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RESUMO

SATO, Aurora Yoshiko. Propagaciio de gérbera de vaso atraves da cultura de tecidos.
Lavras: ESAL, 1994. 95p. (Dissertagdo - Mestrado em Fitotecnia).’

O presente trabalho teve como objetivo aperfeigoar técnicas de micropropagagéo e
aclimatagdo de gérbera de vaso.

Os ensaios foram realizados in vitro e em condigdes de casa de vegetagdo
subdivididos nas seguintes fases: a) Estudo da relagdo nitrato e amonio; b) Estudo do TDZ; ¢)
Efeito do filtro amarelo; d) Estudo de meios de enraizamento; e) Efeito da micorriza na
aclimatagdo. Os estudos foram realizados com trés Clones, II, IIT e 800X. No estudo da relagdo
nitrato e amonio com os trés clones foram observados diferengas na resposta quanto ab numero de
brotagdes entre os gendtipos, sendo 39,40 mM a melhor concentragdo de nitrogénio para a
indugdo de brotagdes no Clone II, 29,10 mM para o Clone III e 23,95 mM para o Clone 800X e
as relagdes NO3s/NH, de 2,82; 4,65; 8,31, respectivamente. Quanto ao estudo do Thidiazuron, a
melhor dosagem para regeneragdo de brotos adventicios para os trés clones foi 0,05 mg/L. O nivel
de nitrogénio que proporcionou maior numero de brotagdes com 0,05 mg/L de TDZ foi

49,70 mM que corresponde a 3/4 de nitrato de amonio e a uma relagdo de 2,21 de NO:/NH;. O

* Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto. Membros da Banca: Amauri Alves de Alvarenga,
Augusto Ramalho de Morais e Eduardo Fonseca Arello.



uso do filtro amarelo proporcionou maior crescimento das plantulas, maior concentragdo dos
nutrientes e menor porcentagem de vitrificagdo. No estudo de enraizamento, a melhor dosagem de
AIA foi 2 2mg/L, com metade da concentragdo dos sais (MS), favorecendo um melhor
enraizamento (12 raizes/planta de 11 mm de comprimento) e uma boa qualidade da parte aérea
(8 folhas/planta e comprimento de 31,9 mm). Quanto a0 IBA a melhor dosagem foi a 0,1 mg/L
por favorecer menor percentagem de vitrificagdo (45%). Quanto a auxina empregada, a melhor
dosagem de ANA foi 1,0 mg/L com 64% de vitrificagdo. No estudo da aclimatagdo com
micorrizas para o Clone II na maioria das avaliagGes a testemunha e Gigaspora margarita
apresentaram resultados inferiores e dentre eles o Glomus clarum foi superior. A maior parte das
avaliagdes para o Clone 800X, a testemunha e Gigaspora margarita também apresentaram
resultados inferiores. Dos indculos, a mistura dos trés (indculo multiplo) apresentou resultados
superiores para o ganho de matéria seca da parte aérez, nimero de folhas, matéria fresca de raizes
e nimero de raizes. Para ambos os clones, os inoculados proporcionaram maior absorgdo de

nutrientes principaimente N, P, Ca, Mg e Cu em relago a testemunha.



SUMMARY
PROPAGATION OF POT GERBERA THROUGH TISSUE CULTURE

The present work had as a purpose to improve microprogation technics and
acclimation of pot gerbera.

The trials were undertaken in vifro under greenhouse conditions, and subdivided
into the following phases: a) study of nitrate:ammonium ratio; b) study of TDZ; c) effect of the
yellow filter; d) Stlf_d)' of rooting media; ) effect of the mycorrhiza upon acclimation. The studies
were accomphishea, with three Clones: II, III and 800X. Upon the study of the nitrate:ammonium
ratio in the three clones, differences in the answer as to the number of sproutings among the
genotypes, being 39.40 m the best concentration of nitrogen for inducing Spro"tinlgs in Clone II,
29.10 mm for Clone III and 23.95 mm for Clone 800X and the NO:/NH, ratios of 2.82, 4.65,
8.31, respectively. As regards the study of Thiadizuron, the dosage for regeneration of adventicios
shoots for the three clones was 0.05 mg/L. The nitrogen level which provided the greatest number
of sproutings on 0.05 mg/L of TDZ was 49.70 mM which conforms to % of ammonium nitrate
and a NOs/NH; ratio of 2.21. Use of the yellow filter afforded greater growth of the seedlings,
increased concentration of the nutrients and decreased percentage of vitrification. On the study of
rooting, the best dosage of AIA was 2 mg/L, with half the concentration of salts (MS), supporting

a better rooting (12 roots/plant 11 mm long) and a good quality of the aerial part (8 leaves/plant



xvil

and 31.9 in length). Regarding IBA, the best dosage was 0.1 mg/L for promoting smallest
percentage of vitrification (45%). As to the auxin employed, the best dosage of ANA was
1.0 mg/L with 64% of vitrification. On the study of acclimation with mycorriza for Clone 11, in
most of evaluations, the check and Gigaspora margarita presented poorer results and among
them Glomus clarum was superior. In most of the evaluations for Clone 800X, the check and
Gigaspora margarita also presented inferior results. Out of the innocula, the mixture of the three
(multiple in?oqu}mn) presented superior results for gain of the shoot dry matter, number of leaves,

root dry matter and number of roots. To both clones, the innoculate presente increased nutrient

uptake, mainly N, P, Ca, Mg and Cu relative the check.



1 INTRODUCAO GERAL

As técnicas de cultura de tecidos in vitro vém expandindo as fronteiras na pesquisa
basica em plantas superiores possibilitando sua aplicabilidade em diversas areas tais como 0
melhoramento, genético de plantas, farmacologia, preservagdo de germoplasma obtengdo de
culturas livres de doengas e micropropagagao.

Baseado no fenémeno da totipoténcia de células somaticas vegetais postulado por
Haberlandt em 1902, a cultura de tecidos possibilita a regeneragdo de uma planta idéntica a planta
mde & partir de fragmentos de seus orgaos.

A gérbera € uma espécie ornamental de grande expressio na Europa, onde os
maiores produtores sao a Holanda, Franga, e Italia perfazendo um total de 62% do total da
produgdo no Oeste da Europa. Na Franga representa 20% do total das 40 espécies ornamentais
propagadas in vifro e na Inglaterra 16% de um total de 10 espécies sdo propagadas in vitro.
Outros paises como Pol6nia, Yugoslavia, Unido Soviética, Australia, Nova Zelandia, Corea, Norte
da América, América do Sul e Central também produzem Gérbera através da cultura de tecidos
(Bouzigues, 1987 e Pierik, 1991).

A produgido de gérbera de corte e de vaso (minigérbera) no Brasil se concentra em
Jaguariuna - SP na cooperativa Holambra responsavel por 90% da produgdio nacional, onde

existem pelo menos dois laboratorios de cultura de tecidos, um deles especifico de Gérbera e



outro que produz diversas ornamentais inclusive Gérbera. Toda produgdo ¢€ praticamente
consumida pelo mercado interno.

As gérberas cultivadas atualmente sdo hibridas de Gerbera jamesonii e Gerbera
viridis e sdo pertencentes a familia Compositae com 50 espécies originarias da Africa e Asia.

Sua propagagao pode ser feita através de sementes e vegetativamente. Por ser uma
planta alégama a propagagdo por sementes nao € muito usada a nivel comercial por originar
progeénies desuniformes, entretanto este método € Gtil para o melhoramento genético da espécie. O
método mais utilizado para fins comerciais é o vegetativo, porém tem a desvantagem da
disseminagdo de doengas através das sucessivas geragdes de propagagdo clonal. A vantagem da
propagagio vegetativa reside no fato de se selecionar clones com caracteristicas agrondmicas
desejaveis, tais como cor de flor, tamanho de flor, durabilidade da flor etc. O mercado tem
valorizado a introdugdo de novos clones e este tem sido um fator de concorréncia ertre 0s
produtores de gérbera.

A micropropagagdo € uma técnica desenvolvidaL/é/ mais de 30 anos. Tem sido
amplamente usada a nivel comercial por laboratérios com finalidade de multiplicagdo em larga
escala de clones selecionados utilizando técnicas de cultura in vifro em um menor espago de
tempo e a pregos competitivos.

Os produtores de gérbera que se utilizam da cultura de tecidos devem se aprimorar
em todas as etapas da propagagio para poder competir no mercado. Essas etapas envolvem desde
o estabelecimento in vitro até a aclimatagao das plantas.

Esse periodo compreende cinco estagios:

Estagio 0: sele¢@o e preparagdo da matriz.

Estagio I: estabelecimento



Estagio II: multiplicagao

Estagio III: preparagdo para O crescimento no ambiente natural (alongamento/
enraizamento)

Estagio IV: transferéncia para o ambiente natural (aclimatag@o).

O objetivo deste estudo foi aperfeigoar os métodos de propagago in vitro atraves
de gemas bem como a aclimatagdo de trés clones (IL, IIT e 800X) de gérbera de vaso. Para tanto
estudou-se a relagio NOs/NH, com e sem BAP para determinar a melhor taxa de multiplicagdo, o
uso do filtro amarelo no crescimento e desenvolvimento de plantula, estudando ainda o

enraizamento e a aclimatagio das plantulas com o uso de fungos micorrizicos (MVA).
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2 EFEITO DA RELACAO NO;:NH; COM E SEM BAP NA MULTIPLICACAO DE
GERBERA DE VASO A PARTIR DE GEMAS

RESUMO

Foram utilizudos trés Clones II, Il e 800X para se testar dosagens de nitrato e de
amoOnio no meio MS (0, 1/8, 1/4, 1/2, 3/4, 1/1 e 2/1) com e sem BAP. As melhores dosagens para
a indug@o de brotagdes para os Clones II, III e 800X foram 1/2, 1/4 e 1/8 respectivamente,
suplementado com 2 mg/L. de BAP. Houve uma interagdo entre a relagdo de nitrogénio e o
regulador de crescimento, ou seja, sem BAP, ndo ocorrendo indugdo de brotagdes. Os pesos de
matéria fresca e seca aumentaram linearmente para os Clones II e ITI. Para o Clone 800X, os
pesos de matéria fresca e seca se comportaram cubicamente, onde os maximos ocorreram a 1/4 e i
2/1 de nitrato de aménio. As diferentes concentragdes de nitrato de amdnio propicionaram vérios

graus de hiperhidricidade nas plantulas de gérbera de vaso.
2.1 REFERENCIAL TEORICO
a) Estabelecimento e multiplica¢iio com reguladores de crescimento

A partir do conceito da totipoténcia proposto por Haberlandt o estudo da

progénese in vifro tem demonstrado que em cada fragmento dos orgdos de uma planta



permaneceriam os elementos & partir dos quais uma planta inteira poderia ser restaurada sob
condi¢des internas adequadas (Krikorian, 1982).

No caso de gérbera, existem diversos trabalhos onde se torna possivel a
regeneragio de uma planta a partir de capitulos florais, gemas axilares, folhas e dvulos inférteis.

Em todos os métodos de estabelecimento e multiplicagdo seja por capitulo, gemas,
6vulos inférteis ou folhas, notas-se o uso imprescindivel de citocininas.

O BAP ¢ uma das citocininas mais usadas tanto para regeneragdo quanto para
multiplicagio e o intervalo de concentragdo normalmente usado varia de 1 mg a 20 mg/L
conforme dados anteriores (Hedtrich, 1979 e Sitbon, 1981).

A regeneracio de gérbera & partir de capitulos € possivel utilizando altas
concentragdes de citocininas e baixos niveis de auxina em meio basico contendo macro e
micronutrientes (Pierik, Jansen, Maasdam, 1975; Barbosa, 1991; Huang, 1987 e Maia, 1982).

O sucesso da regeneragdo a partir de explantes de capitulos florais depende do
estagio fisiologico do explante usado. Pawlowska (1977) estudou o melhor estagio de capitulo e
constatou que explantes jovens de 1,0 a 1,5 cm proporcionaram o melhor resultado. Petru e
Matous (1984), Laliberte, Chretien e Vieth (1985) também propagaram gérbera a partir de
capitulos jovens.

Pierik, Steegmans e Ver Haggh (1982) reafirmaram que o sucesso da propagagdo
clonal de gérbera tanto por capitulo como por gemas depende de altas concentragdes de citocinina
(5 a 20 mg/l de BA e 5 mg/l de cinetina).

Pierik, Steegmans, Ver Haggh (1982), ainda, citam que ha respostas diferentes de

diversos cultivares a varios niveis de BA. Barbosa (1991), regenerou plantulas da cultivar



Appelbloesem a partir de capitulos nas concentragdes de 3,6 ou 9 mg/L de BAP e constatou que o
2,4D é prejudicial e o AIA ndo interfere na produgéo de brotos.

Meynet e Sibi (1983) também relatam que ha uma alta interagdo entre genotipo e
sistema de propagacdo. In vitro a diferenca genotipica parece estar relacionada com a dominéncia
apical.

Schiva, Lercari e Giusta (1982) testando 6 cultivares comerciais constataram
diferentes respostas a diferentes niveis de cinetina (2-10 mg/L) mostrando alta herdabilidade.

O classico trabalho de Skoog e Miller (1965) demonstrou a importancia do balango
entre citocininas e auxinas para a divisio e crescimento celular em calos de tabaco. Na
regeneracdo da gérbera, tem sido frequentes os trabalhos onde se cbtém sucesso na organogénese
com uso de elevadas concentragdes de citocinina.

Blakesley, Lenton e Horgant (1991) através de estudos com carbono marcado,
identificaram o 6-benzilamino-9 glucosilribosil purina como metabélito do BAP em peciolos e
calos de Gerbera jamesonii in-vitro, mostrando a importancia dessa citocinina na regeneragao e
propagacdo da gérbera.

Na regeneragdo de gérbera cultivar Vulkan, a partir de folhas de plantas
multiplicadas in vifro, Hedtridt (1979) usou meio MS modificado e suplementado com 1 mg/L de
BAP e 0,1 mg/L de GA;.

A regeneragdo de plantulas de gérbera a partir de Ovulos inférteis possui a
finalidade de obter plantas haploides para serem utilizadas em programas de melhoramento. Ahmin
e Vieth (1986) e Meynet e Siki (1984) obtiveram regeneragdo de plantulas haploides a partir de

ovulos inférteis formando calos que originaram plantulas. Sitbon (1981) obteve também plantas



haploides a partir de o6vulos inférteis das cultivares Appelbloesem, Clementine, Lambda e
Pimpernel em meio MS contendo 2 mg/L de BAP, 2 mg/L de cinetina e 0,5 mg/L de AIA.

Pierik, Steegman, Wonters (1979) salientaram que a regeneragdo da planta a partir
de gemas apicais sdo recomendadas para propagagdo em massa de regeneragdo de plantula, pois
sua regeneracdo ndo passa pela fase de calos. Raatle (1978) relatou a utilizagdo de cultura de
meristemas para propagacdo de gérberas na Holanda. Gregorini, Lorensi e Lancioni (1976)
utilizaram gemas apicais para multiplicag@o clonal de gérberas utilizando como citocinina a zeatina
ribose.

A citocinina assim como o nitrogénio estd relacionada com o fendmeno de
vitrificagdo, principalmente quando usada em excesso (Kevers, Coumans, Coumans-Gilles, 1984).

Bornman e Vogelmann (1984) obtiveram bons resultados quando aplicaram BA
por 2h na concentragdo de 28 mg/L em um meio sem hormonio com 10 g/L de agar em Picea
abies.

