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Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Criséstomo Lima do Nascimento - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr® Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Daniel Richard Sant’Ana - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® Dilma Antunes Silva - Universidade Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Elson Ferreira Costa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Jadson Correia de Oliveira - Universidade Catdlica do Salvador

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Pontificia Universidade Catélica de Campinas
Prof® Dr® Maria Luzia da Silva Santana - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Pablo Ricardo de Lima Falcdo - Universidade de Pernambuco

Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Saulo Cerqueira de Aguiar Soares - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Urandi Jodo Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof® Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr® Vanessa Ribeiro Simon Cavalcanti - Universidade Catélica do Salvador

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Arinaldo Pereira da Silva - Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Cat6lica de Goias

Prof® Dr® Carla Cristina Bauermann Brasil - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazbnia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof® Dr® Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof. Dr. Jael Soares Batista - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Jayme Augusto Peres - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof. Dr. Jalio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof® Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof® Dr® Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof? Dr® Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas
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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof? Dr® Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Almeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof® Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

A “Engenharia Agrondmica: Ambientes Agricolas e seus Campos de Atuacao” é
uma obra que apresenta dentro de seu contexto amplas visdes que reflete em ambientes
agricolas e seus campos de atuacéo trazendo inovagdes tecnoldgicas e sustentaveis que
proporciona em melhorias sociais, ambientais e econdmicas para toda comunidade agraria.

A colecdo é baseada na discussao cientifica através de diversos trabalhos que
constitui seus capitulos. Os volumes abordam de modo agrupado e multidisciplinar
pesquisas, trabalhos, revisbes e relatos de que trilham nos varios caminhos da Engenharia
Agronémica.

O objetivo principal foi apresentar de modo agrupado e conciso a diversidade e
amplitude de estudos desenvolvidos em inumeras instituicbes de ensino e pesquisa do
pais. Inicialmente sdo apresentados trabalhos relacionados a sustentabilidade, envolvendo
questdes agroecoldgicas, producdo organica e natural, e suas relagbes sociais. Em
seguida sdo contemplados estudos acerca de inovagfes tecnolégicas do meio rural, que
abrange qualidade de sementes, nutricdo mineral, mecanizacdo, genética, dentre outros.
Na sequéncia sdo expostos trabalhos voltados a irrigagdo e manejo do solo, envolvendo
processos hidricos, sistemas agroflorestais e adubacao.

A obra apresenta-se como atual, com pesquisas modernas e de grande relevancia
para o pais. Apresenta distintos temas interessantes, discutidos aqui com a proposta de
basear o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos que de algum modo se
dedicam pela Engenharia Agronémica. Abrange todas regides do pais, valorizando seus
diferentes climas e habitos.

Inicialmente s&o apresentados trabalhos relacionados a sustentabilidade,
envolvendo questdes agroecolégicas, producéo organica e natural, e suas relagdes sociais.
Em seguida sdo contemplados estudos acerca de inovagdes tecnolégicas do meio rural, que
abrange qualidade de sementes, nutricdo mineral, mecanizagédo, genética, dentre outros.
Na sequéncia sdo expostos trabalhos voltados a irrigacdo e manejo do solo, envolvendo
processos hidricos, sistemas agroflorestais e adubacéo.

Assim a obra Engenharia Agronémica: Ambientes Agricolas e seus Campos de
Atuacdo expde um conceito bem fundamentado nos resultados praticos atingidos pelos
diversos educadores e académicos que desenvolveram arduamente seus trabalhos aqui
apresentados de modo claro e didatico. Sabe-se da importancia da divulgacéao cientifica,
portanto ressalta-se também a organizagdo da Atena Editora habilitada a oferecer uma
plataforma segura e transparente para os pesquisadores exibirem e disseminarem seus
resultados.

