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RESUMO

OLIVEIRA, Lavinia Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2022.
Suplementacio do silicio na embriogénese somatica de palma de é6leo (Elaeis guineensis
Jacq), e sua repercussio no estabelecimento das mudas. Orientador: Sérgio Yoshimitsu
Motoike. Coorientador: Sebastido Martins Filho.

A palma de 6leo ou palma africana (Elaeis guineenses Jacq), conhecida dentre as espécies
oleaginosas mais produtivas do mundo, vem sendo cultivada hd mais de um século nas
regides tropicais imidas do globo. No Brasil, a dendeicultura ocupa uma érea aproximada de
232 mil hectares produzindo cerca de 500 mil toneladas/ano de 6leo de palma, o mais
consumido no mundo. Embora o cultivo da palma de 6leo seja amplamente difundido, a
multiplicacdo em larga escala de genétipos superiores representa um desafio. Em geral as
mudas sdo obtidas por via seminifera e, mesmo que oriundas de gendtipos melhorados
apresentam alta heterozigose, resultando em desuniformidade de produgdo. Diante disso, o
cultivo in vitro passa a ser ferramenta essencial para propagacao massal de genétipos elites da
espécie. No entanto, ainda existem lacunas a serem preenchidas para tornar os protocolos de
micropropagacao mais eficientes, como prescricdes que assegurem a integra regeneracao de
embrides sométicos. O uso de silicatos em cultura de tecidos tem resultado em efeitos
positivos no que tange os caracteres morfolégicos, anatdomicos e fisioldgicos das plantas,
contudo as respostas bioldgicas a este mineral sdo dose e genotipo-dependente. Assim o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do silicio suplementado em meio de
regeneracdo e germinacdo do processo de embriogénese somatica do gendtipo elite AM37. O
estudo foi realizado em trés etapas do processo de clonagem: a) Regenera¢do e maturagdo dos
embrides somadticos; b) Germinacdo dos embrides somaticos e obtencdo de plantulas; e c)
Aclimatacdo ex-situ das plantulas. Nas duas primeiras etapas os meios de cultivo foram
suplementados com quatro doses do silicato de célcio (CaSi03) (0,0 g L‘l, 05¢g L‘l, 10g L'e
15¢g L™). Na terceira etapa, as plantas resultantes das etapas anteriores foram transplantadas e
acondicionadas em casa de vegetacdo. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) composto de quatro tratamentos e n repeticdes por etapa e os
dados foram submetidos a andlise de regressdo. No fim da primeira etapa o nimero médio de
embrides formados foi quantificado tendo como dose ideal 0,63g L' de CaSiOs. Na segunda

etapa o nimero de embrides germinados foi quantificado demonstrando decréscimo a medida



que se aumentou as doses de CaSiO3; mas ndo houve alteracdo nos caracteres morfométricos
das plantulas. As diferentes doses de CaSiO3; modificam a espessura da parede celular face
abaxial e da epiderme face abaxial tendo como dose ideal respectivamente 0,91 g L'le 047 g
L. O aumento das doses de CaSiOs causou reducdo na quantidade de cera epicuticular nos
tecidos foliares, mas na etapa de aclimatacdo as diferentes doses de CaSiO3; ndo interferiram
na taxa de sobrevivéncia das mudas bem como nos seus caracteres morfométricos. Assim, as
mudas obtidas pelos diversos tratamentos apresentam a mesma qualidade. Diante da intencdo
de suplementacdo do meio com silicato de cdlcio, indica-se utilizar concentracdes entre 0,5 e

-1 . sz e . . N ..
1,0 g L~ sendo estas intermediarias para as variavels com interferéncia positiva.

Palavras-chave: Melhoramento. Arecaceae. Oleaginosa. Silicato.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Lavinia Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2022.
Suplementacio do silicio na embriogénese somatica de palma de éleo (Elaeis guineensis
Jacq), e sua repercussao no estabelecimento das mudas. Adviser: Sérgio Yoshimitsu
Motoike. Co-adviser: Sebastiao Martins Filho.

The oil palm or African palm (Elaeis guineenses Jacq), known among the most productive
oilseed species in the world, has been cultivated for over a century in the humid tropical
regions of the globe. In Brazil, oil palm cultivation occupies an area of approximately 232
thousand hectares, producing about 500 thousand tons/year of palm oil, the most consumed
oil in the world. Although oil palm cultivation is widely spread, large-scale multiplication of
superior genotypes represents a challenge. In general the seedlings are obtained through
seminiferous propagation, and even if they come from improved genotypes they present high
heterozygosity, resulting in production inhomogeneity. Therefore, in vitro cultivation
becomes an essential tool for mass propagation of elite genotypes of the species. However,
there are still gaps to be filled in order to make micropropagation protocols more efficient,
such as prescriptions that ensure the complete regeneration of somatic embryos. The use of
silicate in tissue culture has resulted in positive effects on morphological, anatomical and
physiological characters of the plants, but the biological responses to this mineral are dose and
genotype-dependent. Thus the present work aimed to evaluate the influence of silicon
supplemented in the medium of regeneration and germination of the process of somatic
embryogenesis of the elite genotype AM37. The study was performed in three stages of the
cloning process: a) Regeneration and maturation of somatic embryos; b) Germination of
somatic embryos and obtaining seedlings; and ¢) Ex-situ acclimation of seedlings. In the first
two stages, the culture media were supplemented with four doses of calcium silicate (CaSiOs3)
00gL'05¢g L' 1.0 g L'and 1.5 g L™). In the third stage, the plants resulting from the
previous stages were transplanted and conditioned in a greenhouse. The experiment was
conducted in an entirely randomized design (DIC) composed of four treatments and n
replicates per stage and the data were submitted to regression analysis. At the end of the first
stage the average number of embryos formed was quantified with an ideal dose of 0.63 g L™
of CaSiOs. In the second stage the number of germinated embryos was quantified showing a

decrease as the dose of CaSiOs; increased, but there was no change in the morphometric



characters of the seedlings. The different doses of CaSiO; modified the thickness of the
abaxial cell wall and of the abaxial epidermis, with the ideal doses being 0.91 g L™ and 0.47 g
L'l, respectively. The increase in the amount of CaSiO3 caused a reduction in the amount of
epicuticular wax in the leaf tissues, but in the stage of acclimation the different doses of
CaSiOs; did not interfere in the survival rate of the seedlings as well as in their morphometric
characters. Thus, the seedlings obtained by the different treatments present the same quality.
With the intention of supplementing the medium with calcium silicate, it is recommended to
use concentrations between 0.5 and 1.0 g L'l, which are intermediate for the variables with

positive interference.

Keywords: Breeding. Arecaceae. Oleaginosa. Silicate.
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1. INTRODUCAO

De origem africana, Elaeis guineensis (Jacq) é conhecida mundialmente como palma
de 6leo e localmente como dend€. Pertencente a familia Arecaceae, esta palmeira arbdrea e
oleaginosa é cultivada em regides tropicais imidas da Africa, Asia e América (MUKHERJEE
e SOVACOOL, 2014; JOUANNIC et al., 2011; VALOIS, 1997). A espécie caracteriza-se
como uma das mais produtivas de 6leo vegetal do mundo, podendo atingir cerca de 5 a 7
toneladas de 6leo por hectare/ano (HANSEN et al., 2015; WAHID et al., 2005). Seu 6leo € o
mais demandado pelo mercado, sendo amplamente utilizado nos setores industriais de
alimentos, farmacos e cosméticos além de ter potencial para producdo de biocombustiveis
(USDA, 2021; SANTANA, et al, 2013; MULLER, 1980).

Atualmente a producdo mundial do 6leo de palma é de 76,3 milhdes de toneladas,
oriundos principalmente de cultivos em paises do Sudeste Asidtico, Africa Equatorial e
América Tropical (USDA, 2021). O Brasil ocupa a nona posi¢do, produzindo 550 mil
toneladas de 6leo procedente dos plantios existentes no Norte amazonico € numa estreita faixa
do litoral baiano. O estado do Para - considerado o maior produtor nacional de 6leo de Palma
- apresenta area total plantada de cerca de 200.000 ha, onde sdo produzidos 3,2 milhdes de
toneladas de cacho de fruto fresco, gerando 82% do total de 6leo produzido no pais (SEDAP,
2021).

Dada a importancia agroecondmica mundial da palmeira, programas de
melhoramento genético para a espécie vém ocorrendo ha décadas. Entretanto, mesmo o0s
genotipos melhorados podem apresentar limitada produgcdo de sementes, baixa taxa de
germinagdo e producdo de plantas desuniformes, em parte devido a alta hererozigose
manifestada pelos genitores que sdo plantas aldgamas (JOUANNIC et al., 2011; MARTINE
et al., 2009). Além disso, por ser uma espécie de crescimento monopodial, sem
perfilhamento, a multiplicacdo vegetativa por meios convencionais torna-se impraticdvel
(GOMES et al., 2015; BARCELOS et al., 2015; MONTOYA et al., 2014; CHANPRASERT
et al., 2012; FERREIRA et al., 2012).

