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RESUMO

A aquisicdo de alguns reagentes importantes na producdo de mudas em laboratorio é
restrita, precisando da autorizacdo do Exército para a sua liberacao e aquisicdo. Com o objetivo
de reduzir custos e facilitar 0 acesso aos materiais necessarios para a producdo de mudas
micropropagadas de gérbera, este trabalho propés avaliar a substituicdo no meio nutritivo MS
de nitrato de amonio puro para analise P.A. pelo nitrato de amdnio, presente em fertilizante
agricola, para micropropagacdo da cultivar Tamara e do hibrido experimental DTCS. O
experimento foi realizado nas fases de multiplicacdo e enraizamento in vitro, em delineamento
inteiramente casualizado com sete tratamentos, cinco repeticdes e trés parcelas para a cv.
Tamara e cinco repeticdes com duas parcelas para o hibrido experimental DTCS. Utilizou-se o
meio nutritivo MS, substituindo o nitrato de aménio P.A. pelo fertilizante nitrato de amonio,
nas concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g/L™! e um tratamento controle com 1,6 g/L* de
nitrato de amonio P.A. Apos 40 dias, as plantas foram avaliadas na fase de multiplicacdo, em
relacdo a biomassa fresca, nimero de brotacGes e comprimento da parte aérea. Na fase de
enraizamento as variaveis analisadas foram o niUmero de raizes, 0 comprimento da maior raiz e
da parte aérea e biomassa fresca. Na comparacdo das concentracbes do fertilizante com o
tratamento controle contendo o nitrato de aménio P.A. a producgdo de brotos foi superior em
duas concentracgdes do fertilizante (1,0 e 1,5 g/L) no hibrido DTCS e em duas 1,5 2,0 g/L) na
Tamara. Na fase de multiplicagdo a concentragio de 1,0 e 1,5 g L™ do fertilizante no meio
nutritivo promoveram maior producdo de brotos que o controle com reagente P.A no hibrido
DTCS. Na Tamara o mesmo ocorre com as concentragdes de 1,5 a 2,0 g/L. Na fase de
enraizamento todas as concentracdes do fertilizante, exceto 2,0 g/L, proporcionam resultados
iguais ao controle no hibrido DTCS. Na cultivar Tamara as concentra¢fes de 1,5 e 2,0 do
fertilizante tiveram resultados iguais ao controle. A concentracdo de 1,5 g/L do fertilizante
atende os requerimentos dos dois hibridos nas fases de multiplicacdo e enraizamento. Portanto,
o fertilizante pode substituir satisfatoriamente o reagente P.A. na propagacdo in vitro da
gérbera.

Palavras-chave: Reducéo de custos; cultura de tecidos; Gérbera hibrida.



ABSTRACT

The acquisition of some important reagents in the production of seedlings in the laboratory is
restricted, requiring the authorization of the Army for their release and acquisition. In order to
reduce costs and facilitate access to the materials necessary for the production of
micropropagated gerbera seedlings, this work proposed to evaluate the substitution of pure
ammonium nitrate in the MS nutrient medium for PA analysis by ammonium nitrate, present in
agricultural fertilizer, for micropropagation of the cultivar Tamara and the experimental hybrid
DTCS. The experiment was carried out in the multiplication and rooting phases in vitro, in a
completely randomized design with seven treatments, five replications and three plots for the
cv. Tamara and five replicates with two plots for the experimental hybrid DTCS. The nutrient
medium MS was used, replacing ammonium nitrate P.A. by ammonium nitrate fertilizer, in
concentrations of 0; 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 g / L-1 and a control treatment with 1.6 g / L-1 of
ammonium nitrate PA After 40 days, the plants were evaluated in the multiplication phase, in
relation to fresh biomass, number shoots and shoot length. In the rooting phase, the variables
analyzed were the number of roots, the length of the largest root and the aerial part and fresh
biomass. In the comparison of fertilizer concentrations with the control treatment containing
ammonium nitrate PA, the production of sprouts was higher in two fertilizer concentrations (1.0
and 1.5g/L) inthe DTCS hybrid and intwo 1.5and 2,0 g/ L) on the Date. In the multiplication
phase, the concentration of 1.0 and 1.5 g L-1 of the fertilizer in the nutrient medium promoted
greater production of sprouts than the control with P.A reagent in the DTCS hybrid. In cv
Tamara it is the same with concentrations of 1.5 to 2.0 g / L. In the rooting phase, all fertilizer
concentrations, except 2.0 g / L, provide results equal to the control in the DTCS hybrid. In the
cultivar Tamara the concentrations of 1.5 and 2.0 of the fertilizer had results equal to the control.
The concentration of 1.5 g / L of the fertilizer meets the requirements of the two hybrids in the
multiplication and rooting phases. Therefore, the fertilizer can satisfactorily replace the P.A.
reagent in the in vitro propagation of gerbera.

Keywords: Cost reduction; fabric culture; Hybrid gerbera
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01 INTRODUCAO

A floricultura no Brasil tem grande importancia econdmica e vem crescendo com o
passar dos anos. Em 2014 a cadeia produtiva de flores movimentou R$ 5,64 bilhdes, o que
correspondeu a um crescimento de 8% em relacdo ao ano anterior. Atualmente conta com
aproximadamente 8.250 produtores que cultivam cerca de 3.500 variedades e 350 espécies de
flores e plantas ornamentais. Dentre as flores de corte mais cultivadas, a gérbera é considerada
uma das mais importantes, ficando em quarto lugar no mercado internacional de flores de corte
(JUNQUEIRA, 2014; IBRAFLOR, 2015; SAHU et al., 2016).