Tamara Rocha dos Santos
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RESUMO: A gérbera (Gerbera jamesonii),
pertencente a familia Asteraceae, é considerada
uma das flores de corte mais populares do
mundo, devido a diversidade de cores e formas
das flores. O método de propagacéo vegetativa
in vivo é feito pelo uso de estacas de rizoma, no
entanto, a multiplicagcéo por meio deste método
€ muito lenta para ser comercialmente viavel.
A propagacao vegetativa in vitro € comumente
usada para obtencdo de novas mudas de
forma mais rapida e em larga escala. O objetivo
deste trabalho foi estabelecer um protocolo
de micropropagacéo de gendtipos de gérbera.
Para a fase de estabelecimento in vitro foi
utilizado o meio MS e apoés 30 dias foi avaliada
a resposta morfogénica dos explantes. Na fase
de multiplicagéo foi montado o experimento em
DIC em fatorial 7x3x3, sendo os tratamentos
constituidos por sete genoétipos de gérbera, trés
concentracbes de BAP - 6-benzilaminopurina
(2,22; 4,44 e 8,88 umol L") e trés concentracoes
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de ANA - &cido 1-naftalenoacético (0,0; 2,68
e 5,37 ymol L") com quatro repeticbes. ApOs
oito subcultivos (30 dias para cada), foi feita a
avaliacdao do numero de brotagbes por explante.
Sete genotipos de gérbera pertencentes ao banco
de germoplasma da UFRRJ foram estabelecidos
in vitro utilizando folhas com peciolo como
explante inicial. Na fase de multiplicacdo, a
combinacao 8,88 umol L' de BAP + 5,36 umol
L' de ANA foi a mais eficiente para produgéo de
brotagbes para todos os genétipos.
PALAVRAS-CHAVE: Gerbera jamesonii Bolus
Ex. Hook, cultura de tecidos vegetais, propagacéo
vegetativa in vitro.

GERBERA GENOTYPES
MICROPROPAGATION FROM LEAF
PETIOLE

ABSTRACT: Gerbera (Gerbera jamesonii),
belonging to the Asteraceae family, is considered
one of the most popular cut flowers in the world,
due to the diversity of colors and shapes of
flowers. The vegetative method propagation
in vivo is done by the use of rhizome cuttings,
however, multiplication by this method is too slow
to be commercially viable. Vegetative in vitro
propagation is commonly used to obtain new
seedlings more quickly and on a large scale. The
objective of this work was to establish a gerbera
genotypes micropropagation protocol. For the in
vitro establishment, the MS medium was used
and after 30 days the morphogenic response
explants was evaluated. In the multiplication, the
experiment was set up in DIC factorial 7x3x3,
with the treatments consisting of seven gerbera
genotypes, three BAP - 6-benzylaminopurine
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concentrations (2,22; 4,44 and 8,88 umol L") and three ANA - 1-naphthaleneacetic acid
concentrations (0,0; 2,68 and 5,37 umol L") with four repetitions. After eight subcultures (30
days for each), the number of shoots per explant was evaluated. Seven genotypes belonging
to the germplasm bank of UFRRJ were established in vitro using leaves with petiole as the
initial explant. In the multiplication, the combination 8,88 umol L' BAP + 5,36 umol L'* ANA
was the most efficient for shoots production for all genotypes.

KEYWORDS: Gerbera jamesonii Bolus Ex. Hook, plant tissue culture, in vitro vegetative
propagation.

11 INTRODUGCAO

A gérbera € uma planta herbacea, pertencente a familia Asteraceae e originaria da
Africa do Sul. As folhas tém formato em roseta e das gemas axilares na base do peciolo de
algumas delas evoluem os brotos florais que desenvolvem pedinculos com inflorescéncia
terminal em capitulo. Nos ultimos anos, houve um crescente interesse pelos tipos de
corte, pois suas flores mostram boa durabilidade e uma variagéo de cores que satisfaz os
mercados mais exigentes (INFOAGRO, 2018).

Rosa, alaranjada, branca, amarela e vermelha séo as cores em ordem de preferéncia,
e a crescente tendéncia na diversidade é apresentada em mais de 300 variedades que
sé@o lancadas a cada ano. Em fung¢édo da variedade de cores, evidencia-se como cultura
de elevado valor comercial, tanto para o mercado interno quanto para a exportacdo, com
destaque nos principais centros de comercializacao (REN et al., 2018).

Existem dois métodos para a propagacédo da gérbera: sexual e vegetativo. Por ser
uma espécie de polinizagdo cruzada, a propagacao via semente ndo € muito interessante
comercialmente, pelo fato de haver segregagéo na progénie o que torna a producéo desta
pouco interessante dada a variagdo produzida. Por isso, 0 emprego da micropropagacao
tem sido crescente para essa espécie, tornando-se uma alternativa bastante viavel para
sua propagacao assexual. O método mais indicado para o estabelecimento inicial da
cultura é o que emprega apice meristematico. Entretanto, ele demanda um grande nimero
de plantas adultas, que séo destruidas para o fornecimento de explantes iniciais (KUMARI
et al., 2018; PAWLOWSKA et al., 2018). Dessa forma, a utilizagdo de explantes como folhas
com peciolo, representa uma alternativa de propagacéo vegetativa in vitro de gérbera.

