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RESUMO

SILVA, Diogo Pedrosa Corréa da. Meios de cultura e fontes de silicio no
desenvolvimento in vitro de gérbera. 2007. 84p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia. Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

As gérberas (Gerbera jamesonii) pertencem a familia Araceae e sdo
origindrias do sul da Africa. Na natureza, sio encontradas em coloragdes que
variam do amarelo ao laranja-escuro, mas, com o desenvolvimento de cultivares
hibridas, disponibilizou-se no mercado grande variedade de cores. A propagacgdo
comercial dessa espécie é realizada por meio de cultura de tecidos. No entanto,
ainda € necessdrio aprimorar as etapas da propagagdo, para tornar €sse processo
mais eficiente. O uso de silicio contribui para a qualidade final do vegetal, pois
seu acimulo na cuticula das folhas permite prote¢do as plantas, aumento da
capacidade fotossintética, reducdo de perda de dgua e, ainda, promove maior
crescimento. O trabalho teve como objetivo otimizar o meio de cultivo para o
desenvolvimento in vitro de gérbera, buscando melhorar a qualidade e aumentar
a quantidade de propagulos produzidos. Também estudou-se a efetividade do
silicio no desenvolvimento de gérbera, para proporcionar melhor qualidade.
Foram realizados experimentos com diferentes citocininas (Thiaduzuron e
Zeatina), carvao ativado e, ainda, avaliou-se o ndmero de plantas por frascos.
Para a avaliacdo de silicio, testaram-se diferentes fontes (silicato de sédio,
silicato de potéssio, silicato de célcio e 4cido silicico) adicionadas em diferentes
concentracdes ao meio de cultivo MS para desenvolvimento e para
aclimatizagdo. Avaliaram-se crescimento, produgdo de brotos e enraizamento,
além de caracteristicas anatomicas. Verificou-se que o uso de TDZ nio foi
efetivo para cultivo in vitro de gérbera. A zeatina mostrou-se eficiente no
desenvolvimento de gérbera, sendo recomendado o uso da concentragdo 1,0 mg
L' para a obtengio de maior nimero de folhas e de brotagdes. O uso de duas
plantas por frascos e a adi¢do de 0,58 mg L™ de carvdo ativado no meio de
cultura foi mais efetivo. Para o desenvolvimento de gérberas, o silicato de
célcio, na concentragio de 1,0 gL, proporcionou melhores resultados no
desenvolvimento in vitro de gérbera. Na aclimatizacdo, ndo houve diferenca
significativa para as concentragdes das fontes de silicio. A andlise da anatomia
foliar das plantas mostrou que plantas cultivadas em meio de cultura com fontes
silicato de potdssio, silicato de cdlcio e &cido silicico apresentaram maior
espessura do parénquima e menor relagdo entre o didmetro polar e equatorial em
folhas de gérberas. O uso de silicato de s6dio proporcionou a formacio de maior
numero de estdmatos nas folhas de plantas de gérberas cultivadas in vitro.

* Comité de orienta¢do: Dra.Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Dr. Renato
Paiva (Co-orientador), Dr. Evaristo Mauro de Castro (Co-orientador)



ABSTRACT

SILVA, Diogo Pedrosa Corréa da. Culture medium and sources of silicium at
the development of gerbera in vitro. 2007. 84 p. Master (Program in
Agronomy. Plant Physiology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG. "

Gerberas (Gerbera jamesonii) belong to the family Araceae and are from
the south of Africa. In the nature we can find many colors varying orginated
from the yellow to the dark orange, but with the development of hybrid
cultivars, it is avaible a great variety of colors is available at the market. The
commercial propagation of this specie is done thought tissue culture. However to
make this process more efficient it is necessary to improve the propagation
stages. The use of silicium contributed to the final quality of the vegetal, once its
accumulation on the cuticle provided protection to the plants, increases the
photosynthetic capacity, decreases the lost of water, and also provides a bigger
growing. These works aimed improve the development medium of gerbera
seeking advance the quality and quantity of plants produced. Also aimed study
the effectiveness of silicium in the development of gerbera, providing a better
quality. Experiments were made using different citokinins (TDZ-Thiaduzuron
and Zeatina), activated charcoal and also the number of plants in each flasck was
acessed. To the assessment of the silicium, different sources were added to the
medium (Sodium silicate, Potassium silicate, Calcium silicate and Acid silicic)
added in different concentrations to the MS medium to the development and
acclimatization. We accessed the growing, production of shoots, production of
roots, and anatomic characteristics. The use of TDZ was effective to the culture
of gerbera in vitro. The Zeatin was efficient at the development of gerbera, being
recommended the use of the concentration of 1,0 mg L' to obtain a higher
number of leaves and shoots. The use of two plants in each flasck and the
addition of 0,58 mg L™ of activated charcoal to the culture medium were more
effective. To the development of gerbera the Calcium silicate at the
concentration of 1,0 g L™, provided the better results at the development of
gerbera in vitro. During acclimatation there were no significative difference
among the concentrations of sources of silicium used. The analysis of the leaf
anatomy of the plants indicates that the cultivate plants in culture medium with
sources of Potassium silicate, Calcium silicate and Acid salicylic showed a
bigger thickness of the mesophill and a lower ratio between the polar diameter
and the equatorial diameter in leaves of gerberas. The use of Sodium silicate
provided the formation of a higher number of stomata in the leaves of gerberas
cultivated in vitro.

" Guidance Committee: Dra. Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Adviser), Dr. Renato
Paiva (Co-Adviser), Dr. Evaristo Mauro de Castro (Co-Adviser)
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CAPITULO I: INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

Atualmente, a floricultura brasileira insere-se num novo contexto
econdmico, social e cultural do pais, reflexo da incorporacido de valores ligados
a melhoria das condicdes de vida e de bem-estar da populacido (Rezende, 2005).
Segundo Rezende (2005), sdo crescentes a valorizacdo e o consumo de flores e
plantas ornamentais, tanto de espécies e variedades de corte ou cultivadas em
vasos, como de arranjos e ornamentacdes nos ambientes domésticos, coletivos e
eventos sociais. O mesmo ocorre com a incorporacdo crescente de plantas,
gramas e forracdes utilizadas na jardinagem e no paisagismo em obras e dreas
publicas, além de projetos e construgcdes de natureza privada, comerciais e
residenciais.

Nos tdltimos anos, tem aumentado o interesse pelas gérberas, pois, suas
flores apresentam boa durabilidade e uma gama de cores que podem satisfazer
aos mercados mais exigentes. Nesse contexto, estudos vém sendo realizados,
buscando encontrar a melhor alternativa para a propagac¢do comercial desta
espécie.

A propagacdo de gérbera pode ser feita por via sexuada (sementes) ou
por via assexuada (divisdo de touceiras). Ambos os métodos nio sdo
recomendados para a propagacdo comercial, pois, suas sementes originam
progénies desuniformes pela alogamia da espécie e a divisao de touceiras
dissemina e acumula doencas por meio de sucessivas geracdes.

Diante desses problemas, os produtores utilizam a cultura de tecidos para
a producdo de mudas. No entanto, ainda € necessdrio aprimorar as etapas da
propagacdo, para tornar esse processo mais eficiente. Dentre essas etapas
destacam-se o estabelecimento do material inicial ou “explantes primérios”, a

otimizacdo do meio para cultivo desse material, objetivando maiores taxas de



multiplicacdo e o enraizamento e a posterior aclimatizacdo das plantulas
(Rezende, 2005).

A aclimatizag@o € uma etapa critica, caracterizada pela passagem da fase
in vitro para a casa de vegetacdo, afetada basicamente pelos fatores de estresse
hidrico, fotossintese, absor¢do de nutrientes e fitossanidade. Devido a esses
fatores, torna-se necessdrio que a plantula em aclimatizacio utilize fatores que
diminuam os efeitos dessa transferéncia e propicie boas condigdes para o seu
melhor desenvolvimento.

O uso de silicio contribui para a qualidade final do vegetal, pois seu
acimulo na cuticula das folhas permite protecdo as plantas, aumento da
capacidade fotossintética, reducao de perda de dgua e, ainda, promove um maior
crescimento (Epstein, 1999).

Os beneficios do silicio as plantas conferido as plantas sdo devido a sua
contribuicdo para a estruturacao da parede celular de raizes e folhas. Assim, esse
elemento ndo tem papel metabdlico definido nas plantas e sua acdo, segundo
Malavolta et al. (1997), provoca efeitos indiretos, os quais, no conjunto,
contribuem para uma maior produtividade.

O silicio solivel tem sido pouco estudado, principalmente pelo fato de o
silicio ndo ser elemento essencial as plantas. Entretanto, inimeros trabalhos em
campo tém demonstrado efeito benéfico da sua utilizacdo em diversas culturas,
por estar associado a diversos efeitos indiretos, como aumento da eficiéncia da
capacidade fotossintética, reducdo da transpiracdo e aumento da resisténcia
mecénica das células (Epstein, 1999).

Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram otimizar o meio de
crescimento de gérbera testando citocininas (TDZ e zeatina), carvao ativado e
nimero de plantas por frascos, visando melhorar a quantidade e a qualidade das

mudas produzidas in vitro e verificar o efeito de diferentes fontes de silicio



adicionadas ao meio de cultivo em diferentes concentracdoes de seus sais, no

desenvolvimento in vitro e na aclimatizacio.



REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricao da espécie

As gérberas (Gerbera jamesonii) pertencem a familia Araceae e sdo
origindrias do sul da Africa. Esse género inclui cerca de 30 espécies de plantas
herbiceas perenes, dotadas de folhas basais e flores reunidas em capitulos
solitarios e multifloros com cerca de 10 cm de didmetro, em varias cores
(Gerstenberger & Sigmund, 1980). Na natureza, sdo encontradas em cores que
variam do amarelo ao laranja-escuro. Com o desenvolvimento de cultivares
hibridas, disponibilizou-se no mercado uma gama de cores, abrangendo branco,
nata, rosa, vermelho, carmim e, até mesmo, violeta INFOAGRO, 2007).

As cultivares mais utilizadas sdo resultantes da hibridizacdo entre a
Gerbera jamesonii e a Gerbera viridifolia, outra espécie sul-africana. O hibrido
€ conhecido por Gerbera hybrida e dele existem alguns milhares de cultivares
com grande variabilidade nas caracteristicas florais, diferentes tamanhos, formas
da flor e cores que vao do branco ao amarelo, laranja, vermelho, rosa e puirpura,
além das variegadas (Hansen, 1985). Comercialmente, sdo cultivadas como
flores de corte ou envasadas.

A propagacdo pode ser via sexuada por meio de sementes, divisdo de

touceiras ou cultura de tecidos (Mascarini, 1998).
2.2 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais representa um ramo da biotecnologia,
constituindo uma técnica de crescimento de células, tecidos e 6rgdos em um
meio nutritivo artificial, isolados da planta-mae (George, 1996). O cultivo de

tecidos vegetais in vitro pode minimizar os efeitos da variacdo de fatores



ambientais, assim como é possivel conseguir maior controle sobre as condi¢des
de temperatura, luz e nutrientes (Seabrook, 1980). Na multiplicacdo in vitro ha
grande economia de tempo e possibilidade de produgdo de clones promissores e
livres de patdgenos (Pierik, 1990; George, 1993).

A aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos € a micropropagacao,
também denominada de propagacdo vegetativa in vitro (Grattapaglia &
Machado, 1998). Dentre os principais beneficios da micropropagacdo de plantas
podem ser citadas: a) a possibilidade de aumento rdpido do nimero de
individuos geneticamente idénticos a partir de plantas selecionadas, b) a
producdo de mudas durante todo o ano, mesmo em regides nas quais a planta
ndo apresenta condi¢des para a propagacdo sexuada e c) a producdo de plantas
com elevada qualidade sanitdria, em geral livre de bactérias, fungos e virus
(Echeverrigaray et al., 2001).

Diversos trabalhos tém demonstrando que a gérbera pode ser propagada
vegetativamente por cultivo in vitro de inflorescéncias (Pawlowska, 1977;
Rezende, 2005), folhas (Hedtrich, 1979), parte central do rizoma (Sawa, 1977),
escapo ou talo floral (Chu & Huang, 1983), meristemas (Murashige et al., 1974
e Ruffoni et al., 1987) e capitulos florais (Pierik et al., 1975, Laliberte et al.,
1985 e Arello, 1991). Segundo Chu & Huang (1983), uma objecdo se faz em
relacdo a utilizacdo de inflorescéncias, folhas, parte central do rizoma, escapo ou
talo floral e capitulos florais para o estabelecimento da cultura de gérbera in
vitro: a porcentagem de explantes com formagdo de brotos € pequena e, algumas

vezes, nula.



2.3 Meios nutritivos

Torres et al. (2001) descrevem que o meio de cultura € constituido de
componentes essenciais (dgua, sais inorganicos, fonte de carbono e energia,
vitaminas e reguladores de crescimento) e opcionais (aminodcidos, amidas,
dcidos organicos e substancias naturais complexas). A composi¢do do meio de
cultura tem importante fungdo nas respostas de crescimento de células e tecidos
in vitro.

Plantas ou explantes cultivados in vitro t€m exigéncias nutricionais
especificas. Assim, ao excisar parte da planta para cultivo in vitro, observa-se
que os explantes ndo sdo completamente autotréficos e requerem meios
nutritivos suplementados com as necessidades exdgenas da célula, considerando
os elementos essenciais, constituintes organicos e energia (Torres et al., 2001).

Os meios de cultura podem ser ainda modificados de acordo com a
necessidade de cada tipo de explante e a espécie com a qual se esteja
trabalhando (Torres et al., 2001).

Radice & Marconi (1998), trabalhando com regeneracdo de gérbera in
vitro a partir de capitulos florais, observaram que a combinagio de 0,05 mg L
de AIB, 0,75 mg L™ de BAP e 0,1 mg L' de GA;, agregados ao meio de cultivo
MS, permitiu a multiplicacdo normal de gemas induzidas a partir de seccdes de
capitulos florais.

Olivera et al. (2000), testando BA (benziladenina) e cinetina para a
multiplicacdo de gérbera, concluiram que a utilizacdo de BA na concentragdo de
1,76 mg L' foi favordvel ao desenvolvimento in vitro.

Trabalhando com 3,0 mg L' BAP (6-benzilaminopurina), Rezende
(2005) obteve, em média, 3,2 brotacdes e 6,6 folhas por explante a partir da

inducdo de calos em capitulos florais de gérbera.



Timbé6 (2007), utilizando com 3,0 mg L' de BAP e 3,0 mg L' de AIA
(4cido indol acético), obteve as maiores taxas de multiplicacdo registradas para a
cultivar Igor: 6,4 e 8,3, no primeiro e no segundo subcultivos, respectivamente.
A cultivar Capuccino registrou os menores valores: 3,9 e 3,3, no primeiro e no

segundo subcultivos, respectivamente.

2.4 Silicio

A essencialidade do silicio (Si) para as plantas superiores foi
demonstrada apenas para algumas espécies, apesar de ser um constituinte
majoritario dos vegetais (Epstein, 1994; Marschner, 1995). Os mecanismos
bioquimicos responsaveis pelos efeitos da deficiéncia de Si ainda ndo estdo
elucidados, ndo havendo evidéncia para qualquer ligacdo organica (Birchall et
al., 1996).

O Si n3o tem sido muito estudado, principalmente por ndo ser
considerado essencial as plantas. Contudo, do ponto de vista fisiolégico, para o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, o silicio, em muitos casos, tem
demonstrado efeito benéfico sobre o aumento de producdo de diversas culturas
(Epstein, 1994).

Acredita-se que o silicio possa interferir na arquitetura das plantas,
favorecendo a fotossintese, ao proporcionar folhas mais eretas, o que significa
maior eficiéncia fotossintética (Epstein, 1994).

A absor¢ao do silicio pelas plantas ocorre na forma de d4cido
monossilicico (H;Si0,). As plantas diferem bastante na sua capacidade de
absorver o silicio e até mesmo genétipos de uma espécie podem apresentar
concentracdes deferentes de silicio, como demonstrado para cevada por Nable et
al. (1990). Lanning (1960) encontrou diferengas marcantes no teor de silicio em

diferentes 6rgaos, avaliados entre cultivares de morangueiros.



O silicio no interior das plantas é considerado como elemento pouco
moével e o seu transporte, da raiz até a parte aérea, ocorre através do xilema e
depende da taxa de transpira¢do, como para todos os demais nutrientes, segundo
Korndorfer & Datnoff (2000).

O silicio tende a acumular-se nas folhas, formando uma barreira
protetora e regulando a perda de dgua da planta por evapotranspiragdo. Existe
grande diversidade de fontes de silicio usadas na agricultura. Além dos produtos
especialmente desenvolvidos para aplicagdes foliares, termofosfatos e diferentes
escorias industriais sdo aplicados ao solo e adicionam significativas quantidades
de silicio, juntamente com outros nutrientes (Lima Filho et al., 1999). A forma
presente na maioria dos produtos para aplicagdo via solo, disponivel no Brasil, é
o silicato de célcio (CaSiO;), sendo o teor de SiO, da fonte varidvel conforme a
origem do material. A eficiéncia da adubacdo com silicio parece depender da
natureza dos silicatos utilizados (Barbosa Filho et al., 2000; Pereira et al., 2003).
A dose de Si a ser aplicada depende da reatividade da fonte, do teor de Si no
solo e da cultura considerada (De Datta, 1981).

Marschner (1995) relata que o fornecimento de Si € benéfico para
muitas espécies vegetais e, em determinadas circunstincias, para a maioria das
plantas superiores. O silicio pode estimular o crescimento e a producio vegetal
por meio de vdrias acdes indiretas, como a diminuicdo do auto-sombreamento,
deixando as folhas mais eretas, o decréscimo na suscetibilidade ao acamamento,
a maior rigidez estrutural dos tecidos, a protecdo contra estresses abidticos,
como a redugdo da toxidez de Al, Mn, Fe e Na, a diminuicdo na incidéncia de
patégenos e o aumento na prote¢do contra herbivoros, incluindo os insetos
fitéfagos (Epstein, 1994; Marschner, 1995).

Em pepineiros, Adatia & Besford (1986) observaram varios efeitos
devido a adigo de Si (100 mg kg™) ao meio nutritivo. Entre esses efeitos estio o

aumento no teor de clorofila, maior massa foliar (fresca e seca), atraso na



senescéncia e aumento da rigidez das folhas maduras, as quais mantinham-se
mais horizontais. A melhor arquitetura foliar permite maior penetracdo de luz
solar, maior absor¢ao de CO, e diminui¢do da transpira¢do excessiva, o que
permite o incremento da taxa fotossintética (Takahashi, 1995).

Soares et al. (2007), trabalhando com orquideas cultivadas in vitro com
duas diferentes fontes de silicio, silicato de sédio e Supa Potdssio® (fonte de
silicato de potdssio), obtiveram os melhores resultados para nimero de brotos,
utilizando 5 mg L' de Supa potdssio® e, para comprimento da parte aérea,
nimero de raizes e comprimento médio de raizes de orquidea, com adi¢do ao
meio de cultura de 5 mg L" de Supa Potissio® associado a concentragdes
elevadas (20mg.L’1) de silicato de sddio.

Zhou (1995) verificou um aumento de tamanho das folhas de
Phalaenopsis cultivado in vitro, com concentracdes de 0,1 a 1,0 mg L' de

silicato de calcio adicionadas ao meio de cultura VW modificado.
2.5 Silicio e aspectos anatomicos

A compreensdo apropriada da estrutura bdsica de uma planta ou 6rgdo é
essencial e indispensdvel para se chegar ao conhecimento preciso de um vegetal
(Castro, 2002).

As condicdes ambientais sob as quais ocorre o cultivo in vitro, no que se
refere 2 composi¢do do meio de cultura e do ar no interior dos recipientes, bem
como quanto a luminosidade e a temperatura, fazem com que a planta
proveniente da micropropagacgdo apresente algumas caracteristicas em relacio as
folhas, as raizes e ao mecanismo de nutri¢do da plantula (Pasqual, 2001).

A andlise da anatomia foliar também mostra que os depdsitos de silicio,
comumente chamados de silicofitdlitos, ocorrem na parede celular como
incrustacdo e ou impregnagdo ou, ainda, sob a forma de corpos silicosos (opala)

no interior das células de diferentes tecidos (Metcalfe, 1983; Sangster, 1999).
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Na epiderme foliar, o silicio combina-se com a celulose (Jones &
Handreck, 1967; Cheong et al., 1973), podendo estar presente nas células-guarda
dos estdmatos, nos tricomas, nas células papilosas e nas células buliformes
(Campos & Labouriau, 1969; Silva & Laubouriau, 1970). Segundo estes autores,
o silicio também pode estar presente nos elementos vasculares. A deposicao de
silicio na parede das células torna a planta mais resistente a acdo de fungos e
insetos e evita a perda excessiva de dgua, diminuindo a taxa de transpiragio
(Cheong et al., 1973; Postek, 1981 e Dayanandam et al., 1983).

A forma adquirida pelos depésitos do silicio, bem como a sua
distribuicdo no interior do vegetal, depende da espécie em estudo e das
condi¢des climdticas do ambiente onde esse cresce, podendo ser caracteristica
para uma espécie, género e, mesmo, para algumas familias, sendo, entdo, um

cardter com aplicacdo taxondmica (Metcalfe, 1983; Wrang et al., 1998).

2.6 Aclimatizacao

A aclimatizacio envolve o transplantio da plantula da condicdo in vitro
para a casa de vegetacdo que, geralmente, consiste de uma fase critica e que
pode ser um fator limitante para o processo de micropropagacdo de algumas
espécies (Torres et al., 1998).

Entre os fatores que podem estar envolvidos no processo de
aclimatizagdo, podem-se relacionar genétipo, estresse hidrico, alteracdo do
metabolismo heterotréfico para autotrdfico, infecgdo por patdgenos e estresse
pela alteracdo na radiacdo (Debergh & Maene, 1981).