A gérbera (Gerbera jamesonii), planta herbacea, pertencente a familia Asteraceae,
tribo Mutisiae, compreende cerca de 100 espécies distribuidas em sete géneros. Originaria da
Africa do Sul, nfo se sabe ao certo quando as gérberas foram introduzidas e propagadas no
Brasil, porém, desde a década de 30 j& existia a producdo e comercializacéo das suas flores.

O cultivo comercial de gérberas é amplamente realizado em vasos, como flor de corte
e no paisagismo. Atualmente, devido a selecéo de novas cultivares pelo melhoramento genético,
as flores apresentam grande variabilidade de cores, uniformidade, qualidade, tamanhos, formas

e adaptacdo em diferentes condicgdes climaticas, permitindo assim, a expansao da sua producéo.

A propagacéo da gérbera pode ser realizada por sementes (reproducéo sexual) ou por
propagacdo vegetativa (estacas de caule e micropropagacdo). Entretanto, o método de
propagacdo mais utilizado em gérberas de corte é a micropropagacgéo in vitro, com explantes
de capitulos florais jovens ou brotacdes apicais. Esta forma de propagagéo é considerada mais

confiavel para a producéao de clones com boa sanidade e lotes uniformes.

A micropropagacéo faz parte de um campo da biotecnologia, a cultura de tecidos, e por
meio desta técnica é possivel obter clones a partir de um tnico explante. No entanto, seu elevado
custo reflete no preco final do produto. Assim a criacdo de novas metodologias de baixo custo
para o cultivo in vitro se torna importante, contribuindo para a facilidade, rapidez, seguranga e
rentabilidade das biofabricas. Inimeros estudos tém sido publicados sobre métodos de reducao
de custo na propagacdo in vitro, dentre eles: os métodos usando biorreatores; retirada do agar
do meio de cultura com utilizagdo de meio liquido; uso de aguas residuais como fonte de

nutrientes para as plantas; substituicdo de reagentes para analise (P.A.), utilizados no meio
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nutritivo, por fertilizantes; uso de luz natural nas salas de crescimento; uso de macronutrientes
e micronutrientes como precursores dos reguladores vegetais; métodos alternativos para a
producdo de reguladores vegetais e métodos de esterilizacdo quimica do meio nutritivo
(CARDOSO et al., 2018).

Contudo, ainda sdo poucos os relatos sobre a substituicdo de reagentes no meio
nutritivo, por fertilizantes. Os nitratos de potassio e amonio P.A., utilizados no meio de cultivo,
apresentam custo elevado e sdo usados também na producédo de explosivos. A comercializagdo
desses reagentes, com 70% ou mais de nitrato, € controlada pelo Exército Brasileiro, por meio
da Diretoria de Fiscalizacdo de Produtos Controlados, que define as condi¢des de transporte

manipulagdo e armazenamento do produto.

O nitrato de amonio (NH*NO?®) é uma das fontes de nitrogénio mais utilizada na
agricultura. Na cultura de tecidos € um componente do meio de cultivo in vitro, na sua forma
pura para analise (P.A.). Nas plantas o nitrogénio, absorvido principalmente na forma de nitrato
(NO3-) e amédnio (NH*"), tem grande importincia em varios processos metabolicos, fazendo
parte da constituicdo de varias biomoléculas essenciais, como aminoacidos, acidos nucléicos,
proteinas e enzimas. No crescimento celular, a assimilacdo do nitrogénio contribui para o
aumento de macromoléculas e componentes celulares, sendo importantes para 0 aumento em
tamanho e numero de células (OLDONI, 2009; DURZAN, 1985, SAKUTA et al ,1987).

O elevado custo do nitrato de aménio, aliado a dificuldade de sua aquisi¢ao tem levado
a realizacdo de trabalhos, visando buscar alternativas viaveis e rentaveis para a substituicdo
dessa fonte de nitrogénio. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a viabilidade da
substituicdo do nitrato de amonio P.A. pelo produto comercial com nitrato de aménio, como
uma das fontes de nitrogénio no meio nutritivo para a micropropagacdo da gérbera nas fases de

multiplicagdo e enraizamento.
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02 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Gérbera: comercializacao e aspectos botanicos

A floricultura brasileira, atualmente, é considerada um setor rentavel que produz mais
de 350 variedades de flores e plantas ornamentais. O segmento de flores movimentou cerca de
R$ 8,5 bilhdes em 2019, cerca de US$161 mil em flores foram exportados para o mercado
internacional. O principal destino do mercado brasileiro de flores atualmente é a Holanda, com
participacdo em 77,64% das exportagdes (DOMANI, 2020).

No Brasil, existem cerca de 16,4 mil estabelecimentos com producdo de flores e
plantas ornamentais, a maioria no Sudeste (46,2%), sendo que, especificamente, 24,2% estdo
no estado de Sdo Paulo e 10,8%, no estado de Minas Gerais. O Nordeste possui 16,5% de
estabelecimentos, ocupando assim a terceira colocagdo nacional depois do Sul, produzindo
flores e folhagens para corte, plantas ornamentais em vasos e mudas, perfazendo 80,9% dos
produtos mais demandados, liderado pela Bahia (968 estabelecimentos), Pernambuco (678),
Ceara (398) e Sergipe (226) (BRAINER, 2019).