Reynoird, Chriqui, Noin (1993) estudando diversos tipos e concentragdes de

citocininas obtiveram melhor resultado usando 2 mg/L de BA em gérbera.

b) Relagao NO;:NH,

O meio bésico normalmente utilizado na fase de multiplicagdo é o MS Murashge e
Skoog (1962), entretanto varios trabalhos vém mostrando ser um meio muito rico em sais
causando até toxidez e outros problemas fisiologicos.

Schum e Bichler (1986) obtiveram melhores resultados em regenerag@o de gérbera
usando meio de Pierik, Jansen, Maasdam e Binnendijk (1975) que € metade da concentragdo dos

sais do MS com 1% de aguicar e 5 mg/L de BAP.



Todos os componentes de um meio de cultura podem afetar a morfogénese in vitro
todavia recentemente, as atengdes tém se voltado para o nitrogénio e, em especial, ao nitrogénio
reduzido (Ammirato, 1985).

Uma das razdes para a importéncia do nitrogénio reduzido no metabolismo vegetal
¢ devido a amonia ser rota primaria pela qual este elemento € incorporado em compostos
organicos (Grey e Powcer, 1987)

O nitrogénio é algumas vezes absorvido pelas plantas na forma orgénica, mas
geralmente é suplementado na forma de ions NH; e NO; . A maioria das plantas preferem NO ;
ao NH; e, em alguns casos o oposto, para tanto é necessario encontrar o balango certo de
NO; :NH; para um 6timo crescimento e desenvolvimento in vifro. Se as plantas absorverem ions

NH ;, o pH diminuira e o 4gar pode tornar-se liquido. Como resultado de um baixo pH pelo NH

sua absor¢do diminue e aumenta a absorgdo de nitrogénio na forma de NO, .

Bespalhok, Vieira e Hashimoto (1992) estudaram a influéncia da concentragéo de
nitrato de amonia na indugdo de brotos in vitro de Stevia rebaudiana e constataram que a
concentragao de nitrato de amonia do MS € toxica e obteve maior indug@o de brotagdes usando
1/4 de nitrato de amdnio do MS. Relataram ainda que ndo € possivel afirmar se 0 aumento do
numero de brotos foi devido a diminuigdo de nitrogénio ou ao aumento da relag@o entre nitrato e
émﬁnia.

Abu-Qaoud, Shirvin e Below (1992) constataram que a regeneragdo em Pyrus

communis, foi alterada com diferentes razdes de NO; :NH; . A melhor regeneragéo obtida foi

para a relagio NO; :NH ; de 1:2 ou 1:3.



Em macieira quando a razio de NO; :NH foi de 1:2 a 1:1 o niimero de gemas

regeneradas diminuiu (Fasolo, Zimmerman e Fordham, 1989).

Nagakubo, Nagakawa e Olkama (1993) constataram que a alta razio de
NO; :NH ; no meio de multiplicagdo promoveu a formaggo de gemas e diminuiu a “vitrificagéo”.

Do e Carmier (1991) verificaram que a alta concentragdo do ion amdnio no meio
de cultura reduziu a acumulagao de antocianina.

No crescimento da batata Cao e Tibbits (1992) usando misturas de NO; :NH

(0:100%, 20:80%, 40:60%, 60:40%, 80:20% e 100:0%) perfazendo-se um total de 4 mM de N
constataram que os tratamentos contendo nitrato e aménio aumentaram significativamente o peso
de matéria seca e area foliar quando comparados aos tratamentos contendo somente NO; ou NH..
As plantas cresceram melhor na presenga de NO; em relagdo a NH;. O NO; proporcionou
elevagGes nas concentragdes de Ca, Mg, Fe e Mn e reduziram as de P, S, Cl, B, Zn e Cu nas
brotagdes (Cao e Tibbits, 1992).

Além da importancia do nitrogénio na forma NO; e NH; no incremento das
plantulas, muitos autores tém relacionado o fendmeno de hiperhidricidade ou vitrificagdo com o
nitrogénio.

As desordens na hiperhidricidade ou vitrificagdo tem carater morfologico (gemas
com internddios curtos e rosetadas e folhas finas, elongadas e translicidas, podendo a cor pode
ser anormal) e caracter anatomico (hipertrofia do parénquima, grandes espacos intercelulares,
hipolignificagdo do sistema vascular e uma redu¢do e ou anomalia do sistema vascular entre

outros) (Debergh, Aitken-Christie e Cohen, 1992).
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Daguin e Letouze (1985) variando dois meios basicos (MS e Knop) diluidos pela
metade e variando o suplemento de nitrogénio mostraram que a vitrificagiio € diretamente
associada com o amonio contido no meio de cultura.

Daguim e Letouze (1986) relataram que a vitrificagdo de Salix babylonica pode
ser controlada pela quantidade de nitrogénio amoniacal no meio de cultura, relatando ainda que na
concentragao original do MS todas as plantulas sdo vitrificadas. Em plantas vitrificadas de Salix

babylonica, a lignina contida nas gemas ¢ reduzida a 50%.

2.2 MATZRIAL E METODOS

O material utilizado constituiu-se de explantes secundarios (plantulas) provenientes
da Cooperativa Holambra, Municipio de Jaguariina, no Estado de S@o Paulo, oriundos de varios
clones denominados II, IIl e 800X, e gentilmente cedido pelo pesquisador Eng® Agr® MS.
Eduardo F. Mello. As plantulas utilizadas possuiam 2 foliolos e aproximadamente 10 mm de
comprimento.

Para testar a relagdo e a concentragdo de nitrogénio total no meio de cultura
suplementado ou ndo com BAP, variou-se as concentragdes de Nitrato de amodnio da solugdo
original do MS conforme a Tabela 1.

Para os Clones 1IT e 800X foram acrescidos dois tratamentos com e sem BAP com
o dobro da concentragdo de nitrato de aménio, ou seja, 41,20 mM, com nitrogénio total de

101,20 mM e a relagdo NO3s/NH; de 1,46 e NHy/NO; de 0,69.



11

TABELA 1. Concentragio (mM) de NH4NOs, NOs, NHs, N total e relagdo NOs/NH,, com ou
sem 2 mg/L de BAP, para gérbera de vaso Clones II, IIT e 800X. ESAL, Lavras -

MG, 1994,
Tratamentos
Relagdo
Sem BAP Com BAP NH,NO, HO, NH, N Total NO,/NH,
(2 mg/L) (md) (md) (mid) (mdM)
T, & T, 0 i8,80 0 18,80 -
s Ty 2,57 21,37 2,57 23,94 8,32
Ts Ty 5,15 23,90 5,15 29,90 4,65
T, Tio 10,30 29,10 10,30 39,40 2,82
Ts T 15,45 34,25 15,45 49,70 2,21
T T, 20,60 39,40 20,60 60,00 1,91

O meio de cultura basico utilizado foi o de Murashige e Skoog, 1962 (MS),
acrescido 6,0 g/L de agar (agar-agar DAB-6 Merck), com pH ajustado para 6,0 e autoclavado por
20 minutos a uma temperatura de 121°C_4 pressdo de 1 atm.

As plantulas foram inoculadas em camaras de fluxo laminar horizontal em
condi¢des estéreis e transferidas para a sala de crescimento com um fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 26 + 1°C, e intensidade luminosa de 1500 lux.

As caracteristicas avaliadas apds 30 dias foram as seguintes: Peso das matérias
fresca e seca da parte aérea e raizes, comprimento da parte aérea e da raiz, nimero de brotos e de
folhas e porcentagem de vitrificagdo.

Os pesos das matérias fresca e seca foram obtidos através de uma balanga de
precisdo. O material foi colocado em estufa a 70°C até estabilizagdo do peso de matéria.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com os
tratamentos dispostos em um esquema fatorial 2 x 6 (Clone II) e 2 x 7 (Clones III e 800X) onde

os fatores foram BAP e dosagens de nitrato de amonio.
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Para o Clone II usou-se 5 repetigdes com 4 plantulas por repeticio. As plantulas
foram inoculadas em tubos de ensaio de 25 x 150 mm com 10 mL de meio de cultura, para o
Clone III, utilizou-se 7 repetigdes com 3 trés plantulas por repeticio e 6 repetigdes com 3
plantulas para o Clone 800X e as plantulas foram inoculadas em frascos de 350 mL tipo frasco

para embalagem de azeitona.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Peso das matérias fresca e seca da parte aérea

a) Clone I1

Os tratamentos na presenca de BAP apresentaram peso de matéria ﬁ'esca_ € seca
significativamente maiores que os tratamentos sem BAP. A matéria fresca com BAP foi 3 vezes
maior que aquela sem BAP, enquanto que, a matéria seca com BAP foi 2,3 vezes maior que sem

BAP (Tabela 2).

TABELA 2. Valores médios dos pesos e matérias fresca e matéria seca da parte aérea de gérbera
de vaso Clones II, ITI e 800X na relagdo com BAP/sem BAP em fungdo da auséncia
e presenca de BAP (2 mg/L). ESAL, Lavras - MG, 19%4.

Matéria fresca P.A. (mg) Matéria seca P.A. (mg)
Clone Com BAP Sem BAP Com BAP/Sem BAP Com BAP Sem BAP Com BAP/Sem BAP
II 391 ,8Ba* 130,3b 3,0 130,5a* 57,7b 2,3
IIT 1.399,4a* 310,2b 4,5 81,7a* 12,3b 6,6
800X 715,0a* 172,0b 4,2 32,6a* 14,0b 2,3

* significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.



13

Quanto aos efeitos dos niveis de nitrato de amonio para peso de matéria fresca e

seca houve um aumento linear ao elevar-se as dosagens de nitrato de amonio, conforme se observa

na Figura 1.
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FIGURA 1. Representagao grafica do efeito das concentragdes de N na forma de NH;NO; sobre
os pesos das matérias fresca e seca da parte aérea de gérbera de vaso Clone II.

ESAL, Lavras - MG, 1994.

b) Clone ITI

Para este clone as plantulas submetidas aos tratamentos com BAP apresentaram
pesos de matéria fresca e seca significativamente maiores que os tratamentos sem BAP. A matéria
fresca com BAP foi 4,5 vezes maior que sem BAP e a matéria seca 6,6 vezes.

Ao se estudar os niveis de nitrato de amonio verificou-se efeito significativo sobre a

variavel peso de matéria fresca da parte aérea. Ainda, verificou-se efeito significativo da interagdo
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BAP x niveis de nitrato para a variavel peso de matéria fresca da parte aérea (Tabela 2). Dessa
maneira, para matéria fresca sem BAP a curva representativa foi quadratica com os valores
minimos para x = 47, e os méaximos foram a 0 e 120. Para matéria fresca com BAP a curva se
comportou cubicamente, e o maior peso foi a 1/2 (30) da concentragdo do MS. Quanto ao peso de
matéria seca ndo houve interagdo entre niveis de nitrato e BAP e a curva caracteristica foi a
cabica, onde o maior peso foi a 2/1 da dosagem original do MS (Figura 2) e o valor minimo

ocorreu na dosagem de 41.

¢) Clone 800X

Este clone quantc ao BAP também apresentou o mesmo resultado que os
anteriores, ou seja, o peso de matéria fresca e seca com BAP, foram significativamente superiores
aos sem BAP, sendo que, a maiéria fresca com BAP foi 4,2 vezes superior e a matéria seca com
BAP foi 2,3 superior em relagdo a matéria seca sem BAP (Tabela 2).

Quanto as dosagens de nitrato de amonio o peso de matéria seca da parte aérea
pode ser descrito através de uma curva cubica, onde 0 maximo em peso de matéria seca ocorreu
com a dosagem de 20 (correspondendo a 1/3 de NH,NO; em relagdo ao MS) e para peso de
matéria fresca ocorreu com a dosagem de 26, conforme pode-se visualizar na Figura 3.

Para os trés clones foi observado a presenga de entumescimento na base dos brotos
com BAP provocando um aumento no peso de matéria fresca.

Os Clones II e 800X n3o apresentaram interagdo entre o nitrato de amonio e o
BAP, apenas o Clone III apresentou interagdo quanto a matéria fresca. Para Clone III o BAP

provavelmente potencializou o efeito das dosagens de nitrato de amonio.



15

e —Matéria fresca (sem BAP) (ns) A - Matéria seca (ns)
B -—Matéria fresca (com BAP) (Y1)

2000 80
= Y1 =1007,134 + 42,8548X - 0,80511X>+ 0,003877X° R?=0,8243 * L
= 1800 -4 g

= . = == — 70
.g 1600 -1 //" "‘\,‘_“, E‘
g | A e B
§  Moql 60 F
§ T &'
8 1200 4 V2 B _— '
g A" i T Lon i
2 1000 g 3
= A 'g
5 800 -40 &
: ; E
& &
ﬁm) -~ _....‘_ . l g
3 A -3 o
% 400 —/\‘——.__/_.___,/‘“ @

= [
200 T T T T T 20
Q & & ) ) D S
Q‘? ._._Qt) ,bQ-‘Q b‘\E“) \@ NG
\\q’ N N ny N ,.b'\

Concentragdes de N - NH NO ;(mM)

FIGURA 2. Representagdo grafica do efeito das concentragdes de N na forma de NH;NO; com e
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Conforme Esashi e Leopold (1969) as citocininas séo importantes no incremento de
matéria fresca na cultura de tecidos de tabaco e cotiledones e Xanthium pensylvanium Wallr.. A
mesma conclusio obteve-se para os trés clones onde a citocinina BAP foi marcadamente
importante no incremento de matéria fresca e seca ndo s6 pela indugdo de brotagdes mas também
pela presenca de entumescimento na base dos brotos. Rayle, Ross e Robinson (1982) citaram que
a citocinina estimulou o crescimento de cotiledones de abobora provocando aumento no peso de
matéria fresca e seca.

Tepfer e Fosket (1978) estudando células de soja cultivadas com citocininas
provaram através Ga analise de poliribossomos que a citocinina regula a sintese protéica
provocando um in cremento de massa vegetal.

Evans e Sorger (1966) mostraram que o nitrogénio € um importante componente
de aminoécido, proteinas, acidos nucléicos, nucleotideos, coenzimas, hexasaminas, etc. O aumento
de nitrato de amdnio, fonte de nitrogénio, provocou incremento de matéria fresca e seca para o
Clone II. Os Clones III e 800X se comportaram conforme uma curva cubica onde os maximos se
aproximam das dosagens com maior nimero de brotos e menor numero de brotos. O aumento no
peso fresco com menor niimero de brotos foi devido a presenca de entumescimento na base do

explante, indicando o inicio da calogénese.

2.3.2 Peso de matéria fresca e seca da raiz

O peso de matéria fresca e seca de raiz foi avaliado somente para o Clone II. Para

os tratamentos com BAP ndo houve indugio de enraizamento (Figura 4), isto também se observou

nos outros dois clones (Figura 5), mostrando o efeito inibitorio dessa concentragdo de citocinina
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no enraizamento. Skoog e Miller (1965) observaram que altos niveis de citocinina em relagdo &
auxina estimularam a formacdo de gemas em segmentos ou calos de tabaco. Na concentragdo de
2 mg/L de BAP houve indugdo de gemas e sem BAP formaram-se raizes, mostrando dessa

maneira que sem o BAP a auxina endogena estimulou a formagao de raizes.

S0 a [E2 Sem BAP &2 Com BAP

50 -

40

30 H

Peso de raiz (mg)

20 —

10

Maténa fresca Matéria seca

FIGURA 4. Representagao grafica dos pesos das matérias fresca e seca das raizes gérbera de vaso

Clone II em fungdo da auséncia e presenga de BAP. ESAL, Lavras - MG, 1994.