Durante a aclimatizagdo, o controle da luz pode ser efetuado com a
utilizacdo de sombrite. A umidade é conservada elevada, com cobertura plastica
das plantas, irrigacdes ou nebuliza¢des. A nutricdo pode ser feita com auxilio de

solucdes nutritivas balanceadas, aliada ao aumento das condi¢des autotréficas da
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planta, quando a folha eleva a sua capacidade fotossintética (Desjardins et al.,
1987; Zimmerman, 1988).

Segundo McCown (1988), o periodo de aclimatizacdo varia de uma a
quatro semanas e corrige as alteracdes ou anormalidades induzidas in vitro, o
que inclui a transi¢do do metabolismo heterotréfico para o autotréfico e o
estabelecimento de relacdes hidricas normais, por meio da regulacdo da perda e
da absorcdo de dgua.

Trabalhos com gérberas mostram ambigiiidade na eficiéncia na
aclimatizag@o. Rezende (2005), trabalhando com o substrato comercial 30/10, da
empresa Vida Verde, em sala de crescimento, obteve o percentual de
sobrevivéncia de 100%. Por outro lado, Olivera et al. (2000), trabalhando com o
substrato comercial Sunshine Growing Mix 3, da marca Sim gro ® em casa de
vegetacdo, relatam que a aclimatizacdo de plantulas de gérbera foi afetada de
forma significativa pelo efeito residual dos tratamentos usados durante a fase de

inducdo de brotacdes e enraizamento in vitro.
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CAPITULO II: OTIMIZACAO DO MEIO DE CULTURA PARA
MULTIPLICACAO IN VITRO DE GERBERA
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1 RESUMO

SILVA, Diogo Pedrosa Corréa da. Otimiza¢do do meio de multiplicacdo in vitro
para gérbera . In: . Meios de cultura e fontes de silicio no
desenvolvimento in vitro de gérbera. 2007. Cap. 2, p. 19 — 39. Dissertagdo
(Mestrado em Agronomia. Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

As técnicas de cultura de tecidos tém sido utilizadas para a propagacao
de plantas, principalmente as ornamentais, destacando-se a violeta e a gérbera.
No intuito de aprimorar esse processo, este trabalho foi realizado com o objetivo
otimizar o processo de indugdo de brotacdes in vitro de gérbera. Foi utilizado o
hibrido de gérbera Jaguar Cream. As plantas ji estabelecidas in vitro foram
subcultivadas e inoculadas em meio de cultura MS, em duas concentragdes (50%
e 100%) de seus sais, acrescido de 30 g.L"' sacarose e solidificado com 6 g L' de
dgar. No primeiro experimento, acrescentou-se Thidiazuron (TDZ) nas
concentracdes de 0; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50 e 1,0 mg L', perfazendo um fatorial 2
x 6. No segundo experimento, acrescentou-se zeatina nas concentragdes 0; 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg L', perfazendo um fatorial 2 x 6. Foram utilizadas 4
repeti¢des por tratamento, sendo cada parcela constituida por um frasco com 2
plantulas. No terceiro experimento utilizou-se o meio MS acrescido de 30 g L™
sacarose e solidificado com 6 g L™ de dgar. Acrescentou-se carvio ativado nas
concentracdes de 1,2 e 3 g L' e foram inoculados com diferentes ndimeros de
explantes (1, 2 e 3 plantas), perfazendo um fatorial de 3x 3. Foram utilizadas 4
repeti¢des, sendo cada frasco uma repeti¢do. O uso de TDZ ndo foi efetivo para
o cultivo de gérbera in vitro. Somente para nimero de raizes houve interacio
entre as concentracdes de zeatina e de meio de MS, tendo o cultivo no meio
MS100% dos seus sais proporcionado a formacdo de maior nimero de raizes.
Maior niimero de brotos foi formado na concentracio de 1,2 mg L™ de zeatina.
Maior niimero de folhas por explantes foi obtido em plantas cultivadas em meio
acrescidos de 1,09 mg L' de zeatina. A adi¢do de 0,58 mg L' de carvio ativado
foi efetivo na indugdo de brotos. A utilizacdo de 2 explantes por frasco
proporcionou maior altura de plantas de gérbera cultivada in vitro.

" Comité de orientacdo: Prof. Dra. Patricia Duarte de Oliveira Paiva (orientadora), Prof.
Dr. Renato Paiva (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

SILVA, Diogo Pedrosa Corréa da. Improvement of the in vitro multiplication
medium for gerbera. In: . Culture Mediuns and sources of silicium at
the development of gerbera in vitro. 2007. Cap. 2, p. 19 — 39. Dissertation
(Master Program in Agronomy. Plant Physiology) - Federal University of
Lavras, Lavras, MG. :

Techniques of tissue culture are being used to the propagation of plants,
mainly the ornamental ones, outstanding violeta and gerbera. Aiming improve
this process, the object of this work was to optimize the process of induction of
gerbera shoots in vitro. The hibrid Jaguar Cream was used. The plants already
stabilished in vitro was subcultured and inoculated in MS medium with two salt
concentrations (50% and 100%), added with 30 g L of sucrose and solidified
with 6 g L™ of agar. In the first experiment Thidiazuron (TDZ) was added in the
concentrations of 0; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50 e 1,0 mg L' resulting in a factorial of
2 x 6. In the second experiment Zeatin was added in the concentrations of 0; 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0mg L', resulting in a factorial of 2 x 6. Four replications
were used in the treatments, where each plot had one flask with two plants in
each flask. In the third experiment was used MS medium added with 30mg L' of
sucrose and solidified with 6mg L™ of agar. Activated charcoal was added in the
concentrations of 1,2 e 3 g L' and were inoculated with different number of
explants (1, 2 e 3 plants), resulting in a factorial of 3 x 3. Four repetitions were
used, being each flask with one repetition. There was no interaction between the
concentrations of TDZ and MS medium. The use of TDZ was not effective for
the cultivation of gerbera in vitro. Only for the number of roots there was an
interaction between the concentrations of Zeatin and MS medium, once the
cultivation in the MS medium with 100% of its salts resulted in the formation of
a higher number of roots. A higher number of shoots was formed in the
concentration of 1,20 mg L of zeatin. A higher number of leaves in each
explant was obtained in plants cultivated in a medium added with 1,09 mg L™ of
zeatin. The addition of 0,58 mg L' of charcoal activated was effective in the
induction of shoots. When two explants were used in each flask a higher height
of the gerbera plants cultivated in vitro was observed.

* Guidance Committee: Dra. Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Adviser), Dr. Renato
Paiva (Co-Adviser).
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3INTRODUCAO

As técnicas de cultura de tecidos tém sido amplamente empregadas para
a propagacdo de plantas, principalmente as ornamentais, destacando-se a violeta
e a gérbera (Bouzigues, 1987).

A aplicagdo mais prética da cultura de tecidos é a micropropagacio,
também denominada de propagacdo vegetativa in vitro (Grattapaglia &
Machado, 1998). Dentre os principais beneficios da micropropagacdo de plantas
podem ser citadas: a) a possibilidade de aumento rdpido do nimero de
individuos geneticamente idénticos a partir de plantas selecionadas, b) a
producdo de mudas durante todo o ano, mesmo em regides nas quais a planta
ndo apresenta condi¢des para a propagagdo sexuada e ¢) a producdo de plantas
com elevada qualidade sanitdria, em geral livre de bactérias, fungos e virus
(Echeverrigaray et al., 2001).

Uma das maneiras pelas quais pode ser conduzida a micropropagacao in
vitro € pela multiplicacdo de brotacdes por meio de sucessivas subculturas, ou
seja, as gemas axilares sdo estimuladas a crescer formando tufos de brotos, os
quais sdo subdivididos, dando origem a novos explantes que, por sua vez,
repetem o mesmo processo (Rezende, 2005).

E fundamental a utilizacdo de citocininas no meio de cultura para
maximizar as taxas de multiplicagdo. No entanto, a escolha da citocinina e da
concentracao a ser utilizada dependera da cultivar (Pierik et al., 1982).

Diversos meios foram modificados para melhor atender ao
desenvolvimento de gérbera. Radice & Marconi (1998) utilizaram 4cido indol
butirico (AIB), benziladenina (BA) e GAj; Olivera et al. (2000) testaram BA e
cinetina para multiplicacdo; Rezende (2005) trabalhou com BAP (6-
benzilaminopurina) e Timb6 (2007) trabalhando com a interagdo BAP e 4cido

indol acético (AIA).
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Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de TDZ,
zeatina, carvao ativado, nimero de plantas por frascos e concentragdes salinas
do meio MS na inducdo de brotacdes in vitro de Gerbera jamesonii cv. Jaguar

Cream.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
de Plantas, do setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia, na

Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

FIGURA 1 Gérbera cultivar Jaguar Cream. Fonte: S & G Flowers (2007).

4.1 Material vegetal
Foram utilizadas plantas matrizes de Gerbera jamesonii cv. Jaguar
Cream (Figura 1) ja estabelecidas in vitro, as quais foram seccionadas em

explantes com 2 folhas, medindo entre 4 a 6 cm.

4.2 Condicoes gerais do cultivo in vitro
Nos experimentos 1 e 2, as plantulas foram repicadas e inoculadas em
meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962) modificado, sem a adicdo das

. . .. . L, . . L. A -1 .
vitaminas piridoxina e 4cido nicotinico e com adi¢do de 10 mg L~ de Mio
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inositol e 1 mg L' tiamina. O experimento 3 foi realizado utilizando o meio MS
(Murashige & Skoog, 1962). Todos os meios foram acrescidos de 30 g L™
sacarose e solidificados com 6 g L™ de 4gar, tendo o pH ajustado para 5,8 + 0,1.
Utilizaram-se frascos de vidro com 50 ml de meio de cultura.

A esterilizacdo dos meios de cultura foi feita em autoclave, a
temperatura de 121°C e pressio de 1,05 kg cm™, durante 20 minutos.

As plantas foram inoculadas em camara de fluxo laminar em condic¢des
estéreis e transferidas para sala de crescimento por 45 dias com fotoperiodo de

16 horas, temperatura de 25+2°C e irradincia de fétons de 43 pmol m™~s™.

4.3 Experimento 1: Efeito da adicao de TDZ (Thidiazuron) em diferentes
concentracdes salinas do meio de cultura MS para a multiplicacio in vitro
de gérbera

O meio de cultura MS modificado foi elaborado em duas concentracdes
diferentes dos seus sais (50% e 100%) e acrescentado de TDZ, nas
concentracdes 0; 0,01; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50 e 1,0 mg L', constituindo um
fatorial de 2x6.

4.4 Experimento 2: Efeito da adicao de zeatina em diferentes concentracoes
salinas do meio de cultura MS para a multiplicacio in vifro de gérbera

O meio de cultura MS modificado foi elaborado em duas concentracdes
diferentes dos seus sais (50% e 100%) e acrescentado de zeatina, nas
concentracdes 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mg L', constituindo um fatorial

2x6.
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4.5 Experimento 3: Numero de plantas por frasco e concentracoes de carvio
ativado no desenvolvimento in vitro de gérbera

O meio de cultura MS foi suplementado com carvdo ativado nas
concentracdes 0, 1;2;3 g L. Nos frascos, foram inoculados 1, 2 e 3 plantas por
frascos, objetivando avaliar o efeito da interferéncia entre plantas, constituindo

um fatorial de 4x3.