A regido Sudeste concentra a maior parcela da producdo brasileira de flores e plantas
ornamentais, agregando, 53,3% do numero global de produtores e 65,9% da area total cultivada
com flores e plantas ornamentais no Pais. A gerbera ¢ a terceira flor mais vendida, perdendo
apenas para as rosas e crisantemos (NERVES et al., 2015; SEBRAE, 2015)

Em 2014, foram produzidas nos EUA, um total de 354 milhdes de flores cortadas, e
31.065 milhdes eram gérberas. Desta forma, as gérberas estdo entre as cinco flores de corte
mais comercializadas no mundo. No Brasil a producdo e o consumo de flores e plantas
ornamentais vém acompanhando a tendéncia do mercado mundial, crescendo a cada ano. A
gérbera fica no lugar de 169° do produto mais comercializado no CEAGESP. Em 2017, foram
comercializadas 142 toneladas de Gérberas, tendo destaque para as cidades de Atibaia SP
(35%), Mogi das Cruzes—SP (22%) e Braganca Paulista- SP (13%)(TERRA, 2013; NASS-
USDS, 2014;).

A gérbera foi descoberta pelo boténico R. Jarmeson no sul da Africa e descrita pela
primeira vez em 1889 por Joseph Dalton Hooker. Seu nome foi colocado em homenagem ao
Alemdo Trangott Gerber, que coletou mudas de gérbera por toda a peninsula da Jutlandia,
Dinamarca (HANSEN, 1985; PEARS et al., 2014). Sua comercializacdo iniciou em 1920 com
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a producdo de flores de corte. O primeiro cultivar selecionado para propagacdo por semente,
denominado Happipot, foi produzido no Japao em 1980 (ROGERS; TJIA, 1990).

A Gerbera jamesonii, comumente conhecida como gérbera, é nativa da Africa do Sul e
da Asia. E uma erva ornamental com inflorescéncias em forma de capitulo, pertencente a
familia Asteraceae. Destaca-se pela diversidade de cores de suas inflorescéncias. No Brasil é
uma das cinco flores mais comercializadas, tendo uma ampla gama de utilizacdes,
principalmente para arranjos e buqués (PEREIRA, 2013; MORADI,2011).

Do ponto de vista morfolégico, a gérbera apresenta uma alteracdo na forma da
inflorescéncia, sendo classificada como capitulo simples, semidobrado e dobrado. A cor do
centro do capitulo pode ser clara ou escura. (ROCHA, 2013). Esta espécie tem um alto valor de

mercado, assim, o trabalho da familia pode ser usado para explorar em pequenas propriedades.

A gérbera hibrida (Gerbera jamesonii x G. viridifolia), é vendida geralmente como
flores de vaso e corte. Seu grande potencial é explicado pela diversidade de cores, cultivares e
longa vida atil (XIA et al., 2006; GANTAIT et al., 2011; NIEDZ et al., 2014). A variedade
hibrida mais cultivada de acordo com a preferéncia do mercado quanto a coloracdo das pétalas
é a seguinte: vermelha (22%), amarela (18%), lilas (17%), laranja (14%) e rosa (13%)
(INFOAGRO, 2014).

A propagacdo da gerbera pode ser realizada por sementes ou por partes vegetativas
(divisdo de touceiras e micropropagacéo in vitro), sendo a primeira inadequada para cultivos
comerciais devido a grande variabilidade ocasionada pela segregacdo genética, apresentando
alto nivel de heterozigosidade, gerando assim, a perda de caracteristicas importantes,
principalmente, para as flores de corte, que sdo comercializadas. Nesse contexto, a producéo de
mudas atraves da cultura de tecidos tem grande importancia econémica para varias espécies,
permitindo obter maior nimero de plantas em um curto espaco de tempo, com um alto padrao
genético e fitossanitario (GANTAIT, 2011; HARDING et al., 1991;).

2.2 Micropropagacao

A micropropagacgédo pode ser definida como uma técnica de propagacéo in vitro que

por meio de uma porcdo especifica da planta, conhecido como explante, tem capacidade
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morfogénica e totipotencial das células para propagar uma nova planta. Pode-se citar como
explante: fragmentos de raizes, hipocotilos, epicétilos, cotilédones, flores e folhas. Também
pode ser utilizado gréos de polen, embrides, dvulos, nds, gemas axilares ou apicais (CID, 2010),

sendo especifico para cada espécie ou cultivar de planta.

A cultura de tecido in vitro é a principal técnica usada para a producdo de mudas de
culturas de grande importancia econémica, tais como: cana-de-acucar, flores, eucaliptos e
pinheiros. Em paises como Alemanha, india, Holanda e EUA a cultura de tecidos na area de
floricultura, gera bilhGes de ddlares anualmente. Essa técnica no mundo académico tem dado
suporte a diferentes linhas de pesquisas nas areas da genética, melhoramento, fisiologia de

plantas, fitopatologia, fitotecnia, etc.

Devido & propagacdo de sementes ndo fornecer estabilidade genética, além de perder
as caracteristicas especificas, quanto ao seu fenétipo (crescimento, floracdo e frutificacdo), a
micropropagacdo entra como aliada na propagacdo clonal de plantas tendo como vantagens

produzir mudas de maneira rapida, estéril, livre de doencas e limitacGes sazonais.

2.3 Micropropagacdo em gerbera

Geralmente, as gérberas de corte sdo propagadas por cultura de tecidos, devido as
vantagens que essa técnica tem para oferecer. Ja foram testadas diferentes fontes de explantes,
como apices (HUANG; CHU, 1985), apices de rizoma, capitulos jovens (SEVERIN et al.,
2000), folhas (JERZY; LUBOMSKI, 1991; REYNOIRD et al., 1993), inflorescéncia (PIERIK
etal., 1973; PREIL et al., 1977; SEVERIN et al., 2000) e 6vulos (ASAKURA, 1996; TOSCA

et al., 1999), sendo os mais utilizados os capitulos florais jovens e as brotagdes apicais.

