crescimento do vegetal, segddalidiretamente a estrutura
das folhas (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). fotossintese pode variar
conforme o ambiente de cultivo da planta e as duaxipais limitacBes
ambientais para a taxa fotossintética séo a dispiolaide de CQ@e a radiacéo
(ZHOU; HAN, 2005).

As plantulas cultivadas nas diferentes concentsagéesilicato de sodio
demonstraram diferencas significativas para a téomossintética, taxa
transpiratdria, condutancia estomatica e concdmratgterna de C9O Ja para a
razao entre concentracdes interna e externa de &0 se observou diferenca
estatistica (Tabela 1).

Tabela 1 Taxa fotossintética (A), carbono inter@),( transpiratoria (E),
condutancia estomatica (Gs) e relacdo carbononmter externo
(Ci/Ca), em folha de anturio cultivadfavitro, por 100 dias, em meio
de cultura contendo diferentes concentracdes dmtsilde sodio
(Lavras, 2013)

Slllscg(;?ode A Ci ( m((JBISm'Zs' CiiCa
(mg LY (umol m2Y)  (umol)  (umol m2%s?y M h
Testemunha 1,37 a 263,59 b 0,35b 0,02b 1,29 a
0,5 0,86 b 266,01 a 0,41 a 0,03 a 1,29 a
1,0 1,47 a 99,06 d 0,10 c 0,01b 1,04 a
2,0 0,84b 202,09 c 0,24 c 0,01b 1,56 a

Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, féferdientre si, pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade



110

O carbono interno, a taxa de transpiracdo e a t¢anda estomética
foram favoraveis na concentragéo de 0,5 ﬁ’\gie silicato de sédio, seguidos de
uma redugcdo em suas taxas com o incremento datgiko meio de cultura.

As taxas fotossintéticas foram maiores na testementa concentracédo
de 1,0 mg [* de silicato de sédio.

A fotossintese pode variar conforme o ambienteutteso da planta e as
duas principais limitacbes ambientais para a tamtos§intética sdo a
disponibilidade de COe a de radiacdo (ZHOU; HAN, 2005). Como a
quantidade de radiacéo foi fixada na camara do IRG® pmol rif sed’), o
aumento na taxa fotossintética observado para astufds cultivadas com
silicato de sodio pode estar relacionado com adéesa morfolégicas que
favorecam a captacdo de £ o aproveitamento da radiagdo incidente nas
folhas. Dessa forma, a adi¢do de 1,0 mbde silicato de sodio pode ter
promovido um aumento na taxa fotossintética, pomaver um aumento na
densidade estomatica (Gréfico 1) que favoreceunmfle CQ para o interior
da folha, permitindo maior aproveitamento da raitlagncidente. Esses
resultados demonstram que a adicdo de silicato6de £ importante na
melhoria na estrutura interna das folhas de ant#i®ubi.

Com os resultados apresentados, pode-se inferinqdicdo de silicio
ao meio de cultivo é benéfica para as caractasstimatdomicas, em que 0s
fatores que regulam a perda de agua na planta aséoe€idos quando se
acrescenta silicato ao meio.

Adicionalmente, as alteracbes que ocorrem na asirunterna das
folhas constituem aspectos determinantes na cauBcide aclimatizacdo das
espécies (HANBA; KOGAMI; TERASHIMA, 2002).

Para as outras concentragdes, houve um aumenteesenpa de cera

nas folhasn vitro de antdrio. Segundo Mohammadian, Watling e Hillo@0
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ceras epicuticulares podem diminuir a temperatwafaiha, diminuindo a

transpiracdo, que esté intimamente ligada comoadottese.



112

4 CONCLUSOES

A adicédo de silicato de sddio ao meio de cultusalteu no aumento da
deposicdo de cera epicuticular e na formacdo detests de depdsito de
reserva de calcio em plantulas de anturio.

Em condi¢Besn vitro, a adi¢do de silicato de sddio ao meio de cultura
afetou o aparato fotossintético.

Anthurium andreanumcv. Rubi tem caracteristicas anatdmicas e

fisiolégicas que contribuem para a sobrevivéncisaerhienteex vitra
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