UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

PROPAGACAOQ IN VITRO DE GLADIOLO
(Gladiolus x grandifiorus L.)

FERNANDA CRISTIANE SIMOES

2001



520972

FERNANDA CRISTIANE SIMOES

PROPAGACAO IN VITRO DE GLADIOLO
(Gladiolus x grandiflorus L.}

Dissertagiio apresentada a Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduagdo em  Agronomia, drea de
concentragdo Fitotecnia, para obtengdo do titulo
de “Mestre”.

Ornentadora

Profa. Patricia Duarte de Oliveira Paiva

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL
2001


riatendimento
000

riatendimento
000


Ficha Catalogrifica Preparada pela Divisio de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Simdes, Fernanda Cristiane

Propagagdo in vitro de gladiolo (Gladiolus grandiflorus 1..) / Fernanda
Cristiane Simdes. -- Lavras : UFLA, 2001.

65 p. 11l

Orientadora: Patricia Duarte de Oliveira Paiva.
Dissertagdo (Mestrado) — UFLA.
Bibliografia.

a de tecido. 3. Regulador de crescimento. 4. Meio MS. 5.
atizagdo. 1. Universidade Federal de Lavras. II. Titulo.

CDD-635.93424




FERNANDA CRISTIANE SIMOES

PROPAGACAO IN VITRO DE GLADIOLO
(Gladiolus x grandiflorus L.)

Disserta¢io apresentada a Universidade Federal de
Lavras como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduagdio em  Agronomia, 4area de
concentragiio Fitotecnia, para obtengdo do titulo
de “Mestre”.

APROVADA em 26 de abril de 2001.

Prof. Moacir Pasqual UFLA

Prof.- Renato Paiva UFLA

Profa. PatriciaNDuarte de Oliveira Paiva
- UFLA .

(Orientadora)

LAVRAS
MINAS GERAIS - BRASIL



“Cada planta € um mistério cujas leis nos desafiam; cuja razfio de
ser, preferéncias, aversdes e inter-relagfes ensinam-nos uma ligdo
que deveria nos fornecer uma compreensio melthor do mundo em

que vivemos.”

ROBERTO BURLE MARX



Aos meus pais, Manoel José Maria Simdes e
Maria José Turini Simdes, por todo o amor,

apoio e confianga.

DEDICO

A profa. Patricia Duarte de Oliveira Paiva,
por toda orientagdo, amizade, paciéncia e

oportunidades proporcionadas.

OFERECO



AGRADECIMENTOS

As minhas irmas, Ana, Andrea e Cinthya, aos meus cunhados ¢ as
minhas sobrinhas, Caroline e Rafaela.

Em especial a0 Guilherme Neri pelo amor, cumplicidade € apoio
em todas as horas.

Ao professor Moacir Pasqual, pela co-orientagfo tdo bem prestada.
Ao membro da banca Prof. Renato Paiva.

A Universidade Federal de Lavras e ao Departamento de
Agricultura, pelo suporte e estrutura.

A CAPES, pela concessdo da bolsa de estudos.

Aos laboratoristas Vantuil Antonio Rodrigues ¢ Antonio Clarete
de Oliveira, por toda colaborag#o, auxilio € descontragéo nas horas
certas.

Aos colegas Renata, Amoldinho, Lilian, Vanessa, Larissa, pelo
auxilio e sugestdes.

A Fernanda Vieira, pela amizade, mesmo a distancia.

A todos os colegas do Laboratoério de Cultura de Tecidos.

A Teca e a Lilica, pelo carinho € companhia.

A todos aqueles que incentivaram e apoiaram direta ou
indiretamente esta conquista.

E, acima de tudo, a Deus, pois sem Ele nada seria possivel.