Existem vérios fatores na micropropagacdo que podem afetar o crescimento e
desenvolvimento da gérbera in vitro, como o meio de cultura, reguladores vegetais
(principalmente, a citocinina e a auxina); condi¢cbes de crescimento (iluminacéo,
temperatura), concentragdo de sacarose e genétipo (SON et al., 2011; CARDOSO;
TEIXEIRA DA SILVA, 2013).

Devido as diferencas no gendtipo das cultivares, as gerberas parecem responder as
condigdes de cultivo in vitro de forma diferente; diversos meios de cultura podem ser

empregados para sua micropropagacéao, sendo o meio nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG,
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1962), o mais adequado, tendo sua composi¢do modificada, dependendo da cultivar utilizada
(DENG et al., 2018).

Varios trabalhos sobre a producdo de mudas de gérbera vém sendo realizados a partir
da técnica de micropropagacdo (PIERIK et al., 1973, 1975; MURASHIGE et al., 1974,
HUANG; CHU, 1985; MIYOSHI et al , 1996; PALAI, 1998; ORLIKOWSKA et al., 1999;
SATO et al., 1999; MEYNET; SIBI, 1984; TOPOONYANONT; DILLEN, 1988; MIYOS;
POSADA et al., 1999; TOSCA et al., 1999; ASWATH; CHOUDHARY, 2002; REZENDE et
al., 2008; CHAKABRARTY; DATTA, 2008; SON et al., 2011; SHABANPOUR et al., 2011,
CARDOSO et al. , 2018).

2.4 Importancia nutricional

A gérbera, em geral, é considerada uma florifera bastante exigente com relagdo a sua
nutricdo. O contetdo de nutrientes nas folhas para o seu desenvolvimento durante o estadio
de producao de flores pode variar de 2,5 e 4,9% para N, entre 0,25 e 0,62% para P, 3,9 e 5,0%
para K, entre 1,0 e 2,0% para Ca e 0,24 e 0,63% para Mg (DE KREIJ, 1990).

Na anélise foliar de plantas de gérberas observa-se que segue um decréscimo dos
macronutrientes na ordem de K > N > Ca > P > Mg > S. Por outro lado, os teores de
micronutrientes decresceram na ordem: Fe > B > Mn > Zn > Cu (OLDONIM 2008). De acordo
com Ludwig et al. (2008) a necessidade de macronutrientes para a Gerbera, € individualizada
para cada hibrido, para que possa conseguir atingir seu potencial genético. Os requisitos mais
exigentes sdo 0s seguintes na ordem de absor¢cdo: K> N> Ca> Mg> P> S (415, 327, 33, 32, 20
mg planta-1)

A espécie Gérbera jamesonii tem sido estudada mais como flor de corte. Sdo poucas
as informac0es disponiveis sobre as técnicas de cultivo como flor de vaso. Assim, 0 manejo
da cultura muitas vezes € realizado de maneira empirica pelos produtores, como consequéncia

da falta de acesso as informacGes de fontes confiaveis.

Em relacdo ao cultivo in vitro as exigéncias nutricionais sdo supridas pelos meios

nutritivos de acordo com as necessidades exdgenas da celula (TORRES, et al 2001). Cada
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genotipo apresenta exigéncias nutricionais diferentes para seu desenvolvimento, precisando

assim de um meio nutritivo adequado para casa espécie

Dentre os elementos mais importantes nutricionalmente, destaca-se o nitrogénio,
absorvido principalmente na forma de nitrato (NO3-) e amonio (NH*"). Esse nutriente tem
grande importancia na assimilacdo de varios processos metabolicos, fazendo parte da
constituicdo de varias biomoléculas essenciais, como aminoacidos, acidos nucléicos, proteinas
e enzimas. No crescimento celular, a assimilacdo do nitrogénio contribui para o aumento de
macromoléculas e componentes celulares, sendo importantes para o aumento em tamanho e
numero de células (OLDONI, 2009; DURZAN, 1985, SAKUTA et al ,1987).

O nitrato de aménio (NH*NO?®) é utilizado para a fabricacdo de explosivos e em
industrias (mineragdo construcdo civil), e principalmente na agricultura para nutricdo de
plantas. Considerado um composto quimico estavel e com baixa sensibilidade ao choque e

friccdo, tornando-se seguro para produzir e manusear em grandes quantidades.

Ao analisar o efeito do nitrato de aménio (NH4NO3) e nitrato de potassio (KNOs) em
multiplicagdo de brotos in vitro na tamareira observou-se que a concentragdo de 825 mg/L? de
NHsNO; e 1900 mg/L™? de KNO3z aumentou o nimero de brotos de 8,9 para 14,5, como

também houve producédo de brotos mais espessos e vigorosos (MARZI et al., 2016).

2.5 Reducdes de Custos na micropropagacao

Os custos elevados no cultivo in vitro torna a pratica onerosa para a producao de
mudas em laboratério. A manutengdo de um laboratdrio para micropropagacdo inclui:
equipamentos para o preparo, esterilizagao e estocagem do meio nutritivo, equipamentos para
manter o ambiente asséptico em salas de crescimento e transferéncia e equipamentos
necessarios para controlar os fatores ambientais na sala de crescimento, como: lampadas para
luz artificial e ar condicionado para manter a temperatura em uma faixa para o
desenvolvimento ideal de plantas cultivadas in vitro (IAEA-TECDOC, 2004; KAUR et al.,
2015).

Além desses custos, a energia elétrica para manter a temperatura na sala de

crescimento, a mao de obra, o material vegetal, a estufa para aclimatizacdo, os royalties para
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0 produtor da variedade e reagentes, contribuem para aumentar o custo dessa técnica. Como
0s reagentes com um alto grau de pureza, na maioria das vezes sdo indispensaveis apenas para
estudos de algum fendmeno especifico in vitro a producdo comercial de plantas em laboratorios
utilizando reagentes P.A. pode ser evitada. (PRAKASH et al., 2004).