Diante desses desafios, o cultivo in vitro de materiais genéticos superiores € uma
alternativa vidvel para produzir, em larga escala, clones de plantas com as mesmas
caracteristicas do material genético selecionado. Esta metodologia permite uniformidade,
sanidade e elevada produtividade de mudas, num curto periodo de tempo e espago se

comparado a viveiros tradicionais (SOH et al., 2011; SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,2007;



16

CARVALHO e ARAUJO, 2007). Portanto, a embriogénese somatica - células hapléides ou
somaticas induzidas a passarem por estddios embriogé€nicos até a planta completa - € a técnica
ideal para se obter clones de genétipos superiores de palma de 6leo. As aplicagcdes da
metodologia com as palmeiras se dao de forma indireta, onde o explante passa pela fase
intermedidria de calo e posteriormente origina embrides somaticos (CORREA, 2016; OOI et
al., 2013; PALANYANDY et al., 2013; CARVALHO, 2009; KONAN et al., 2006; GUERRA
et al., 1999; REINERT, 1958).

A maturagdo € considerada uma etapa fundamental no desenvolvimento do embrido e
para a subsequente germinagdo e desenvolvimento da plantula (QUEIROZ, 2017). O sucesso
da producdao massal de mudas, via embriogénese somadtica, decorre do nimero de embrides
maduros e regenerados adequadamente, devendo esses apresentar boa qualidade morfoldgica,
e acumulo suficiente de reservas para germinar e nutrir as plantas em formagdo (VON
ARNOLD et al., 2002).

Apesar dos numerosos estudos sobre embriogénese somatica em palma de 6leo a citar
Balzon (2017), Queiroz (2017), Bartos (2016), Gomes et al., (2015), Corréa (2015), Balzon
(2013) entre outros, ainda existem varias lacunas que impedem o sucesso pleno deste tipo de
propagacdo. Os estimulos exdgenos para que ocorra a germinacdo adequada dos embrides
somaticos e posterior desenvolvimento de plantas sadias sdo multifatoriais e incluem
dosagens e tipos apropriados de: reguladores de crescimento, fonte de carboidrato, vitaminas
e nutrientes minerais; o pH e a osmolaridade do meio.

Embora ndo essencial, o silicio € um mineral apontado como capaz de estimular a
embriogénese somdtica e condicionar o aumento na producdo, crescimento e longevidade de
calos (SIVANESAN e JEONG, 2014). Nos estigios iniciais de desenvolvimento, este
elemento pode melhorar as caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas e fisiol6gicas da plantula,
aumentando sua tolerdncia a baixas temperaturas, salinidade e reduzindo a incidéncia de
hiperidricidade (SIVANESAN E PARK, 2014). Em estudos com cultivo in vitro de banana,
por exemplo, o uso do silicio estimulou um aumento no teor de clorofila, no ganho de
biomassa € no comprimento dos brotos (ASMAR et al. 2011 ). Portanto, é possivel que a
suplementagdo de silicio no meio de cultura possa ter um impacto positivo na embriogénese

somatica da palma de dleo, originado plantulas completas e mudas mais sadias.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2.1 Aspectos gerais de Elaeis guineenses

Popularmente conhecido como dendé, e mundialmente como palma de 6leo, Elaeis
guineenses ¢ uma espécie diploide pertencente a classe das monocotiledoneas, ordem
Arecales, familia Arecaceae e género Elaeis. De origem Africana, a espécie é comumente
cultivada em regides tropicais imidas na Africa, Asia e América (CORLEY e TINKER, 2016;
BASIRON, 2007). No Brasil, a palmeira foi introduzida no século XVI, durante o periodo
escravocrata, quando, numa estreita faixa do litoral baiano, originou os dendenzais
subespontaneos, persistente nos dias atuais. Posteriormente, foi levado a regido Amazdnica,
onde as exigéncias edafoclimaticas ao seu cultivo foram atendidas permitindo o
estabelecimento da dendeicultura comercial (FURLAN et al.,, 2006; BASTOS et al.,
2001;VALOIS, 1997; MULLER et al, 1992; CRONQUIST, 1981).

O dendezeiro com seu caule ereto e sem ramificacdes (estipe) pode atingir 20 m de
altura. Seu sistema radicular é do tipo fasciculado, donde as raizes ativas sdo encontradas
entre 20 e 60 cm proxima a planta. Suas folhas sdo pinadas, medindo de 5 a 7 m, composta de
peciolo e raquis central que suporta os foliolos. E uma espécie alégama, de caracteristica
monoica, tendo formacdo da inflorescéncia masculina e feminina na mesma planta. As
inflorescéncias sdo espaddices compostas por espigas protegidas por brécteas fibrosas,
denominadas espatas. Polinizada principalmente por organismos entomdfilos tais como
Elaeidobius kamerunicus, Elaeidobius subvittatus (espécies africanas) e por Mystrops
costaricencis espécie americana. (CORLEY e TINKER, 2016; GONCALVES, 2001; GENTY
et al., 1986; FERWERDA, 1975).

Os cachos frutiferos, que atingem a maturidade a 5-6meses a partir da polinizacdo,
pesam ~ 20 kg, e contém em média 1500 frutos do tipo drupa séssil. Os frutos oblongos tém 2
a 5 cm de comprimento e 3 a 30 g de peso. Eles sdo classificados em trés tipos: dura, tenera e
pisifera que apresentam como principal caracteristica comercial a espessura do endocarpo. Os
frutos dura e pisifera sdo de origem homozigotica e o tenera é heterozigotico, obtido por meio
do cruzamento de uma planta dura (progénie feminina) com uma planta pisifera (progénie
masculinas). O tenera além de ser um bom produtor de inflorescéncia feminina, apresenta alta
produtividade anual, chegando a produzir 10-12 cachos, o que lhe torna o mais recomendando
aos plantios comerciais (CORLEY e TINKER, 2016; GOMES JUNIOR et al.,, 2010;
BARCELOS, 2000).

A principal forma de propagacdo da palma de 6leo ocorre de forma sexuada, por

sementes. Além de ser um processo lento, a germinagdo das sementes resulta em progénies
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altamente heterogéneas e plantios desuniformes, em virtude da elevada heterozigose
apresentada pelos genitores, mesmo que estes sejam plantas-elites (LORENZI et al. 2016;
VIEGAS e MULLER, 2010; CARVALHO, 2009; BARCELOS, et al., 2000). Tais fatores
abriram oportunidade para o uso de técnicas mais eficazes para producdo de mudas de
qualidade, como a propagacdo in vitro. Neste processo de clonagem, o material genético
selecionado pode ser propagado em larga escala e curto periodo de tempo, retendo as
caracteristicas genéticas desejdveis que condicionard populagdes uniformes com
produtividade continua no decorrer do ano (CORREA et al., 2015; KHAW, NG ¢ DREW,
1998).

2.2 Usos e importancia

O principal produto extraido do dendé € o 6leo, sua produtividade pode chegar de 5 a
7 toneladas/ hectare/ano, o que a classifica como a oleaginosa de maior produtividade no
planeta (SEDAP, 2020; HANSEN et al., 2015; WAHID et al., 2005). Seu ciclo econdmico
produtivo inicia-se aos trés anos, atinge a plenitude de produgdo aos oito e estendendo-se até
os 25 anos, produzindo o ano todo sem problemas de safras estacionais. O 6leo pode ser
extraido da polpa (Azeite de Dend€) e da améndoa (Azeite de Palmiste), tendo ambos um
amplo uso comercial, incluindo alimenticio, industrial e medicinal (FEROLDI, 2014;
SANTANA, et al, 2013; MULLER, 1980). Além de ter potencial para producdo de
biocombustiveis, sendo opgdo para substituicdo parcial do diesel de petréleo. Sua densidade
energética possibilita explord-lo como energia alternativa e renovavel. Os residuos resultantes
do processamento dos frutos podem ser utilizados como fonte de energia térmica ou elétrica
para a propria unidade industrial ou para uso em comunidades rurais. Os demais subprodutos,
como os cachos vazios podem servir de adubo organico rico em potdssio para lavouras de
subsisténcia (BRAZILIO, 2018; MATOS, 2009; SLUSZZ e MACHADO, 2006).

A demanda crescente do mercado mundial por 6leos vegetais, e em especial da palma
de dleo, exerce uma grande pressdo para se elevar a produgdo desta cultura. A expansdo das
areas produtivas agrega tanto a mudanca do uso da terra, como a substitui¢cdo de formacdes
vegetacionais nativas por pomares da palmeira, trazendo impactos sdcios-ambientais
negativos (SOUSA, et al., 2020), portanto, indesejavel. Uma das melhores estratégias para
incrementar a producdo de 6leo de dendé é justamente a selecdo e cultivo de plantas-elites.
Neste contexto de urgéncia mercadolégica e necessidade de praticas agricolas mais
sustentdveis, a cultura de tecidos pode garantir, num curto espaco de tempo, O

estabelecimento de dendezais eficientemente produtivos.
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2.3 O cultivo in vitro da palma de éleo

Embora a palma de 6leo seja cultivada em vérias partes do mundo, ainda existem
dificuldades em multiplicar genétipos superiores por meio de sementes. Por ser uma espécie
alégama, os plantios seminais sdo heterogéneos, o que impossibilita a uniformidade da
producdo e a perpetuacdo de caracteristicas selecionadas de individuos de alto valor genético,
em ciclos de selecdo precoce nos programas de melhoramento (JOUANNIC et al.,
2011;SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2007; JUAN et al., 1989).