A micropropagacédo exige um meio individual e otimizado e condi¢cbes adequadas
de incubacéo, e tem permitido que a produ¢édo em escala comercial de gérbera seja feita
de forma planejada, o que permite ao produtor atender ao mercado durante praticamente
0 ano inteiro. A cultura de tecidos vegetais auxilia também os programas de melhoramento
genético, 0 manejo, o intercambio e a conservagdo de germoplasma. Logo, a introdugéo
de técnicas biotecnolégicas, como a propagag¢do vegetativa in vitro, com potencial
para multiplicar genoétipos superiores de forma rapida, mostra-se vantajosa e tem sido
dispensada grande atencdo as pesquisas nesta area. Diversos estudos relacionados a
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micropropagacéo dessa espécie vém sendo realizados com a utilizagdo de varios tipos de
fitorreguladores (auxinas, citocininas e acido giberélico) e também o uso de diferentes tipos
de explantes (JUNGHANS; SOUZA, 2013; CARDOSO; SILVA, 2013).

Considerando a grande quantidade de cores e formas das flores de gérbera, além
do fato de serem plantas de elevado valor comercial, agbes que envolvam a multiplicagéo
dessa espécie via propagacao vegetativa e o conhecimento dos niveis de variabilidade
genética sdo imprescindiveis para delinear estratégias que visem a conservagdo em
colecdes de germoplasma e 0 manejo sustentado, estabelecendo, com isso, as bases para
se iniciar um melhoramento genético de gérbera na UFRRJ.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de
micropropagacéao de gendtipos de gérbera usando folhas com peciolo como explante inicial.

21 MATERIAL E METODOS

As diferentes etapas dos experimentos foram realizadas no Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais (LCTV), no Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ.

O material vegetal utilizado como explante foi obtido de sete plantas matrizes de
gendtipos de gérbera (‘Pacific’, ‘Igloo’, ‘Igor’, ‘Mephisto’, ‘Kozak’, gérbera amarela - “GA”,
gérbera rosa - “GR”, gérbera laranja - “GL”) mantidas em casa de vegetacao no Setor de
Horticultura da UFRRJ.

Foram selecionadas, de plantas adultas, folhas jovens com peciolo com tamanho
de aproximadamente 5 a 9 cm e com aparéncia saudavel, sem manchas e sem sinais de
pragas e doencas (Figura 1). De todos os genotipos utilizados foram extraidas folhas de 15
plantas diferentes (repeticbes), e quatro folhas/planta, sendo 60 explantes por gendétipo e
total de 840 explantes.

Apo6s serem retiradas, as folhas foram colocadas em frasco com agua e levadas ao
laboratério, em seguida, lavadas em agua corrente, imersas em solugcao com detergente
neutro por 10 minutos sob agitacdo, enxaguadas em agua corrente. Posteriormente, foram
transferidas para camara de fluxo laminar e submetidas a desinfestacdo com alcool 70% por
1 minuto, seguido por hipoclorito de sédio comercial (Qboa®) a 0,75% e 3 gotas de Tween®
20 por 15 minutos, enxaguadas uma vez em agua destilada autoclavada, submergidas
em solugdo de Virkon® a 0,50% por 10 minutos e quatro enxagues em agua destilada
autoclavada nos tempos de 5, 5, 10 e 10 minutos.
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Figura 1. Explante folha peciolada utilizado no estabelecimento in vitro de sete genétipos de
gérbera.

Os explantes foram inoculados em frasco de vidro (120 x 25 mm) contendo 15
mL meio de cultura constituido pela formulacéo salina de MS e as vitaminas de White
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) (Phytotecnology Laboratories®), 30 g L' de sacarose P.A
(Isofar®), na consisténcia sélida com 7,5 g L' de Agar (Vetec®), e o pH ajustado para 5,8
antes da adigdo do agar e autoclavagem por 15 minutos a 1,0 atm. e 121 °C.

Os frascos foram transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de 16:8
(luz:escuro), irradiancia de 35 umol m2 s fornecida por lampadas (OSRAM®, luz do dia). A
temperatura e umidade foi averiguada por um termoigrometro (Instrutherm®). A temperatura
média foi de 25,60 °C e a umidade relativa média foi 61,83%. Apds 30 dias foi feita a
avaliacdo da resposta morfogénica e a porcentagem de contaminacao.