Os meios nutritivos poderiam ter seu custo reduzido pela simplificacdo ou alteragdo
dos componentes. Uma solugédo € a sua producdo do meio de cultura com da utilizacdo de
fertilizante quimico composto por nitrogénio, fosforo e potassio (NPK); produtos organicos:
tomate, banana e agua de coco e residuos industri ais (bagago da cana de agucar, melado e
rapadura) (CAMPOS, 2002). Os fertilizantes agricolas apresentam vantagens por ndo
precisarem da autorizacdo pelo Ministério da Defesa para a sua aquisicdo como 0s reagentes
P.A. de nitrato de amdnio e nitrato de potassio, utilizados no meio nutritivo MS. Este controle
é regulamentado pela Lei Federal n° 3665 de 20 de novembro de 2000 (BRASIL, 2000).

Desta forma, é possivel reduzir a concentracdo dos sais minerais do meio MS ou
substitui-los por outra fonte mais barata (KRIKORIAN et al., 1991; SOUZA et al., 2006;
CARDOSO et al., 2013). A composicdo quimica e a concentracdo dos sais no meio nutritivo
podem causar desordens fisioldgicas e levar a morte da planta (NAS; READ, 2004), sendo
importante o ajuste, principalmente, dos macronutrientes. Altas concentracdes de nitrogénio no

meio MS em gérbera inibiu a formacao de brotos (SATO et al., 2001).
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03 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais, da
Universidade do Estado da Bahia, localizado no Campus Ill, Juazeiro-BA (coordenadas
geograficas 9° 24’ S de latitude, 40° 30’ W de longitude e 368 m de altitude). O experimento
in vitro de gérbera hibrida foi realizado no laboratdrio de Biotecnologia/Cultura de Tecido da

UNEB/Campus Il com inicio em junho de 2019 e finalizacdo em fevereiro de 2020.

O clima da regido, segundo a classificacao de Koppen, ¢ BSwh clima “quente,
semiarido, com verdao chuvoso”, evapotranspiragdo elevada, sendo a temperatura do més mais
frio superior a 18°C. A temperatura média é de 26,3°C, sendo 0s meses de junho e julho com

temperaturas mais amenas.

3.2 Material vegetal e condicdes de cultivo

O material vegetativo utilizado para a conducdo do experimento foi obtido do estoque
de plantas de gérbera (Hibrida) cv. Tamara e o hibrido experimental DTCS que se encontravam
no laboratério mantido no meio de multiplicacdo composta por sais inorganicos de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), vitaminas de White (1943), 2 ml L' de BAP (6-
Benzilaminopurina), 30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de agar e 100 mg L de i-inositol distribuido
em frascos de vidro de 25 x 150 mm. O pH foi ajustado 5,7 £ 1 e 0o meio esterilizado por
autoclavagem (121°C e 1 kg cm?, durante 20 minutos). A cultura foi mantida em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 50-60 umol m? s e temperatura de
27 +£2°C

O experimento foi composto por sete tratamentos, sendo dois tratamentos controle (um
sem nitrato de aménio e o outro com 1,6 g L™ NOsNH;4 P.A) conforme a concentragio do meio
MS. Nos outros tratamentos o nitrato de aménio P.A foi substituido pelo fertilizante nitrato de
amonio da marca Agroadubo®, (97% de nitrato de amdnio e 3 % sulfato de aménio nas
concentracdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5e2,0g L™
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3.3 Multiplicagéo in vitro

As plantas estabelecidas em laboratério foram multiplicadas incialmente para a
execucdo do experimento, em meio composto de sais inorganicos, MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e vitaminas de White (WHITE, 1943), contendo 30 g L™ de sacarose, 7 g L
de 4gar da marca (Vetec®) como agente de solidificagdo do meio, 0,75 mg L de 6-

benzilaminopurina (BAP) e pH ajustado para 5,7 + 1 aferido antes da adicdo do agar .

Apos 30 dias, o experimento foi iniciado e 0 meio nutritivo MS de multiplicagdo foi
preparado conforme descrito acima substituindo ao reagente nitrato de aménio (NOsNH4 P.A.)
pelo fertilizante da marca Agroadubo®, nas concentracdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5e20g L™ O
fertilizante de acordo com o fabricante € composto de aproximadamente de 97% de nitrato de
amonio e 3% de sulfato de amdnio nos dois tratamentos controle um meio foi preparado sem a
adicéo de nitrato de aménio e o outro com o reagente P.A. na concentragio de 1,6 g L.

O meio nutritivo foi distribuido em aliquotas de 20 mL por recipiente de vidro com
capacidade para 250 mL que foram submetidos a esterilizacdo em autoclave a 1,0 atm por
121°C, durante 20 minutos. Em cdmara de fluxo laminar, os explantes de gérbera da cv. Tamara
e do hibrido experimental DTCS provenientes da cultura estoque do meio de multiplicacdo
foram selecionadas com relagdo as pléntulas mais uniformes na altura e qualidade.
Posteriormente, foram cortadas, deixando um centimetro de comprimento para estimular a
brotacdo. Foi colocado um explante por recipiente de cultura que foram identificados, vedados
com filme plastico e, em seguida, foram colocadas na sala de crescimento com temperatura de

26 + 1,0°C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 19 mol. m2.s™ por 40 dia ( Figura 1).