SUMARIO

RESUMO i
ABSTRACT ii
1 INTRODUCAO 1
2 REFERENCIAL TEORICO 3
2.1 Aspectos botanicos do gladiolo............c.cceeviinniiiesnnnniniieneeceen 3
2.2 Cultura de teCidOs -...ccceeemreiieeeieeee et ssa e s 4
2.2.1 MICTOPTOPABAGHD ...c.vevvemrererrererrrenesnsnssenereesesentrressesessssssrsssnsssssssasssstessonns 6
a. Cultura de meristemas, gemas e bulbilhos ............cocovvvvvninnninnnnnnnnn. 7
b. Cultura de anteras .............cccocerriveeniicenienesecessessecsesssssnssnnsssessasesessassasssasss 7
2.2.2 Produgdio e regeneragdo de calos.........ccoeceneeerrceneencnnenninncnnsnescvessenes 8
2.2.3 MEIOS NUITILIVOS ....coveruerrrreicnnsnrsaosieresesnsessesesscessosssssesssssnosserensansesasssssses 9
2.2.4 Reguladores de crescimento...........c.cocevvceercercenrcecnennesnesnssenensesercccnss 10
2.2.5 Carvao atiVAAO ......ccocveveiriiennreerirnenereeeeee e ress et s eee b e seessessaas st snnes 12
2.3 Transplantio € acimatizagio...........cocovurrvemmrenrrircnininiiine e 13
3 MATERIAL E METODOS 16
3.1 Estabelecimento in vitro de gladiolo através de meristemas e gemas
BXIIATES......eetieeeieeieecee et re et et e e e e e sne e e e et s s e e e saa s srs e b e sraasssenes 17
3.1.1 Efeito de diferentes concentragdes do meto MS.............ccooeeeceeecicinnene. 17
3.1.2 Efeito de diferentes concentragdes de carvdo ativado . .........ccccceeeeeeeee. 18
3.1.3 Efeito de diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento BAP
em combinagHo COM ANA. .......ooovviriirrenrecireeetineeeceresreaessnesssnnsstorsessssessaen 18
3.1.4 Efeito de concentragGes de BAP em combinagio com ANA na
1egeneragio de CaloS ... ...oooviiicieee e e 18
3.2 Estabelecimento in vitro de gladiolo através de segmentos foliares,
pedinculos florais € anteras IMAtUIAs...........ccoeeveresrererenseseessrsrensessessceseenees 18
3.2.1 Efeito de diferentes concentragdes de BAP em combinagio com
ANA ettt sttt ee e st a e s e et et et 19
3.2.2 Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D.........ccooeeiiiriernceccccennens 19
3.2.3 Efeito de diferentes concentragdes de carvdo ativado ..........cccoeveececene. 19
3.3 Multiplicag@o dos explantes............cccoevevrecerenenrensennnniessnssensssscssessnssnees 20

3.3.1 Efeito de diferentes concentragdes de BAP em combinagdo com ANA 20
3.3.2 Efeito de diferentes concentragdes de TDZ em combinagdo com ANA 20
3.3.3 Efeito de diferentes concentragdes de carvdo ativado ..........c.coceevveunenene 21
3.3.4 Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D ..........coooeiviveiveceeccnnecnnnne 21
3.4 Enraizamento € pré-acimatizagfo...........coerveveerervennnennioreennessenessenneeccnns 21