Apbs a fase de estabelecimento in vitro, iniciou-se a fase de multiplicagdo. Nesta
fase, foi montado o experimento em delineamento inteiramente casualizado em fatorial
7x3x3, sendo os tratamentos constituidos por sete genétipos de gérbera (‘Pacific’, ‘Igloo’,
‘lgor’, ‘Mephisto’, GA, GR, GL), trés concentracbes de BAP - 6-benzilaminopurina (2,22;
4,44 e 8,88 umol L) e trés concentragbes de ANA - &cido 1-naftalenoacético (0,0; 2,68 e
5,37 pmol L") com quatro repeticbes. Cada parcela foi constituida por um frasco de vidro
(90 x 70 mm) com 30 mL de meio de cultura e contendo um explante.

O meio de cultura utilizado foi constituido pela formulacgéo salina de MS e as vitaminas
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de White (MURASHIGE e SKOOG, 1962) (Phytotecnology Laboratories®), 30 g L' de
sacarose P.A (Isofar®), suplementado com as diferentes combinagdes dos fitorreguladores
propostos, na consisténcia sélida com 7,5 g L' de Agar (Vetec®), e o pH ajustado para 5,8
antes da adi¢édo do agar e autoclavagem por 15 minutos a 1,0 atm. e 121 °C.

Os subcultivos foram realizados a cada 30 dias e em cada subcultivo as “massas”
de brotacdes foram separadas com auxilio de bisturi e transferidas, de acordo com a
quantidade produzida, para outros frascos de vidro (65 x 125 mm) com 40 mL de meio de
cultura conforme o tratamento. A cada subcultivo foi trocado o frasco de vidro com um meio
de cultura novo, mantendo a mesma composi¢ado e os tratamentos propostos.

Objetivando favorecer o desenvolvimento de brotagbes, em cada subcultivo foi
realizada a quebra da dominancia apical das brotagdes. Este procedimento foi feito por
meio da insercao da lamina do bisturi no centro da brota¢do para a destruir o meristema
apical. Para os calos, em cada subcultivo, estes foram transferidos de um frasco para outro.
Durante a fase de multiplicagcdo os frascos foram mantidos em sala de crescimento nas
mesmas condi¢des anteriores. Apds oito subcultivos foram avaliados o nimero de brotagdes
formadas (taxa de multiplicacéo) de cada gendtipo e a porcentagem de contaminagéo.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia, averiguando-se a
normalidade pelo teste de Lilliefors e a homogeneidade pelo teste Shapiro-Wilk. Nao
havendo restricoes e quando verificada a significancia nas interagcdes ou nos fatores, foi
aplicado o teste de média de Tukey, adotando-se 5% de probabilidade. Foi utilizado o
software Sisvar® para as analises estatisticas e o programa Excel 2013 para elaboracédo
dos graficos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s 30 dias de estabelecimento in vitro, os gendtipos de gérbera apresentaram alta
taxa de sobrevivéncia (acima de 85%).

Embora alguns genétipos tenham apresentado contaminagbes, o protocolo de
desinfestacao utilizado neste trabalho foi o mais eficiente quando comparado a experimentos
executados anteriormente, em que variou-se o tipo de explante (capitulo floral jovem,
capitulo floral aberto, meristema apical de brotagéo) e desinfetante (di6xido de cloro, agua
oxigenada e hipoclorito de célcio) (dados nao mostrados).

Os explantes que apresentaram resposta morfogénica em todos os genétipos foram
transferidos para meio de multiplicagao (figura 2).
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Figura 2. Explante folha peciolada com resposta morfogénica apés 30 dias de estabelecimento
in vitro de sete genoétipos de gérbera.

Os subcultivos foram realizados num periodo padrdao a cada 30 dias, segundo
Murashige et al. (1974). Tais autores confirmaram que um periodo de cultivo in vitro de
plantas de gérbera superior a nove semanas pode resultar na deterioracdo dos tecidos
vegetais.

Atabela 1 mostra a ANOVA para o nimero de brotagbes obtidas ap0s oito subcultivos

dos gendtipos de gérbera nas diferentes combinacdes de BAP e ANA.

Fontes de Variagcao GL SQ QM
Genétipo (GEN) 6 234994,325397 39165,720899*
BAP 2 843277,071429 421638,535714*
ANA 2 218829,309524 109414,654762*
GEN x BAP 12 94740,650794 7895,054233"
GEN x ANA 12 146425,579365 12202,131614*
BAP x ANA 4 767570,976190 191892,744048*
GEN x BAP x ANA 24 472264,301587 19677,679233"
Erro 189 15040,750000 79,580688
Total 251 2793142,964286
CV (%) 9,77
Média Geral 91,32

*Significativo pelo teste F (P<0,05); SQ — Soma de quadrados; QM — Quadrado médio.