Apos 40 dias, em camara de fluxo laminar, 0 comportamento das plantas no meio de
multiplicag&o foi avaliado com base nos dados de média da biomassa fresca, nimero médio de

brotacBGes e comprimento médio da parte aérea.
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Figura 1. Multiplicacdo in vitro da gérbera; A- Pesagem ,B- Comprimento da parte aérea , C-
separacdo e contagem de brotos , D e E-inoculacdo; F- Plantula apds 40 dias (Foto: RIOS,
A.O, 2019).

3.4 Enraizamento in vitro

Apos as avaliacBes, as plantulas foram selecionadas e colocadas em um novo meio
com 0s mesmos componentes descritos, anteriormente, sem adicdo de citocinina,
benzilaminopurina (BAP), com o objetivo de promover a emissdo de raiz, fase a qual é
denominada de enraizamento, sendo mantidas por um periodo de 40 dias. Nesse meio nutritivo
as plantas foram avaliadas quanto a média da biomassa fresca, comprimento médio da parte

aérea e raizes e nimero médio de raizes.

3.5 Aclimatizacéo

No processo de aclimatizacdo, as plantas de gérberas foram transferidas para copos
descartaveis de 200 mL preenchidos com substrato Topstrato® e vedados com copos
descartaveis transparentes com volume de 300 ml. Depois de cinco dias, 0s copos transparentes
foram retirados e descartados (Figura 2). Essa técnica permite manter a umidade por mais

tempo, aumentando a sobrevivéncia das plantulas.
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As mudas de gérberas foram mantidas em casa de vegetacdo durante 30 dias, com duas
telas de sombreamento de 50% sobrepostas e sistema de nebulizagdo programado para irrigar a

cada 30 minutos com funcionamento por 5 segundos.

Figura 2. Estabelecimento ex vitro da gérbera; A-Transplantio das plantas; B- Manutencdo da umidade;
C- Adaptacdo das plantas; D- Plantas apds sete dias em condi¢des de sombreamento e nebulizagéo; E-
Mudas de gérbera apds 35 dias do transplantio (Foto: RIOS, A.O, 2019).

3.6 Delineamento experimental

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade pelo teste W de Shapiro-Wilk,
constatando-se que as variaveis da fase de enraizamento: peso médio da matéria fresca, folhas
e raizes; e da fase de multiplicacdo: nimero médio de brotos e comprimento médio da parte
aérea (CPA); ndo apresentaram distribuicdo normal. Desse modo, as varidveis PMF-

Enraizamento, CPA-Multiplicacio, foram transformadas em +/x, e as variaveis folhas e raizes

em+/x + 1, antes da analise de variancia.

Apos transformacdo, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
analisando-se os fatores isoladamente (cultivar e tratamentos) e a interagéo dos dois, utilizando-
se o teste F de comparacdo dos quadrados médios (p<0,05) e, quando significativo, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, empregando-se o programa
Sisvar 5.7 (Ferreira, 2011).
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Multiplicagéo in vitro

Na fase de multiplicagdo o nimero médio de brotos e o peso médio da matéria fresca
(PMF) diferiram em funcéo dos tratamentos aplicados (Tabela 1). Em todas as variaveis houve
interacdo entre os fatores hibridos x tratamentos. O comprimento da parte aérea (CPA) nao
diferiu significativamente em relacdo aos tratamentos, mas diferiu em funcdo do hibrido

utilizado, devido as caracteristicas genéticas de altura inerente a cada um.

Tabela 1. Resumo da analise da variancia da producéo de brotos de explantes dos hibridos de
gérbera DTCS e Tamara na multiplicacéo in vitro.

Causas da variagédo GL Quadrado Médio
NMB PMF CMPA
Hibridos 1 4,826** 0,173 0,275**
Tratamento 5 2,373** 2,106** 0,003
Hibridos*Tratamento 5 0,739** 0,919* 0,032*
Residuo 48 0,048 0,280 0,012

GL- Grau de Liberdade; ** e * significativo a 1% e 5% de significancia, respectivamente, pelo teste F;);
CMPA-comprimento médio da parte aérea (cm); NMB- nimero médio de brotos; PMF-peso médio da
biomassa fresca (g).

Nos dois hibridos a menor producao de brotos ocorreu no meio de cultura sem nitrato
de amonio (Tabela 2). No hibrido DTCS a producéo foi maior nas concentracdes 0,5a 1,5 g/L
do fertilizante, enquanto na cultivar Tamara o0 aumento ocorreu apenas a partir da concentracdo
1,5 g/L. Estes resultados indicam que a Tamara requer uma concentracdo maior de nitrato de

amonio no meio de cultura para producéo de brotos.

Considerando todos os tratamentos nimero de brotos/explante teve médias variando de
cinco a 15,667 na Tamara e de 8,85 a 19,90 no DTCS, portanto dependente do gendtipo.
Cardoso et al , 2013 ao analisar 50 cultivares de gérberas, observaram que a taxa de
multiplicacdo de brotos pode variar de 1 a 10/explante. Gantait et al, 2010 obtiveram 14 brotos
/explante e Nhut et al ,2007 nas progenies de cruzamento 22,2 brotos. A gebera por ser uma
planta herbacea de crescimento rapido, precisa de altas concentra¢Ges de sais no meio nutritivo
para incrementar a produgao de brotos. SATO et al. (2001) com o objetivo de avaliarem o efeito
de diferentes niveis de nitrogénio, na presenca ou auséncia de benzilaminopurina, na

multiplicacdo de gérbera de vaso, observaram que altas concentragdes de nitrogénio favoreceu
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a formacdo de brotacOes,e baixas reduziu a producdo; sendo que as concentragdes
intermediarias apresentaram melhores resultados para formacdo de brotos. BOUMAN et al.
(2001) constataram que o ajuste dos macronutrientes proprocionou melhor taxa de crescimento

das plantas do que os macronutrientes na propor¢éo do meio MS para a cultivar Ornelas.