4.6 Delineamento estatistico

Nos experimentos 1 e 2, adotou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 12 tratamentos e 5 repeticdes, sendo 1 frasco por
parcela, com dois explantes em cada recipiente.

No experimento 3, adotou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, totalizando 12 tratamentos com 5 repeti¢des cada e 1 frasco por
parcela.

Os dados quantitativos foram comparados por meio de regressdo

polinomial, empregando-se o Software Sisvar (Ferreira, 2000).

4.7 Avaliacoes

Ap6s 45 dias nos experimentos 1 e 2, avaliaram-se a altura da maior
brotagdo, o nimero de brotagdes, o nimero de folhas e a presenca de raizes.

As caracteristicas avaliadas ap6s 45 dias de conducdo do experimento 3

foram: altura da planta, nimero de brota¢des e nimero de folhas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: Efeito do Thidiazuron (TDZ) e concentracoes salinas do

meio de cultura MS na multiplicacio in vitro de gérbera

Para nimero de brotagdes, a interagdo entre as concentragdes de sais do
meio de crescimento e concentracdes de TDZ foi significativa. Utilizando-se o
meio MS 100% dos sais, maior nimero de brotos (3,96 por explantes) foi obtido

na auséncia de regulador de crescimento (Figura 2).

6
5 y=28,7849x" - 11,1x + 3,9577
4 R? = 0,6508 * MS100%

= MS50%

Nimero de Brotos

0 01 02 03 04 05 06 0.7 08 09 1

TDZ (mg L)

FIGURA 2 Numero de brotos formados em explantes de gérbera cultivadas in
vitro,em diferentes concentra¢des de TDZ acrescidas ao meio de

cultura MS modificado. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Pela andlise do grafico da Figura 2, verifica-se que houve redugdo no
nimero de brotos com o aumento das concentragdes de TDZ. Oliveira (2000)

obteve média semelhante utilizando 1,76 mg L' de BA (benziladenina).
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Rezende (2005) utilizando MS com 50% dos seus sais, adicionado de
0,05 mg L' de BAP para cultivo de gérbera, obteve a maior média (3,2 brotos).
Comparado ao tratamento com o uso de TDZ, o resultado encontrado por
Rezende (2005), para niimero de brotos, foi inferior.

Da mesma maneira, Sousa et al. (2001), cultivando macieira in vitro,
observaram que concentragdes maiores que 0,01 mg L' de TDZ ndo foram
eficientes para a inducao de brotagdes.

Analisando-se a altura da plantas, observa-se que ocorreu intera¢do entre
as concentracdes salinas do meio MS e de TDZ testadas, conforme grafico da
Figura 3. Pelos resultados, observa-se que maior altura de plantas foi obtida na

auséncia de TDZ, assim como ocorreu com ndmero de brotos formados.

——MS 100% --=--MS 50%

Altura de Folhas(cm
w

0 T T T T T T T T T 1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1

TDZ (mg L")

FIGURA 3 Altura da plantas de explantes de gérbera cultivados in vitro, em
diferentes concentracdes dos sais do meio MS e de TDZ. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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Borges et al. (2005), trabalhando com tomateiro, verificaram que o uso
de TDZ ndo apresentou diferenca na altura de plantas em relacdo aos
tratamentos em que TDZ ndo foi utilizado. Também Sousa et al. (2001), em
cultivo in vitro de abacaxi, ndo observaram efeito de TDZ para altura da planta.

Analisando o nimero de folhas formadas em explantes de gérberas
cultivadas in vitro (Figura 4), constata-se que somente as concentra¢des de TDZ
foram significativas, ndo havendo interagdo com as concentragdes dos sais do

meio MS. Maior ndmero de folhas foi obtido na auséncia de TDZ.

16 -
14 4° y=-91,472x" + 148,95x" - 64,738x + 10,74
127 R* =0,6419

Nimero de folhas

0 T T T T T T T T T 1
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0

TDZ (mg L")

FIGURA 4 Numero de folhas formadas em explantes de gérbera cultivados in
vitro, em diferentes concentragdes de TDZ acrescidas ao meio de
cultura MS modificado. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Observa-se, pelo grafico da Figura 4, que o numero de folhas por
explantes apresentou tendéncia de reduzir na medida em que se elevaram as
concentragdes de TDZ adicionadas ao meio de cultura.

Rezende (2005), cultivando gérbera em meio MS com 50% dos sais,

obteve 6,6 folhas por explantes quando adicionou 0,05mg L™ de BAP ao meio.
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Comparando-se com os resultados obtidos neste trabalho, o meio MS
modificado sem adi¢do de TDZ proporcionou maior nimero de folhas (10,74
folhas por explantes) que o BAP.

O mesmo ocorreu no trabalho de Olivera (2000) que, utilizando 1,76 mg
L' de BA em cultivo in vitro de gérbera, obteve 10,8 folhas por explante.

Para nimero de raizes, somente a concentracdo de TDZ foi significativa,
ndo havendo a interacdo entre as concentragdes salinas do meio MS. Na
auséncia de TDZ, houve maior nimero de raizes, mostrando que o uso de TDZ

nio foi eficiente na rizogénese nos explantes (Figura 5).

2.5 7

Numero de raizes

OfWﬁ%ﬂwﬁuﬁwﬁ
0O 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1
TDZ (mg.L-1)

FIGURA § Numero de raizes formadas em explantes de gérbera cultivados in
vitro, em diferentes concentragdes de TDZ acrescidas ao meio MS
modificado. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Ao contrdrio, Borges et al. (2005), trabalhando com tomateiro, nao

observaram inibicdo na formacgao de raizes com o uso de TDZ.
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Provavelmente, por se tratar de uma citocinina, o TDZ néo estimulou a
formacao de raizes, que € atribuida ao balanco hormonal favordvel as auxinas

(Taiz & Zeiger, 2004).

5.2. Experimento 2: Efeito de zeatina e concentracdes salinas do meio de

cultura MS na multiplicacio in vitro de gérbera

Apenas as concentracdes de zeatina, independente das concentragdes
salinas do meio, foram significativas, afetando o nimero de brotos formados.
Maior niimero de brotos pode ser estimado com a utilizagdo de 1,2 mg L™ de

zeatina no meio de cultura (Figura 6).

y=-0,6105%" + 1,4657x + 3,6283

6 - R® = 0.6762
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0 0.5 1 15 2 25 3

Zeatina (mg L'l)

FIGURA 6 Numero de brotos formados em explantes de gérbera cultivados
in vitro em diferentes concentragdes de zeatina acrescidas ao
meio de cultura MS modificado. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Também Silva et al. (2006) observaram maior sobrevivéncia e

estabelecimento dos explantes in vitro, utilizando zeatina no cultivo in vitro de

mirtilo.

Analisando-se a altura de plantas formadas, constata-se que também
apenas zeatina foi significativa, ndo havendo efeito dos meios de cultura. A
auséncia de zeatina no meio de cultura proporcionou a formagdo de plantas com

maior altura (Figura 7).

y=0,0622x" - 0,2329x" - 0,0882x + 5,0105

R’ = 05699
6 _
E 5 4 *
S M .
g4 . *
=
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< 3
=]
52
£
= 1-
0
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Zeatina (mg.L'l)

FIGURA 7  Altura das plantas de gérbera cultivadas in vitro, em diferentes
concentracdes de zeatina acrescidas ao meio de cultura MS

modificado. UFLA, Lavras, MG, 2007.
Analisando-se o nimero de folhas formadas em explantes de gérbera

cultivadas in vitro, constata-se que somente o uso de zeatina foi significativo,

independente das concentrac¢des salinas de meio MS. Maior nimero de folhas
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pode ser obtido com a utilizagio de 1,09 mg L' de zeatina no meio de cultura

(Figura 8).

y=-12119x" + 2,6507x + 9,7183
R® = 0,7257

Niumero de folhas

Zeatina (mg L)

FIGURA 8 Numero de folhas formadas em explantes de gérbera cultivados in
vitro, em diferentes concentracdes de zeatina acrescidas ao meio
de cultura MS modificado. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Resultados obtidos por Carvalho et al. (2004), cultivando caquizeiro in
vitro, também comprovaram maior eficiéncia do uso de zeatina para a formagao
de folhas.

Analisando o niimero de raizes, observa-se que ocorreu interacdo entre
as concentragdes dos sais do meio de crescimento e as concentracdes de zeatina.
No meio de cultura MS100% dos sais, na auséncia de zeatina, houve maior
formacdo de raizes, 2,25 por expalntes. Utilizando MS 50% dos sais, na auséncia

de zeatina, foi obtido maior nimero de raizes (Figura 9).
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FIGURA 9 Numero de raizes formadas em explantes de gérbera cultivados in
vitro, em diferentes concentracdes de zeatina acrescidas ao meio
de cultura MS modificado. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Comparado ao trabalho de Rezende (2005), o uso de zeatina foi mais

efetivo que o uso de BAP.

5.3. Experimento 3: Nimero de plantas por frasco e concentracoes de

carvao ativado no desenvolvimento in vitro de gérbera

Analisando-se o nimero de brotos formados, constata-se que houve
interacdo entre as concentragcdes de carvdo ativado e o nimero de plantas por
frascos. Apenas a utilizag¢do de 1 planta por frasco foi significativa, ocorrendo a
formagdo de maior nimero de brotos (5.28 por explantes), na concentragio de

0,58 mg L™ de carvdo no meio de cultura (Figura 10).
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FIGURA 10 Numero de brotos formados em explantes de gérbera cultivados
in vitro com diferentes concentracdes de carvao ativado
adicionado ao meio de cultura MS. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Mendel (2001), trabalhando com inhame (Dioscorea alata L), também
verificou que o nimero de plantas por frasco ndo mostrou diferenca em nenhum
dos aspectos estudados.

Analisando a altura das plantas de gérberas cultivadas in vitro, constata-
se que somente nimero de plantas por frascos foi significativo, independente do
uso de carvdo ativado, tendo sido obtidas plantas com maior altura (6,62 cm)

quando se utilizaram duas plantas por frascos (Figura 11).
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FIGURA 11  Altura de plantas de gérbera cultivada in vitro, em diferente
nimero de explantes por frascos. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Analisando-se nimero de folhas, observa-se que a interacdo meio da
concentracdo de carvdo e nimero de plantas nio foi significativa. Também as
concentracdes de carvdo e numero de plantas, isoladamente, ndo foram

significativas.
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6 CONCLUSOES

O uso de TDZ nao ¢é recomendado para o cultivo in vitro de gérberas,
cultivar Jaguar Cream.

Recomenda-se a utilizagdo do meio MS modificado acrescido de 1,2 mg
L' de zeatina para a formagio de brotos e de 1,09 mg L™ para a formagdo de
folhas de gérbera da cultivar Jaguar Cream.

O uso de carvao ativo na concentragdo de 0,58 mg L' foi favoravel a
inducdo de brotos em plantas de gérbera cultivadas in vitro.