O cultivo in vitro de clones elite da espécie é uma alternativa para tal premissa, por
possibilitar cultivar clones das mais diversas condi¢des ambientais, tolerantes a pragas e
doencas, bem como otimizar tempo e espago nos programas de melhoramento. Além disso,
permite a regeneracdo em larga escala de plantas geneticamente idénticas a matriz sem
destrui-la garantindo uniformidade e produtividade aos plantios (NEVES, 2018; SOH et al.,
2011; BAJAJ, 1995). Nessa técnica de propagagdo assexuada, cultivam-se células, tecidos ou
orgdos vegetais, denominados de explante, em meio nutritivo com assepsia, luminosidade e
temperatura controladas. A regeneracdo in vitro € firmada na totipoténcia, que consiste na
potencialidade que as células vegetais possuem em multiplicar e organizar-se em tecidos e em
seguida plantas completas (ANDRADE et al., 2002; TORRES et al., 2000).

Dentre as técnicas de propagacdo in vitro, a embriogénese somatica tem sido o
principal método utilizado. Neste, células somdticas condicionadas a diferentes estdgios
embriondrios se multiplicam e desenvolvem embrides sométicos que, semelhantemente aos
embrides ziglticos, apresentam estrutura bipolar, sistema vascular fechado, sem conexdo com
os tecidos adjacentes e regeneram-se constituindo plantas completas (GUERRA, et al., 1999;
DODEMAN et al., 1997). A indu¢do da embriogénese somatica pode ser feita de forma direta
quando o embrido somatico provém do explane ou indireta quando é formado por calos, apés
um longo periodo de diferenciacio (CARVALHO et al., 2006 ; FEHER et al., 2003;
ANDRADE et al.,, 2002). A forma indireta da embriogénese somdtica tem sido a mais
descrita nos protocolos de propagacdo clonal da palma de 6leo (QUEIROZ, 2017; CORREA,
2015; OOl et al., 2013; PALANYANDY et al., 2013; CARVALHO, 2009).

O processo de indugdo da embriogénese relaciona-se com alteracdes no padrao de
expressdo génica dos explantes, com reprogramacdo das células que estdo envolvidas no
processo embriogé€nico, bem como € influenciado pela fonte de explante, meio de cultivo,
concentracdes dos reguladores de crescimento e pelo genétipo (ELMEER, 2013; VINAS e
JIMENEZ, 2001; MERKLE et al.,1995). Os meios mais utilizados nos protocolos de
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embriogénese da palma de 6leo sio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e Y3 (EEUWENS,
1978) suplementados com reguladores de crescimento, os quais exercem sua agdo por
reconhecimento de receptores especificos, presentes em células responsivas, que traduzem os
sinais hormonais em eventos bioquimicos e fisiolégicos na planta (FEHER et al., 2003;
JIMENEZ, 2001).

Os principais reguladores envolvidos na divisdo celular e diferenciacdo de tecidos e
atualmente empregados em embriogénese somdtica sdo as auxinas e citocininas. O uso das
auxinas se destaca nos processo de embriogénese da espécie, os principais responsdveis pelo
crescimento celular mais utilizados s3o: o 4dcido naftalenoacético (ANA), o 2.4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e o 4&cido 4-amino-3,5,6-tricloro-picolinico (Picloram)
(QUEIROZ, 2017; BARTOS, 2016; CUEVA-AGILA et al., 2016; CORREA, 2015; GUEYE
et al., 2009; CARVALHO, 2009; PANDOLFINI et al., 2007; SALDANHA et al., 2006; EKE
et al., 2005; LEDO et al., 2002).

Os fatores genéticos sdo primordiais na determinacdo do nivel de resposta in vitro.
Leljak-Levanic et al., (2015) explica que individuos de uma mesma espécie podem apresentar
respostas significativamente diferentes mesmo quando cultivados em condi¢des iguais, pois
diferentes gendtipos apresentam diferentes potenciais de adsorcdo e metabolizacdo dos
compostos do meio nutritivo. Jiménez (2005) ressalta que as diferencas genotipicas
observadas também estdo associadas as variagcdes no conteido de hormonios enddgenos
presentes nos diferentes genotipos, promovendo, assim, respostas morfogénicas distintas. Os
principais estudos relacionando a influéncia do genétipo na capacidade embriogénica de
espécies da familia Arecaeae sdo aqueles pertinentes a palma de d6leo, trabalhos como os de
Corréa, (2015), Sané et al., (2012), Silva et al., (2012), Paim Pinto et al.,, (2011),
Sanputawong e Te-chato, (2011), Thawaro e Te-chato, (2009) e Henry et al., (1994).

Induzida a embriogénese com auxilio dos reguladores de crescimento, os calos
primdrios e embriogénicos sao transferidos para a fase de multiplicagdo. Nesta, os niveis dos
reguladores sao reduzidos proporcionando a diferenciacdo dos embrides sométicos por meio
de estimulos fisiolégicos, bioquimicos e ambientais que interrompem os ciclos repetitivos de
divisdo celular da fase anterior (SILVA et al., 2012; TOUCHET et al., 1991). A semelhancga
da etapa anterior, essa diferenciacdo € influenciada principalmente pelas concentragdes dos
reguladores de crescimento e pelo genétipo da espécie (MARBUN, 2015; TARMIZI et al.,
2008).

Embrides diferenciados sdo usualmente maturados/regenerados em meios de cultura

livrtes de reguladores de crescimento. Essa fase € considerada fundamental para o
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desenvolvimento do embrido e para a subsequente germinacdo e desenvolvimento da plantula.
Diante das inimeras tentativas de desenvolver protocolos de embriogénese para a palma de
6leo, nota-se uma demanda de esforcos para aperfeicoar as fases finais dos protocolos,
principalmente na fase de maturacdo, devido a baixa taxa de germinacdo e conversiao desses
embrides em plantas completas (GOMES et al., 2016; GOMES et al., 2015; CHANDRA et
al.,, 2010). Finalizadas essas etapas, a planta formada sai do ambiente asséptico para o
ambiente externo, normalmente casa de vegetacdo onde passa por adaptacdo gradativa, para

crescer e se desenvolver (QUEIROZ, 2017; ARA et al., 2000).
2.4 Silicio: Importancia e aplicacio no cultivo in vitro

O silicio (S1) € o segundo mineral mais abundante no solo e na crosta terrestre, atras
apenas do oxigénio. Ndo € considerado essencial por ndo fazer parte de reacdes necessdrias
para a sobrevivéncia da planta, ndo ser um elemento insubstituivel nem condicionar efeito
direto no seu crescimento e desenvolvimento. Apesar disso, vdrias plantas o acumulam
(CARVALHO et al., 2013; EPSTEIN, 1999).

Os monomeros de silicio (H4S104) absorvidos pelas plantas acumulam-se no reticulo
endoplasmadtico, nas paredes celulares e nos espagos intercelulares, como silica amorfa
hidratada (Si0,.nH,0) (TAIZ, et al., 2017). A dupla camada cuticula-silica formada na parede
celular funciona como barreira protetora acarretando a diminui¢ao da perda de dgua da planta
pela evapotranspiracdo. Proporciona endurecimento da parede celular dificultando o ataque de
insetos, fungos e bactérias. Aumento na rigidez das folhas, das bainhas foliares e do colmo
tornando-os mais ereto melhorando assim a arquitetura das plantas o que permite reducdo do
sombreamento, e consequentemente maior absorcdo de luz e maior taxa fotossintética.
(RODRIGUES; FIDELIS; TAVARES, 2017; FREITAS et al., 2011; BRAGA et al., 2009;
CHIBA et al., 2009; LIANG et al., 2007; DATNOFF et al, 2007; EPSTEIN, 2001).

No cultivo in vitro, o sucesso no desenvolvimento dos explantes estd diretamente
ligado a composi¢do dos meios de cultura, sendo que o0s nutrientes inorginicos sao
necessdrios por favorecer o crescimento e a morfogénese de células, tecidos e 6rgdos dos
explantes. O Si pode proporcionar tais contribuicdes as plantas cultivadas in vitro, a depender
da espécie, do gendtipo e da concentragdo utilizada para suplementar o meio (ABO e REDA,
2014; REED et al., 2013; MALAVOLTA, 1980).

A adi¢do do Si no meio de cultivo in vitro pode estimular a organogénese, a
embriogé€nese somadtica e condiciona o aumento na produgio, crescimento e longevidade de

calos, a regeneracdo do caule e a inducao de raizes (SIVANESAN e JEONG, 2014). Ainda,



22

melhora as caracteristicas morfolégicas, anatdomicas e fisiolégicas da plantula, aumenta a
tolerancia a baixas temperaturas, salinidade e reduz a incidéncia de hiperidricidade
(SIVANESAN E PARK, 2014).