A matéria fresca se comportou conforme uma curva cibica onde atingiu maior
incremento a 3/4 da dosagem de nitrato de amonio e matéria seca, também se comportou

conforme uma curva cibica onde o maior incremento foi proximo de 3/4 (Figura 6).

sale



18

NIYEIS

NH, NO
A1 o on B K

C-) BAP -

( O-yt) S Vaa N
(+JBAP . '
242

FIGURA 5. Fotografias ilustrativas dos experimentos de nitrato de aménio com e sem BAP de
gérbera de vaso Clones IL, 1l e 800X. ESAL, Lavras - MG, 1994.
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FIGURA 6 Representagdo grafica do efeito das concentragdes de N na forma de NH:NO; nos
pesos das matérias fresca e seca das raizes de gérbera de vaso Clone II. ESAL,

Lavras - MG, 1994.

Os estudos de Luttge e Higinbotham, (1979) indicam que o NOj assim como

outros ions sdo absorvidos ativamente por células epidérmicas e corticais e sdo mantidas no xilema
num gradiente eletroquimico quando comparado com o meio externo. A partir dai o movimento
final dos ions para o xilema pode ser por difusdo passiva, provavelmente a dosagem de 3/4
proporcionou uma concentragdo de nitrato que acelerou este processo.

O processo de assimilagdo de nitrato de amo6nio é muito complexo pois envolve
diversos fatores como enzimas extremamente especificas na redug@o do nitrato para nitrito e deste
para amonio. Sabe-se que o nitrato induz a sintese de novo da enzima que reduz o nitrato (Hewitt,
1983). Esse processo depende da concentragdo do substrato, no caso nitrato de amonio. Dessa

maneira, podemos inferir que a concentragdo de 3/4 de nitrato de amo6nio provocou uma maior
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indugdio da enzima resultando em um maior incremento radicular e consequentemente maior

incremento da parte aérea também.

2.3.3 Comprimento da parte aérea

Para o Clone II os tratamentos sem BAP apresentaram comprimento da parte aérea
significativamente maior em relagdo aos tratamentos com BAP (Tabela 3). Isto ¢ devido o efeito
inibitorio do BAP no crescimento e desenvolvimento da plantula induzindo maior numero de

células mas com tamanho pequeno.

TABELA 3. Valores médios de comprimento e nimero de folhas, com e sem BAP, em fungdo das
dosagens de nitrogénio, para os Clones IL, III e 800X de gérbera de vaso. ESAL,
Lavras - MG, 1994.

Comprimento (mm) Wmerc de folha

m‘ms Com BAP Bem BAP Com BAF Sexm BAP

H (=)
(x) total II III BoOX II IIx BOOX I III 800X II III 800X
(1] 18,80 15,6 14,8 13,2 27,7 30,4 19,0 13,1 7.5 27,1 5,9 as il
1/8(7,5) 23,95 34,6 22,50 355 31,2 31,5 236 141 21E 452 4,5 2,6 5,5
1/4(15) 29,10 12,5 21.% 17,5 25,2 29,2 25,4 18,1 33,0 43,8 4,6 1,9 7.9
1/2(30) 39,40 16,1 23,4 14,3 27,9 15,0 24,2 24,4 24,2 42,0 6,8 1,4 7.0
3/4(45) 49,70 18,0 26,0 14,2 31,2 19,7 16,9 14,4 18,9 37.8 6,6 1,3 7.3
1/1(60) 60,00 16,7 24,4 14,2 27,6 24,4 20,5 14,9 16,9 4,0 7,5 1,8 7,6
2/1(120) 101,20 - 25,3 13,1 - 51,1 13,1 - 13,5 1,8 - 4,2 4,9

x 15,6 b* 22,6 b 14,6 b 28,4 a* 29,4 a 20,8 a 16,3 a 19,2 a 36,6 a 6,0b 2,4b 6, %
¥;; = 25,05745 - 0,003787X + 0,00017763X° - 0,000001925%" r’ = 68%
¥;; = 3,708947 + 0,0271710X - 0,00039001X" r’ = 52%
Sem BAP:
¥i; = 32,34815 - 0,04952007X + 0,00054459%" r® = 95%
Y;; = 3,372239 - 0,1252244X + 0,00220302%° - 0,000009184%° r’ = 95%
Com BAP:
Yrrr = 20,30613 + 0,0058462X r? = 68B%
Y;:; = 18,281936 + 0,1667859X - 0,00181014%° r® = 69%
Sem BAP:
Yeoox = 22,21734 + ,0042666X - 0,00010065%° r’ = 73%
Ysoor = 6,765112 + 0,0390737X - 0,00045265%X" ! = 60%
Com BAP:
Ysoor = 15,044 - 0,0000166X - 0,00001410%° r® = 45%
Yeoor = 36,275225 + 0,2743309X - 0,0034403X° r® = 68%

(*) comparacgio entre com e sem BAP, dentro de cada clone.



21

Quanto as dosagens de nitrato de aménio com BAP e sem BAP se comportaram

conforme uma curva cubica.

O Clone III também apresentou maior comprimento quando os tratamentos ndo
estavam na presenca de BAP.

Quanto as dosagens de nitrato de amdnio sem BAP o comprimento se comportou
conforme uma curva quadratica, sendo os extremos O e 2 de nitrato de aménio apresentando os
maiores comprimentos. Com BAP o Clone III se comportou segundo uma reta crescente.
Mostrando dessa maneira interagdo do BAP com as dosagens de nitrato de aménio.

Para o Clone 800X o comprimento da parte aérea também foi significativamente
maior nos tratamentos sem BAP.

Ao estudarmos as dosagens o comprimento da parte aérea se comportou segundo
uma curva quadratica onde o ponto maximo com e sem BAP foi a 1/4 da dosagem.

Arello (1991) também observou que na auséncia de BAP a Kielmeyera coriacea
propiciou maior comprimento. Fato semelhante ocorreu com os trés clones.

Quanto as dosagens de nitrato de aménio com e sem BAP os clones se

comportaram distintamente, provavelmente devido ao genotipo do material estudado.

2.3.4 Numero de brotos

Conforme Figura 7, 8 e 9 os trés clones mostraram a necessidade de uso de
regulador de crescimento (citocinina) para a indugdo de brotagdes. Barbosa (1991) também
mostrou que a gérbera de corte cultivar appelbloesem requer regulador de crescimento para

regeneragdo de brotagdes adventicias.
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FIGURA 7. Representagéo grafica do efeito das concentragdes de N na forma de NH4NOs, com e
sem BAP, sobre o nimero de brotagdes de gérbera de vaso Clone II. ESAL, Lavras -
MG, 1994.

[¢ —ComBAP (Y1) o --SemBAP (ns)|
17 5

Y1 = 9,14096 + 0,08339X - 0,000905X*> R*=0,1824 **

Niumero de brotagdes do Clone I1I (com BAP)
(dVEl w=s) 11 2uo[D op §2031101q 2P OIDUMN

S q‘.;\ \‘;\' "‘:@ b‘f’\ @
Q7 "bk ‘-k &
NN N »

Concentragdes de N - NH ;NO3(mM)

FIGURA 8. Representagéo grafica do efeito das concentragdes de N na forma de NHsNO;, com e
sem BAP, sobre o nimero de brotagbes de gérbera de vaso Clone III. ESAL,
Lavras - MG, 199%4.
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sem BAP, sobre o nimero de brotagdes de gérbera de vaso Clone 800X. ESAL,
Lavras - MG, 1994.

Nos tratamentos sem BAP ndo houve indugdo de brotagdes, mesmo variando as

dosagens de nitrogénio. Os dados indicam que ha necessidade de interagdo do nitrogénio com o

BAP para maior regeneragao das brotagdes. Para o Clone II, a dosagem 39,40 mM de nitrogénio

total suplementado com BAP, que corresponde & metade da concentragdo de nitrato de amonio do

meio MS (10,3 mM NH,NOs) e a uma relagdio NO3/NH4 de 2,82, induziu maior numero de

brotagdes adventicias. Por outro lado para o Clone IIT a dosagem 29,10 mM de nitrogénio total

suplementado com BAP corresponde a 1/4 da concentragdo de nitrato de aménio do meio MS

(5,15 NH4NO;) e a uma relagdo NOi/NH; de 4,65, induziu maior nimero de brotagdes

adventicias. Finalmente para o Clone 800X a dosagem 23,95 mM de nitrogénio total
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suplementado- com BAP, correspondente & 1/8 da concentragdo de nitrato de amdnio do meio MS
(2,57 NH4NOs) e & uma relagdo NO;NH, de 8,32 foi a que induziu maior nimero de brotagdes.

I‘ Os resultados obtidos indicam que a concentragio de NH;NO; do meio MS inibiu a
indugdo de brotos adventicios, sendo necessario uma boa relagdo entre NO; e NH, regeneragao.

Com o aumento das dosagens de nitrogénio o numero de brotagoes adventicias
diminuiu mostrando que a concentragio de N no meio de MS foi toxico inibindo a inducéo de
brotagdes.

Conforme Bespalhok, Vieira e Hashimoto (1992) o nitrogénio também foi toxico
para regeneracio de brotagdes de Stevia rebaudiana. Os autores mostraram que € importante a
diminuigdo de NH;NO; do MS para 5,15 mM para otimizar a indug@o de brotagdes adventicias.
Os resultados presentes, mostraram que hé necessidade de reduzir a concentragdo de NH:NO; de
20,6 mM para 10,3 mM (Clone II), 5,15 mM (Clone III) e 2,5 mM (Clone 80CX) para induzir
maior nimero de brotos adventicios. Este resultado € confirmado em varias espécies de
ornamentais como Heliconia spp. (Nannetti, Sato e Pinto, 1994) e cravo (Cuzzuol, Gallo e
Crocomo, 1993).

Os resultados obtidos indicam que a interagdo entre 0 BAP e o nitrogénio s&o
importantes para induzir brotos adventicios. Entretanto, ndo se pode afirmar que este aumento do
nimero de brotos seja devido a concentragdo do nitrogénio ou devido a relag@o nitrato e aménio.
Estes resultados mostram que a concentragao de nitrogénio reduziu de 60 mM para 39,40 mM
(Clone II), 20,10 mM (Clone III) e 23,95 mM (Clone 800X) e a relagdo de nitrato e amdnio
aumentou de 1,91 para 2,82 (Clone II). Os dados mostram ainda que ha uma diferenga em
respostas ao nimero de brotagdes em relagdo ao nitrogénio e a relagio NOs/NH,. O Clone 800X

responde melhor do que o Clone II em menores concentragdes de nitrogénio. Entretanto, a
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relagio NOs/NH, é aumentada para o Clone 800X (8,32) de 2,82 (Clone II) para 8,32 (Clone
800X). A redugdo de nitrogénio do Clone II para o Clone 800X ¢é de 1,5x (39,40 mM para
23,95 mM) em compensagdo, a relagio NOs/NH; € aumentada em 3x (2,82 para 8,32). Outros
trabalhos mostraram um aumento da indugdo em brotos adventicios com a redugo na
concentragdo de nitrogénio (Bespalhok, Vieira e Hashimoto, 1993; Geier, 1986; Gertsson, 1988;
Wainwright e Flegmann, 1985, Welander, 1979) e sobretudo quando se aumentou a relagdo

nitrato/amonia (Zens e Zimmer, 1986).

2.3.5 Numero de folhas

Para o Clone I o nimero de folhas nos tratamento com BAP foram
significativamente superiores do que sem BAP.

A dosagem de nitrato de amonio que forneceu maior numero de folhas foi a mesma
que resultou no maior nimero de brotagdes, a concentragio de 39,40 mM de nitrogénio que
corresponde a metade da concentragdo de nitrato de amonio e 4 uma relagdo de NOs/NH; de 2.82.

O Clone III tratado com BAP também foi significativamente superior em nimero
de folhas do que o mesmo clone ndo tratado, e a uma dosagem inferior de nitrogénio (29,10 mM),
que corresponde & 1/4 da dosagem de nitrato amonio do MS e a uma relagdo de NOs/NH; de 4,65
foi a que proporcionou o maior numero de folhas.

O Clone 800X com BAP foi superior em numero de folhas do que sem BAP. A
dosagem de nitrogénio, na presenga de BAP que proporcionou um maior nimero de folhas foi
aquela correspondente a 1/8 da dosagem de nitrato de amonio do MS, ou 23,95 mM de

nifrogénio, com uma relagdo NOs/NH; de 8,31.
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O meio de cultura sem regulador de crescimento para cada clone apresentou
diferengas nos resultados, mostrando curvas dificeis de serem explicadas. Para o Clone II a
resposta‘foi quadratica sendo o ponto maximo, o mesmo obtido com BAP. O Clone III
comportou-se segundo uma curva clbica onde os maximos foram a 1/4 e a 1/1 de nitrato de
aménio, que correspondem & 29,10 mM e 60,00 mM de nitrogénio (Tabela 3).

O Clone 800X sem BAP também se comportou conforme curva quadratica.

Esses resultados concordam com Schiva, Lercari e Giusta (1982) que, testando
cultivares comerciais, constataram diferentes respostas a niveis de citocininas mostrando alta
herdabilidade. O Clone II apresentou em média 24% de hiperdricidade in vitro, o Clone III
apresentou 54%, enquanto o Clone 800X apesar de ndo apresentar vitrificagdo € extremamente
sensivel & concentragdo de nitrogénio mostrando sinais de toxidez; a partir de 3/4 de NH:NO; as
plantulas comegam 2 apresentar pintas pretas provavelmente causada pela concentragdo de N ser
alta para esse clone. Conforme Daguim e Letouzé (1985), a vitrificagdo ou hiperhidricidade €
diretamente associada a niveis de nitrato de aménio no meio de cultura. Em cravos Cuzzuol, Gallo
e Crocomo (1993), mostraram que & 0,0 mM de NHsNO; reduziu a taxa de vitrificagdo para 10%.

Dessa maneira, os resultados concordam, pois a melhor dosagem de nitrato de
amoénio com BAP para o Clone III foi menor (29,10 mM de nitrogénio) que para o Clone II
(39,40 mM de N) e a que apresenta vitrificagdo bem menor que o Clone III. O Clone 800X,
apesar de ndo apresentar vitrificagdo é mais sensivel no entanto que os demais pois a melhor
dosagem em termos de numero de folha foi inferior (23,95 mM) de nitrogénio (23,95 mM de

nitrogénio).
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2.4 CONCLUSOES

- Houve diferengas de resposta quanto ao niimero de brotagGes entre 0s genotipos.

- A concentrago de 60 mM de N inibe a regeneracdo de brotos; enquanto a melhor
concentragdo de nitrogénio na indug@o de brotagdes para o Clone II foi 39,40 mM, 29,10 mM
para o Clone III e a 23,95 mM para o Clone 800X, sendo a relagdo NOi/NH, de 2,82; 4,65; 8,31

respectivamente.
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3 AVALIACAO DE UM NOVO REGULADOR DE CRESCIMENTO E CONCENTRACAO
DE NITROGENIO NA MULTIPLICACAO DE GERBERA DE VASO

RESUMO

E.te trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do thidiazuron na multiplicagdo de
gérbera e sua relagdo com as dosagens de nitrogénio. O thidiazuron € um desfolhante especifico
do algoddo e recentemente tem sido usado como citocinina. Para tanto realizaram-se trés
experimentos. Estudou-se para o Clone I, as seguintes concentragoes de thidiazuron (0,0, 0,05;
0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L). Para os Clones III e 800X estudaram-se as dosagens de 0,0; 0,0063;
0,00125; 0,0250; 0,0500; 0,5000 mg/L de TDZ. Fixando a dosagem de 0,05 mg/L de TDZ
variaram-se niveis de nitrogénio através das concentragdes de nitrato de amonio (18,90; 23,95;
29,10; 39,40; 49,70 e 60,0 mM de N). Para os trés clones estudados, a dosagem que favoreceu
maior namero de brotagdes foi a 0,05 mg/L de TDZ. Ao variarem-se os niveis de nitrogénio, a
melhor combinagdo foi & 49,70 mM que corresponde & 3/4 de nitrato de amonio da concentragéo

original do MS.