Tabela 1. Andlise de variancia para a numero de brotacdes obtidas ap6s oito subcultivos (fase
de multiplicacéo) de sete genétipos de gérbera.

De acordo com a analise de variancia (Tabela 1) apés oito subcultivos (fase de
multiplicagéo in vitro) foi possivel observar diferenca significativas entre os genoétipos de
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gérbera e as diferentes concentracdes dos fitorreguladores BAP e ANA. Ao se analisar o
fator gendtipo (GEN), BAP e ANA, constatou-se diferenca significativa.

O genotipo ‘Mephisto’ produziu a maior quantidade média de brotacdes durante a
fase de multiplicagéo in vitro, sendo estatisticamente igual a GR e ‘Pacific’. Este resultado
demonstra que 0s genotipos de gérbera tiveram taxa de multiplicagéo diferente com a
mesma concentracao de fitorregulador (Figura 3).

A concentracédo de BAP (8,88 umol L") evidenciou a maior média de quantidade de
brotacdes apos oito subcultivos da fase de multiplicagéo in vitro. Deve-se atentar que nesta
concentracgédo foi produzido mais que o dobro de brotagbes da concentragéo 4,44 pmol L™
de BAP (Figura 3).

Com relagéo ao fator ANA, observou-se que a concentracdo 0,0 umol L exibiu
a maior quantidade média de brotacdes, ou seja, a auséncia de ANA ndo demonstrou
diminuicdo da taxa de multiplicagéo (Figura 3).
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Legenda: PAC-‘Pacific’, IGL-‘Igloo’, IGO-‘Igor’, MEP-‘Mephisto’, GA-gérbera amarela, GR-
gérbera rosa, GL-gérbera laranja. As letras diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Figura 3. Numero de brotagdes obtidas ap6s oito subcultivos da fase de multiplicagéo in vitro de
sete gendtipos de gérbera em diferentes concentragdes de BAP e ANA.

A tabela 2 apresenta o resultado da interagdo Gendtipo x BAP.
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Tratamentos

2,22 ymol L' BAP

4,44 pmol L' BAP

8,88 umol L' BAP

‘Pacific’ 38,75 bC 81,25 bB 183,10 cA
‘Igloo’ 23,34 cC 44,67 cB 128,50 eA
‘Igor’ 47,00 abB 45,75 cB 165,50 dA
‘Mephisto’ 52,75 aC 135,17 aB 227,84 bA
GA 21,34 cC 33,00 dB 109,84 fA
GR 48,67 abC 80,25 bB 258,50 aA
GL 26,42 cC 39,42 cdB 126,75 eA

Médias seguidas pelas letras mindsculas na coluna e mailscula na linha diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2. Resumo da interagcdo Genétipo x BAP para o numero de brotagdes obtidas apos oito
subcultivos da fase de multiplicagéo in vitro de sete genoétipos de gérbera.

De acordo com a tabela 2, observou-se diferengcas entre os gendtipos dentro de
cada concentragéo de BAP. Na concentracgédo de 2,22 e 4,44 umol L™, o genétipo ‘Mephisto’
apresentou 0 maior numero de brotagbes. Ja na concentragdo de 8,88 umol L foi o
genotipo GR que produziu a maior quantidade de brotagoes.

Verificou-se que em todos os gendtipos a concentracéo de 8,88 umol L' de BAP foi
a que proporcionou a maior quantidade de brotagdes apods os oito subcultivos da fase de
multiplicacéo in vitro. A concentragéo de 2,22 umol L' de BAP foi a que menos contribuiu
para a producgédo de brotagdo dos genotipos.

A tabela 3 apresenta o resultado da interagcdo Gendtipo x ANA.

Tratamentos 0,0 pumol L' ANA 2,68 ymol L' ANA 5,36 ymol L' ANA

‘Pacific’ 119,25 cA 70,84 abB 113,00 cA
‘Igloo’ 91,50 dA 33,42dC 71,58 eB
‘Igor’ 112,67 cA 71,92 aB 73,67 eB

‘Mephisto’ 168,25 bB 61,00 bC 186,50 aA
GA 75,58 eA 46,50 cB 42,10 fB

GR 215,67 aA 41,92 cdC 129,84 bB

GL 72,08 eB 35,75 cdC 84,75 dA

Médias seguidas pelas letras minusculas na coluna e maiuscula na linha diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3. Resumo da interacdo Genétipo x ANA para o nimero de brotagdes obtidas apés
oito subcultivos da fase de multiplicagéo in vitro de sete genétipos de gérbera, Seropédica/RJ,
2018.