Abo e Reda, (2014) avaliaram a acdo de diferentes fontes de Si na embriogénese
somadtica e regeneracdo de tamareira (Phoenix dactylifera L.). Eles observaram que a presenca
do mineral condicionou maior formacdo de calos e de embrides somaticos, aumento no peso
fresco e seco dos embrides bem como reducdo das taxas de oxidagdes e dos niveis de
hiperidricidade. Além disso, proporcionou maior percentual de embrides germinados. Méathé
et al (2012) ao estudar os efeitos do Si no crescimento e desenvolvimento de calos
embriogénicos de junco (Phragmites australis (Cav.)), observaram que os Si condicionou a
formacao de calos e favoreceu o desenvolvimento das raizes.

Estudos avaliando a suplementacdo de silicio em meios de cultivo da palma de 6leo
sdo ausentes na literatura. Diante do seu potencial benéfico na cultura de tecidos, sua
aplicacdo em protocolos de cultivo dessa espécie pode estimular o aumento do nimero de
embrides formados e germinados, no percentual de plantulas formadas, bem como a melhor

formacdo de suas estruturas primordiais.

3. OBJETIVOS

Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia do
silicio suplementado em meio de cultivo nas fases de regeneragcdo, germinacdo de embrides
somaticos do genotipo elite AM37 de Elaeis guineenses e sua repercussao no estabelecimento
das mudas em casa de vegetacao.

Para tanto, foi estimado os efeitos da suplementacdo do silicio na embriogénese
somatica do dendé€ por meio da:

Quantificacdo dos embrides somaticos formados apds a etapa de regeneragao;

Quantifica¢do dos embrides germinados e do nimero de plantulas obtidas.

Avali¢do de caracteristicas biométricas, da qualidade das plantulas, da deposiciao de
cera epicuticular nas folhas das plantulas originadas e da micromorfometria.

Avaliagdo biométrica da taxa de sobrevivéncia e indice de qualidade das mudas apds

transplantio e estabelecimento em casa de vegetacao.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304377011001628#!
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4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Células e Tecidos Vegetais
do setor de Fruticultura, Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vicosa
(UFV), Minas Gerais, Brasil. Para execucao do experimento foram utilizados como explantes
os calos embriogénicos mantidos em meio de multiplicacdo segundo técnica adaptada de
Corréa et al. (2015). Os calos embriogénicos sdao oriundos de foliolos imaturos do gendtipo
elite AM37, selecionado pelo programa de melhoramento genético de palma de 6leo do
convénio DAA/UFV - Agropalma S.A., localizada no Estado do Paré/ Brasil.

O estudo focou especificamente em trés etapas sequenciais do processo de clonagem:
a) Regeneracdo/maturacdo dos embrides somaticos; b) Germinagdo dos embrides somaticos e
obtencdo de plantulas; e ¢) Aclimatacdo das mudas em casa de vegetacdo. Os diferentes meios
de cultivo utilizados foram igualmente autoclavados por 20 min a 121 °C a 1,5 atm e vertidos
nos recipientes adequados. A sala de cultivo/crescimento foi mantida a 28 + 1°C e a oferta de

luz variou de acordo com a etapa.
4.1 Regeneracao/maturaciao de embrides somaticos

Os calos embriogénicos pré-estabelecidos foram transferidos para o meio de
regeneracdo/ maturacdo. O meio bdsico era composto por sais e vitaminas Y3 (Tabela 1),
suplementado com os componentes da Tabela 2. Nesse foi acrescido quatro doses diferentes
de Silicato de cdlcio (CaSiO3) compondo quatro tratamentos (Tabela 3) com 6 repeticdes de
cada um. O meio foi disposto em placas de Petri de poliestireno com 90 x 15 mm de
dimensao. Em cada placa foi vertido 30 ml do meio supracitado. Foram transferidas para cada
placa trés massas pro-embriogénicas de ~2mm3 , apds inoculagdo, essas foram incubadas na
auséncia de luz em sala de cultivo por 45 dias. Finalizado este periodo, foi quantificado o
nimero de embrides somdticos formados em cada tratamento tendo como critério embrides

que apresentavam estruturas granulares translucidas como proposto por Carvalho (2009).
4.2 Germinacio de embrides somaticos e obtenciao de plantulas

Os embrides sométicos obtidos na etapa anterior compuseram um teste de germinacao
em que os mesmos foram transferidos para meio de germinagdo composto por sais e
vitaminas do meio C4 desenvolvido no Laboratério de Cultura de Células e Tecidos Vegetais

da UFV (Tabela 1), suplementado com os componentes da tabela 2. Nesse foi acrescido
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quatro doses diferentes de Silicato de calcio (CaSiO3) compondo quatro tratamentos (Tabela
3) com 7 repeti¢des de cada um .O meio foi disposto em frascos de vidro de 300 ml, em cada
um foi vertido 40 ml de meio supracitado. Foram transferidos para cada frasco 9 embrides.
Apds a inoculacdo dos embrides, os frascos foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas/dia e irradiancia de £ 30 pumol (m2)". S ™' provida por lampadas
tubulares de LED (18 W, Arapeva Iluminacdo LED) por 20 dias. Finalizado este periodo, o
nimero de embrides germinados — determinado pelo alongamento do primérdio foliar - foi
quantificado e o material foi submetido ao primeiro ciclo de repicagem para obtencido de

plantulas inteiras.
Repicagem 1

Os embrides germinados foram repicados para meio de germinacao composto por sais
e vitaminas do meio C4 desenvolvido no Laboratério de Cultura de Células e Tecidos
Vegetais da UFV (Tabela 1), suplementado com os componentes da Tabela 2. Nesse foi
acrescido quatro doses diferentes de Silicato de calcio (CaSiO3) compondo quatro tratamentos
(Tabela 3) com 7 repeti¢cdes de cada um. O meio foi disposto em frascos de vidro de 300 ml,
em cada um foi vertido 40 ml de meio basico supracitado. Foram transferidas para cada frasco
em média 14 embrides. Apds a inoculagdo dos embrides os frascos foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 h dia™ e irradiancia de + 30 pmol (m?)™". S ™' provida por
lampadas tubulares de LED (18 W, Arapeva [luminacdo LED) por 40 dias. Finalizado este
periodo o ndmero de plantulas obtidas — com parte aérea contendo ao menos uma folha
completa e primoérdio radicular - foi quantificado e o material passou pelo segundo ciclo de

repicagem.
Repicagem 2

As plantulas obtidas anteriormente foram repicadas para meio de germinacdo
composto por sais € vitaminas do meio M4 (modificagdo do meio Y3 desenvolvido no
Laboratério de Cultura de Células e Tecidos Vegetais da UFV) (Tabela 1), suplementado com
os componentes da tabela 2. Nesse foi acrescido quatro doses diferentes de Silicato de calcio
(CaSiO3) compondo quatro tratamentos (Tabela 3). O meio foi disposto em tubos de ensaio
(25x150 mm), em cada um foi vertido 10 ml de meio supracitado. Em cada tubo foi
adicionado uma plantula. Apés a inoculagdo, os tubos foram mantidos em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas/dia e irradiancia de + 30 pmol (m2)”". S ! provida por 1ampadas

tubulares de LED (18 W, Arapeva Iluminacao LED) por 30 dias.



25

Findado este periodo foi avaliado o nimero de plantulas desenvolvidas em cada
tratamento. Uma parte das plantulas foi destinada as avaliagdes de (a) comprimento total
(cm), da parte aérea (cm) e do sistema radicular (cm) mensurados com auxilio de uma régua;
(b) diametro do coleto (mm) com o auxilio de um paquimetro digital; (c) Massa fresca (g) e
massa seca (g) - apds secagem por 72 h em estufa a 65 °C - em balanca de precisao; (d) indice
de qualidade das plantulas avaliado seguindo metodologia de Dickson, (1960) (Equagao 1).

MST(g)

H(cm) = MSPA(g)
D(mm) |~ MSR(g)

Equacao 1. IQD =

Em que: MST- Matéria seca total (g), H-Altura da parte aérea (cm), D- Diametro do coleto

(mm), MSPA- Matéria seca da parte aérea (g) e MSR- Massa seca da raiz (g).

Tabela 1. Formulacdo dos diferentes meios de cultivo in vitro utilizados nas etapas de
regeneracdo e germinacdo de embrides somaticos do gendtipo elite de dendé AM37.

Componentes Meios de cultivo in vitro (concentracoes mg L)
Macronutrientes
Y3 C4 M4
KNO; 2020 2581 2020
NH.CL 535 - -
NaH,PO,.2H,0O 312 713 312
CaCl,.2H,0 294 - -
KCl 1492 786 1492
MgCl,.6H,O 247 1275 247
MgSO47H20 - 387 -
NH.NO; - 1021 800
CaNO3.4H20 N - 472
Micronutrientes
Fe,S0O,.7H,O 13,9 24,3 24,3
Na,EDTA 37,2 33,5 33,5
MnSO,.4H,0 11,2 2,3 11,2
KI 8,3 1,7 8,3
ZnS0,.7H,0 7,2 2,8 7,2
H;BO; 3,1 5,0 3,1
CoCl,.6H,0 0,24 0,24 0,24
Na,Mo00,.2H,0 0,24 0,24 0,24
CuS0O,.5H,0 0,25 1,2 0,25
NiCl,.6H,O 0,024 0,24 0,024
Vitaminas
Acido Nicotinico 100 100 100
Piridoxina 100 100 100
Tiamina 100 1000 100

Tabela 2.Componentes suplementados em meio nas respectivas etapas.