3.1 REFERENCIAL TEORICO

O thidiazuron (N - phenil - N - 1,2,3, thidiazol - 5 ylurea) é um desfolhante

especifico do algoddo e foi registrado pela Schering AC (Berlim, Alemanh) em 1976 (Arndt,
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Rush e Stillfried, 1979). A indugio da queda das folhas parece ser mediada pelo aumento na
produgio endbgena de etileno (Suttle, 1986) que é uma das causas da hiperhidricidade quando
usada em doses excessivas.

O TDZ é uma substdncia derivada da uréia e ndo contém purina como 'as

citocininas classicas como a benzilaminopurina, cinetina ou Zeatina (Figura 10).
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FIGURA 10. Estruturas quimicas de (A) Thidiazuron, (B) cinetina, (C) BA, (D) zeatina e (E)
2.1.P. ESAL, Lavras - MG, 1994.

Na década de 1980, a sua atividade como citocinina foi relatada em calos de
Phaseolus lunatus L. cv Kingston (Mok, Mok e Armstrong, 1982).
Outros estudos mostram que o TDZ € mais ativo biologicamente em baixas

concentragdes que outras citocininas sintéticas como cinetina e BA, pois s@o mais resistentes as



34

oxidases, além de serem mais estaveis, possuindo grande potencial no uso em cultura de tecidos
(Mok et al., 1987).

Fellman et al. (1987) estudaram o efeito do TDZ na formagdo de meristema e
multiplicagdo de gemas de petunia e azaléia. Quando utilizado em meio de cultura para
regeneragdo de petunia ndo obteve resultados promissores por ter usado concentragdes altas se
relacionarmos a sua alta de TDZ de 10™a 10° M.

Em plantas transgénicas a regeneragdo utilizando BAP ou ANA deixa muito a
desejar principalmente em rosas e cravos. O numero de gemas, quando se utiliza o0 TDZ como
citocinina ¢ igual ou maior ao das citocininas tipo purinas. Baixas concentragdes de TDZ (0,0022
a 0,088 mg/L) sdo eficientes na micropropagagdo. A exposigdo prolongada em meio contendo
TDZ pode causar hiperhidricidade (Lu, 1993).

Huetteman et al. (1993) mostraram que o TDZ é extremamente eficaz quando
usado em cultivo de muitas espécies florestais recalcitrantes. Concentragdes de 10 a 1000 vezes
menores sdo mais eficazes que outros reguladores de crescimento.

Em Miscanthus sinensis o TDZ induziu um numero significativamente menor
quanto a formagdo de gemas axilares, quando comparadas ao BA na mesma concentragao.
Quando as gemas sdo transferidas para o meio de enraizamento, as previamente crescidas no TDZ
ficaram mais altas e formaram poucas raizes que as crescidas no BAP (Nielsen, 1993).

Em framboeza o TDZ promoveu maior percentagem de regeneragao e mais brotos
por explante que o BA, 70% de regeneragao foi obtido com Img/L de TDZ e 0,5 mg/L de IBA
(Cousineau e Donnelly, 1991).

Em pimentio o TDZ nas concentragdes iguais ou superiores a 0,15 mg/L

promoveram maior percentagem de brotagdes e no BAP a partir de 4,0 mg/L. Na concentragéo
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de 0,45 mg/L de TDZ o nimero de brotagdes foi maior em relagdo as demais concentragoes
(Innecco, 1993). Em Picea glauca o TDZ induziu a formagdo de gemas na auséncia de outras
citocininas endogenas e no meio WPM (Ellis et al., 1991), enquanto que em Faxinus americana, 0
TDZ a 10 uM estimulou a morfogénese ¢ & 3 UM o alongamento de brotagdes de (Bates et al.,
1992).

A adicdo de 0,05 uM ou 0,5 uM de TDZ promoveu significativamente a
regeneragdo de folhas maduras mas foi ineficaz para explantes de clones recalcitrantes (Reynoird
et al., 1993).

Carvalho e Pinto (1993) estudando os niveis de 0,025; 0,250; 0,500 e 1,00 mg/L de
TDZ em Heliconia obtiveram maior nimero de brotos a 0,25 mg/L, sendo que para comprimento
de brotos a menor dosagem (0,025 mg/L) foi a mais efetiva. A coloragdo dos brotos segundo
Carvalho (1993) se manteve uniforme, mas a conformagdo destes foi prejudicada com o aumento
do nivel de TDZ para 0,5 e 1,0 mg/L acarretando formagéo de brotos de tamanho reduzido com

folhas pequenas.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Avalia¢iio do TDZ entre 0 e 4 mg/L

As concentragdes de TDZ testadas foram 0,0; 0,05; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L no

meio de cultura basico de MS. O pH foi ajustado para 6,0 e autoclavado a 121°C durante 20

minutos. O clone testado foi o II e as plantulas possuiam duas folhas e mediam 10 mm de

comprimento aproximadamente. Foram inoculadas em tubos de ensaio de 20 x 150 mm com com
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10 mL de meio de cultura. O delineamento foi o inteiramente casualizado com 4 repetigdes com 6
plantulas por repetigio. As caracteristicas avaliadas foram: pesos de matérias fresca e seca da

parte aérea, numero de brotagdes e folhas e comprimento da parte acrea.

3.2.2 Avaliacdio do TDZ entre 0 e 0,5 mg/L

Avaliaram-se as seguintes concentragdes 0; 0,0063; 0,0125; 0,0250; 0,0500; 0,500
mg/l de TDZ no meio M.S. Os clones testados foram o III e 800X. O delineamento também foi o
inteiramente casualizado, para o Clone 800X foram utilizados 4 repeti¢oes com 6 plantulas por
repeticio e para o Clone III 4 repetigdes com 7 pléantulas por repetigdo. As caracteristicas
avaliadas foram: pesos de matérias fresca e seca, comprimento da parte aérea, numero de

brotagGes e folhas.
3.2.3 Avaliagiio do efeito do nitrogénio com TDZ

O meio bésico utilizado foi o MS suplementado com 0,05 mg/L de TDZ e
variaram-se as concentragdes de nitrato de amdnio a 0, 1/8, 1/4, 1/2, 3/4 e 1 da concentragdo
original do MS. O clone testado foi o 800X e o delineamento experimental foi o inteiramen-t;
casualizado com 5 repetigdes com cinco plantulas por repetigdo. As caracteristicas avaliadas
foram: pesos de matérias fresca e seca, niimero de brotagdes e folhas e comprimento da parte

aérea.



37

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Avaliacio do TDZ entre 0 e 4 mg/L

Verificou-se efeitos altamente significativos dos tratamentos (niveis de nitrato de amonio)

para todas as variaveis analisadas.

3.3.1.1 Peso da matéria fresca e seca da parte aérea do Clone II

Nesta faixa de concentragdo de TDZ, o ganho de matéria fresca e seca da parte

aérea ao Clone II apresentaram-se respostas cubicas como as observadas na Figura 11.
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FIGURA 11. Representagdo grafica do efeito do TDZ sobre os pesos de matérias fresca e seca de
gérbera de vaso Clone II. ESAL, Lavras - MG, 1994.
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Os maiores valores de pesos de matérias fresca e seca foram verificadas nas
dosagens de 0,5 e 2 mg/L de TDZ sendo que & partir de 0,5 mg/L foi devido & presenca de
entumescimento na base dos segmentos. A calogénese ocorreu em detrimento do numero de
brotagdes indicando uma inibigiio de regeneragdo a partir dessa dosagem. Fortes et al. (1993) ao
estudarem o Thidiazuron nas dosagens de 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 mg/L na multiplicagdo in
vitro do Kiwi constataram que a maior percentagem de matéria seca ocorreu nos tratamentos com
baixa concentragio de TDZ, devido ao fato que nessas concentragdes ocorrerem uma maior area
foliar.

Por outro lado Moraes et al. (1993), estudando o TDZ nas dosagens de 0; 0,25;
0,50; 1,00; 2,00; 4,00; 8,00 € 16,00 mg/L constataram que as concentragdes de 8,00 e 16,00 mg/L
de TDZ foram fitotéxicas, ndo havendo portanto formagdo de calos e nem de brotagdes
adventicias. Parz o peso da matéria seca mostraram um comportamento quadratico.

Carvalho e Pinto (1993) constataram que o aumento do nivel de TDZ para 0,5 e

1,0 mg/L prejudicou a formagao dos brotos de Heliconia spp.

3.3.1.2 Numero de brotagdes do Clone II

Esta caracteristica apresentou comportamento segundo uma curva quadratica onde
o méximo de brotos/explante correspondeu a dosagem de 0,05 mg/L de TDZ. Conforme
aumentou-se a concentragio houve uma inibigdo da regeneragdo de brotos e ocorreu uma indugéo
de calos (Figura 12).

Na maior dosagem 4 mg/L obteve-se 1,92 brotos/explante, porém na base do
segmento nodal foi observado a formagdo de calos e as brotagdes foram de tamanho reduzido e

deformadas (Figura 14).
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FIGURA 12. Representagdo grafica do efeito do TDZ sobre o niimero de brotagdes e numero de
folhas de gérbera de vaso Clone II. ESAL, Lavras - MG, 19%4.

De acordo com o que se observa na literatura, os resultados com TDZ sdo muito
contrastantes, como os observados em kiwi por Moraes et al. (1993), onde ndo houve nem mesmo
formag@o de calos na faixa de concentragdo entre 8 a 16 mg/L. Em rosa, Lu (1993), verificou que

concentragdes de 0,22 a 0,88 mg/L sdo eficientes na indugdo de brotagdes.

3.3.1.3 Numero de folhas do Clone II

O maior numero de folhas coincide com o maior nimero de brotos, & 0,05 mg/L de
TDZ (Figura 12). A partir desse valor houve também diminuigdo do nimero de folhas, com os

dados se comportando &e forma quadratica.
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Segundo Fortes et al. (1993) ocorreu maior nimero de brotagdes nas maiores
concentragdes porém com diminuigdo de érea foliar. Neste aspecto de éarea foliar pode-se dizer
que os resultados obtidos neste experimento evidenciaram que a diminui¢do também a 4rea foliar
foi em decorréncia da redugdo do nimero de folhas.

Segundo Huetteman e Preece (1993) altas concentragdes podem estimular a
formagdo de calos, isto foi observado com gérbera, que a partir de 0,5 mg/L ja iniciou-se a

indugdo de calos com a inibigdo da regeneragdo de brotos e folhas.

3.3.1.4 Comprimento da parte aérea do Clone II

A medida que aumentou-se as dosagens do regulador de crescimento o

A % g

da plantula (Figura 13).
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FIGURA 13. Representat;ﬁo grafica do comprimento da parte aérea de gérbera de vaso Clone II
em fungdo das concentragdes de TDZ. ESAL, Lavras - MG, 1994.
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Na literatura ha citagdes onde o thidiazuron induz a formago de muitos brotos in
vitro, porém curtos em vérias espécies lenhosas, incluindo Hibiscus rosa-sinensis (Preece et al,
1987), magi (Gala) (Van Niewkert, Zimmerman e Fordham, 1986), videira (Gray e Bentos, 1991).
Os resultados encontrados com Gérbera neste trabalho, mostram que o numero de brotagdes
induzidos por aumentos nas concentragdes de TDZ promovem decréscimos no alongamento de
brotagdes. Este resultado é confirmado pelo trabalho de Pijut, Michler e Voelker (1991)
trabalhando com Pinus strobus L.).

Observa-se pelos resultados que o maior comprimento foi & 0 mg/L de TDZ.
Embora Bates et al. (1992) cita que em Fraxinus americana L. o TDZ estimulou o alongamento
de gemas a 30 mM.

Carvalho e Pinto (1993) também constataram que a menor dosagem de TDZ
(0,025 mg/L) proporcinou o maior comprimento em Heliconia spp., enquanto para 0,05 e

1,0 mg/L de TDZ acarretou formagdo de brotos de tamanho reduzido com folhas pequenas.
3.3.2 Avaliacio de TDZ entre 0 e 0,5 mg/L

Para o Clone 800X os pesos das matérias fresca e seca se comportaram também
segundo uma curva cubica onde os maximos foram a 0,0125 mg/L e 0,05 e 0,5 mg/L de TDZ.

Para o Clone III, a matéria fresca pode ser descrita segundo uma curva quadratica
onde o ponto maximo foi obtido com 0,05 mg/L de TDZ e quanto a matéria seca, se comportou
segundo uma curva cubica onde os maximos foram a 0,0125 mg/L e 0,05 e 0,5 mg/L de TDZ.
Para estes dois clones a 0,05 e 0,5 mg/L de TDZ os valores foram superiores (Tabela 4). A
0,05 mg/L houve grande niumero de brotagdes sem calos. Foi observado no entanto, formagdo de

calos e indicios de fitotoxidez a partir de 0,5 mg/L (Figura 14).
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FIGURA 14, Fotografia ilustrativa do experimento com TDZ em gérbera de vaso Clone 800X.

ESAL. Lavras - MG, 19%4.
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Quanto ao comprimento das brotagdes o Clone 800X comportou-se segundo uma

reta linear obedecendo uma relagdo inversamente proporcional entre aumento da concentragéo €

redugdo do comprimento. O Clone III comportou-se segundo uma curva quadratica atingindo o

méximo a 0,0250 mg/L de TDZ (Tabela 4).

TABELA 4. Valores médios dos pesos das matérias fresca e seca, comprimento da parte aérea,

nimero de brotagdes e folhas de gérbera de vaso em fung@o das concentragoes de

TDZ, para os Clones III e 800X. ESAL, Lavras - MG, 1994.

TDZ Mat.fresca (mg) Mat. seca (mg) Comprim. (mm) 1 brotagdes N° folhas
(mg/L) Clone III 800X Clone III 800X Clone III 800X Clone III BO0OX Clone III 800X
0,000 633,0 263,0 32,0 15,0 41,0 29,6 1,92 1,00 9,4 7,6
0,0063 895,0 521,0 42,0 27,0 34,2 19,1 3,10 3,67 11,8 21,7
0,0125 877,0 5e6,0 45,0 34,0 36,0 18,9 3,42 4,28 11,0 25,2
0,050 1410,0 701,0 51,0 34,0 44,0 16,2 4,17 4,60 15,0 29,1
0,5 1035,0 634,0 52,0 41,0 13,4 10,0 1,91 1,36 152 2,0
Média Geral 987,0 543,2 42,0 28,8 36,6 18,8 2,87 3,75 9,4 22,8
cv (%) 24 10 16 15 8 11 17 13 26 13
MFy:;; = 633 + 14,9139953X - 28,55709771X° r’ = 90%
Yeoox = 263 + 12,544771X - 132,75443154X° + 218,167801346X3 r? = 54%
MSy;;; = 32 - 0,3195184X + 11,60570373X° - 21,831362408X3 r’ = 50%
Yecor = 15 + 0,009841311X - 15,35007944X" + 26,885438221X3 = 71%
Comp. iz = 41 + 20,2513641X - 50,222654061X; r? = B4%
Yeoor = 29,6 - 0,8156775X r, = 59%
N2 Brotagdes yi: = 2,2426020 + 36,5335305X - 75,11116915X" r, = 70%
Yeoox = 2,555850 + 58,1109077X - 107,96128448X" r’ = 64%
¥° folhas Yecox = 15,385262 + 352,5337411X - 650,10855622X" = 79%
Yz = -9,487523 + 87,1788273X - 207,10654492%° r? = 51%

Para nuimero de brotagdes, os Clones 800X e III se comportaram segundo uma

curva quadratica onde o maior nimero de brotagdes alcangados para ambos foi & 0,050 mg/L

embora a 0,5 mg/L observou-se inicio de formagdo de calos e indicios de toxidez para ambos os

clones (Tabela 4).