ENTAIZAIMNENTO. ....cueoererreeneerreareriesiensiesererseesnsaseassasserssessnsessaseassessarasanessssssassessaee 21
 3.4.2 Efeito da utilizagéio de vermiculita in vitro................ccoceeveeeeveeveerieenenne 22
3.5 ACHIMAUZBGAOD .......coeeeenrererereeerererreceeeesissesessesssessasssessesssnessessessasnsessanes 22
3.5.1 Efeito de diferentes substratos para aclimatizag@o das pléntulas de
BlAAIONO ...ttt ae e r e sacs e e sanenas 22
3.6 Analises EStatiStiCas.........cccocvrvrrrrnennecnseeisiseseesssessessnesseeescsssseenerssssereses 22
4 RESULTADOS E DISCUSSAO 24
4.1 Estabelecimento in vitro de gladiolo através de meristemas e gemas
AXIIATES........ceeieeiieieceeree e et eee s eene e snesasana e s esnaesn e et e eseeseeeanarsasaasressentanes 24
4.1.]1 METISIEIMAS. .....ccerueeeeeecerierereriesraaeseennane e sareseessastessaasessssssrnsssosssssasssses 24
4.1.1.1 Efeito de diferentes concentragdes do meio MS..........cccccovveivvnninnenn 25
4.1.1.2 Efeito de diferentes concentragdes de carvio ativado .............ccce.ce. 27
4.1.1.3 Efeito de diferentes concentragdes de BAP em combinagdo com ANA
....................................................................................................................... 30
4.1.2 GRINAS .....cooereerecreecnericeninerteesionreasesesnesasnssssasessssessosssssassassesssssrassressees 32
4.1.2.1 Efeito de diferentes concentragdes domeio MS........cccooriiiiiieinnian. 33
4.1.2.2 Efeito de diferentes concentragdes de carvio ativado ...........c....cceuenne 35
4.1.2.3 Efeito de diferentes concentragdes de BAP em combinagéio com
ANA ..ot cctetete s et st eretsastesas e e st e be s sae e et sResae s e e e e e e s sbs bbb 37
4.1.2 4 Efeito de diferentes concentragdes de BAP, em combinagio com
ANA, sobre a regeneragio de Calos ........cccueerrnriccecrerennsinnenninninnnnniine. 38
4.2 Estabelecimento in vitro de gladiolo através de segmentos foliares,
pedinculos florais € anteras IMatUIAs...............c.ccceeceniisisinnnsrnimenneesssenes 41
4.3 Multiplicag@o dos explantes............cc.cccvemnirecccecressecsinniinnineneniee. 42
4.3.1 Efeito de diferentes concentra¢Ses de BAP, em combinagdo com ANA,
sobre a multiplicag@io de gladiolo.............cccovmrmrccnsiiiiniineniere e 43
4.3.2 Efeito de diferentes concentragdes de TDZ em combinagéo com ANA 47
4.3.3 Efeito da adi¢do de diferentes concentra¢des de carvido ativado ........... 49
4.3 4 Efeito de diferentes concentrages de 2,4-D..........ccovvececcnnniniennnnnnnn, 51
4.4 Enraizamento € pré-achimatizago............c.cccocceeeesuenressersnmemnnnceiesiesenins 53
4.4.1 Efeito de diferentes concentragSes de ANA para indugéo de
ENTAZAIMENTO. ... eeeeeeeceecrieeerieereesesieestassoseesssssesorssseessrssssseessesessasessesssesassanses 53
4.4.2 Utilizagfio de vermiculita in vitro...............c.ccoccvvevnnmecccinnnisiensensensnens 54
4.5 ACHMAUZAGHO ......cceereererrerrrienrireeresnsrersessessersaessesasssssssssornossnssnessesssssensins 55
4.5.1 Efeito de diferentes substratos na aclimatiza¢do das plantulas de
BlAdHOLO ...ttt 55
5 CONCLUSOES 58

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 59




RESUMO

SIMOES, Femnanda Cristiane. Propagagiio in vitro de gladiolo (Gladiolus
x grandiflorus L.). Lavras: UFLA, 2001. 65p. (Dissertagdo — Mestrado
em Fitotecnia)*

O gladiolo (Gladiolus x grandiflorus L.) ou palma de santa rita € uma flor de
corte de grande importéncia comercial. Tendo em vista o crescimento do
numero de pesquisas visando ao melhoramento genético para produgdo de
novas variedades, aliado ao crescimento das exportagdes de bulbos, estudos
de propagagéo desta espécie sdo bastante importantes, sobretudo objetivando
aumentar a taxa de multiplicacdo. O presente trabalho foi desenvolvido na
Universidade Federal de Lavras, com o objetivo de estabelecer um protocolo
eficiente para propagagdo in vitro de gladiolo. Para o estabelecimento in
vitro foram utilizados, como explantes, meristemas, gemas, segmentos
foliares, pedunculos florais e anteras imaturas, os quais foram cultivados em
diferentes concentragdes do meio MS e de carvéo ativado e dos reguladores
de crescimento BAP e ANA, adicionados a0 meio de cultura. O melhor
desenvolvimento foi observado na utilizagdo de gemas quando se utilizou
meio MS na concentragio de 125%, sendo formado 1,17 brotos/explante
com 1,98 cm/broto, em média. Para multiplicagdo das plantulas produzidas
in vitro foi testado o efeito da adi¢do ao meio de cultura de diferentes
concentragdes de BAP ¢ TDZ em combinagdo com ANA, carvdo ativado e
2,4-D. A utilizagdio de 3,03 mg/L de BAP, em combinagiio com 0,1 mg/L de
ANA, produziu maior namero de brotos. A adigéio de 3,03 g/L. de carvio
ativado ao meio de cultura promoveu o alongamento dos brotos, formando
3,8 cm/broto, em média. Para o enraizamento e pré-aclimatizagiio foram
testadas a adig#o de ANA ao meio de cultura e a utilizagdio de vermiculita in
vitro. A maior ocorréncia de enraizamento foi observada quando se utilizou
0,1 mg/L de ANA. A utilizagéio de vermiculita in vitro em meio MS 50%
acrescido de 1g/L de carvdo ativado ¢ desejavel, pois visualmente promoveu
melhor enraizamento nas plantulas. Na fase de aclimatiza¢@o foram testados
os substratos Plantmax, casca de arroz carbonizada e pé de xaxim em todas
as combinagdes, ndo tendo sido observada diferenga entre os tratamentos.