Componentes Maturacao Germinacio
P ¢ Inicio Repicagem 1 Repicagem 2
Sacarose (g LY 30 30 30 30

Asparagina (mg L") 100 169 169 10
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Arginina (mg L) 100 139 139 574
Myo-inositol (mg L") 100 300 200 566
Glutamina (mg L™) 100 186 186 685
Caseina (mg L) 1 - - -
Prolina (mg L) - 294 294 100
Metionina (mg L™) - 169 - 100
Carvao ativado (g LY 3 - - -
Phytagel (g L) 2,5 2,5 2,5 2,5
Putrecina uM 1000 1000 1000 1000
ANA M - 0,54 0,54 0,54
Ph 5,7+0,1 57+0,1 5,7+0,1 5,7+0,1

Tabela 3.Tratamentos e suas respectivas doses de Silicato de Calcio (CaSiO3).

Tratamentos Dose CaSiO; (g L'l)
TO 0,0
T1 0,5
T2 1,0
T3 1,5

4.3 Aclimatacao

Plantulas de dendé obtidas apds o fim da repicagem 2 na etapa 3.2, independentemente
do tratamento imposto, foram transferidas para tubetes (180 cm3) com substrato constituido
por 50% de casca de coco e 50% de areia. Elas foram mantidas em casa de vegetacdo coberta
com manta termo-refletora (Aluminet®) com 50% de restri¢dao de luz, temperatura controlada
variando entre 30 a 35°C e humidade de 90%. Apds o trigésimo dia de transplantio, foi
fornecido semanalmente a cada muda 10 mL de solu¢do nutritiva composta por 0,5g L' de
cloreto de potdssio, 0,3g L™ de sulfato de magnésio e 0,3g L™ uréia.

Ap6s 120 dias de aclimatizagdo, foi avaliado (a) o nimero de plantas sobreviventes,
(a) comprimento total (cm), da parte aérea (cm) e do sistema radicular (cm) mensurados com
auxilio de uma régua; (b) didmetro do coleto (mm) com o auxilio de um paquimetro digital;
(c) Massa fresca (g) e massa seca (d) - ap6s secagem por 72 h em estufa a 65 °C - em balanga

de precisiao; (e) a qualidade da muda através do indice de Dickson (Equagdo 1).
4.4 Microscopia de luz e analise micromorfométrica

Ap6s 120 dias em etapa de germinacdo foi realizado, no Laboratério de Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV, o estudo anatomico de folhas das
plantulas de dendé.

Para o estudo histoldgico, foram coletados fragmentos foliares da parte central de trés
plantulas de dendé por tratamento. As amostras foram fixadas em FAA (formaldeido, acido

acético, etanol 50%, 1:1:18, volume:volume) por 48 h, e posteriormente foram desidratadas
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em série etandlica e incluidas em 2-hidroxietil-metacrilato (Historesin, Leica, Heidelberg,
Alemanha). As seccdes transversais (Spum de espessura) foram obtidas em micrétomo rotativo
de avanco automadtico (RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA), coradas com
azul de toluidina 0,05% pH 4,4 (O’BRIEN et al.,, 1964) e montadas com resina sintética
(Permount, Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA).

As imagens das andlises histolégicas foram obtidas em camera fotografica digital
(AxioCam HRc, Zeiss, Gottinger, Alemanha) e microcomputador com o programa de captura
de imagens Axion Vision acoplados a um microscépio deluz (AX-70 TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japdo). Para a andlise micromorfométrica, seis imagens foram obtidas por tratamento,
nas quais foi medida a espessura da parede celular (face adaxial + face abaxial), espessura do
mesofilo, espessura da epiderme face adaxial e abaxial. Dez medidas de cada pardmetro por

imagem foram tomadas utilizando o software Image J, totalizando 960 medig¢des.
4.5 Quantificacdo de cera epicuticular

Ap6s 120 dias em etapa de germinacgdo, plantulas oriundas da repicagem 2 foram
submetidas a metodologia de quantificacdo de cera epicuticular adaptado de Viana, et al.
(2010). As folhas principais de 12 plantulas correspondentes a cada um dos quatro
tratamentos foram cortadas a altura do peciolo e digitalizadas em impressora multifuncional
HP DeskJet Ink Advantage série 5520 e as imagens foram utilizadas para obtengdo da area
foliar em medidor de area foliar implementado pelo software Windias 2.0.

No Laboratério de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal do Departamento de
Agronomia da UFV, as folhas foram distribuidas em amostras compostas por trés unidades
compondo 4 repeticdes por tratamento. As amostras foram introduzidas separadamente por
repeticdo em béquer de 100 ml contendo 30 ml de cloroférmio por 30 s, agitando-se
levemente. As solugdes obtidas (cera mais cloroférmio) foram filtradas em papel filtro e
transferidas para béquer de 50 ml onde foram evaporados em chapa aquecedora a 80 °C até
atingir volume de 10 ml. Em seguida este volume da solucdo foi transferido para tubo de
ensaio de 25 ml com peso conhecido (determinado em balanca de precisdo com 4 casas
decimais). Em banho maria a 85°C o restante do cloroférmio foi evaporado até restar apenas
o residuo sélido (cera). A quantidade de cera foi expressa pela quantidade de cera por unidade

de drea foliar (ug cm™).
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4.6 Delineamento e analise estatistica

Em todas as etapas, o experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com quatro tratamentos e n repeticdes, totalizando m unidades
experimentais, a depender da quantidade de material disponivel para cada etapa. Os dados que
apresentaram comportamento quadritico tiveram a dose ideal determinada pela primeira
derivada da funcdo ajustada. Todos os dados coletados foram avaliados com o auxilio do

software R (R Development Core Team, 2021) por meio da anélise de regressao.

5. RESULTADOS

5.1 Regeneracio/maturacao de embrides somaticos

As massas pro-embriogénicas oriundas de meio de multiplicagdo, apds 45 dias em
meio de regeneracdo/maturagdo se transformaram em embrides somaticos. A quantidade de
embrides somdticos obtidos variou em fung¢do da dose de Silicato de Calcio utilizada.
Observou-se um efeito quadratico das doses utilizadas sobre o nimero de embrides somaticos
formados. Pela equacdo ajustada a dose que proporcionou maior formag¢do de embrides
somdticos foi de 0,63 g L™ de CaSiOs, proporcionando a formacdo média de 138 embrides
somaticos por massas pro-embriogénicas de ~2mm?3 (Figura 1-M).

Os embrides somaticos formados nos tratamentos com 0,0 g L' (Figura 1-C) e 0,5 gL
! Silicato de cdlcio (Figura 1-F) apresentaram coloracdo translucida. Aderidos uns aos outros,
visualmente estavam bem desenvolvidos e robustos com extremidade pontiaguda bem
definida. J4 os embrides formados nos tratamentos com 1,0 g L™ (Figura 1-I) e 1,5 g L’
Silicato de calcio (Figura 1-L) apresentavam tecidos com coloracdo amarelada e embrides
ainda com estrutura globular. Nesses houve também a formacgdo de estruturas globulares
maiores com aspecto esponjoso onde nao houve a diferenciagdo em embrides soméaticos como

pode ser observado na Figura 1-1.
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Figura 1. Regeneracdo/maturacdo de embrides somadticos. Da esquerda para a direita —
Massas pro-ebriogénicas inoculadas - Desenvolvimento dos embrides somaticos no 22° dia de
incubacdo - Embrides sométicos formados no 45° dia. A-C: 0,0 g L' Silicato de calcio; D-F:
0,5 g L' Silicato de calcio; G-I: 1,0 g L™ Silicato de calcio; J-L: 1,5 g L' Silicato de clcio.
M: Estimativa do nimero médio de embrides somaticos de palma de 6leo formados apds 45
dias em meio de regeneracdo Y3 suplementados com as diferentes doses de Silicato de Calcio.

5.2 Germinacio dos embrides somaticos e obtencao de plantulas

O processo de germinacdo iniciou-se aos 7 dias de cultivo com o alongamento dos
embrides (Figura 2 A-D). Aos 20 dias de cultivo os embrides germinados foram quantificados
e em seguida submetidos ao processo de primeira repicagem (Figura 2 E-H). O ntimero de
embrides germinados variou em fun¢do da dose de silicato de cdlcio. Observou-se um efeito
linear das concentracdes sobre o nimero de embrides germinados (Figura 2-1). O nimero de
embrides germinados diminuiu com o aumento das doses de silicato de calcio. Pela equagdo
ajustada € possivel notar que o maior nimero de embrides germinados se deu no meio sem o

silicato de calcio.
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Figura 2. A-D: Inicio do processo de germinacdo. E-H: Embrides germinados. I: Estimativa
do nimero médio de embrides germinados aos 20 dias de cultivo em meio C4 suplementado
com diferentes doses de silicato de célcio.