Em relagdo ao peso da matéria fresca a cultivar Tamara teve a menor média apenas no
tratamento sem nitrato de aménio, mas no DTCS foi maior que o controle na concentragéo de
1,0 g/L do fertilizante. Na propagacdo in vitro de orquidea Cattleya trianaei, utilizando
fertilizante comercial, a massa da matéria fresca e parte aérea tiveram médias maiores nas doses
do fertilizante, enquanto o meio de cultura MS reduzido apresentou a menor eficiéncia nessas
variaveis. Isso destaca os efeitos benéficos do uso de fertilizantes na micropropagacdo de
orquideas e outras culturas como a gérbera. Além dos beneficios para o crescimento dessas

plantas in vitro, sio de aquisicdo mais facil e menor custo (JUNIOR, et al 2012).

Tabela 2. Desenvolvimento in vitro de explantes de gérbera hibrida, na fase de multiplicacao,
em diferentes concentragdes do fertilizante nitrato de amonio (NO3NHs,)

NMB PMF CPA
TRATAMENTOS ] ] ]
DTCS TAMARA DTCS TAMARA DTCS TAMARA
T2-MS 13,100Ba 8,867Bb  1,775Bb 2,458Aa 3,550Aa 3,200Aa
T3-0,0 g/L 8,850Ca  5000Cb  1,959Ba 1,247Bb 3,620Aa 3,167Aa

T4-0,5 g/L 15,125Ba  10,267Bb  2,152Ba = 2,709Aa 4,100Aa 2,961Ab
T5-1,0 g/L 19,400Aa 10,400Bb  3,308Aa 2,641Aa 4,000Aa 3,103Ab
T6-1,5 g/L 19,900Aa 13,400Ab 2,576ABa 2,483Aa 3,575Aa 3,361Aa
T7-2,0 g/L 12,000Bb 15,667Aa 2,665ABa 2,254Aa 3,500Aa 3,497Aa

CV (%) 6,00 22,50 5,79

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de significancia. NMB — nimero médio de brotos; CMPA-comprimento médio da
parte aérea (cm); NMF — nimero médio de folhas; PMF - massa médio da matéria fresca; CV-coeficiente

de variagdo.

Na comparagéo das concentragdes do fertilizante com o tratamento controle contendo o
nitrato de amonio P.A. a produgéo de brotos foi superior em duas concentragdes do fertilizante
(1,0 e 1,5 g/L) no hibrido DTCS e em duas 1,5 e 2,0 g/L) na Tamara. Esta variavel é a mais
importante na medida da resposta do explante a proliferacdo in vitro. Contudo, observa-se que

a concentracdo de 1,5 g/L do fertilizante proporcionou boa producéo de brotos nos dois hibridos
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podendo ser adotada na confeccdo do meio de multiplicacdo destes hibridos. Dessa forma, se
constata que a substituicdo do reagente P.A. por fertilizante comercial ndo somente é viavel
como pode proporcionar a producdo de maior numero de brotos por explante, na fase de
multiplicagdo em gérberas. Observou-se ainda a resposta diferenciada de cada hibrido em
relacdo aos tratamentos indicando que a resposta a proliferagdo in vitro é dependente do

gendtipo.

4.2 Enraizamento in vitro

Na fase de enraizamento in vitro os tratamentos aplicados ndo proporcionaram diferenca
no peso da matéria fresca, porém houve diferencas significativas em todas as outras variaveis.
Houve diferencas significativas em todas as variaveis na interacdo hibrido x tratamento (Tabela
3).

Tabela 3. Resumo da analise da variancia da producéo de brotos de explantes dos hibridos de
gérbera DTCS e Tamara no enraizamento in vitro de gérberas em diferentes concentracdes do
fertilizante nitrato de aménio (NO3NHya).

Quadrado Médio

Causas da variagéo GL

PMF CPR CPT NMF NR
Hibridos 1 0501** 0,249 9,300*  3,031**  0,754*
Tratamento 5 0,012 3,423*  5,707**  0,660** 0,047*
Hibridos*Tratamento 5 0,036* 0,900* 2,353* 0,137* 0,081*
Residuo 48 0,812 0,756 1,654 0,161 0,039

GL- Grau de Liberdade; ** e * significativo a 1% e 5% de significancia, respectivamente, pelo teste
F;); CPR-comprimento médio da raiz (cm); CPT-comprimento médio total da parte aérea e raiz (cm);
PMF-peso médio da biomassa fresca(g) , nimero de raizes (NR).

Nos diferentes tratamentos o numero medio de folhas s6 diferiu significativamente na
cultivar Tamara (Tabela 4). Por outro lado, o nimero médio de raizes mostrou diferencas apenas
no hibrido DTCS. Nas duas variaveis observou-se resposta diferenciada dos hibridos ao mesmo

tratamento, demonstrando o efeito do gendtipo no cultivo in vitro, na fase de enraizamento.

No comprimento das raizes observou-se que na cultivar Tamara a dose de 0,5 g/L diferiu
significativamente do tratamento sem nitrato de amonio, mas ndo diferiu dos demais
tratamentos. Para HUIMEI et al. (2007) o aumento da concentragdo deste nutriente pode
favorecer o crescimento da parte aérea, em consequéncia, reduzir o nimero de raizes.
.RUSSOWSKI e NICOLOSO (2003), avaliando o efeito da variacdo isolada da concentracdo
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de N do meio MS no crescimento de plantas de P. glomerata cultivadas in vitro, observaram
gue o maior numero de raizes por planta e maior porcentagem de plantas enraizadas foram

obtidos com a concentracdo de N equivalente a 50% daquela do meio MS.