O nimero de folhas para ambos os clones comportou-se segundo uma curva

quadratica onde os maximos também foram a 0,050 mg/L para o Clone 800X com 29,14 folhas e

o maximo foi a 0,05 mg/L para o clone com 15,05 folhas.
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Paranhos, Echart e Franco (1993) testando duas concentragdes de Thidiazuron &

0,10 e 0,25 mg/L observaram maior eficiéncia na formagdo de brotos em begOnia na menor
concentragdo. Os melhores resultados observado neste trabalho em termos de nimero de brotos,
folhas e incremento de biomassa foi de 2 a 5 vezes menor em relagdo a concentragdo do TDZ
encontrado com begonia.

Carvalho e Pinto (1993), testando as concentragdes de 0,025; 0,250; 0,50 e
1,00 mg/L. de TDZ constatou em Heliconia que concentragdes de 0,5 e 1,0 mg/L, foram
prejudiciais.

De acordo com o que se observou na literatura concentragdes baixas de TDZ sdo

mais eficazes na indugdo de brotagdes, resultados esses semelhantes aos encontrados neste estudo.

3.3.3 Efeito do nitrogénio com TDZ na multiplicacéo

3.3.3.1 Peso das matérias fresca e seca do Clone 800X

Estatisticamente o menor ganho de matéria fresca e seca foi a 0 mM de nitrogénio e
os maiores ganhos foram a 39,40 e 49,70 mM de N que correspondem a 1/2 e 3/4 de nitrato de
amoénio do MS (Tabela 5).

Esses resultados concordam com Han e Stephens (1992) que constataram que
concentragdes abaixo de 30 mM de nitrogénio causam deficiéncia em Impatiens platypetala Lindl,
ja que o nitrogénio € o principal constituinte de proteinas estruturais e enzimaticas, e sua caréncia

provocaria baixo incremento de biomassa.
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TABELA 5. Valores médios dos pesos de matérias fresca e seca, numero de brotagdes e folhas e
comprimento de gérbera de vaso Clone 800X em fungdo das concentragdes de

nitrato de amdnio com 0,05 mg/L de TDZ. ESAL, Lavras - MG, 1994.

NH,NO; (Rela- N total M. fresca M. Seca ¥ de N2 de Comprimento
(mdd) tivo) (Mm) (mg) (mg) brotagdes folhas (mm)
(MS)
0 = (0) 18,80 755,0 31,6 4,96 34,28 19,4
2,57 = (1/8) 23,95 1454,0 50,5 5,48 36,90 28,0
10,30 = (1/2) 39,40 1827,0 60,6 5,80 43,60 24,8
15,45 = (3/4) 49,70 1785,0 54,7 7,12 54,16 22,4
20,60 = (1/1) 60,00 1641,0 45,7 5,08 44,13 25,8
Ccv (%) 24 17 18 16 10

3.3.3.2 Numero de brotagdes do Clone 800X

Embora o nitrogénio tenha desempenhado um papel relevante no aumento da taxa
de multiplicagdo de gérbera de vaso, como ocorreu a 49,7 mM e uma relagdo NO ; :NH $de221,
o aumento da concentragdo de N a partir deste valor levou a uma queda sensivel quanto ao
numero de brotos adventicios.

Para esse mesmo Clone 800X quando se utilizou 2 mg/L BAP variando-se as
concentragdes de nitrogénio o melhor resultado foi com 23,95 mM de nitrogénio, a uma relagdo
8,31 de NO;/NH;, o qual forneceu uma média maxima de 45,20 folhas. Nesse experimento
utilizando-se 0,05 mg/L. de TDZ o melhor nivel de nitrogénio foi de 4,90 mM com uma relagéo de
NO,/NH; de2,21.

A relagdo de NO ;/NH ¢ importante pois quanto menor a relag@o, ou seja maior

ions NH as plantas absorvem esse ion mais rapidamente que o NO; provocando anormalidades

conforme ja mencionado no presente trabalho.
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Han e Stephens (1992) observou que 60 mM de nitrogéno provocou anormalidades
em plantulas de Impatiens platypetala confirmando mais uma vez que a concentragéo do
nitrogénio do MS pode ser fitotoxica. Resultados estes coincidente com o obtido neste trabalho,
pois na dosagem com 60 mM de nitrogénio o niimero de brotagdes 5,08 foi proxima a menor

dosagem 18,8 mM que forneceu 4,96 brotos (Tabela 5).

3.3.3.3 Niimero de folhas do Clone 800X

A concentragdo de 49,70 mM e nitrogénio total favoreceu a formagdo de um maior
numero de folhas (54,16), e a partir desse valor houve uma queda sensivel no niumero de folhas.
Esta diminuigdo esta realicionada a toxidez causada por altas concentragdes de nitrogénio
observada também por Bespalhok et al. (1992) em brotos de Stévia quando inoculadas nos niveis

de 49,70 e 60 mM de nitrogénio.

3.3.3.4 Comprimento da parte aérea do Clone 800X

A concentragdo de nitrogénio afetou o desenvolvimento da parte aérea (Tabela 5).
O maior comprimento foi alcangado com 29,10 mM de nitrogénio, ap6s esta dosagem foi
decrescendo em comprimento e ganhando em numero de brotagdes.

Arello (1991) cita que o BAP a 5,0 mg/L para Kielmeyera Coriacea foi interessante para
produgdo de novas brotagdes, porém deletérios para a qualidade diminuindo o comprimento das
plantulas.

Neste caso a associagdo do nitrogénio ao TDZ favoreceu a 49,70 mM de

nitrogénio um maior nimero de brotagdes porém com comprimento prejudicado.
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3.4 CONCLUSOES

A melhor dosagem de TDZ para regeneragao de brotos adventicios para os Clones

11, III e 800X foi 0,05 mg/L.

O melhor nivel de Nitrogénio que proporcionou maior nimero de brotagdes foi a

49,70 mM que corresponde a 3/4 de nitrato de aménio e a uma relagéo de 2,21 de NO ; /NH ;.
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4 EFEITO DO FILTRO AMARELO NO CRESCIMENTO DE PLANTULAS DE
GERBERA DE VASO IN VITRO

RESUMO

Estudou-se o efeito do filtro amarelo no desenvolvimento de plantulas em trés
Clones II, III e 800X. G meio de cultura basico utilizado foi 0 MS, suplementado com 2 mg/L de
BAP. As caracteristicas avaliadas foram peso da matéria fresca e seca, comprimento, porcentagem
de vitrificagdo e analise foliar. As plantulas sob o filtro amarelo tiveram maior comprimento,
enquanto a porcentagem de vitrificagdo foi menor.

O Clone 800X sob este filtro mostrou-se com sintomas de toxidez, folhas amarelas
com pintas pretas. Procedida a analise mineral das plantulas sob o filtro amarelo, verificaram que
continham maior concentragdo de nutrientes em relagdo as do controle, com destaque ao
nitrogénio e ferro. Isso mostra que o filtro ndo permitiu a fotoxidagdo dos sais de nitrato e

FeEDTA tornando-se assim sua concentragdo toxica em relagdo ao meio destituido do filtro.
4.1 REFERENCIAL TEORICO

A luz é um dos fatores fisicos importantes no desenvolvimento das plantas, onde

sua qualidade, quantidade e intensidade afetam diretamente esse desenvolvimento. Potter ¢ Rood
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(1993) constataram que diminuindo a intensidade da luz houve redugéo das folhas, raizes, peso de
matéria seca, namero de folhas e 4rea foliar de Brassica napus e em canola ocorreu O inverso.
Rood, Zanewich e Pearce (1993) observaram o fotocontrole do metabolismo de giberelina em
Brassica resultados semelhantes Van der Berg, Davils e Ewing (19..) observaram em gemas de
batata. Quanto a qualidade, Eskins e Felker (1993) ao testar sementes de milho in vifro sob lus
vermelha e azul constataram que a qualidade da luz afeta diretamente o desenvolvimento do
embridio e endosperma.

Quando uma planta é exposta & luz a folha responde com produgdo de clorofila e
conversao do precursor do plastideo (etioplasto) em cloroplastos fotossinteticamente ativos. A luz
¢ absorvida pelas plantas na faixa de 450 nm a 730 nm (Taiz, 1991).

A luz também influéncia a transcricido do mRNA da Nitrato Redutase (Kaiser e
Brendle-Behnisch, 1991; Tobin Silverhorne, 1985).

Na micropropagagdo, altas intensidades de luz inibem o enraizamento (Herman,
1991).

Altas irradiagdes sdo prejudicias ndo s6 no enraizamento mas na cultura de tecido
em geral, onde requer uma irradiancia de 35-70 pmol.m™s™ enquanto no campo a irradidncia ¢ de
140-320 umol.m?s™. Isto se deve ao fato da fotossintese in vitro ser limitada, porquanto plantas
nessas condigdes sdo consideradas heterotroficas (Pierik, 1987).

A radiagdo ultravioleta é dividida em trés classes UVC, (espectro até 280 mm),
(280-320 nm) e UVA - (320-390 nm). Apenas a UVB e UVA ultrapassam a camada de Ozone
(Stapleton, 1992). Ao bloquear a luz abaixo de 450 nm com filtro amarelo pode-se prevenir
mudangas fotoquimicas do meio (Hangarter e Stasinopoulos 1991a; Stasinopoulos e Hangarter,

1990).
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Estudando calos de Lycopesicon esculentum L, Daucus carota L. e Arabidopsis
Thaliana L. Hangarte e Stasinopoulos (1991b) concluiram que a redug@o no crescimento causado
pela luz branca nflo filtrada pode ser atribuida primariamente mais por alteragdes fotoquimicas no
meio de cultura do que por fungoes fotosensoriais do tecido de plantas.

A luz oriunda de ldmpadas fluorescentes (luz branca) pode induzir a produgdo de
formaldeido e deficiéncia de ferro nas plantas de culura de tecidos. O formaldeido € produzido
pelo EDTA quando este é oxidado pela reducdo fotoquimica do ferro e podendo ser acumulado
em niveis inibidores. O meio se torna deficiente em ferro porque este se torna desquelatado e
precipita (Hangarter e Stasinopoulos, 1991a).

A absorg@o de luz pelo meio de livre de hormonio fica entre 220 a 450 nm.
Nenhuma absor¢ao de luz foi detectada entre 450-700 nm. Esta absor¢do de luz pelo meio € alta
para FeEDTA e sais de nitrato. O filtro amarelo bloqueia a faixa de 290-450 nm. O AIA absorve
luz a 300 nm e sofre degradagdo. Essa degradag@o pode ser prevenida com o uso de coﬁtainers

feitos de polypropyleno que boqueia a luz dessa faixa para baixo.
4.2 MATERIAL E METODOS

Testou-se os Clones II, IIT e 800X. As plantulas foram inoculadas em meio MS
contendo 2 mg/L de BAP, e uma parte colocada sob o filtro amarelo de acrilico com 3 mm de
espessura. As laterais e a face inferior foram vedadas com papel branco e a outra parte sem o
filtro. O material ficou nessas condigGes durante 30 dias. O Clone 800X foi inoculado em tubo de

ensaio 20 x 150 mm e os Clones II e III em frascos 65 x 125 mm.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em que o Clone 800X
aprsentou com 10 repeti¢Ses contendo 3 plantulas por repeti¢do, Clone II com 11 repetigdes e 5
plantulas por repetigdo e o Clone III com 12 repetigdes contendo 5 plantulas por repetigdo.

Ap0s o periodo de 30 dias o material foi avaliado, para as seguintes caracteristicas:
peso de matéria fresca e seca, comprimento, porcentagem de vitrificagdo e analise mineral. A
avaliagdo do peso de matéria fresca foi feita em balanga de precisdo. O peso de matéria seca foi
feita apds secagem em estufa durante 3 dias & 70°C, sendo pesado em seguida em balanga de
precisdo (Metter AE-100). A analise foliar foi feita com amostras de 0,5 g de cada tratamento, que

apos a secagem e pesagem foram trituradas e homogeneizadas para se fazer a amostragem.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do filtro amarelo ndo influenciou a produgdo de matéria fresca e seca

(Tabela 6), porém o comprimento das plantulas do Clone II foi maior na presen¢a do filtro

(Figura 15).

TABELA 6. Valores médios dos pesos das matérias fresca e seca de gérbera de vaso, Clones II e
800X, em fungdo da presenga e auséncia do filtro amarelo. ESAL, Lavras - MG,
1994.

Peso matéria fresca Peso matéria seca

Clone II (mg) Clone 800X Clone II (mg) Clone 800X

Sem filtro 4070 a 2753 a 197 a 63 a
Com filtro 3757 a 2952 a 209 a 73 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 1% de significancia pelo teste
de Tukey.
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FIGURA 15. Representagdo grafica do efeito do filtro amarelo no comprimento de gérbera de
vaso Clone II. ESAL, Lavras - MG, 19%4.

A porcentagem de vitrificagdo foi observada para os Clones II e III (Figura 16).
Para os Clone II e III o filtro influenciou na porcentagem de vitrificagdo, o material sem filtro teve
maior porcentagem de vitrificagao (Figura 17).

As plantulas do Clone 800X, ndo apresentaram vitrificagdo, porém as plantulas sob
o filtro mostraram sinais de toxidez. Este fato pode ser devido a ndo degradagdo do meio de
cultura, ou melhor, néo havendo a degradagdo de alguns elementos, comum no contato com a luz
sem filtro, a concentragdo desses elementos se tornariam toxicos. Na analise foliar dos nutrientes
as plantulas sob o filtro obtiveram uma quantidade de nutrientes maior do que as plantulas sem o
filtro (Tabela 7), principalmente para os elementos N, Fe, Mn e P. Esta maior concentragdo de
nutrientes nas plantulas podera ser devido a ndo destruicdo de enzimas importantes para o
metabolismo desses elementos, principalmente, as enzimas do metabolismo do nitrogénio

(redutases).
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FIGURA 16. Representagdo grafica do efeito do filtro amarelo na porcentagem de vitrificagdo de
gérbera de vaso Clone II e ITI. ESAL, Lavras - MG, 1994.

A maior absor¢@o do ferro ocorreu por ele estar disponivel em maior quantidade no
meio com filtro do que no meio sem o filtro devido a fotoxidagdo, 0 mesmo para os sais de
nitrato.

Segundo Somers et al. (1983) e Campbell (1988), a luz influéncia & nivel de
expressao de genes da nitrato redutase, enzima importante na assimilagdo do nitrogénio. No
processo de absorgdo do nitrogénio ha grupos prostéticos que formam a nitrato redutase como o
molibdénio e o nitrito redutase com sulfato ferroso (Oaks e Hirel, 1985). Dessa maneira, a
absorgdo do nitrogénio estad ligada a outros minerais como molibdénio, enxofre e ferro e as

deficiéncias desses minerais provoca também deficiéncia na absorgdo do nitrogénio.



FIGURA 17. Fotografia ilustrativa do efeito do filtro amarelo no comprimento de gérbera de vaso

Clone II. ESAL, Lavras - MG, 1994.
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TABELA 7. Anélise quimica foliar da gérbera de vaso Clone 800X com e sem filtro. ESAL,
Lavras - MG, 1994.