Ap6s 40 dias em meio C4 (Figura 3 A-D) o numero de plantulas formadas foi
quantificado. As diferentes doses de silicato de cdlcio proporcionaram resultados semelhantes
quanto a formacdo das plantulas, como poder ser observado na Figura 3-E, resultando em
efeitos imperceptiveis. As plantulas obtidas no final da primeira repicagem se mantiveram em

desenvolvimento na segunda (Figura 4 A-D), sem alterar a quantidade (escalar) (Figura 3 F).
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Figura 3. A-D: Plantulas apds 40 dias em meio C4 suplementado com diferentes doses de
silicato de célcio. E: Nimero médio de plantulas formadas no final da primeira repicagem. F:
Nuimero médio de plantulas formadas no final da segunda repicagem apds 30 dias em meio
M4 suplementado com diferentes doses de silicato de célcio. (Grificos com os respectivos
intervalos de confianca a 95% de confiabilidade).

Avaliacoes biométricas

No final do processo de germinagdo, as plantulas resultantes apresentaram-se com
sistema radicular e parte aérea bem formada (Figura 4-E-H). Em seguida essas foram
submetidas a avaliacOes biométricas considerando a varidvel massa fresca, massa seca da
parte aérea e do sistema radicular e comprimento. As médias encontradas para todas essas

varidveis ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 4 I-K), portanto as doses de
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silicato de célcio resultaram em um efeito, aparentemente, imperceptivel, no desenvolvimento

das plantulas.
Indice de qualidade de Dickson

De posse dos dados correspondentes a massa fresca e seca da parte aérea e do sistema
radicular, comprimento das plantulas e didmetro do coleto, foi possivel avaliar a qualidade das
plantulas formadas. A similaridade entre os valores encontrados indicou que as plantulas

formadas apresentam a mesma qualidade morfoldgica (Figura 4-L).
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Figura 4. A-D: Plantulas no inicio da segunda repicagem. E-H: Plantulas completas no final
da etapa de germinacdo. I: Quantidade média de massa fresca em plantulas no final da etapa
de germinacdo em meio M4 suplementado com diferentes doses de silicato de calcio. J:
Quantidade média de massa seca em plantulas no final da etapa de germinacdo em meio M4
suplementado com diferentes doses de silicato de célcio. K: Comprimento total médio das
plantulas no final da etapa de germina¢cdo em meio M4 suplementado com diferentes doses de
silicato de célcio. L: Indice de qualidade de Dickson. (Gréficos com os respectivos intervalos
de confianga a 95% de confiabilidade).
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5.3 Microscopia de luz e analise micromorfométrica

As fotografias dos cortes transversais das folhas de plantulas de dendé obtidas em
meio com diferentes doses do silicato de cdlcio apresentaram folhas com as mesmas
caracteristicas anatomicas: Epiderme unisseriada anfiestomatica (presenca de estdmatos nas
duas faces da epiderme) e mesofilo homogéneo composto por 5 a 6 camadas de células do
parénquima, com idioblastos dispersos por todo o meséfilo (Figura 5 A-D).

Ap6s realizacdo das andlises micromorfométricas foi possivel observar que a
espessura da parede celular face adaxial apresentou-se similar entre os diferentes tratamentos
(Figura 5-E). J4 a espessura da parede celular face abaxial das folhas de dendé sofreu
influéncia das diferentes doses de silicato de célcio utilizadas. Observou-se um
comportamento quadratico da fun¢do ajustada em que a dose que condiciona maior espessura
de parede é de 091 g L' de CaSiO;, proporcionando uma espessura média méxima de
1,91pum (Figura 5-F).

A espessura do mesofilo ndo diferiu entre os tratamentos (Figura 5-G), assim como a
espessura da epiderme face adaxial (Figura 5-H) indicando que as diferentes doses de silicato
de cdlcio apresentaram resultado semelhante em seu desenvolvimento. J4 a epiderme abaxial
sofreu influéncia das diferentes doses de silicato de cdlcio, a fun¢do ajustada demonstrou
comportamento quadratico tendo como dose ideal 0,47 g L de CaSiO; proporcionando uma

espessura da epiderme face abaxial média méxima de 9,13 pm (Figura 5-I).
5.4 Quantificacdo de cera epicuticular

A deposicao de cera epicuticular em folhas de palma de 6leo aos 120 dias em etapa de
germinagdo em meios suplementados com diferentes doses de silicato de cdlcio apresentou
variacdo. Pela fun¢do ajustada a maior quantidade de cera encontra-se em folhas de plantulas

desenvolvidas em meio sem o silicato de cdlcio (Figura 6).
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Figura 5. Cortes anatdmicos transversais de folhas de dendé oriundos dos respectivos
tratamentos — A: 0,0 g L' Silicato de calcio; B: 0,5 g L' Silicato de célcio; C: 1,0 g Lt
Silicato de célcio; D: 1,5 g L Silicato de célcio. E: Espessura média da parede celular face
abaxial e adaxial. F: Espessura média do mesofilo (Grafico com os respectivos intervalos de
confianca a 95% de confiabilidade). G: Espessura média da epiderme face adaxial (Gréfico
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com os respectivos intervalos de confianca a 95% de confiabilidade). H:Espessura média da
epiderme face abaxial. I: Deposicdo de cera epicuticular em folhas de plantulas de dendé.
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Figura 6. Quantidade de cera epicuticular nas folhas de plantulas de dend€ oriundos dos
respectivos tratamentos: 0,0 g L' Silicato de célcio; 0,5 g L' Silicato de célcio; 1,0 g Lt
Silicato de célcio; 1,5 g L' Silicato de célcio.

5.5 Avalicoes apés aclimatacao
Apos 120 dias em casa de vegetacdo o percentual de mudas sobreviventes foi
determinado (Tabela 4). Observou-se que nao hd diferenca significativa entre os percentuais

encontrados indicando que as diferentes doses de silicato de cdlcio contribuiram de forma

semelhante na sobrevivéncia das plantulas nesta etapa de aclimatacao.

Tabela 4. Taxa de sobrevivéncias das mudas.

Tratamentos Sobrevivéncia das mudas (%)
TO 84
T1 92
T2 80
T3 88

As mudas sobreviventes (Figura 7A-D) foram submetidas a avaliacdes biométricas
considerando a varidvel comprimento, massa fresca e massa seca da parte aérea e do sistema
radicular. A média encontrada para todas essas varidveis ndo apresentaram diferencas
significativas. Neste caso, as diferentes doses do silicato de célcio, aparentemente, nao

interferem no desenvolvimento das mudas (Figura 7 E-G).
Indice de qualidade de Dickson

De posse dos dados correspondentes a massa fresca e seca da parte aérea e do sistema

radicular, comprimento das mudas e diametro do coleto, foi possivel avaliar a qualidade das
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mudas formadas. Observou-se que os valores obtidos sdo semelhantes, indicando que as

mudas estabelecidas apresentam a mesma qualidade morfolégica (Figura 7 H).
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Figura 7. A-D: Mudas de palma de 6leo no final do processo de aclimatacdo. E: Quantidade
média de massa fresca em mudas no final da etapa de aclimatacdo. F: Quantidade média de
massa seca em mudas no final da etapa de aclimatacdo. G: Comprimento médio total das
mudas no final da etapa de aclimatacdo. H: Avalia¢do da qualidade das mudas pelo método de
Dickson. (Gréficos com os respectivos intervalos de confianca a 95% de confiabilidade).

6. DISCUSSAO

6.1 Regeneracao/maturacio de embrides somaticos

Devida a importancia econdmica que a palma de 6leo apresenta, os estudos que visem
sua propagacdo em larga escala sdo de grande relevancia e vem sendo executados de forma

continua. Apesar da constancia nesses estudos, ainda existem lacunas que impedem o sucesso
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pleno da sua propagacdo, principalmente nas etapas finais de maturacdo e germinacao dos
embrides somaticos (CHANDRA et al. 2010; VON ARNOLD et al., 2002; GOMES et al.,
2015; GOMES et al., 2016).

Os resultados deste trabalho foram significativos quanto ao nimero de embrides
somaticos formados. Trabalhos como o de Abo e Reda, (2014) que avaliou diferentes fontes
de Si na embriogénese somadtica e regeneracdo de tamareira (Phoenix dactylifera L.) e o de
Mithé et al., (2012) que estudou os efeitos do Si no crescimento e desenvolvimento de calos
embriogénicos de junco (Phragmites australis), também apresentaram resultados
significativos.

Apesar de esses trabalhos apresentarem doses menores e fontes distintas a este,
observou-se o aumento no nimero de embrides somaticos formados. Outra similaridade se
deu no comportamento da curva obtida pela fun¢do ajustada, em que a partir da dose méxima

ideal obtida nota-se uma diminuicdo da formacado de embrides.
6.2 Germinacao de embrioes somaticos e morfometria

Houve diminuicdo do nimero de embrides germinados a medida que as doses de
silicato de célcio foram aumentadas. A redu¢do da germinacdo dos embrides em meio com
doses maiores pode ser explicada pela capacidade excessiva do silicio de inibir a absorcao de
metais ou elementos benéficos como o ferro, comprometendo assim o desenvolvimento da
plantula (COOKE E LEISHMAN, 2011).

Apesar dessa redugdo, nas etapas seguintes ouve uma estagnacio, € o nimero de
plantulas formadas se manteve igual dentre os tratamentos. As avaliagdes de altura, massa
seca e massa fresca apresentaram resultados similares para as diferentes doses do silicato de
calcio. Resultados contrarios a este foram apresentados no estudo de Braga, et al., (2009) com
micropropagacdo de morango em meio suplementado com diferentes fontes de silicio,
encontrando diferenca significativa para a massa fresca e seca dos propdgulos origindrios em
meio suplementado com Na,SiOs. Silva (2007) relata que o comprimento dos brotos de
gérbera foi significativamente beneficiando com a dose de 1,0 g L™ silicato de potassio.