Na comparagéo do tratamento controle com os demais tratamentos observou-se que a
producéo de folhas do DTCS néo diferiu do controle em todas as dosagens do fertilizante.
Entretanto na cultivar Tamara a auséncia de nitrato e as doses de 0,5 a 1,0 reduziram a producéo.
Neste hibrido a dose de 1,5 e 2,0 g/L proporcionou a mesma producao do controle, evidenciando
que também no enraizamento este hibrido necessita de maior concentragéo de nitrato de amonio

no meio de cultura que o DTCS.

Em relacdo ao numero médio de raizes o DTCS teve reducdo em relagdo ao controle
quando a dose do fertilizante foi de 2,0 g/L. Na cultivar Tamara ndo houve diferenca
significativa em nenhum dos tratamentos com o uso de fertilizante em relacdo ao controle. O
comprimento das raizes é uma variavel importante para sobrevivéncia das plantas em casa de
vegetacdo. Uma maior producdo de raizes promovera maior superficie de contato, absorcdo de
nutrientes, e estabelecimento da muda na aclimatizacdo (CHANDRA et al., 2010; JUNIOR, et
al., 2012).

Portanto, em todas as variaveis, na fase de enraizamento da gerbera, foram observados
resultados iguais ou melhores que o tratamento controle nas concentracdes do fertilizante
comercial. No hibrido DTCS todas as concentracbes do fertilizante, exceto 2,0 g/L,
proporcionam resultados iguais ao controle em todas as variaveis. Na cultivar Tamara isso s
ocorre nas concentracdes de 1,5 e 2,0 do fertilizante.

Avaliando uma concentracdo que atenda os requisitos dos dois genétipos na fase de
enraizamento, observou-se que 1,5 do fertilizante proporcionou resultados iguais ao tratamento
controle em todas as variaveis nos dois hibridos. Dessa forma, verificou-se que também € viavel
substituir o reagente P.A. por um fertilizante comercial no meio de enraizamento. Na
aclimatizacao verificou-se que houve 100% de sobrevivéncia das plantas de gérbera. Nao foram

observadas alteragcdes morfoldgicas nas plantas dos diferentes tratamentos.



Tabela 4. Enraizamento in vitro de explantes de gérbera hibrida em diferentes concentragdes do fertilizante nitrato de aménio (NOsNHya)

AT AMENTOS PMF CPR CPT NMF NMR
DTCS Tamara DTCS Tamara DTCS Tamara DTCS Tamara DTCS Tamara
T2-MS 0,595Aa 0,811Aa 4,700Aa 5547ABa 8,700ABa 10,333Aa 11,300Ab 16,933Aa 2,800Aa  2,467Aa
T3-009/L  g341Ap 0957Aa 4,550Aa 4,100Ba  7,600Bb 9,851Aa 7,700Aa  10,533Ba 1,900ABa  2,667Aa
T4050L  o566Ab 0,966Aa 6,100Aa 5947Aa  10,600Aa 11,307Aa 8,000Aa 10,533Ba  2,400ABa  3,067Aa
T5-100L  gs543ma 0,778Aa 5450Aa 5,700ABa 9,650ABa 9,967Aa  9,400Aa  9,800Ba  1,800ABb  3,267Aa
T6-159/L  gs57mMa 0697Aa 5350Aa 4,933ABa 9450ABa 9,167Aa 8500Ab 13267ABa 1700ABb  2,733Aa
T7-209/L o533 0,657Aa 6,050Aa 5200ABa 9,200ABa 9,300Aa 9,200Aa 12,200ABa 1400Bb  2,733Aa

CV (%) 16,24 16,40 13,41 11,92 10,80

Os dados acompanhados por uma mesma letra sdo estatisticamente iguais segundo o Teste de Tukey, com 5% de significAncia. NMR — nimero médio da raiz
(cm); CPT-comprimento total da parte aérea e raiz (cm); NMF — nimero médio de folhas; PMF - peso médio da biomassa fresca; CV-coeficiente de variacdo.
Os dados foram obtidos 40 dias ap6s a inoculagdo em meio de cultura
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Figura 4. Enraizamento in vitro de plantas de gérbera cv. Tamara e do hibrido experimental DTCS
em meio de cultura com variagéo nas concentracdes e fonte de NH4NO3 (Foto: RIOS, A.O, 2019)

Figura 5: Desenvolvimento na fase reprodutiva da gérbera hibrida resultado do meio de cultura
utilizando o fertilizante comercial na proporcéo de 1,0 g L-1 (Foto: RIOS, A.O, 2019)
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5.0 CONCLUSOES

A substituicdo do nitrato de aménio P.A. pelo fertilizante agricola na micropropagacao
das gérberas hibrida é viavel, sendo dependente de gendtipo nas fases de multiplicacdo e
enraizamento.

Na fase de multiplicacdo a concentracdo de 1,0 e 1,5 g L do fertilizante no meio
nutritivo promoveram maior producé@o de brotos que o controle com reagente P.A, no hibrido
DTCS. Na Tamara o mesmo ocorre com as concentragdes de 1,5a 2,0 g/L

Na fase de enraizamento todas as concentracGes do fertilizante, exceto 2,0 g/L,
proporcionam resultados iguais ao controle no hibrido DTCS. Na cultivar Tamara as
concentragOes de 1,5 e 2,0 do fertilizante tiveram resultados iguais ao controle.

A concentracdo de 1,5 g/L do fertilizante atende os requerimentos dos dois hibridos
nas fases de multiplicacéo e enraizamento.

Na fase de aclimatizagdo a sobrevivéncia das plantas foi de 100%, ndo houve
diferencas visuais na morfologia das plantas.
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