Elementos com filtro sem filtro
N % 2,56 1,34
Mg % 0,30 0,26
Ca % 0,50 0,42
K % 2,37 2,54
P % 0,45 0,39
S % 0,43 0,41
Cu ppm 1,49 1,49
Zn ppm 134,75 140,25
Mn ppm 432,47 343,45
Fe ppm 218,70 197,85

4.4 CONCLUSOES

O uso do filtro amarelo proporcionou maior crescimento das plantulas, uma maior

concentragdo de nutrientes e uma menor porcentagem de plantulas vitrificadas.
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5 EFEITO DE DIFERENTES REGULADORES DE CRESCIMENTO NO
ENRAIZAMENTO DE GERBERA DE VASO IN VITRO

RESUMO

Estudou-se a influéncia de auxinas na indug@o do enraizamento utilizando dois
Clone II e 800X de gérbera de vaso.

Para o Clone 800X estudou-se dosagens de AIA (0, 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 2,0;
5,0 e 10,0 mg/l) com a metade da concentragdo dos sais do meio MS. Com o Clone II foram
estudados dosagens de IBA e ANA nas concentragdes de 0,00; 0,01; 0,10; 1,00 mg/L com a
metade da concentrag@o dos sais do meio basico MS.

A melhor dosagem do AIA foi a 2 mg/L por fornecer maior nimero de raizes por
planta (11,91), ter um comprimento de raiz de 1,12 cm e um comprimento da parte aérea maior
3,19 cm e apresentar nimero de folhas razoavel 7,89.

Quanto ao IBA ndo houve diferenga quanto ao nimero de raizes/planta e nimero
de plantas enraizadas/tratamento.

A 0,1 mg/L de IBA, proporcionou menor percentagem de plantas vitrificadas
(45%) com comprimento de raiz de 1,76 cm. Para 0 ANA também ndo houve diferenga quanto ao
numero de raizes/planta e nimero de plantas enraizadas/tratamento. A menor porcentagem de
plantas vitrificadas foi encontrada no tratamento contendo 1,0 mg/L (64%) e a maior porcentagem

a 0,1 mg/L (83%). Para IBA a maior porcentagem foi encontrada a 0,01 mg/L com 62%.
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5.1 REFERENCIAL TEORICO

Na fase de enraizamento ha fundamentalmente duas opgdes, uma delas € produzr a
plantula enraizada ou repicar direto para a aclimatagao.

A escolha é determinada pela qualidade e quantidade do material estabelecido.

O numero de gemas, tamanho, nimero de raizes por gema s&o parametros ainda
insuficientes para verificar a eficiéncia. A qualidade do material ¢ importante como vitrificagdo,
necrose do apice, auséncia de raizes visiveis etc. (Debergh e Read, 1991).

Huang, Ni e Lin (1987) usaram metade da concentragdo de MS mais 0,03 mg/L de
ANA para enraizamento de gérbera, enquanto Barbosa (1991) obteve melhores resultados
utilizando 1/2 MS com 0,5 a 4 mg/L de AIA.

Huang e Chu (1985) utilizaram plantulas com 2 c¢m e as tratou com 0,1% de AIB
por 30 segundos e depois transplantou obtendo 90% de enraizamento.

Pierik e Segers (1973), testaram fatores que afetam a formagdo de raizes em
gérberas tais como concentragio de sais e reguladores de crescimento. Induziram a formagdo de
raizes a partir de nervura de folhas jovens de gérbera.

Murashige, Serpa e Jones (1974) obtiveram melhores resultados de enraizamento
em gérbera utilizando de 3 a 1,0 mg/L de AIA, Petru e Matous (1984) também otiveram bons
resultados usando niveis elevados de AIA.

Laliberte, Chretiew e Vieth (1985) obtiveram 100% de enraizamento de gérbera em

todas as concentragdes de AIA estudadas (0,05; 0,10; 0,30; 0,50 e 1,00 mg/L).
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Reynoird et al. (1993) para enraizamento de gérbera em experimentos de
aclimatac@o se utilizou do meio de enraizamento de Murashige e Skoog (1962), que é metade da
concentragdo mais 0,25 uM de ANA.

Chu e Huang (1983) quando utilizou combinagdo de altos niveis de citocinina (BA
- 10 mg/L) e baixos niveis de auxina (AIA - 0,1 mg/L) em gérbera obteve induc@o de brotagdes.
Por ou- tro lado, quando aumentou o nivel de AIA (5mg/L) induziu a forma- ¢do de raizes. Este
resultado prova que a organogenese de gérbera in vifro é também afetada pela razdo
auxina:citocinina.

Os principais fatores que controlam a morfogénese sdo os fitorreguladores,
particularmente a relagdo auxina/citocinina no meio de cultura, fato este estabelecido no classico
trabalho de Skoog e Miller (1957).

Em geral as respostas das diferentes citocininas sdo muito semelhantes na maioria
dos casos e, por essa razdo prefere- se usar BA ou cinetina sintéticas que sdo mais baratas e
normalmente induzem a multiplicagdo. No caso das auxinas, os tecidos podem apresentar
respostas diversas de acordo com o tipo empregado. O 2,4-D induz calos determinante de
embriogénese somatica (Ammirato, 1983). O IBA é comumente utilizado para indugio de raizes
(Arello, 1991).

Além do AIA e ANA que sdo muito utilizados no enraizamento, GA3;, ¢ ABA
podem ser usados isoladamente ou em combinagdo com as citocininas durante a inducdio do

enraizamento (Nemeth, 1986).
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52 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Efeito de concentragdes de AIA

Utilizaou-se plantulas de gérbera de vaso Clone 800X para testar-se concentragdes
de AIA (0,0; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0 mg/L) no meio de cultura com metade da
concentragdo de MS e pH ajustado para 6,0. O meio de cultura foi autoclavado a 121°C durante
20 minutos. As plantulas foram inoculadas em tubos de ensaio 20 x 150 mm com 10 mL de meio e
cultura. As plantulas mediam cerca de 10 mm de comprimento e possuiam 2 folhas. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 10 repeti¢des e 2 plantulas
por repeti¢do. As caracteristicas avaliadas foram: ntimero de raizes por plantula, numero de folhas

e comprimento da parte aérea.

5.2.2 Efeito de concentracoes de ANA e IBA

Foram testadas gérberas de vaso Clone II nas concentragdes de ANA e IBA a 0,0; 0,01,
0,10; 1,00 mg/L no meio basico MS com metade da concentragdo dos sais. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado com 10 repetigdes e 4 plantulas por repeti¢do. As
caracteristicas avaliadas foram: nimero de raizes por plantula, nimero de plantulas enraizadas,

comprimento de raizes e porcentagem de vitrificacdo.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o Clone 800X verificou-se que as caracteristicas podem ser reprsentadas, em
fungo das concentragdes de AIA, através das equagdes de regressdo polinomial de terceiro grau

conforme Tabela 8.

TABELA 8. Valores médios do comprimento da parte aérea e raiz, numero de raizes/plantula e
nimero de folhas da gérbera de vaso Clone 800X em fungéo das concentragdes do
AIA. ESAL, Lavras - MG, 1994.

AIA Namero Comprimento (mm) N2 de
(mg/L) Rajizes/pléantula Raiz Parte aérea folhas
0,00 2,6 19,7 11,9 7
0,05 1,7 35,6 2207 6,6
0,10 1,9 24,2 28,2 6,3
0,30 2,7 09,6 14,2 8,7
0,50 5,9 24,9 26,2 7,2
1,00 6,1 22,3 24,3 Tk
2,00 11,9 11,2 31,9 7,8
10,0 1342 04,3 17,1 5,4
Média Geral 555 18,9 22,0 12
CV (%) 36,75 22,33 17,15 & 25,32
y = 2,66 + 1,8923955X - 0,56045654% + 0,039064888X° R’ = 94%

Yer = 19,7 - 2,204927X + 0,00882764X% + 0,000427189% R’ = 68%

Yepa = 11,9 + 0,390284X - 0,15617517x% + 0,011202088X" R® = 58%

y = 2,738791 + 0,3245902X - 0,17239401%° + 0,013691693X" R’ = 88%

O ponto méximo para nimero de raizes/plantula foi observado em uma
concentragdo AIA de 2 e 10 mg/L. E a 2 mg/L de AIA concordou também quanto ao maior

comprimento da parte aérea 3,19 cm e nimero de folhas 7,89.
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Em todos os tratamentos houve 100% de enraizamento, sendo estes resultados
concordantes com os de Barbosa (1991) e Laliberte, Chretiew e Vieth (1985).

Observou-se ainda que conforme diversos autores (Pierik e Segers 1973; Petru e
.Matous, 1984; Nagao et al., 1993; Ferri e Fortes, 1993; Leite et al., 1993; Abreu, Martins e Pinto,
1993) o uso do AIA na indugéo do enraizamento teve excelente efeito nas diversas concentragdes
em que foi utilizado.

O tratamento sem AIA também induziu o enraizamento. Provavelmente, os niveis
enddgenos de AIA parecem ter sido responsaveis pela indug@o e o desenvolvimento de raizes que
se igualou em niimero de raizes/plantula até 0,5 mg/L dos tratamentos complementados com AIA
exdgeno.

Bornman (1983), ressaltou que para um melhor desenvolvimento do sistema
radicular, as auxinas devem ser usadas apenas como indutoras da formacdo de raizes e quando
empregadas em altas concentragdes devam ser subtraidas do meio de cultura. E provavel c-lue isto
tenha ocorrido no presente trabalho a 5 mg/L de AIA, induzindo 2,71 raizes/plantula, porém &
10 mg/L de AIA, induziu 11,29 raizes/plantula em média.

A esse nivel de 5 mg/L de AIA além de ocorrer baixo numero de raizes coincidiu
com o menor comprimento da parte aérea e menor nimero de folhas.

Nos niveis de 2 e 10 mg/L houve maior indugdo de raizes/plantula. Provavelmente
nesses niveis a concentragio de AIA livre seja suficiente para indug@o de raizes conforme Burstron
(1953), o qual aceita a forma anionica da auxina como realmente ativa. Como a auxina age de
modo direto sobre a divisio e elongamento celular, a suplementag@o principalmente a nivel de
2 mg/L além de induzir maior nimero de raizes também induziu maior comprimento da parte

aérea.
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Com o Clone II ao se estudar niveis de IBA e ANA (0,00; 0,01; 0,10; 1,0 mg/L)
nio foi encontrado diferengas significativas para nimero de raizes por plantula, e nem de numero
de plantulas enraizadas, ou seja, em todos os tratamentos todas as plantas enraizaram em numero
médio igual em todos os tratamentos.

Esses resultados concordam com Barbosa (1991) em relagdo ao ANA, este usou as
seguintes concentragdes 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 mg/L e obteve enraizamento em todos os
tratamentos. E quanto ao IBA os resultados concordam com Arello (1991) onde em todos os
niveis houve indugio de enraizamento inclusive a nivel 0 de IBA.

. Para comprimento de raizes a concentragdo que favoreceu um menor comprimento

de raizes foi com 1,0 mg/L de ANA e 0,01 mg/L de IBA (Figura 18).

2o [mBA B ANA|

Comprimento de raizes (mm)

0 0,01 0,1 1,0

Concentragdes de IBA e ANA (mg/L)

FIGURA 18. Representagio grafica do efeito do IBA e ANA no comprimento de raizes de
gérbera de vaso Clone II, ESAL, Lavras - MG, 1994. :
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Pode-se perceber que o ANA e o IBA atuaram inversamente quanto ao
comprimento. Na concentraggo 1,0 mg IBA foi maior e ANA menor e vice versa.

Quanto & porcentagem de vitrificagio com o uso de IBA a menor taxa observada
na concentragfio foi 0,1 mg/L com 45% e & maior na concentragéo de 0,01 mg/L com 62%. Para o

uso de ANA a menor porcentagem ocorreu na concentragdo 0,1 mg/L 83% (Figura 19).

100 — EAIBA EANA

Porcentagem de plintulas vitrificadas

0 0,01 0,1 1,0
Concentragdes de IBA e ANA (mg/L)
FIGURA 19. Representagio grafica do efeito do IBA e ANA na porcentagem de vitrificagdo de
gérbera de vaso Clone II. ESAL. Lavras - MG, 1994.

Analizando comparativamente as Figuras 18 e 19 verifica-se que o ANA ¢ IBA
agiram de forma antagOnica quanto as caracteristicas comprimento e porcentagem de plantulas
vitrificadas.

Segundo Debergh (1981) vitrificagdo é um fendmeno relacionado principalmente

com concentragdes de citocinfims,
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Kevers et al. (1984) relata também que altas concentragdes de auxina também

provocam vitrificagdo.

5.4 CONCLUSOES

Para o Clone 800X a melhor concentragdo de AIA foi a de 2 mg/L, pois favoreceu
um bom enraizamento (12 raizes/plantula de 11 mm de comprimento) e uma boa qualidade da
parte aérea (8 folhas/plantulas e comprimento de 31,9 mm).

Para o Clone II a melhor concentragdo de IBA foi a de 0,1 mg/L por favorecer
menor percentagem de vitrificagdo (45%) e um comprimento de raiz de 17,6 mm.

Quanto ao ANA, a melhor concentracdo foi a de 1,0 mg/L com 64% de vitrificagdo
e com comprimento de raiz de 5,4 mm. O IBA foi melhor que o ANA por apresentar menor

porcentagem de vitrificagdo.
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6 INFLUENCIA DA MICORRIZA NA FASE DE ACLIMATACAO DE PLANTULAS DE
GERBERA DE VASO MICROPROPAGADAS

RESUMO

Plantulas de gérbera de vasos micropropagadas in vitro foram utilizadas para testar
o efeito de fungos micorrizicos na fase de aclimatagdo. Os fungos testados foram Glomus clarum,
Glomus etunicatum, Gigaspora margarita e indculo multiplo. Os clones estudados foram o Il e
800X. Para o Clone II a nivel de pesos de matérias fresca e seca a testemunha e Gigaspora
margarita apresentaram os menores resultados e o Glomus clarum o melhor resultado, 0 mesmo
ocorrendo com o numero de folhas. A analise mineral indicou que os indculos foram superiores
em N, P, K, Ca, Mg e Cu. Em relagdo ao peso da matéria fresca da raiz, nimero de raizes/planta,
comprimento de raizes e area foliar nio houveram diferengas, mas a testemunha foi inferior em
pelo menos 2% em relago aos indculados. Quanto ao Clone 800X, a testemunha e Gigaspora
margarita apresentaram os menores valores para pesos de matérias fresca e seca da parte aérea,
comprimento da parte aérea, niimero de folhas, peso de matérias fresca e seca de raizes e nimero
de raizes e o indculo multiplo apresentou os maiores valores.

A andlise quimica foliar revelou que o innéculo multiplo proporcionou maior
absorgéo de P, S, Ca, Mg e Cu. Dessa maneira pode-se concluir que para o Clone II o melhor
indculo foi o Glomus clarum e para o Clone 800X o inoculo multiplo, além dos resultados

mostrarem uma certa dependéncia da gérbera em relagdo a micorriza.
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6.1 REFERENCIAL TEORICO

O sucesso do sistema de micropropagagdo depende da eficiéncia da transferéncia
de plantas regeneradas da cultura de tecidos para casa de vegetagdo.

Este estagio de transferéncia € ainda problematico por muitos fatores, como por
exemplo o sistema vascular pouco desenvolvido e uma desidratag@o excessiva apos a remogdo da
cultura para aclimatagio. Essa desidratagdo € devido & reduzida cera na epiderme e a um
funcionamento anormal do estdomato (Sallanom, Fort e Coudret, 1993).