Asmar, et al., (2011), ao micropropagarem banana ma¢d em meio de cultivo
suplementado com diferentes fontes de silicio observaram que a avalia¢do das caracteristicas
pertinentes a parte aérea apresentava diferenca em meio suplementado com Na;SiOs.
Entretanto ndo encontrou diferenca nas caracteristicas pertinentes a raiz, tendo similaridade
com o resultado encontrado neste trabalho. Assim como Lazzarine (2020) ao avaliar as

caracteristicas filotécnicas de Fisdlis (Physalis peruviana L.) cultivadas in vitro, onde as


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304377011001628#!
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diferentes doses de acido silicico ndo afetaram o comprimento da parte aérea, nem o nimero
de brotacdes. As diferengas apresentadas dentre estes trabalhos podem ser explicadas pelo
fato do crescimento de plantulas, 6rgdos, tecidos e células in vitro serem dependentes dos
meios de cultura e da espécie estudada. Portanto hd a necessidade de se aperfeicoar o meio,
incluindo o tipo de fonte de silicato, para cada espécie de forma a encontrar uma perfeita
interacdo dos seus componentes (BRAGA, 2009).

A similaridade entre as caracteristicas de altura, massa seca € massa fresca refletiram
na andlise de qualidade das plantulas avaliadas pelo método de Dickson. E importante
salientar que quanto maior os valores do IQD maior serd a qualidade da plantula obtida e que
os resultados variam em fun¢do da espécie, material genético, condicdes de cultivo e da idade
em que € feita a avaliacdo (GOMES et al., 2013; GASPARIN et al., 2014).

Notou-se que ndo houve diferenca na qualidade das plantulas dentre os tratamentos,
isso se deu pelo fato do método considerar o equilibrio da distribui¢cdo da biomassa na planta,
utilizando os parametros morfoldgicos de altura, diametro e biomassas (FONSECA et al.,

2002; AZEVEDO et al., 2010).
6.3 Microscopia de luz e anilises micromorfométricas

O silicio é um elemento considerado pouco moével no interior da planta. Sua
translocac@o ocorre das raizes para as folhas via transpiracdo. Absorvido na forma de acido
monosilicico é depositado na forma de silica nos espacos extracelulares e nas paredes da
epiderme, por serem locais de alta evapotranspiragcdo (SAMUELS et al., 1991; DATNOFF &
KORNDORFER, 2001).

Diante da anélise micromorfometrica da ldmina foliar de dendé foi possivel verificar
que a espessura da parede sofreu alteragOes significativas quando submetida as diferentes
doses de silicato de célcio. Comumente a absor¢ao do CaSiO; e deposicdo de silica resultam
em mudangas anatdmicas nos tecidos vegetais, como células epidérmicas com a parede
celular mais espessa acarretando melhor arquitetura as plantas, aumento da capacidade
fotossintética e resisténcia aos patdgenos elevando a taxa de sobrevivéncia durante o processo
de aclimatizacio (ZAMBOLIM et al., 2012; ZAMBOLIM e ZANAO JUNIOR, 2012; Silva,
2007) que € um fator importante para o sucesso da cultura de tecidos (BARBOZA et al.,
2006; SILVA et al., 2008).

Assim como na parede, a espessura da epiderme face abaxial também sofreu efeito
significativo. Observou-se um comportamento de aumento até a dose ideal seguido do

decréscimo na espessura das mesmas. Silva, (2007) em seu estudo onde cultivou gérbera in
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vitro em diferentes fontes de silicio, ao realizar as andlises micromorfométricas observou que
a espessura da epiderme ndo sofreu alteracdo em funcdo das diferentes doses de silicio
utilizadas, seu resultado foi parcialmente similar ao encontrado neste estudo.

Nao ouve diferenca significativa para a espessura do mesofilo neste estudo, isso pode
estar atrelado a auséncia de diferenca na massa foliar (seca e fresca). Essa relagdo foi
apontada por Adatia e Besford (1986) em um trabalho com pepino em que a adi¢dao de fontes
de silicio em meio de cultivo alterou a espessura do mesofilo de suas folhas e condicionou
maior massa foliar (seca e fresca). Parte dos resultados encontrados no estudo de Braga
(2009) corrobora com este uma vez que suas andlises micromorfométricas apontaram efeito

significativo das diferentes fontes de silicio nas espessuras da epiderme face adaxial e abaxial

bem como do mesofilo da espécie.
6.4 Deposicao de cera epicuticular

A cera epicuticular é um polimero complexo com importantes fungdes nas células
epidérmicas. Dentre elas, destaca-se a protecao contra a perda de dgua e, por se tratar de uma
camada brilhante e refletora, atua também na protecdo contra o excesso de luminosidade
(ALQUINI et al., 2006). As plantas cultivadas in vitro se destacam por ter cerosidade
deficiente, condicionando a formacdo da camada de cera muito delgada, principalmente pela
deficiéncia de luz nas salas de crescimento (Asmar et al., 2011).

As diferentes doses do CaSiOjs interferiram significativamente na quantidade de cera
por édrea foliar das plantulas de dendé. Entretanto, notou-se que a quantidade de cera diminuiu
a medida que se aumentou as doses de silicato. Comportamento contrério a este foi observado
por Braga, (2009) em estudo com quantificagdo de cera epicuticular em tecido foliar de
morangueiro cultivado in vitro em meio suplementado com diferentes fontes de silicio.

A maior deposi¢do de cera em plantas cultivadas in vitro é importante. Esse acimulo
condiciona a formagdo de uma barreira protetora que auxilia na regulacdo da perda de 4dgua
por evapotranspiragdo, auxiliando na aclimatag¢do (SILVA, 2007) uma vez que na maioria das
vezes, a morte das plantas se deve, principalmente, a perda excessiva de dgua devido a alta
temperatura e a luminosidade na casa de vegetacdo (Asmar et al., 2011).

Apesar da diminui¢do na quantidade de cera, o estabelecimento das plantulas na etapa
de aclimatagdo foi semelhante entre os tratamentos. Isso pode ter acontecido pela
possibilidade de ocorrer alteracdes estruturais nas plantulas em etapa de aclimatacdo, como &
a correcdo da deficiéncia de cera. Trabalhos como o de Asmar et al., (2011), e Miiller e

Weberling (1994) relataram que a camada de cera se tornou gradualmente espessa € mais
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bem distribuida em folhas de bananeira formadas ex vitro, ao contrdrio do que ocorre em

folhas in vitro.
6.5 Avalicoes apés aclimatacao

O efeito residual do silicio utilizado nas etapas de germinacdo da palma de 6leo nao
afetou significativamente o comprimento, a massa fresca e seca das mudas obtidas. Como a
qualidade das mudas estd atrelada a essas varidveis, ndo houve diferenga significativa nos
resultados obtidos com a aplicagdo de silicio assim como foi observada na avaliacdo da
qualidade das plantulas.

Mesmo que a transicdo de ambiente in vitro para casa de vegetacdo condiciona altas
taxas de mortalidade por perda de 4gua ocasionada pela baixa funcionalidade dos estomatos e
delgada camada de cera epicuticular que as plantulas costumam apresentar (SILVA, 2007), a
taxa de sobrevivéncia da palma de 6leo foi semelhante entre os diferentes tratamentos. As
plantulas oriundas de doses distintas apresentaram taxa de sobrevivéncia média de 86%.

Resultado similar foi encontrado por Silva (2007), em seus tratamentos com diferentes
fontes de silicio, a taxa de sobrevivéncia das mudas de gérbera foi similar com média de 82%.
E Mantovani, (2020) ao avaliar a sobrevivéncia das plantulas de orquidea (Cymbidium
atropurpureo) apoés etapa de aclimatacdo observou que as concentragdes de silicio na forma
de nanossilica, mistura de silicato de potdssio e silicato de s6dio apresentaram resultados
similares para a porcentagem de sobrevivéncia. Ja na forma de dcido monossilico houve uma

diminuic¢ao linear da porcentagem a medida que aumentou suas concentragoes.

7. CONCLUSOES

O uso do silicato de célcio provocou alteragdo do nimero de embrides formados na
etapa de regeneracdo/maturacdo dos embrides somdticos. A dose que condiciona a maior
formagdo de embrides é de 0,63g L™

Altos teores de silicato de cdlcio condicionam reducdo da germinacdo, mas mantém
similares os caracteres morfométricos das plantulas.

As diferentes doses de silicato de célcio modificam a espessura da parede celular e da
epiderme face abaxial tendo como dose ideal respectivamente 0,91g L™ e 0,47 g L™

O aumento das doses de silicato de calcio reduz a quantidade de cera epicuticular nos

tecidos foliares das plantulas.
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A taxa de sobrevivéncia das plantulas e os caracteres morfométricos das mudas no
final da etapa de aclimatacdo apresentam-se similares.
As mudas obtidas pelos diversos tratamentos apresentam a mesma qualidade.
Diante da intencdo de suplementacdo do meio com silicato de célcio, indica-se utilizar
~ 1 . . R
concentracdes entre 0,5 e 1,0 g L sendo estas intermedidrias para as varidveis com

interferéncia positiva.