Recomenda-se o cultivo de dois explantes por frasco.
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CAPITULO III: FONTES DE SILICIO NO CULTIVO IN VITRO
DE GERBERA
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1 RESUMO

SILVA, Diogo Pedrosa Corréa da. Fontes de silicio no cultivo in vitro de
gérbera. In: . Meios de cultura e fontes de silicio no desenvolvimento
in vitro de gérbera. 2007. Cap. 3, p. 40 — 70. Dissertagdo (Mestrado em
Agronomia. Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

As plantas ou explantes cultivados in vitro possuem exigéncias
nutricionais especificas. Dentre esses elementos, pode-se destacar o silicio, que
apresenta beneficios para plantas, como aumento da tolerdncia ao estresse
hidrico, aumento da capacidade fotossintética, reducdo do acamamento e
reducdo na transpiracdo, efeitos esses bastante relevantes na fase de
aclimatizagdo. Dessa forma, objetivou-se avaliar a efetividade do silicio no
cultivo in vitro e na aclimatizacdo de gérbera. Foram utilizadas plantas, ja
estabelecidas in vitro, de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream. Os explantes
utilizados possuiam entre 4 a 6 cm, com 2 foliolos cada. O meio utilizado foi o
MS, com diferentes concentragdes de sais: 25%, 50%, 75% e 100% e
suplementado com silicato de potdssio, silicato de sédio, silicato de célcio e
4cido silicico nas concentragdes 0, 0,25; 0,5; 0,75; 1 g L', em diferentes
experimentos . O meio de cultura foi ainda acrescido de 30 g L' de sacarose e
solidificado em 6 g L'de 4gar, tendo seu pH ajustado para 5,8+0,1. O
experimento foi mantido em sala de crescimento, a 25+2°C de temperatura, por
um periodo de 45 dias, sob fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de fétons de 43
pwmol m?> s'. As caracteristicas avaliadas foram: altura da maior brotagao,
nimero de brotacdes, nimero de folhas e presenca de raizes. Apds a avaliagdo,
as plantas foram transferidas para tubetes com o substrato comercial plantmax® e
envolvidas com sacos plasticos para manter a umidade. Apds a transferéncia, as
plantulas foram cobertas com sacos plasticos, retirados gradativamente a cada 7
dias, até a retirada total, no 21° dia. Apés o periodo de 30 dias, avaliou-se a taxa
de sobrevivéncia das plantulas. Para a inducdo de brotos, folhas e raizes em
explantes de gérbera cultivadas in vitro, o uso de silicato de célcio proporcionou
maiores valores na concentragdo de 1,0 g L' e 0 meio de crescimento MS 50%.
O uso de silicato de potdssio na concentragio de 1,0 g L' proporcionou plantas
de maior altura quando cultivadas em meio MS 50%. Nao houve diferenca na
porcentagem de pegamento das plantas oriundas dos diferentes tratamentos.

" Comité de orientacdo: Prof. Dra. Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Prof.
Dr. Renato Paiva (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

SILVA, Diogo Pedrosa Corréa da. Silicium sources used at the in vitro
cultivation of gerbera. In: . Culture medium and sources of silicium at
the development of gerbera in vitro. 2007. Cap. 3, p. 40 — 70. Dissertagéo
(Master Program in Agronomy/Plant Physiology) - Federal University of
Lavras, Lavras, MG.

Plants or explants cultivated in vitro have some specific nutritional
demands. Among these elements, the silicium can be stand out, once it present
benefits for the plants like an increase in the tolerance to the hydric stress, an
increase of the photosynthetic capacity, an reduction in the put in a horizontal
position and reduction in the transpiration, quite relevant effects in the
acclimatization phase. By this way it was aimed evaluate the effectiveness of the
silicium in the in vitro cultivation and acclimatization of gerbera. Plants of
Gerbera jamesonii cv Jaguar Cream already stabilished in vitro were used. The
explants used had about 4 to 6cm with 2 leaves each. The medium used was MS,
with different concentrations of salts: 25%, 50%, 75% and 100% added with
Potassium silicate, Sodium silicate, Calcium silicate and Acid salicylic in the
concentrations of (0, 0,25; 0,5; 0,75; 1 g L'l), in different experiments. The
culture medium was added with 30g L™ of sucrose and solidified with 6g L™ of
agar, the pH was adjusted to 5,8+ 0,1. The experiment was kept at the growth
room in a temperature of 25+2°C for a period of 45 days, with a photoperiod of
16 hours and photons irradiance of 43 mol m™” s, The characteristics accessed
were: height of the biggest shoot, number of shoots, number of leaves and
presence of roots. After the acessesment, the plants were transferred for tubets
with the commercial substrate plantmax® and involved with plastic sacks to
maintain the humidity. After the transference, the plants were covered with
plastic sacks, taken of gradually every 7 days until the total retreat in the 21°
day. After the period of 30 days, the tax of survival of the plants was evaluated.
For induction of shoots, leaves and roots in the explants of gerbera cultivated in
vitro, the use of Calcium silicate provided larger values in the concentration of
1,0 g L' and MS growth medium 50%. The use of Potassium silicate in the
concentration of 1,0 g L' provided plants with bigger height when cultivated in
MS medium 50%. There was no difference in the percentage of survive of the
plants from the different treatments.

* Guidance Committee: Dra. Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Adviser), Dr. Renato
Paiva (Co-Adviser).
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3INTRODUCAO

O uso das técnicas de micropropagacdo permite a obtencao, em um curto
espaco de tempo, de grande nimero de plantas com qualidade superior. O
emprego da cultura de tecidos tem sido crescente para a producdo de mudas de
gérbera, sendo uma técnica bastante utilizada na propagacdo comercial. As
primeiras tentativas nesse sentido foram feitas por Pierik & Segers (1973), na
Holanda, estudando os fatores que afetam a formacdo de raizes adventicias, em
cultivo de nervuras de folhas jovens. Os resultados deste trabalho serviram de
base para posteriores estudos do cultivo in vitro de gérbera.

Plantas ou explantes cultivados in vitro possuem exigé€ncias nutricionais
especificas, requerendo meios nutritivos suplementados com as necessidades
exdgenas da célula, considerando os elementos essenciais, constituintes
organicos e energia (Torres et al., 2001).

Dentre esses elementos pode-se destacar o silicio, que apresenta, como
beneficios para plantas, aumento da tolerdncia ao estresse hidrico, aumento da
capacidade fotossintética, redu¢do no acamamento, redu¢do na transpiracio e
aumento na resisténcia ao ataque de pragas e doencas (Ma et al., 2001).

Uma das fases da micropropagacdo, na qual o uso de silicio pode
proporcionar beneficios, é a aclimatizacdo. Essa fase envolve o transplantio da
plantula da condigdo in vitro para a casa de vegetacdo que, geralmente, consiste
de uma fase critica e que pode ser um fator limitante para o processo de
micropropagacdo de algumas espécies (Torres et al., 1998).

Essa passagem critica, da fase in vitro para a casa de vegetacdo, deve-se
basicamente aos fatores de estresse hidrico, fotossintese, absorcdo de nutrientes

e fitossanidade. Devido a isso, é necessdrio que a plantula em aclimatiza¢io
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utilize fatores que diminuam os efeitos dessa transferéncia e propicie boas
condi¢des para o seu melhor desenvolvimento.

Dessa maneira, o silicio pode contribuir para a qualidade final do
vegetal, pois seu acimulo na cuticula das folhas permite protecdo as plantas,
aumento da capacidade fotossintética, reducdo de perda de dgua e promove um
maior crescimento (Epstein, 1999).

No entanto, existem poucos trabalhos sobre a utilizagdo de silicio in
vitro, mas pode-se citar o trabalho de Soares et al. (2007) que utilizaram
orquideas cultivadas in vitro. Maior broto foi formado na concentracao de 5 mg
L' de Supa potissio®(fonte de silicato de potdssio). Para comprimento da parte
aérea, nimero de raizes e comprimento médio de raizes de orquidea foram
verificados que com 5 mg L' de Supa Potdssio® associada a altas concentragdes
(5,10 e 20 mg L") de silicato de sédio obtive melhores resultados.

O objetivo da realizacdo deste trabalho foi verificar a eficiéncia do uso
de silicio adicionado ao meio de cultura MS para cultivo in vitro e aclimatiza¢io

de gérbera.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
de Plantas e NA sala de crescimento do setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras,
MG.

4.1 Material vegetal
Plantas matrizes de Gerbera jamesonii cv. Jaguar Cream ja estabelecidas

in vitro foram seccionadas em brotos com 2 folhas, medindo entre 4 a 6 cm.

4.2 Meio de cultura

O meio nutritivo utilizado foi o MS (Murashige & Skoog, 1962), nas
concentracdes DE 25%, 50%, 75% e 100% dos seus sais, acrescidos de 30 g L'
sacarose, e solidificado com 6 g L' de 4gar. O pH foi ajustado para 5,8+0,1,
sendo colocados 50 mL de meio de cultura em cada frasco de vidro.

A esterilizacdo dos meios de cultura foi feita por autoclave, a

temperatura de 121°C e pressio de 1,05 kg cm™, durante 20 minutos.

4.3 Experimentos: Efeito de fontes de silicio e concentracoes de meio de
cultura no cultivo in vitro de gérbera

Foram realizados quatro experimentos, testando-se as seguintes fontes
de silicio: silicato de sddio, silicato de calcio, silicato de potdssio e &cido

silicico.
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4.3.1 Experimento 1: Efeito do silicato de potassio e das concentracgoes
salinas do meio de cultura MS no cultivo in vitro de gérbera

O meio de cultura MS, nas concentragdes de 25%, 50%, 75% e 100%
dos sais, foi suplementado com silicato de potdssio (K,SiO3), nas concentragdes

0 (Testemunha), 0,25; 0,5; 0,75 e 1g L', perfazendo um fatorial 4x5.

4.3.2 Experimento 2:Efeito do silicato de calcio e das concentracoes salinas
do meio de cultura MS no cultivo in vitro de gérbera

O meio de cultura MS nas concentragdes de 25%, 50%, 75% e 100%
dos sais, foi suplementado com silicato de célcio (CaSiOs), nas concentragdes O

(Testemunha), 0,25; 0,5; 0,75 e 1g L', perfazendo um fatorial 4x5.

4.3.3 Experimento 3:Efeito do silicato de sddio e das concentracdes salinas
do meio de cultura MS no cultivo in vitro de gérbera

O meio de cultura MS, nas concentragdes de 25%, 50%, 75% e 100%
dos sais, foi suplementado com silicato de sédio (Na,SiO;), nas concentracdes 0

(Testemunha), 0,25; 0,5; 0,75 e 1g L', perfazendo um fatorial 4x5.

4.3.4 Experimento 4:Efeito do acido silicico e das concentracdes salinas do
meio de cultura MS no cultivo in vitro de gérbera

O meio de cultura MS, nas concentragdes de 25%, 50%, 75% e 100%
dos sais, foi suplementado com dcido silicico (H4Si0O,), nas concentracdes O

(Testemunha), 0,25; 0,5; 0,75 e 1g L', perfazendo um fatorial 4x5

4.4 Delineamento estatistico
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x5, totalizando 20 tratamentos com 5 repeticdes cada, sendo a

parcela constituida de um frasco com 2 plantas.
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4.5 Condicoes de incubacao

As plantas foram inoculadas em cdmaras de fluxo laminar horizontal em
condi¢des estéreis e transferidas para sala de crescimento por 45 dias com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2°C e irradiancia de f6tons de 43

2 -l
pwmol m™s™.