De acordo com a tabela 3, observou-se diferencas entre os genétipos dentro de cada

Engenharia Agronémica: Ambientes Agricolas e seus Campos de Atuacao 2 Capitulo 27



concentracdo de ANA. Com auséncia de ANA o genétipo GR apresentou 0 maior nimero
de brotagdes. Na concentragdo de 2,68 pmol L, o gen6tipo ‘Igor’ exibiu a maior quantidade
de brotagdes e, na concentracdo de 5,36 umol L', o gen6tipo ‘Mephisto’ produziu a maior
quantidade de brotacgdes.

Dentro de cada gendtipo observou-se resposta diferente aos niveis de ANA. Em
‘Pacific’, ‘Igloo’, ‘Igor’, GA e GR a auséncia de ANA proporcionou a maior producdo de
brotacdes apo6s oito subcultivos. Ja em ‘Mephisto’ e GL a concentracdo de 5,36 umol L
produziu a maior quantidade de brotagdes.

Shabbir et al. (2012) utilizaram folha como explante na micropropagacao da gérbera
‘Sunglow’, e também notaram a reduc¢é@o do numero de brotagbes nos tratamentos em que
foram adicionados ANA. Os autores mostraram ainda que o BAP aumentou o nimero de
brotacdes, e estimulou a divisdo celular, pois ele pode ser necessario para regular a sintese
das proteinas envolvidas na formagéao do fuso meibtico.

Atabela 4 apresenta o resultado da interagdo BAP x ANA.

Tratamentos 0,0 pmol L' ANA 2,68 pymol L' ANA 5,36 ymol L' ANA
2,22 ymol L' BAP 79,96 cA 30,71 bB 0,00 cC
4,44 pmol L' BAP 149,42 aA 34,14 bB 13,35 bC
8,88 pmol L' BAP 137,03 bB 90,00 aC 287,25 aA

Médias seguidas pelas letras mindsculas na coluna e mailscula na linha diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4. Resumo da interacdo BAP x ANA para o numero de brotagdes obtidas ap6s oito
subcultivos da fase de multiplicagéo in vitro de sete genoétipos de gérbera, Seropédica/RJ,
2018.

De acordo com a tabela 4, observou-se diferengas significativas na producéo de
brotacdes dentro das combinacdes de BAP e ANA. Na auséncia de ANA, a concentragcédo
de 4,44 pmol L' de BAP produziu a maior quantidade de brotagdes. E as concentragbes
de 2,68 e 5,36 umol L' de ANA combinadas com 8,88 pumol L' de BAP produziram a maior
quantidade de brotacgdes.

Analisando cada concentracéo de BAP, verificou-se que nas concentragdes de 2,22
e 4,44 umol L' a maior produgéo de brotagdes foi na auséncia de ANA e, na combinagéo
de 2,22 ymol L' BAP + 5,36 pumol L' ANA foi observado somente formacao de calos. Esta
resposta foi constatada em todos os genoétipos estudados (Figura 6). Na combinagéo de
4,44 ymol L' BAP + 5,36 umol L' ANA também foi observado maior formacéo de calos
do que brotagbes (Figura 6). E a combinacdo 8,88 umol L' BAP + 5,36 umol L' ANA
apresentou a maior quantidade de brotacoes entre todas as combinagdes.

Varios fatores envolvidos na regeneragédo de brotacées devem ser considerados,
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incluindo o estagio de desenvolvimento das folhas, fitorreguladores no meio de cultura
e relagdo genétipo dependente (WINARTO; YUFDY, 2017). Existem varias pesquisas
relatando a micropropagacao de gérbera, com variagao de tipos de explante, porém, poucos
trabalhos relatam o uso da folha junto com peciolo, como foi feito nas condi¢cbes desse
trabalho, sendo o mais usual o uso separado da folha e peciolo, com foco principalmente
para a embriogénese somatica.

Figura 6. Resposta morfogénica de formacéo de calos na combinag@o BAP + ANA nos sete
genotipos de gérbera estudados. (A), (B), (C) e (E) Resposta da combinacéo 4,44 umol L' BAP
+ 5,36 pmol L' ANA. (D) Reposta da combinagéo 2,22 umol L' BAP + 5,36 umol L' ANA.