8. CONSIDERCOES FINAIS

O uso do silicio pode ser um componente importante para outros genoétipos,
considerando os relatos de avaliacio do Si na regeneracdo in vitro e que o estudo foi
desenvolvido para uma variedade elite (AM37). A similaridade apresentada em diversas
varidveis avaliadas neste genétipo elite pode manifestar efeito positivo para variedades

testadas em um gendétipo recalcitrante.
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10. APENDICE

Regeneracao/ maturaciao
e Nuamero médio de embrides formados na etapa de regeneracao/maturacio

Modelo Quadratico

Coeficientes Estimativa Erro Padrao Teste t valor.p
b0 91.0914 10.8433 8.4007 0.0000
bl 151.1832 37.8961 3.9894 0.0010
b2 -121.3893 23.8974 -5.0796 0.0001

9; = 91,0914 + 151,1832*x; — 121,3893*x?  (* p-valor < 0,001)
R*=0,9819
Dose ideal: 0.6227205 Produgdao méaxima: 138.1638

Analise de variancia do modelo quadratico

FV GL SQ QM Fc valor.p
Efeito linear 1 8657.2880 8657.2880 11.8500 0.0031
Efeito quadratico 1 18852.6000 18852.6000  25.8000 <0.0001
Desvios de Regressao 1 504.6977 504.6977 0.6900 0.4174
Residuos 17 12421.1200 730.6541
Germinacao

e Nuamero médio de embrides germinados

Modelo linear

Coeficientes Estimativa Erro Padrao Teste t valor.p

b0 49.8560 3.7362 13.3440 0.0000
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bl -3.2151 -3.2151 -3.2151 0.0037

9, = 49,8560 — 3,2151x; (* p-valor < 0,0037)
R>=0,951474

Analise de variancia do modelo linear

FV GL SQ QM Fc valor.p
Efeito linear 1 1398.6890 1398.6890 10.34 <0.0037
Desvios de Regressao 2 71.3348 35.6674 0.26 0.77048
Residuos 24 3247.4050 135.3085

e Numero médio de plantulas no final das repicagem 1 e 2

Quadro da analise de variancia

FV GL SQ QM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 40.51 13.5029 1.5679 0.2058
Residuo 64 551.18 8.6122
Total 67 591.69
CV=56,21%

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 5.444444
T1 0.5 6.095238
T2 1.0 4928571
T3 1.5 4.000000

Avaliacoes biométricas das plantulas
e Meédia da massa fresca total

Quadro da analise de variancia

FV GL SQ QM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 0.3631 0.12102 1.0042 0.39446
Residuo 96 11.5688 0.12051
Total 99 11.9319

CV=41,18%



Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes
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Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 0.77748
T1 0.5 0.92180
T2 1.0 0.88072
T3 1.5 0.79204
e Média da massa seca total
Quadro da analise de variancia
FV GL SQ QM Fe Pr > Fe
Tratamento 3 0.008429 0.0028095 1.5357 0.21023
Residuo 96 0.175629 0.0018295
Total 99 0.184057
CV=136,61%

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 0.10692
T1 0.5 0.12944
T2 1.0 0.12168
T3 1.5 0.10932
¢ Comprimento médio total
Quadro da analise de variancia
FV GL SQ QM Fc Pr > Fc¢
Tratamento 3 48.26 16.087 0.60949 0.61045
Residuo 96 2533.80 26.394
Total 99 2582.06
CV=133,98%

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 13.98
T1 0.5 15.22
T2 1.0 15.84
T3 1.5 15.44

e Indice de qualidade de Dickson



Quadro da analise de variancia
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FV GL SQ QM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 0.000577 0.00019235 1.0615 0.36923
Residuo 96 0.017396 0.00018121
Total 99 0.017973
CV=53,4 %

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes
Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 0.02585372
T1 0.5 0.02801284
T2 1.0 0.02558824
T3 1.5 0.02138008
Analises micromorfométricas
o Espessura média da parede Celular face abaxial
e Modelo quadrético
Coeficientes Estimativa Erro Padrao Teste t valor.p
b0 1.2912 0.0896 14.4192 0.0000
bl 1.3605 0.2932 4.6407 0.0002
b2 -0.7463 0.1945 -3.8370 0.0012
e 9, =1.2912 + 1.3605*x; — 0.7463"x?  (* p-valor < 0.00121)
e R*=0.924819
e Doseideal: 0,91 gL' Espessura maxima: 1,91um
e Analise de variancia do modelo quadratico

FV GL SQ QM Fc valor.p
Efeito linear 1 0.5263 0.5263 10.41 0.00469
Efeito quadratico 1 0.7446 0.7446 14.72 <0.00121
Desvios de Regressao 1 0.1033 0.1033 2.04 0.17005
Residuos 18 0.9104 0.0506

e Espessura média da parede Celular face adaxial
e Quadro da andlise de variancia

FV GL SQ QM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 0.8883 0.29611 1.7684 0.18559
Residuo 20 3.3490 0.16745

Total 23 4.2373




e CV=24,06 %

e Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 1.394650
T1 0.5 1.679483
T2 1.0 1.877800
T3 1.5 1.850950
e Espessura média do mesofilo
Quadro da analise de variancia
FV GL SQ QM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 661.8 220.59 1.7021 0.19872
Residuo 20 2592.1 129.60
Total 23 3253.9
CV=10,41%

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 109.6767
T1 0.5 107.8100
T2 1.0 117.3500
T3 1.5 102.7300
e Espessura média da epiderme adaxial
Quadro da analise de variancia
FV GL SQ oM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 7.280 2.4265 0.87486 0.47064
Residuo 20 55.473 2.7736
Total 23 62.753
CV=14,43%

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 10.82667
T1 0.5 12.36500
T2 1.0 11.39333
T3 1.5 11.58833




e Espessura média da epiderme abaxial

Modelo quadratico
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Coeficientes Estimativa Erro Padrao Teste t valor.p
b0 8.7390 0.4939 17.6954 0.0000
bl 1.6663 1.5862 1.0505 0.3060
b2 -1.7833 1.0134 -1.7598 0.0937
9; = 8.7390 + 1.6663*x; — 1.7833*x?  (* p-valor < 0.09373)
R*=0,920717
Dose ideal: 0,47 gL' Espessura méxima: 9,13 pm
Analise de variancia do modelo quadrético
FV GL SQ oM Fc valor.p
Efeito linear 1 7.6306 7.6306 4.95 0.0377
Efeito quadratico 1 4.7704 4.7704 3.1 <0.09373
Desvios de Regressao 1 1.0678 1.0678 0.69 0.4149
Residuos 20 30.8079 1.5404
e Quantidade de cera epicuticular
Modelo quadrético
Coeficientes Estimativa Erro Padrao Teste t valor.p
b0 0.1142 0.0065 17.5511 0.0000
bl -0.1285 0.0209 -6.1519 0.00005
b2 0.0535 0.0134 4.0085 0.0017
$; = 0.1142 — 0.1285*x; + 0.0535*x?  (* p-valor < 0.00173)
R*=0,998091
Dose ideal: 0.0  Deposicdo méaxima: 0,1135800 pg/cm?
Analise de variancia do modelo quadrético
FV GL SQ QM Fc valor.p
Efeito linear 1 0.0117 0.0117 65.39 0.0000
Efeito quadratico 1 0.0029 0.0029 16.07 <0.00173
Desvios de Regressao 1 0.00003 0.00003 0.16 0.7
Residuos 12 0.0021 0.0002

Avalia¢oes biométricas das mudas



e Média da massa fresca total

Quadro da anélise de variancia
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FV GL SQ oM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 5.14 1.7134 0.24738 0.86298
Residuo 82 567.94 6.9261
Total 85 573.08
CV=50,29%

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 5.643810
T1 0.5 5.108261
T2 1.0 4.987500
T3 1.5 5.194364
e Média da massa seca total

Quadro da analise de variancia

FV GL SQ QM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 0.01308 0.0043613 0.54476 0.65305
Residuo 82 0.65648 0.0080058
Total 85 0.66956
CV=60,27%

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO3 Médias
TO 0.0 0.1699524
T1 0.5 0.1419130
T2 1.0 0.1387500
T3 1.5 0.1436364
¢ Comprimento médio total

Quadro da analise de variancia

FV GL SQ QM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 54.62 18.206 0.51436 0.67353
Residuo 82 2902.43 35.396
Total 85 2957.05

CV=16,73%



Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes
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Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 35.57143
T1 0.5 34.53261
T2 1.0 35.42500
T3 1.5 36.72727
e Indice de qualidade de Dickson
Quadro da analise de variancia
FV GL SQ QM Fc Pr > Fc
Tratamento 3 0.01308 0.0043613 0.54476 0.65305
Residuo 82 0.65648 0.0080058
Total 85 0.66956
CV=60,27%

Segundo o teste F as médias ndo podem ser consideradas diferentes

Tratamentos Dose de CaSiO; Médias
TO 0.0 0.1699524
T1 0.5 0.1419130
T2 1.0 0.1387500
T3 1.5 0.1436364