4.6 Avaliacoes

As caracteristicas avaliadas apds 45 dias de cultivo foram: altura da
maior brotagdo, niimero de brotacdes, niimero de folhas e presenca de raizes. Os
dados quantitativos foram comparados por meio de regressdo polinomial,

empregando-se o Software Sisvar (Ferreira, 2000).

4.7 Efeito de silicio na pré-aclimatizacio de gérbera in vitro

Plantulas desenvolvidas in vitro nos experimentos de 1 a 4 foram
utilizadas como material vegetal. As plantulas foram transferidas para tubetes
contendo o substrato comercial Plantmax®, seguindo-se a ordem dos tratamentos
aplicados in vitro.

Ap6s a transferéncia, cada tubete foi coberto com sacos plasticos para a
manutencdo da umidade, sendo retirados gradativamente a cada 7 dias, até a
retirada total, no 21° dia. As plantas foram mantidas em sala de aclimatizagdo
sob fotoperiodo de 12 horas e irradiancia de fétons de 60pmol m=s™,

Apds um periodo de 30 dias, avaliou-se a taxa de sobrevivéncia das
plantulas. Plantas vivas receberam nota 1 e plantas mortas, nota 0. Os dados

foram analisados pelo programa estatistico SAS( Sas Institute, 1990).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: Efeito do silicato de potassio e das concentracdes salinas

do meio de cultura MS no cultivo in vitro de gérbera

Analisando-se o nimero de brotagdes, constata-se que ocorreu intera¢ao
entre as concentracdes salinas do meio MS e as concentra¢des de silicato de
potéssio testadas. Houve significancia apenas para o meio MS utilizado com
50% de sua concentracdo salina. Maior nimero de brotos (2,65/explantes) foi
obtido em explantes cultivados em meio acrescidos de 1,0g L de silicato de

potéssio (Figura 1).
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FIGURA 1 Numero de brotos formados em explantes de gérbera cultivados in
vitro, em meio de cultura MS50% e silicato de potdssio. UFLA,
Lavras, MG, 2007.
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Observa-se, ainda na Figura 1, que o nimero de brotos formados
aumentou com o uso de concentragdes mais elevadas de silicato de potdssio.

Soares et al. (2007), trabalhando com Cattleya loddgesii, com
incremento nas concentragdes da fonte de silicato de potdssio, observou um
decréscimo no nimero de brotos de orquidea. Para essa espécie, a concentragao
ideal foi 5 mL L' de Supa Potéssio®.

Avaliando-se a altura das plantas, observa-se também houve intera¢do
entre as concentragdes salinas do meio de crescimento MS com as concentragdes
de silicato de potéssio testadas, como mostrado na Figura 2. Plantas de maior
altura foram formadas na concentragdo de 50% dos sais do MS acrescido de 1,0

g L™ de silicato de potdssio (Figura 2).
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FIGURA 2 Altura das plantas de gérbera cultivadas in vitro, em diferentes

concentracdes de sais do meio MS e de silicato de potéssio.
UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Observa-se, para todas as concentracdes salinas testadas do meio MS,
que, 2 medida que se elevaram as concentracdes de silicato de potdssio, foram
formadas plantas com maior altura.

Analisando-se o nimero de folhas formadas, constata-se que também
houve interagdo entre as concentracdes salinas do MS e as concentragdes de
silicato de potdssio testadas (Figura 3). Os brotos de explantes cultivados em
meio MS 100%, na auséncia de silicato de potdssio, apresentaram maior nimero

de folhas (14,12/explante).
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FIGURA 3  Ntumero de folhas formadas em explantes gérbera cultivados in

vitro, em diferentes concentracdes de meio MS e silicato de
potassio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Semelhantemente, Soares et al. (2007) também observou a formagao de
maior ndmero de folhas em explantes de Cattleya loddgesii cultivadas na

A e , . ®
auséncia de Supa Potéssio .

50



Analisando-se o nimero de raizes, observa-se que somente a interacio
entre meio MS100% e concentragdes de silicato de potdssio foi significativa.
Maior nimero de raizes foi formado com a adi¢do de 0,52 g L' de silicato de
potéssio. A formagdo de raizes foi diminuida com o uso de concentragdes mais

elevadas de silicato de potassio ou na auséncia dessas (Figura 4).
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FIGURA 4  Numero de raizes formadas em explantes gérbera cultivados in
vitro em meio MS 100% dos sais e diferentes concentracdes de
silicato de potdssio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Soares et al. (2007) constatou maior formagdo de raizes em orquideas,
na concentragio de 5 mL L™ de Supa Potassio®.
Esse efeito da reducdo da formacgdo de raizes € contrario a formacgao de

brotacdes que teve seus valores elevados a medida que as concentragdes de
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silicato de potdssio foram aumentadas. Também o crescimento em altura das

plantas foi favorecido pelo aumento das concentragdes de silicato de potdssio.

5.2: Experimento 2: Efeito do silicato de calcio e das concentracées salinas

do meio de cultura MS no cultivo in vitro de gérbera

Analisando-se o nimero de brotos, constata-se que ocorreu intera¢ao
entre as concentracdes do meio de cultura e de silicato de calcio. O melhor
resultado foi observado no cultivo in vitro meio MS com 50% dos sais,
acrescidode 1,0 g L de silicato de célcio, formando, em média, 8,25 brotos por
explante (Figura 5).

Analisando-se nimero de brotos, constata-se que o uso de silicato de
célcio proporcionou a formacdo de niimero de brotos mais elevado em relacio
ao silicato de potdssio: 8,25 e 2,65, respectivamente, na mesma concentracao

salina do meio MS.
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FIGURA 5§ Numero de brotos formados em explantes de gérbera cultivados in
vitro, em diferentes concentracdes MS e de silicato de célcio.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Em todas as concentracdes salinas testadas do meio MS, observou-se
elevacdo do nimero de brotos formados com o aumento das concentracdes de
silicato de célcio.

Para altura das plantas também houve interagdo entre as concentragoes
salinas do meio de cultura e de silicato de cdlcio aplicadas. Brotos com maior
altura (8,09cm) foram formados em meio MS 100% dos sais, acrescido de 1,0 g
L™ de silicato de célcio (Figura 6).

Comparando—se com os resultados obtidos com a utilizagio do silicato
de potdssio, conclui-se que o uso de silicato de célcio proporcionou a formagao

de brotos com menor altura.
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FIGURA 6  Altura das plantas de gérbera cultivadas in vitro, em diferentes
concentracdes do meio MS e de silicato de célcio. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

Zhou (1995) verificou um aumento de tamanho das folhas de
Phalaenopsis com o cultivo em concentragdes de 0,1-1,0 mg L' de silicato de
célcio adicionadas ao meio de cultura VW modificado. O crescimento de
plantas, 6rgdos, tecidos e células in vitro depende do desenvolvimento de meios
de cultura otimizados para a perfeita interacdo de componentes essenciais como
fontes de carbono e nutrientes minerais.

Para nimero de folhas, houve interagdo das concentragdes de silicato de
calcio e as concentragdes salinas do meio MS. Obteve-se maior nimero de
folhas em explantes mantidos na concentracio 1,0 g L™ silicato de calcio
adicionado ao meio MS50%, formando, em média, 19,50 folhas por explantes

(Figura 7).
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Comparado ao uso de com silicato de potdssio, o emprego de silicato de
calcio proporcionou a indu¢do de maior nimero de folhas, em média, 5 a mais,

em relacdo ao uso de silicato de potdssio.
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FIGURA 7 Numero de folhas formadas em explantes de gérbera cultivados in
vitro em diferentes concentracdes do meio de cultura MS e de
silicato de calcio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Verifica-se, pelo grafico da Figura 7, que houve tendéncia de aumentar o
nimero de folhas a medida que se elevaram as concentragdes de silicato de
célcio ao meio de cultura.

Analisando-se o nimero de raizes, observa-se que ocorreu intera¢ao
entre as diferentes concentra¢cdes do meio MS e de silicato de célcio. Maior
média foi obtida em brotos desenvolvidos no meio MS50% adicionado de 1,0 g
L de silicato de sédio. Comparando-se esses resultados com os obtidos com a
adicao de silicato de potdssio ao meio de cultura, verifica-se que também houve

maior formacdo de raizes em brotos cultivados em meio MS acrescido de
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silicato de célcio, sendo formadas, em média, 2,8 raizes a mais por explante

(Figura 8).
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FIGURA 8 Numero de raizes formadas em explantes de gérbera cultivados in
vitro, em diferentes concentragdes do meio de cultura MS e de

silicato de calcio. UFLA, Lavras, MG, 2007.
Observa-se que o numero de raizes formadas tendeu a se elevar a

medida que as concentracdes de silicato de célcio no meio de cultura foram

aumentadas.

5.3 Experimento 3: Efeito do silicato de sédio e das concentracoes salinas do

meio de cultura MS no cultivo in vitro de gérbera
Analisando-se o nimero de brotacdes formadas, observa-se que nao

houve interacdo entre os fatores testados havendo significAncia somente a

varidvel meio de cultivo independente das concentracdes de silicato de sodio. Os
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resultados mostram que meio MS 100% com médias de 2,9 brotos proporcionou
o melhor resultado (Figura 9).

Os resultados obtidos no estudo de silicato de s6dio mostram que, para
nimero de brotos, o silicato de sddio apresentou maiores médias que para
plantas cultivadas em silicato de potdssio, mas ndo superando os resultados

obtidos com o uso de silicato de calcio.
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FIGURA 9  Numero de brotos formados em explantes de gérbera cultivados
in vitro, em diferentes concentracdes do meio de cultura MS.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Analisando-se a altura de plantas, constata-se que houve interacdo entre
as concentragdes salinas do meio de cultura e concentragdes de silicato de sédio
testadas. Plantas com maior altura (7,75 cm) foram formadas em explantes
cultivadas em meio MS75% acrescido de 0,5 g L' de silicato de sédio (Figura

10).
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Comparando com os outros resultados obtidos, o uso de silicato de sédio
proporcionou a formagdo de plantas com menor altura em relacdo ao uso de

silicatos de cdlcio e potdssio.

MS100%:y = —2,77717(2 +4,2691x + 5,1089

R*=0,8178

9

8
g7 " __ = A
) —=
86
£ [ s MS100%
=5
[=7
34
£ 3
E 4 MS75%
< 2

1

0

0 0.25 0.5 0.75 1

silicato de sédio(g L'l)

FIGURA 10 Altura das plantas de gérbera cultivadas in vitro em diferentes
concentracdes do meio de cultura MS e de silicato de sédio.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Em cultivo in vitro de orquideas, Soares et al. (2007) observou que, com
o aumento das concentragdes de silicato de sédio, houve decréscimo no
comprimento das plantulas de orquidea.

Analisando-se o niimero de folhas formadas in vitro, constata-se que nao
houve significancia dos fatores estudados.