Aorganogénese é caracterizada pela produ¢éao de uma estrutura unipolar em conexao
vascular com o tecido vascular pré-existente e ocorre com o subsequente desenvolvimento
de um primérdio de gema vegetativa ou raiz (KERBAUY, 2008). Essa expressdo pode
acontecer de forma direta ou indireta. No primeiro caso, a partir do explante primario, da-se
a formacéao de um 6rgéo ou meristeméide. A forma indireta, por sua vez, ocorre a partir da
desdiferenciacéo do explante, resultando na formacéao de calos, que podem ser definidos
como a proliferacao de massas de células nédo diferenciadas, conduzindo a formacgéo de
meristemas morfogenéticos que originam raizes ou brotos (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998).

A resposta morfogénica obtida com o explante de gérbera utilizado foi a indugédo
e proliferagdo de gemas adventicias. Segundo Hasbullah et al. (2008), na regido basal
do peciolo das folhas dessa espécie identifica-se elementos vasculares que contém
células competentes para diferenciagdo ou desdiferenciacdo quando ativadas pelos
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fitorreguladores. Neste caso, de acordo com Guerra et al. (2017), dependendo da
concentragdo do fitorregulador empregado, essas células parenquimaticas préximas
dos feixes vasculares tornam-se meristematicas e grupos celulares (meristemoides) se
desenvolvem de forma direta, que induz a formagéo de brotos. Essa resposta foi notada na
maioria dos tratamentos utilizados nesta pesquisa (Figura 7).

No entanto, conforme Guerra et al. (2017), a desdiferenciagdo das células
parenquimaticas e a organizacdo dos meristemodides também pode ser induzida pelos
fitorreguladores a originar calos, sendo esta a forma indireta constatada em todos
gendtipos, dependendo da combinagéo entre os fitorreguladores BAP e ANA, como descrito
anteriormente.

Rahman et al. (2014) utilizaram em seus estudos capitulo floral jovem, pedinculo
floral e folha como explantes na micropropagagéo da gérbera com flor vermelha. Os
autores declararam que o tratamento com 8,88 umol L' de BAP apontou a maior taxa de
multiplicacdo e que ndo houve diferenca entre os tipos de explantes utilizados. Resultados
dos autores corroboraram com a presente pesquisa na obtencé@o de calos no tratamento
com auxina, porém é importante destacar que neste estudo foi utilizado folha com peciolo
como explante.

Figura 7. Resposta morfogénica de indugéo e proliferacdo de gemas adventicias no explante
folha peciolada dos sete gendtipos de gérbera estudados.
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Akter et al (2012), utilizaram em suas pesquisas varios explantes de gérbera
(capitulo floral jovem, peciolo, pedunculo floral e folha) para micropropagacéo. Esses
autores perceberam que todos explantes também formaram calos nos tratamentos com
BAP + ANA (umol L"): 2,22 + 2,68; 2,22 + 5,36. Dentre os explantes, relataram a maior taxa
de multiplicagdo naqueles oriundos de capitulo floral jovem.

Prasad (2014) estabeleceu um protocolo de micropropagacdo de gérbera via
embriogénese somatica a partir de explantes oriundos de pedunculo floral e folhas. Para
inducéo de calos, testou diferentes combinacgdes de AIB (acido indol-butirico), ANA e 2,4-
D e observou que explantes de folhas exibiram maior porcentagem de formacédo de calos
do que explantes oriundos de pedunculo floral na concentragéo de 6,78 umol L' de 2,4-D.
Para indugéo e formacgéo de brotagdes, testou diferentes concentragées de BAP e cinetina
e confirmou a maior taxa de multiplicagdo na concentragdo de 6,66 umol L' de BAP. Essa
concentragdo com maior taxa de multiplicacdo é proxima da utilizada nas condi¢des dessa
pesquisa.

Resultados semelhantes foram encontrados por Aswath e Choudhary (2002), que
estabeleceram um protocolo de micropropagacdo das gérberas AV101 e AV108 (Shri
Ramco Biotech Ltda, india) via embriogénese somatica a partir de folhas. Na fase de
obtengé@o dos calos, os autores verificaram que ndo houve diferenca entre os genétipos
em questdo e que a maior porcentagem de formacao de calos foi obtida na concentracéo
de 1,77 umol L' de BAP e 21,48 umol L' de ANA. Para indugédo a brotagéo, testaram
diferentes combinagbes de BAP e ANA e descreveram que o0s genotipos manifestaram
diferentes repostas as combinagdes dos fitorreguladores, mas que o tratamento com 4,44
umol L-" de BAP e 10,75 pmol L' de ANA foi o que proporcionou a maior formagéo de brotos
e que nao houve diferenca entre os gen6tipos nessa combinacéo.