A plantula de cultura de tecidos tem um sistema radicular ainda ndo adaptado ao
ambiente. Portanto, a inoculagio com micorriza parece ser uma alternativa vidvel para aclimatagio
dessas plantulas.

A qualidade da raiz é fator determinante para sobrevivéncia das plantas na fase de
transplante. |

Siqueira e Franco (1988) relataram os beneficios da micorriza no aumento de
capacidade de sobrevivéncia e crescimento inicial de mudas transplantadas. Siqueira (1985) cite
também que em espécies ornamentais diversas mudas pré-colonizadas obtiveram 100-117% d
resposta quando inoculadas com 2 a 50 g de inoculante por planta.

Siqueira (1985) definiu micorriza como “simbiose endofitica, biotrofica mutualistic:
prevalente na maioria das plantas vasculares nativas e cultivadas espalhadas por toda a terra, sendc
caracterizada pelo contato intimo e perfeita integragdo morfol6gica entre o fungo e a planta pel:
regulagdo funcional e troca de metabdlitos ajustada de modo a trazer beneficios mutuos”.

O emprego das micorrizas vesiculo arbuscular tem sido considerado uma possive

alternativa para a redugdo de insumos (fertilizantes e pesticidas) na agricultura desde a décad:
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passada devido aos efeitos benéficos no crescimento das plantas de interesse agronomico,
horticola, florestal e pastoril. Os efeitos benéficos devido a inoculagdo com esses fungos podem
ser bastante acentuados em diversos processos como: na absor¢do e conservagdo de nutrientes, na
fixagdo biologica de nitrogénio, sobre os patogenos do solo, na relagdo agua-planta, na produgao
de horménios, na anatomia da planta e na agregagdo do solo (Lopes, Siqueira e Zambolim, 1983).

A pré-inoculagio de mudas de magd produzidas através da micropropagagdo (Lin
et al., 1987b) e em pera (Lin et al., 1987a) tem-se mostrado uma alternativa muito promissora em
relagdo ao alto custo dos fertilizantes.

Sato, Pinto e Oliveira (1986) obtiveram resultados positivos quando aclimataram
plantas de mandioca micropropagadas inoculadas com o fungo endomicorrizico Glomus clarum.

Em plantulas micropropagadas de gérbera transferidas para substrato de esfagno
sob condigdes controladas foi testado Glomus intraradixi e Glomus vesiculiferum, com o
controle. O nivel de sobrevivéncia das plantas inoculadas foi significativamente maior que o
controle, assim como, o peso de matéria seca. Nas plantas micorrizadas obteve-se alta
concentragdo de fosforo no tecido e baixo potencial de 4gua. Isto indica que essas plantas sdo
capazes de melhor adaptagdo em condiges de stress como as encontradas no periodo de
aclimatagdo (Huiming et al., 1993). Hamel e Smith (1991) constataram que plantas micorrizadas
contém alta concentragdo de fosforo no tecido. Declerk et al. (1993) testaram duas espécies de
MVA, Glomus mosseae e Glomus geosporum em plantulas de banana micropropagadas para
estudar o efeito da inoculag@o no crescimento e nutrigdo. Disto resultou alto peso de matéria seca
da parte aérea e matéria fresca das raizes. A simbiose aumentou a concentragdo de fosforo e
potassio quando comparado com o controle. G. mosseae mostrou maior intensidade de

colonizagdo de raizes e presenga de arbusculos resultando maior peso de matéria seca das raizes e



73

P quando comparados com o G. geosporum. Heggo e Angle (1990) inoculando a soja com
bactéria de solo e fungo MVA obtiveram aumento no peso de matéria seca nitrogénio e fosforo
foliar. A inoculagdo com fungo MVA reduziu a concentragdo de Zn, Cd e Mn em folhas de plantas
desenvolvidas em solos com alta concentragdo desses metais.

Duck et al. (1986) estudando o efeito do fungo MVA e zinco no crescimento de
duas espécies de grama (Festuca rubra e Calamagrostis epigejos) constataram que a colonizagdo
pelo fungo MVA reduziu o efeito toxico do zinco. Cobre e Cadmio aumentaram na planta com a
colonizagdo de raizes com o fungo MVA (Cooper e Linker, 1978).

Koomen e McGrath (1990) relatam que algumas espécies de micorrizas protegem
as plantas do efeito toxico de metais pesados. Bradley, Burt e Read (1981) verificaram que Cu e
Zn foram retirados de raizes de Calluna vulgaris infectadas por micorrizas ericoidais.

Kilham e Firestone (1983) relatam que a micorriza aumenta a concentragdo de
cobre e niquel no tecido das plantas. |

Os fungos micorrizicos sdo frequentemente associ.ados com matéria organica. O
aumento das hifas e crescimento saprofitico do fungo ocorre na presenga de matéria orgénica € 0
aumento da atividade da fosfatase tem sido observado na rizosfera de plantas micorrizadas (St

John, Coleman e Reid, 1983).
6.2 MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetagdo do Laboratério de

Cultura de Tecidos da ESAL. O material utilizados foram dois clones (Clone II e 800X)

provenientes de plantulas micropropagadas in vitro.
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O substrato utilizado foi composto por 30% de terra, 20% de areia fina e 50% de
torta de filtro e esterilizado a 200°C por dois dias para testar o Clone II e para o Clone 800X, o
substrato foi esterilizado com brometo de metila.

Para o Clone II, os tratamentos foram: testemunha, Glomus clarum, Glomus
etunicatum, Gigaspora margarita e para o Clone 800X foi acrescido do Inoculo multiplo (mistura
das 3 estirpes).

©s esporos foram fornecidos pelo Laboratério de Microbiologia do Solo da ESAL,
sendo que concentragio de esporos para 50 ml de substrato variou de 90 a 500 unidades.

As plantulas enraizadas in vifro permaneceram nos tubos na casa de vegetagao por
uma semana antes de serem tranferidas para o substrato. Apos esse periodo o agar das raizes foi
lavado com 4gua corrente e as plantulas foram homogeneizadas em tamanho aproximado de 5C
mm para cada tratamento. Em seguida foram transplantadas em bandejas de isopor com 72
células. Na primeira semana as bandejas foram aclimatadas em uma mini-estufa e sombrite 50% na
casa de vegetagdo. As plantulas foram irrigadas com agua destilada.

Foram feitas duas avaliagdes para o Clone II aos 30 e 60 dias apds o plantio, € parz
o Clone 800X, apenas uma avaliagdo aos 60 dias.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, sendo que para o Clone I
usou-se 4 repetigdes com duas plantas por repeti¢do, e para o Clone 800X, 6 repetigdes com
plantas por repetigdo.

As caracteristicas avaliadas foram: peso das matérias fresca da parte aérea e raiz
nimero de folhas e raizes, comprimento da parte aérea e da raiz, taxa de colonizagdo das raizes

anilise foliar e ainda para o Clone II a area foliar especifica.



75

A taxa de colonizagfio foi realizada no Laboratério de Microbiologia do Solo da
ESAL segundo metodologia de Giovanetti e Mosse (1980). A area foliar, foi medida utilizando-se

0 um planimetro, segundo metodologia proposta por Sestak et al. (1971).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Clone II:

Para o Clone II o peso da matéria fresca da parte aérea da testemunha aos 30 e 60
dias apresentou os menores resultados em relagio aos tratamentos inoculados. Aos 30 dias, G.
clarum foi o que apresentou os melhores resultados, ndo havendo diferenga entre os inoculados

aos 60 dias (Figura 20).
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FIGURA 20. Representagio grafica do efeito dos fungos MVA (Gigaspora margarita, Glomus
etunicatum e Glomus clarum) na matéria fresca da parte aérea de gérbera de vaso
Clone IT aos 30 e 60 dias. ESAL, Lavras - MG, 1994.
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Quanto ao peso de matéria seca da parte aérea aos 30 dias a testemnuha e
Gigaspora margarita apresentaram os menores valores e G. clarum o maior peso. Aos 60 dias o
menor peso de matéria seca foi a testemunha ndo havendo diferenca significativa entre os

inoculados (Figura 21).
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FIGURA 21. Representagdo grafica do efeito dos fungos MVA (Gigaspora margarita, Glomus
etunicatum, Glomus clarum) na matéria seca da parte aérea de gérbera de vaso

Clone IT aos 30 e 60 dias. ESAL, Lavras - MG, 1994.

Quando ao nimero de folhas, a testemunha foi a que apresentou aos 30 dias o
menor numero (12,2) e o maior nimero foi obtido em plantulas tratadas com Glomus clarum

(20,37). Aos 60 dias, ndo foram observadas diferengas (Figura 22).
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FIGURA 22. Representagio grafica do efeito dos fungos MVA (Gisgaspora margarita, Glomu.
etunicatum, e Glomus clarum), no nimero de folhas de gérbera de vaso Clone I
aos 30 e 60 dias. ESAL. Lavras - MG, 1994.

Na determinagio de matéria fresca da raiz aos 30 dias, ndo foram detectada
diferengas e aos 60 dias o menor peso foi para a testemunha (720 mg), néo havendo no entant
diferengas entre os inoculados (Figura 23).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 9, o nimero de raizes/planta
comprimento de raizes e area foliar ndo apresentaram diferengas. No entanto apenas
comprimento de raizes das plantulas inoculadas foram superiores a testemunha, aos 60 dias.

Apesar da nfio significAncia para numero de raiz/planta aos 60 dias, a testemunh:
foi 49% em média inferior aos tratamentos inoculados. Para comprimento de raiz a testemunh
apresentou-se inferior aos 60 dias 39% e a éarea foliar especificas aos 30 dias (22%) em relacac

aos tratamentos inoculados.
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FIGURA 23. Representagdo grafica do efeito dos fungos MVA (Gigaspora margarita, Glomus
etunicatum, e Glomus clarum) nos pesos de matérias fresca e seca das raizes de

gérbera de vaso Clone I aos 30 e 60 dias. ESAL, Lavras - MG, 1994.

TABELA 9. Efeito dos fungos MVA (Gigaspora margarita, Glomus etunicatum e Glomus
clarum) no numero de raizes/planta, comprimento da raiz, porcentagem de
colonizagdo e area foliar especifica de gérbera Clone II aos 30 e 60 dias. ESAL,

Lavras - MG, 1994 .*

MVA N° raiz/pl Comprimentc de raiz % Colonizagido Area foliar

30 60 30 60 30 60 espec. aos

30 dias(cm’)
Testemunha 7,5 a 7,8 a 5,1 a 6,7 b 11 c 32 b 3,89 a
Gig. M. 8,1a 11,7a 6,9a 10,2 a 74 a 65 a 4,66 a
GE 9,1 a 11,1 a 5,9 a 11,6 a 47 b 30 b 5,03 a
Gc 6,6la' 12,1 a 6,5a 11,2 a 68 a 38 b 4,51 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste Tukey a 5%.
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Em relagdo a porcentagem de colonizagdo aos 30 dias a Gigaspora margarita € 0

Glomus clarum foram superiores e aos 60 dias a Gigaspora margarita foi superior & todos os

tratamentos (Tabela 9).

Observou-se ainda que a porcentagem de colonizagéo dos in6culos diminuiu de 30

para 60 dias e a testemunha aumentou, isto provavelmente ocorreu devido & competigdo dos

inoculados com fungos indigenos, pois neste experimento a dgua de irrigagéo néo foi filtrada.

Quanto & analise mineral principalmente para N, P, K, Ca, Mg e Cu os tratamentos

inoculados foram superiores (Tabela 10).

TABELA 10. Comparagéo da analise de nutrientes foliares apos 30 dias nas pléntulas de gérbera

de vaso Clone II inoculados com fungos Glomus clarum, G. etunicatum, Gigaspora

margarita e a testemunha. ESAL, Lavras - MG, 1994.

Minerais
MVA Ppm
N P K s Ca Mg Mn Zn Cu Fe
Testemunha 1,9 0,14 0,15 0,15 1,13 0,21 263,0 68,6 9,8 490,0
Gig. M. 2,8 0,30 0,26 0,18 1,50 0,36 265,3 77,5 22,8 524,0
G. clarum 3,6 0,31 0,19 0,18 1,37 0,34 263,4 60,8 22,9 489,4
G. etunicatum 3,3 0,33 0,24 0,19 1,62 0,47 255,6 70,0 25,0 519,6

No experimento realizado houve morte das plantulas ndo micorrizadas, pois este foi

instalado em um periodo de clima ameno (junho).

Clone 800X:

Para o Clone 800X quanto ao peso de matéria fresca da parte aérea os menores

valores foram para a testemunha (480 mg) e Gigaspora margarita (790 mg) enquanto os
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inoculados Glomus clarum, G. etunicatum e inéculo multiplo apresentaram oS maiores valores, de
1720 a 2430 mg. Silva et al. (1991) testando plantulas de gérbera micropropagadas com
Acaulospora scrobiculata, Gigaspora margarita, Glomus clarum e G. etunicatum obtiveram
melhores resultados com Glomus etunicatum e G. clarum em peso de metérias fresca e seca da
parte aérea.

Quanto ao peso da matéria seca da parte aérea a testemunha (70 mg) e a
Gigaspora margarita (107 mg) apresentaram os menores valores € o indculo multiplo o maior
valor (271 mg). Em relagdo ao comprimento da parte aérea a testemunha (51,3 mm) e a
Gigaspora margarita (53 mm) apresentaram os menores resultados e os demais in6culos os
maiores valores (77,8 a 85,6 mm) ndo havendo diferenga significativa entre esses ultimos. Quanto
ao nimero de folhas a testemunha apresentou o menor numero de folhas (7,38) e o inoculo
multiplo o maior nimero de folhas (13,67).

Ao avaliar matéria fresca da raiz os menores valores foram da testemunha (56 mg)
e Gisgaspora margarita (57 mg) e o maior inéculo multiplo (118 mg), e quanto a matéria seca
ndo houve diferenca estatistica quanto aos tratamentos apesar da testemunha e Gigaspora
margarita serem inferiores em quase 50%. Quanto a:1 comprimento de raiz, também, ndo houve
diferenga significativa entre os fungos MVA, mas quanto ao numero de raizes, os menores valores
foram da testemunha e Gigaspora margarita e o maior niimero de raizes foi obtido com o inéculo
multiplo (Tabela 11 e Figura 24).

Na analise foliar observou-se que, principalmente quanto a P, S, Ca, Mg e Cu o
in6culo multiplo absorveu maiores concentragdes. Para K a testemunha e Gigaspora margarita

absorveram maiores concentragdes (Tabela 12).
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TABELA 11. Valores médios de pesos de matérias fresca e seca da parte aérea e da raiz,

comprimento da parte aérea e da raiz, nimero de folhas e de raizes e porcentagem

de colonizagio de gérbera de vaso Clone 800X em fungdo dos fungos MVA

(Gigaspora margarita, Glomus clarum, Glomus etunicatum e indculo multiplo -

mistura dos trés). ESAL, Lavras - MG, 1994.

Matéria
Comprimento
Fresca (mg) Seca (mg) (rmm) Nimero %
Colonizagio
MVA Parte Parte Raiz Parte Raiz
aérea aérea aérea folhas raizes
Testem. 480,0 b 70,0 ¢ 96,0a 51,3 b 94,8a 7,38 ¢ 9,23 P O d
Gg. M. 790,0 b 107,0 ¢ 70,0a 53,0 b 109,6 a 8,89 bc 9,49 b 31,29 ab
G.C. 1720,0 a 196,0 b 146,0 a 77.8 a 118,8 o 10,59 abc 11,43 ab 27,97 b
G.E. 1770,0 a 214,0 ab 117,0 a 80,0 a 122,1 a 12,59 ab 12,86 ab 16,84 ¢
In.Mul. 2430,0 a 271,0 a 166,0 a 85,6 a 125,7 a 13,67 a 13,71 a 40,47 a

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey 5%.