Para o nimero de raizes, observou-se interacdo entre as concentracoes
dos sais do meio MS e as concentracdes de silicato de s6dio. Observando-se os
resultados, observa-se que maior numero de raizes foi formado em explantes

cultivados em meio MS50%, na auséncia de silicato de sédio (Figura 11).
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Comparando-se com as fontes silicato de potdssio e silicato de célcio, o

uso de silicato de sddio proporcionou a formagdo de maior nimero de raizes em

comparacdo com explantes cultivados em silicato de potdssio (3,12/explante),

mas ambos foram inferiores ao observado em explantes cultivados em silicato de

célcio (6/explante).
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FIGURA 11 Numero de raizes formadas em explantes de gérbera cultivados

in vitro, em diferentes concentra¢des do meio de cultura MS e
de silicato de s6dio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Para nimero de raizes formadas em orquideas cultivadas in vitro, Soares

et al. (2007) observou melhores resultados quando acrescentou 20 mg L' de

silicato de s6dio ao meio de cultura.
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5.4 Experimento 4: Efeito do acido silicico e das concentrac¢ées salinas do

meio de cultura MS no cultivo in vitro de gérbera

Analisando-se niimero de brotagdes, observa-se que a interacao entre os
fatores testados ndo foi significativa, havendo efeito somente das concentra¢des
do meio de cultura e das de silicato de sodio, isoladamente. Para as
concentracdes dos sais do meio de cultura MS, o meio MS25%, MS50% e

MS100% (Figura 12).
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FIGURA 12 Numero de brotos formados em explantes de gérbera cultivados
in vitro, em diferentes concentra¢des dos sais do meio de cultura
MS. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Maior numero de brotos (3,57/explante) foi obtido em explantes
cultivados em 0,35 g L' de 4cido silicico. O uso de 4cido silicico proporcionou
maior média de ndmero de brotos formados, em comparacdo com o uso dos
silicatos de potdssio (2,65/explantes) e de sddio (2,48/explantes), mas inferiores

aos obtidos com o uso silicato de célcio (8,25/explantes) (Figura 13).
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FIGURA 13 Ntmero de brotos formados em explantes de gérbera cultivados
in vitro, em diferentes concentracdes de acido silicico. UFLA,

Lavras, MG, 2007.

Quanto a altura das plantas formadas, pdde-se perceber que o meio de
crescimento e as concentragdes de dcido silicico ndo apresentaram interacao,
mas foram significativos isoladamente. O meio de cultura MS 25%

proporcionou a formagdo de plantas com maior altura (5,7cm) (Figura 14)
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FIGURA 14  Altura da plantas de gérbera cultivadas in vitro, em diferentes
concentracdes dos sais do meio de cultura MS. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Maior altura das plantas foi obtida com a utilizagio de 0,75 g L' de
silicato de s6dio no meio de cultura. O acido silicico proporcionou menor de
altura média de brotos, 5,72cm, em comparacdo com as outras fontes de silicio

testadas (silicato de potéssio, silicato de célcio e silicato de s6dio) (Figura 15).
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FIGURA 15 Altura das plantas de gérbera cultivadas in vitro, em diferentes
concentracdes de dcido silicico. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Aumentando as concentragdes do dcido silicico no meio de cultura, a
altura das plantas tende a aumentar até a concentracdo de 0,75 g L', reduzindo
em concentragdes mais elevadas.

Para a varidvel nimero de folhas, somente as concentragdes dos sais do
meio de cultura foram significativos. Maior nimero de folhas formadas foi
observado nas concentragdes de 25%, 50% e 100% do sais do meio de cultivo

MS (Figura 16).
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FIGURA 16  Numero de folhas de gérbera cultivadas in vitro, em diferentes
concentracdes dos sais do meio de cultura MS. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

Analisando-se o nimero de raizes formadas, observa-se que somente as
concentracdes salinas do MS apresentaram significdncia, ndo havendo efeito da
interacdo dos fatores avaliados. Maior nimero de raizes foi observado em
explantes cultivados em meio de cultivo com 25%, 50%, 75% de suas

concentracdes salinas (Figura 17).

64



et
(9]
]

g
3 2.5 1
S
g 27
£ 15 -
\§ 1 ’
z
0‘5 | “
0 |
25 50 75 100

Concentracoes do Meio de cultura(%)

FIGURA 17 Nuamero de raizes formadas em explantes de gérbera cultivados
in vitro, em diferentes concentragées dos sais do meio de cultura
MS. UFLA, Lavras, MG, 2007.

De maneira geral, observou-se que concentracdes de 4cido silicico mais
elevadas afetaram o desenvolvimento da gérbera.

Segundo Malavolta et al. (1997), todo nutriente em excesso, como pode
ter o ocorrido nesse caso, o dcido silicico provoca um desbalanco nutricional no
sistema, neste caso, na plantula de gérbera e no meio de cultura.

Analisando-se as diferentes fontes e concentragcdes de silicio utilizadas,
pode-se concluir que melhor desenvolvimento de gérbera in vitro € obtido
acrescentando-se 1,0 g L' de silicato de célcio em meio MS com 50% de sua
concentracdo salina. Apesar das outras fontes também terem sido eficientes para
o desenvolvimento in vitro, os resultados foram bastante superiores com o uso

de silicato de calcio (Tabela 1).
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TABELA 1 Médias dos melhores resultados obtidos para gérberas cultivadas
in vitro em meio de cultura acrescido de diferentes fontes de
silicio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Fontes de silicio Niimero Altura de Niimero de Niimero de
de brotos plantas folhas raizes
Silicato de potassio 2,65c¢ 8,13 a 14,12 b 2,80 ¢
Silicato de calcio 8,25a 8,09 b 19.50 a 6,00 a
Silicato de sédio 2,48d 7,75¢ 10,51 ¢ 5,00 b
Acido silicico 3,57b 5,72d 6.82 d 2,30d

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste Scott
Knott, a 5%.

5.5 Experimento 5: Efeito de silicio na pré-aclimatizacao de gérbera

Com relagdo ao efeito de fontes de silicio na pré-aclimatiza¢do, ndo
houve influéncia dos mesmos na taxa de sobrevivéncia das mudas, sendo a
porcentagem média de sobrevivéncia de 82%.

Comparando-se a porcentagem de sobrevivéncia, os resultados sao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas de gérberas cultivadas in
vitro na presenca de diferentes fontes de silicio. UFLA, Lavras,

MG, 2007.

Fonte % de sobrevivéncia
Silicato de calcio 77%
Silicato de potassio 88%
Silicato de sédio 73%
Acido silicico 90%
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Rezende (2005) realizou um trabalho com o substrato comercial 30/10,
da empresa Vida Verde, em sala de crescimento, obtendo o percentual de
sobrevivéncia de 100%. Por outro lado, Olivera et al. (2000), trabalhando com o
substrato comercial Sunshine Growing Mix 3 da marca Sim gro® em casa de
vegetacdo, relatam que a aclimatizacdo de plantulas de gérbera foi afetada de
forma significativa pelo efeito residual dos tratamentos usados durante a fase de

inducdo de brotacdes e enraizamento in vitro.
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6 CONCLUSAO

Para indug¢do de brotos, folhas e raizes em explantes de gérbera
cultivadas in vitro, recomenda-se o uso de silicato de cdlcio na concentracio de
1,0 gL." e 0 meio de cultura MS na concentragio salina de 50%.

O uso de silicato de potdssio na concentracio de 1,0 g L™ adicionado ao
meio MS50% dos seus sais é recomendado para a obtencdo de plantas de

gérbera com maior altura cultivadas in vitro.
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CAPITULO IV: ASPECTOS DA ANATOMIA FOLIAR DE GERBERA
CULTIVADA IN VITRO COM DIFERENTES FONTES DE SILICIO
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1 RESUMO

SILVA, Diogo Pedrosa Corréa da. Aspectos da anatomia foliar de gérbera com
diferentes fontes de Silicio. In: . Meio de cultura e fontes de silicio no
desenvolvimento in vitro de gérbera. 2007. Cap. 4, p. 71 — 84. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia. Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Nos vegetais, os depésitos de silicio, comumente chamados de
silicofitdlitos, ocorrem na parede celular como incrusta¢do e ou impregnacio ou,
ainda, sob a forma de corpos silicosos no interior das células de diferentes
tecidos. O objetivo deste trabalho foi verificar, por meio de andlises anatdmicas
foliares, as diferencas morfoldgicas nas plantas com o uso de silicio adicionado
ao meio de cultura MS para cultivo de gérbera in vitro. Foram utilizadas plantas
de gérbera cultivadas in vitro em meio MS, acrescidas de fontes de silicio
(silicato de sddio, silicato de potéssio, silicato de cdlcio e acido silicico). Para os
estudos anatdomicos, os cortes paradérmicos foram feitos a mao livre. As se¢des
foram clarificadas em solucdo de hipoclorito de sédio 1% (v/v), por um periodo
de 3 a 5 minutos e trés lavagens em dgua destilada. Em seguida, o material foi
neutralizado em solug¢do de dcido acético 1% (v/v) por 1 minuto, repetindo-se as
lavagens com 4gua destilada. Foram avaliados o didmetro polar e equatorial, e a
relacdo entre eles, além do nimero de estomatos. Para os cortes transversais, o
material foi submetido aos procedimentos usuais em microtécnica vegetal e,
ap6s inclusdo em parafina histolégica, foi secionado ao micrétomo rotativo
Spencer, na espessura média de 12um. A coloracio dos cortes anatdmicos foi
efetuada pelo processo de dupla coloragdo com safranina-azul de astra. Foram
avaliados a espessura da epiderme adaxial, o parénquima lacunoso e a epiderme
adaxial. Os resultados mostraram que plantas de gérbera cultivadas in vitro
acrescidas como 0,5gL"' de silicato de sédio apresentaram diferenciacdo na
anatomia foliar, aumentando sua relagdo entre o didmetro polar e equatorial e
diminuindo a espessura do parénquima lacunoso. Os tratamentos, com silicato
de potassio, silicato de célcio e dacido silicico, diminuiram o nimero de
estdbmatos presentes nas folhas de gérbera cultivada in vitro.

* Comité de orientagdo: Prof. Dra. Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Prof.
Dr. Evaristo Mauro de Castro (Co-orientador)
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2 ABSTRACT

SILVA, Diogo Pedrosa Corréa da. Lefly anatomic aspects of gerbera with
different sources of silicium. In: . Culture Medium and sources of
silicium at the development of gerbera in vitro. 2007. Cap. 4, p.71 — 84.
Dissertation (Master Program in Agronomy. Plant Physiology) - Federal
University of Lavras, Lavras, MG. :

It is known that in the vegetables, the silicium deposits, commonly
called silicofitolits happen in the cellular wall as incrustation or impregnation, or
in the form of silicium bodies inside the cells of different tissues. The aim of this
work was to verify, through leaf anatomical analyses, the morphological
differences in the plants with the use of silicium added to the culture medium
MS for cultivation of gerbera in vitro. It was used plants of gerbera cultivated in
vitro in MS medium added with sources of silicium (Sodium silicate, Potassium
silicate, Calcium silicate and acid salicylic). For the anatomical studies,
paradermic cuts were done by free hand. The sections were clarified in solution
of hypochlorite of sodium 1% (v/v), for a period of 3 to 5 minutes and three
washes in distilled water. After that, the material was neutralized in solution of
acid acetic 1% (v/v) for 1 minute, repeating the washes with distilled water. The
polar and equatorial diameters were accessed, their relationship and number of
stomata. For the transverse cuts the material was submitted to the usual
procedures in vegetable microtecnique and, after inclusion in histological
paraffin, it was sectioned in the rotative microtome Spencer, with a medium
thickness of 12um. The coloration of the anatomical cuts was made by the
process of couple coloration with astra and blue-safranina. There were accessed
the thickness of the adaxial epiderm, mesophill and abaxial epiderm. The
gerbera plants cultivated in vitro added with 0,5¢ L-1 of Sodium silicate
presented differentiation in the leafly anatomy, increasing the relationship
between the polar and equatorial diameter and reducing the thickness of the
mesophill. The treatments like Potassium silicate, Calcium silicate and Acid
silicylic reduced the number of stomata in the leaves of gerbera cultivated in
Vitro.