Hussein et al. (2008) utilizaram como explante folha com peciolo de plantas ja
estabelecidas in vitro para micropropagacao da gérbera ‘SHTC3’ (SHTC Company, Egito),
e declararam que a concentracédo de 8,88 umol L' de BAP proporcionou a maior taxa de
producao de brotos. Essa concentracdo de BAP também foi a mais eficiente na producéo
de brotag¢des nas condicdes deste trabalho.

De acordo com os dados investigados nesta pesquisa, os fitorreguladores induziram
os explantes a formacéo de calos, mas para a maioria dos tratamentos o estimulo induziu
a formacgéo de brotacgdes.

Hasbullah et al. (2008) utilizaram os explantes folhas, peciolos e raizes de plantas
estabelecidas in vitro para regeneragao de gérberas. Para formacgéo de calos, notaram que
os explantes originados de folhas apresentaram maior taxa em meio MS suplementado
com BAP e 2,4-D. Para inducao de brotagdes, os explantes oriundos de peciolos formaram
mais brotos em meio suplementado com 8,88 umol L " de BAP e 2,68 umol L' de ANA. Essa
concentracéo também produziu brota¢des nas condi¢cdes desse experimento, atentando-se
para o fato de ter sido utilizado folha com peciolo como explante.
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A citocinina sozinha mostrou resposta significativa nas condi¢bes desta pesquisa
e proporcionou a produgé@o de brotacdes. Por outro lado, quando foi adicionado a auxina
constatou-se uma maior producéo de brotagbes, mostrando o efeito positivo da mesma.

George et al. (2008) mostraram que as auxinas (AIB, ANA e 2,4-D) estimulavam
diretamente as fases iniciais do alongamento celular, fazendo com que as células responsivas
transportassem ativamente ions de hidrogénio para fora da célula e diminuissem o pH
em torno das células. Esta acidificacdo da regido da parede celular ativa proteinas de
afrouxamento de parede conhecidas como “expansdes” para permitir o deslizamento de
microfibrilas de celulose na parede celular e quebra de ligagbes em polissacarideos de
parede, permitindo que estas se estiquem mais facilmente e aumentem o crescimento da
brotagcdo mais rapidamente.

As auxinas controlam dois processos principais em colaboragdo com as citocininas,
isto é, o ciclo celular e a divisao celular por um lado e o alongamento celular por outro. A
relagéo auxina/citocinina representa um sinal importante na formacéo do fenétipo celular
e também no surgimento e manutencdo do processo de divisdo celular. A ativagdo do
alongamento celular pela auxina € mediada pelo aumento do efluxo de protons. Divisdes
celulares normais requerem sincronia entre a fase S e a diviséo celular, sugerindo que
0s niveis de auxina e citocinina nas culturas precisam ser cuidadosamente combinados
(George et al., 2008).

Orlikowska et al. (1999) utilizaram folha com peciolo como explante inicial e
avaliaram a multiplicagdo in vitro das cultivares de gérbera ‘Boy’, ‘Mariola’, ‘Rebecca’,
‘Amber’, ‘Ferrari’, ‘Sundance’ e ‘Tamara’ em diferentes combinagdes de fitorreguladores.
Os autores concluiram que existe a relacdo genotipo-dependente entre as cultivares e que
todos gendtipos exibiram maior taxa de multiplicagdo nas combinagdes de 4,44 umol L' de
BAP + 0,34 umol L' de AlA, sendo que ‘Mariola’ foi mais produtivo que os demais. Assim,
mostraram o maior efeito da inducéo de brotagcbes devido a presencga da auxina.

41 CONCLUSAO

Estabeleceu-se a micropropagacéo de sete genétipos de gérbera (‘Pacific’, ‘Igloo’,
‘Igor’, ‘Mephisto’, GA, GR e GL) a partir do explante folha peciolada.

A combinacao 8,88 umol L-1 BAP + 5,36 umol L-1 ANA mostrou-se eficiente para
producao de brotos em todos os sete gendtipos de gérbera estudados.
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