FIGURA 24. Fotografia ilustrativa do efeito da micorriza na gérbera de vaso Clone 800X. A -

testemunha, B - Gigaspora margarita, C - Glomus clarum, D - Glomus etunicatum,

E - in6culo multiplo. ESAL, Lavras - MG, 1994.
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TABELA 12. Teores médios dos minerais obtidos na analise quimica foliar da gérbera de vaso
Clone 800X, ap6s 60 dias da inoculagéo em fungdo dos fungos MVA (testemunha,
Gigaspora margarita, Glomus clarum, Glomus etunicatum, € in6culo multiplo).

ESAL, Lavras - MG, 1994.

Minerais

P K s Ca Mg Mn Zn Cu Fe

Teste 0,09 3,11 0,25 1,58 0,24 228,21 76,9 13,0 591,9
Gig.M. 0,10 2,68 0,22 1,69 0,31 226,85 81,7 10,6 545,8

G.C. 0,15 1,84 0,23 1,68 0,31 226,70 79,4 22,7 534,2
G.E. 0,16 1,84 0,22 1,58 0,32 228,04 78,0 17,7 522,2
I.M. 0,18 1,80 0,32 1,73 0,37 227,86 82,1 23,9 477,0

Huiming et al. (1993) ao inocularem gérbera com Glomus intraradixi, Glomus
vesiculiferum constataram que o peso da matéria seca foi significativamente maior do que o pesc
obtido pela testemunha.

Huiming et al. (1993) ainda observaram altas concentra¢des de fosforo nas folhas
de gérbera inoculadas. Declerck et al. (1993) ao testaram banana micropropagada inoculadas com
Glomus mosseae e Glomus geosporum, também, encontraram matéria seca da parte aéres
significativamente maior nas plantas inoculadas do que na testemunha, além de maior peso de
matéria fresca da raiz. Para gérbera de vaso Clone II e 800X os inoculados apresentaram maior
matéria fresca de raiz do que a testemunha. Assim como Huiming et al. (1993), Declerck (1993)
também constatou aumento de P no tecido das folhas. Segundo Hayman (1983) raizes
micorrizadas possuem um sistema de absorgdo mais eficiente que raizes ndio micorrizadas,
caracterizado por alta Vmax e baixo Km, principalmente em plantas crescendo com baixa

concentragdo de fosforo disponivel. Dados similares foram obtidos neste experimento.
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Além de P outros minerais também apresentaram concentragdes superiores quando
inoculados com algum fungo MVA. O Nitrogénio para o Clone II apresentou maiores
concentragdes nas plantas inoculadas, concordando com Hamel, Furlan e Smith (1991) que cita
que a micorriza ajuda na transferéncia do Nitrogénio para planta em leguminosas. Kessel,
Singleton e Hoben (1985) também cita transferéncia do nitrogénio da soja para o milho através de
micorrizas vesiculo arbuscular.

Jayachandran, Schwab e Hoben (1992) estudando o Glomus etunicatum
constataram que plantas micorrizadas sdo maiores e possuem concentragoes do P total maiores do
que plantas ndo micorrizadas.

No presente estudo também, foi constatado que para os Clone II e 800X a
testemunha apresentou 0 menor comprimento. A Gigaspora margarita apresentou menor matéria
seca aos 30 dias para o Clone II e para o Clone 800X apresentou junto com a testemunha 0s
‘menores resultados em peso da matéria fresca e seca da parte aérea, matéria fresca da raiz.
comprimento da parte aérea e numero de raizes, indicando uma certa especificidade de
hospedeiro.

Essa especificidade Corsato et al. (1993) também observaram entre cultivares de
morangueiro e verificaram que, plantas micorrrizadas apresentaram, também, maior numero de
folhas, maior comprimento e maior produgdo de massa de matéria seca da parte aérea.

Apesar da Gigaspora margarita apresentar na maioria das avaliagdes os menore:
valores junto com a testemunha ela apresentou a maior percentagem de colonizagéo para o Clon
II, o que indica uma baixa eficiéncia deste fungo em gérbera. Ja para o Clone 800X o inéculc

miultiplo teve a maior percentagem de colonizagdo seguido da Gigaspora margarita. Isto mostr
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que o indculo miltiplo reuniu as caracteristicas positivas dos fungos, a alta colonizagdo da G.
margarita e eficiéncia dos demais.

Segundo Silveira (1992) a micorriza, na maioria dos casos, estimula o crescimento
vegetal, como uma consequéncia de seu efeito sobre a nutrigdo mineral da planta. A simbiose ndo
aumenta a biomassa vegetal, como também a proporgo parte aérea e raiz. O estimulo da captagao
de nutrientes e posterior translocagdo & parte aérea causa menor transferéncia de fotossintatos a
raiz e maior retengdo deles na parte aérea, sendo utilizado na produgéio de matéria verde. Dess
maneira, Silveira (1992) citam como consequéncia a relagdo peso da matéria seca da parte
aérea/peso da matéria seca da raiz ser mais elevada em plantas micorrizadas, isto se observou nc

Clone 800X (Tabela 13).

TABELA 13. Relagio Peso de Matéria seca da parte aérea/peso de matéria seca de raizes dc
gérbera de vaso Clone 800X submetidos aos tratamentos com fungos MV/
(Gigaspora margarita, Glomus clarum, Glomus etunicatum, € indculo multiplo)

ESAL, Lavras - MG, 1994.

Clone 800X PMSPA/PMSR
Teste 0,73
Gig. M 1,52
G.C. 2,07
G.E. 1,82
I.M. 1,63

6.4 CONCLUSOES

Para o Clone II na maioria das avaliagdes os tratamentos inoculados com fungo

MVA foram superiores & testemunha sendo que aos 30 dias, o Glomus clarum foi superior para ¢
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incremento de biomassa e numero de folhas. Dentre os inoculos testados, a Gigaspora margaritc
apresentou na maioria das avaliagdes resultados inferiores aos demais.

Na maior parte das avaliagdes realizadas para o Clone 800X Gigaspora margaritc
apresentou também resultados inferiores. Dos indculos, a mistura dos trés (Gigaspora margarita
Glomus clarum e Glomus etunicatum) apresentou os melhores resultados para matéria seca d:
parte aérea, namero de folhas, peso de matérias fresca de raizes e nimero de raizes.

Para ambos os clones, os inoculados apresentaram maior absor¢do de nutriente:

principalmente N, P, Ca, Mg e Cu em relagdo a testemunha.
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TABELA 1A. Resumo do quadro de anélise de varidncia para peso das matérias fresca e seca dz
parte aérea log(x+10), peso das matérias fresca e seca de raiz (x+5), numero de

brotos e folhas (x+5), comprimento da parte aérea log(x+10) e nimero de raize:

(x+5) do Clone II.
Quadrados Médios

Fontes de G.L. Matéria fresca Matéria seca ¥ de ¥ de Cemprimente W da
Variagio Raiz P.aérea Raix P.Area Brotos Folhas da P. aérea Raizes
BAP (A) 1 0,002336%* 0,00973%* 0,0000160%* 0,000789%% 22, 2624%% 25, 4249** 0,1672%* 0,5744%»
Hitrato de

Amdnio (B) §  0,000131  0,00079*  0,0000009  0,000054%* 0,3260*  0,6186 0,0024*  0,0103
AXBE 5 0,0001325 0,00044 0,0000008 0,0000095%% 0, 3567* 0,4989 0,0006 0,0102
Rasidno 48 0,0000823 0,00023 0,0000009 0,0000117 0,1077 0,2765 0,00078 0,0050
C.V. % - 0,405 0,654 0,148 0,135 10,713 13,245 1,12 3,044

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F

TABELA 2A. Resumo do quadro de analise de varidncia para peso da matéria fresca e seca dz
parte aérea comprimento da parte aérea, e numero de folhas do Clone I, dados

nao transformados.

Quadrados Médios

Fontes de
Peso Peso

variagdo G.L. Mat. fresca Mat. seca Comprimento n° de

P. aérea P. aérea p. aérea folhas
BAP (A) 1 29,0605** 0,1180%** 11,210%** 7040,4365**
Nitrato de
Amdnio (B) 6 0,230075%* 0,0050 4,622%* 196,5837**
AXB 6 0,3284** 0,0027 4,587%* 271,1985*%*
Residuo B4 0,1049 0,0058 1,322 23,666
C.V. % = 37,896 163,698 44,25 44,70

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 3A. Resumo do quadro de anslise de variéncia para peso da matéria fresca e seca da

parte aérea, comprimento da parte aérea e nimero de folhas do Clone 800X, dados
n#o transformados.

Quadrados Médios

Fontes de
Peso Peso

variagdo G. Mat. fresca Mat. seca ¥ folhas comprimento

parte aérea parte aérea parte aérea
BAP (A) 1 6,1989%* 0,0072169%*  18452,680%* 8,1656%*
Nitrato de
Aménio (B) 6 0,0985 0,0002917** 303,5787** 0,8828**
AXB 6 0,0791 0,0001301 251 ,5841** 0,2931**
Residuo 70 0,0555 0,000069 60,7293 0,05729
C.V. & - 53,131 35,64 35,826 13,501

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F

TABELA 4A. Resumo do quadro de analise de varidncia do peso esco € seco da parte.aérea,

nfimero de brotos e de folhas e comprimento da parte aérea para o Clone II, dados

nao transformados.

Quadrados Médios

Fontes de Peso Peso » N2 Comp.
Variagdo G.L. fresco P.A. Seco P.A. Brotos Folhas P.A.
TDZ 5 0,05107** 0,0103687** 5,3096%* 51,366** 3,7839*%*
Residuo 18 0,00489 0,0009663 0,1469 4,6988 0,1274
cV (%) = 14,96 = 16,54 34,041 23,508

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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TABELA 5A. Resumo do quadro de analise de varidncia do peso das matérias fresca e seca ds
parte aérea, nimero de brotos e de folhas e comprimento da parte aérea para ¢
Clone 800X, dados néo transformados.

Quadrados Médios

Fontes de Peso Peso N2 N Comp.
Variagao G.L. fresco P.A. Seco P.A. Brotos Folhas P.A.
Nitrato de

Aménio/no TDZ 5 0,7794** 0,0005020** 3,1447* 286,519%* 0,4549**
Residuo 24 0,1230 0,0000713 1,0426 44,658 0,05966
CV (%) = 23,856 17,687 18,169 16,16 10,038

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F

TABELA 6A. Resumo do quadro de analise de varidncia do peso da matériaS fresca e seca, ¢

comprimento da Parte Aérea (x+5) do Clone II.

Quadrados médios

Fontes de

Peso Peso
Variagao G.L. Mat. fresca Mat. seca Comprimento
P.A, P.A. P.A,.
Filtro
amarelo 1 0,015085 0,0000370 0,2340%**
Residuo 20 0,18389 0,0007532 0,03394
cv 14,36 17203 6,68

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 7A. Resumo do quadro de anélise de varidncia do peso da matéria fresca e comprimentc

da parte aérea (x+5) do Clone III.

Quadrados médios

Fontes de

Variagdo G.L. Mat. frf::z: da P.A.  Comprimento da P.A.
Filtro

Amarelo 1 0,0022 0,00932
Residuo 22 0,1874 0,0459

cv = 13,514 7,99

TABELA 8A. Resumo do quadro de anélise de variancia do peso da matéria fresca da parte aére:

(x+5) do Clone 800X.
Quadrados médios
Fontes de
variagao G.L. Peso fresco Peso seco
Filtro
Amarelo 1 0,01508 0,0000156
Residuo 20 0,1838 0,0000350

cv - 14,364 L
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TABELA 9A. Resumo do quadro de analise de varidncia de mimero de plantas enraizadas

vitrificadas, nimero de raizes/planta, comprimento de raiz (x+5).

Quadrados médios

Fontes de

variagdo G.L. Plantas Numero de Raizes/ Comprimento
enraizadas vitrificadas planta de raiz

ANA e IBA 6 0,03398 0,0250 0,24339 0,3218*

Residuo 56 0,01707 00,0148 0,11937 0,1306

cv 13,973 - 13,973 11,304 29,109 27,113

TABELA 10A. Resumo do quadro de analise de varidncia do nimero de folhas, raizes, raize:

fasciculadas, comprimento da parte aérea e raiz (x+5).

Quadrados médios

Fontes de G.L. Folhas N° de - Raizes Comprimento
variagdo raizes fasciculada P.A. Raiz
ATA 8 1,3038%** 5,4787%%* 1,86600** 0,5773*%% 1 ,2259%%
Residuo 72 0,45045 0,7016 0,4244 0,07383 0,1055
cv - 25,30 36,756 52,652 11,15 22,33

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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TABELA 11A. Resumo do quadro de anélise de varidncia do peso da matéria fresca e seca d

parte aérea e raiz, comprimento da parte aérea e raiz, n® de folhas e raizes (x+3)

do Clone 800X.
Quadrados médios
Fontea da G.L. Matéria fresca Matéria seca Comprimento Wamaro
BP.A. Raiz P.A. Raliz B.A. Raiz Folhas Raizes
Micorrizas 4 0,7509%* 0,1352%# 0,0657%+ 0,0193 0,5874%* 0,2097*+ 0,9663%+ 0,5252¢+%
Residoo 25 0,0320 0,03037 0,00194 0,0192 0,05993 0,0885 0,1188 0,1207
cv - 15,477 19,160 10,94 38,74 9,33 8,81 10,64 10,348

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

TABELA 12A. Resumo do quadro de aaslise de varidncia de peso de matérias fresca e seca d:

parte aérea, peso de matéria fresca da raiz, mimero de folhas, raizes

comprimento da raiz, area foliar especifica e porcentagem de coloniza¢do dc

Clone II aos 30 dias.
Quadrados Médios
Fontaea
da G.L. Paso Fresco Paso Seco =3 Comp . Area %

variagio

P.adrea raiz P.aérea Folha rafz raiz foliar colonizagio
Micorrizas 3 0,1977% 0,04739 0,00194 46,098 4,432 2,20833 0,5064 3174,6822%*
Rasidno 12 0,041 0,0131  0,00037 14,223 1,838  1,2822 0,4042 90,4010
cv - 24,40 21,28 21,38 23,25 17,28 18,45 14,04 18,957

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 13A. Resumo do quadro de anilise de variéncia de peso da matéria fresca e seca das
folhas e do peciolo, peso de matéria fresca da raiz, nimero de folhas, raizes,

comprimento da raiz e porcentagem de colonizagéo do Clone II aos 60 dias.

Quadrados Médiocs

de a.5L. Peso Yresco Pazo Seco e Ceop . Area
variagio |
P.aérea raliz P.akrea Folbha raiz raiz foliar
Micorrizas 3 1,5699%* 2,0846%% 0,02615%* 48,2473 15,0572+ 19,7049%% 1077,8982%+
Raesiduoo 12 0,1148 0,1588 0,00329 19,9764 4,1093 2,1412 42,4087
cv - 19,461 22,088 32,09 23,347 18,91 14,74 15,711

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

TABELA 14A. Resumo do quadro de analise de varidncia de peso de matéria fresca e seca d:

parte aérea e raiz e numero de folhas do Clone II aos 90 dias.

Quadrados Médios

Fontes de

Peso Peso .
Variagdao G.L. Mat. Fresca Mat. Seco N2 de
folhas
P.A. raiz P.A. raiz
Micorrizas 3 6,6228% 0,98720 0,01474 0,01774 92,166

Residuo 12 1,7824 0,5249 0,01496 0,01326 29,083

cv = 8,863 14,541 7,276 24,7 11,062

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.