" Guidance Committee: Dra. Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Adviser), Dr. Evaristo
Mauro de Castro (Co-Adviser).
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3INTRODUCAO

A compreensdo apropriada da estrutura basica de uma planta ou érgao é
essencial e indispensdvel para se chegar a um conhecimento preciso sobre um
vegetal (Castro, 2002).

Alteragdes na morfologia foliar podem influenciar processos
metabodlicos e fisioldgicos associados, principalmente, a fotossintese e a
transpiracdo. Muitas dessas evidéncias indicam que o estado da dgua e a fase
gasosa durante os vérios estdgios da cultura sdo a chave dos fatores envolvidos
na desorganizacdo morfoldgica in vitro. O ambiente de cultivo pode afetar e
conduzir a diferentes atividades enzimdticas, resultando em védrias mudangas nos
processos metabdlicos na planta. Algumas respostas, comumente, assemelham-
se a plantas cultivadas sob condicdes de estresse (Fidelis, 1998).

Nos vegetais, os depdsitos de silicio, normalmente chamados de
silicofitdlitos, ocorrem na parede celular como incrustacdo e ou impregnacao,
ou, ainda, sob a forma de corpos silicosos no interior das células de diferentes
tecidos (Metcalfe, 1983; Sangster, 1999).

Os silicofitélitos sdo resultantes de processos quimicos e biolégicos que
se iniciam com as plantas absorvendo, principalmente, o dcido monosilicio da
solucdo do solo, por fluxo de massa (Jones & Handreck, 1967; Dayanandam et.
al., 1983; Postek, 1981) ou sob a forma de 4cidos policlinicos e compostos
organosilicosos soliveis em 4gua (Matctychenkov & Snyder, 1996). Segundo
estes autores, o silicio também pode ocorrer nos elementos vasculares. A
deposi¢do do silicio na parede das células torna a planta mais resistente a acio
do ambiente e evita a perda excessiva de d4gua, diminuindo a taxa de transpiracao
(Cheong et al., 1973; Postek, 1981; Dayanandam et. al., 1983).

A forma adquirida pelos depdsitos de silicio, bem como a sua

distribuicdo no interior do vegetal, depende da espécie em questdo e das
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condi¢des climdticas do ambiente onde ela cresce, podendo ser caracteristica
para uma espécie, género e, mesmo, para algumas familias, sendo, entdo, um
carater com aplicagdo taxondmica (Metcalfe, 1983; Wrang et al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi verificar, por meio da anatomia foliar, as
diferencas morfolégicas nas plantas em conseqiiéncia do uso de silicio

adicionado ao meio de cultura MS para cultivo de gérbera in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos
de Plantas, sala de crescimento, do Setor de Fisiologia Vegetal e no Laboratério
de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de

Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

4.1 Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vitro na presenca de silicio

As folhas foram retiradas de plantulas desenvolvidas in vitro em meio de
cultura MS 50 %, acrescido de silicato de sédio, silicato de potassio, silicato de
célcio e 4cido silicico, na concentragdo de 0,5 g L' e, ainda, uma testemunha
sem adi¢do de silicio.

Ap6s 30 dias de cultivo in vitro, de cada tratamento foram escolhidas, ao
acaso, 5 plantas e, de cada uma, foram retiradas duas folhas do segundo par de
folhas. As folhas foram fixadas em FAA (formol, 4cido acético, dlcool) por 72
horas e, depois, foram conservadas em alcool 70% (v/v). Dessas foram extraidos
segmentos de 0,5cm” da regido mediana. Realizaram-se, entdo, os cortes
paradérmicos que foram feitos & mdo livre. As secOes foram clarificadas em
solugdo de hipoclorito de sédio 1% (v/v), por um periodo de 3 a 5 minutos e
realizadas trés lavagens em 4gua destilada. Em seguida, o material foi
neutralizado em solug¢do de dcido acético 1% (v/v) por 1 minuto, repetindo-se as
lavagens com 4dgua destilada (Johansen, 1940; Sass, 1951). Para os cortes
transversais, o material foi submetido aos procedimentos usuais em microtécnica
vegetal (Sass, 1951) e, apds inclusdo em parafina histolégica, foi secionado ao
micrétomo rotativo Spencer, na espessura média de 12um. A colora¢do dos
cortes anatdomicos foi efetuada pelo processo de dupla coloracdo com safranina-

azul de astra (Bukatsh, 1972). Finalmente, foram montadas laminas
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semipermanentes do material obtido com dgua glicerinada 50% (v/v), no caso
dos cortes paradérmicos e laminas permanentes com bdlsamo do Canada.

As laminas confeccionadas com os cortes anatdmicos foram utilizadas
para a realizagdo de medi¢des de espessura das epidermes adaxial e abaxial e
dos mesofilos, com auxilio de lente ocular micrométrica em microscépio de
campo claro Carl Zeiss-amjlival. Posteriormente, essas ladminas foram
fotomicrografadas utilizando-se um microscépio Olympus BX 60 e camera
digital Cannon.

As medi¢des de espessura foram analisadas pelo programa SigmaScan
pro, utilizando-se delineamento inteiramente casualizado com dez repeti¢cdes por
tratamento, sendo cada repeti¢do composta por trés medidas. Os dados foram
analisados pelo programa Sisvar (Ferreira, 2000), por meio do teste de médias
Skott-Knott.

Foram avaliados didmetro polar, didmetro equatorial, sua relacdo e
nimero de estdmatos, para os cortes paradérmicos e para os cortes transversais,

epiderme abaxial e adaxial e mesofilo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Seccoes paradérmicas

Analisando-se as sec¢des paradérmicas, observou-se que nao ocorreu
significancia dos diametros polar e equatorial, mas a relagdo entre esses

parametros foi significativa, conforme dados da Tabela 3.

TABELA 1 Diametro polar (DP), didmetro equatorial (DE) e sua relacio
(DP/DE) em folhas de gérbera cultivadas in vitro, em meio de
cultura acrescido de diferentes fontes de silicio. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
Tratamentos Diametro Diametro Relacao
polar (um) equatorial (um) DP/DE
Testemunha 87,41 74,08 1,18 a
Silicato de sédio 84,10 69,70 1,20 a
Silicato de potassio 82,68 74,68 1,11b
Silicato de calcio 81,14 73,86 1,10 b
Acido silicico 82,92 75,35 1,10b

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste Scott
Knott, a 5%.

As plantas cultivadas em meio MS e na presenca de silicato de sédio
apresentaram maior relacdo entre didmetro polar e equatorial dos estdmatos e
uma configuracdo mais eliptica em comparacio com o observado em folhas das
plantas cultivadas em meio com silicato de potdssio, silicato de célcio e 4cido
silicico, que apresentaram formato mais circular, isto €, menor relacdo didmetro
polar e equatorial (Figura 1). Esse resultado pode ter acontecido devido ao
acumulo de silicio nas células-guarda, como citado por Campos & Labouriau

(1969) e Silva & Laubouriau (1970).
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FIGURA 1 Seccoes paradérmicas de plantas de gérbera cultivada in vitro com
diferentes fontes de silicio. (A) Testemunha, (B) silicato de sddio,
(C) silicato de potassio, (D) silicato de calcio e (E) acido silicico.
DP-diametro polar, DE-diametro equatorial. UFLA, Lavras, MG,
2007.
Com relagdo ao nimero de estdmatos, as plantas cultivadas em meio de
cultura com silicato de sédio apresentaram a maior média, com 145,64
estdmatos por mm? (Tabela 2). O uso de silicato de cdlcio, que proporcionou

melhor resultado no desenvolvimento in vitro das plantas, apresentou menor

nimero de estomatos por mm”.
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TABELA 2: Niimero de estdmatos por mm” em folhas de gérbera cultivados
in vitro, acrescidas em diferentes fontes de silicio. UFLA,
Lavras, MG, 2007.

Tratamentos Niimero de estématos
Testemunha 85,84 ¢
Silicato de s6dio 145,64 d
Silicato de potassio 85,84 b
Silicato de calcio 79,92 ¢
Acido silicico 100,64 b

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo
teste Scott-Knott, a 5%.

5.2 Secc¢oes transversais

Secgdes transversais da folha revelaram que a epiderme ¢
uniestratificada, formada de células aproximadamente retangulares. Os
estomatos ocorrem apenas na epiderme inferior, sdo sempre hipoestomaticas.

Nao houve significancia nos resultados encontrados para as epidermes
das faces adaxial e abaxial.

Ao contrério do que foi relatado por Datnoff et al. (2001), trabalhando
com arroz em cultivo de sequeiro, o uso de silicio no cultivo de gérbera in vitro
nio foi efetivo no engrossamento das epidermes.

Para a formacdo do mesofilo, as fontes de silicio, silicato de sédio,
silicato de potdssio e silicato de cdlcio proporcionaram aumento da espessura de
seus parénquimas, mostrando, assim, a eficiéncia do uso de silicio no cultivo de

gérbera in vitro, como mostrado na Tabela 3.
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TABELA 3  Epiderme das faces adaxial e abaxial e mesofilo de folhas de
gérbera cultivada in vitro, acrescidas de diferentes fontes de
silicio. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Tratamentos Epiderme Mesofilo Epiderme
adaxial (um) (nm) abaxial (um)
Testemunha 61,01 554,41 b 76,35
Silicato de s6dio 51,06 596,12 b 58,48
Silicato de potassio 52,12 722,23 a 63,96
Silicato de calcio 59,93 723,47 a 61,89
Acido silicico 45,34 673,82 a 63,32

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste
Scott-Knott, a 5%.

Trabalhando com pepineiro, Adatia & Besford (1986) observaram varios
efeitos devido a adicdo de Si ao meio nutritivo. Dentre esses, constatou maior
massa foliar (fresca e seca) especifica. Esses resultados podem ter relagdo com o

aumento da espessura do mesofilo.
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6 CONCLUSOES

Plantas de gérbera cultivadas in vitro, acrescidas como 0,5g L' de
silicato de potdssio, silicato de célcio e 4cido silicico, apresentaram
modificagdes na anatomia foliar, diminuindo sua relacio entre o didmetro polar
e equatorial e aumentando a espessura do mesofilo.

O tratamento com silicato de sddio apresentou maior nimero de

estomatos presentes nas folhas de gérbera cultivada in vitro.
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