*Comité de Orientagdo: Patricia Duarte de Oliveira Paiva — UFLA
(Orientadora); Moacir Pasqual — UFLA (Co-orientador)




ABSTRACT

SIMOES, Fernanda Cristiane. In vitro propagation of gladiolus (Gladiolus
x grandifiorus L.). Lavras: UFLA, 2001. 65 p. (Dissertation — Masters of
science in phytotcny)*

The gladiolus or palma de Santa Rita is a cut flower of great commercial
importance. Having in mind the growth of the number of research works
aiming at the genetic improvement for the production of new varieties
associated with the growth of exportations of bulbs, studies of propagation
of this species are quite important, above all aiming to increase the
multiplication rate .The present experiments was developed at the University
Federal of Lavras with the objective to establishing an efficient protocol for
in vitro gladiolus propagation. For in vitro establishment was utilized as
explants meristems, buds, leaf segments, floral peduncles and immature
anthers which were grown at different concentrations of MS medium,
activated charcoal and growth regulators BAP and ANA added to the culture
medium. The best development was found with in the utilization of buds,
cultivated on 125% MS medium, when 1.17 shoots/plant of 1.98 cm/shoot
have been formed, on average. For the multiplication of the seedlings
produced in vitro, the effect of the addition to the culture medium of
different concentrations of BAP or TDZ in combination with ANA, activated
charcoal and 2.4-D. The utilization of the 3.03 mg/L. BAP combinated with
0.1 mg/L ANA produced greater number of shoots. The addition of 3.03 g/L
of activated charcoal to the culture medium promoted shoot elongation,
making up 3.8 cm/shoot, on average. For both rooting and pre-
acclimatization, the addition of ANA to the culture medium and in virro
utilization of vermiculite were tested. The greatest rooting occurrence was
observed when 0.1 mg/L. of ANA was utilized. The in vitro utilization of
vermiculite added on 50% MS medium plus 1g/L of activated charcoal is
desirable because visually promoted increased on rooting of the seedlings.
To the acclimatization phase were tested the substrates Plantmax, carbonized
rice husk, and xaxim powder in all combinations. No differences among the
treatments were observed .

*Guidance committee: Patricia Duarte de Oliveira Paiva — UFLA
(Advisor); Moacir Pasqual — UFLA (Co-Advisor)
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1 INTRODUCAO

A produgio de flores, embora presente no mercado brasileiro desde o
final do século passado, até meados da década de 1950 ainda ndo havia
adquirido expresséo econdmica ou tecnolégica, sendo uma atividade paralela a
outros setores agricolas.

Atualmente, a floricultura brasileira representa um setor altamente
competitivo e exigente na utilizagdio de tecnologias avangadas. Trata-se da
segunda atividade que mais cresceu no pais e abrange desde o cultivo de plantas
ornamentais, flores de corte, plantas envasadas, floriferas ou ndo, até a produgio
de sementes, bulbos e mudas de varias espécies, inclusive arboreas.

O gladiolo, também conhecido como palma ou palma de Santa Rita, ¢
uma das flores de corte mais comuns no mercado, pertencendo ao grupo das
plantas herbaceas bulbosas é originario da Africa do Sul. Tradicionalmente
utilizado para omamentagio de timulos no dia de finados, vem reformulando
seu conceito, sendo muito utilizado para decoragio dos mais diversos ambientes
em ocasides de maior alegria e contentamento, como datas festivas, casamentos,
formaturas, etc. (Paiva et al., 1999).

O género Gladiolus, pertencente & familia Iridaceae, compreende
aproximadamente 18 espécies e numerosas cultivares e hibridos de valor
comercial como flores de corte. As plantas produtoras de flores grandes,
comercialmente disponiveis, pertencem as espécies Gladiolus x grandiflorus ou
Gladiolus x hortulanus. O nome gladiolo é derivado do latim: onde gladius
significa “espada”™, caracteristica atribuida devido a forma de suas folhas. Um
nome antigo dado para o gladiolo era “xiphium”, originario do grego, também
significando espada.

O gladiolo ¢ propagado vegetativamente por meio de bulbos ou

bulbilhos, os quais sdo produzidos anualmente, obtidos de gemas axilares do



bulbo plantado (Rees, 1992).

Por meio de préticas convencionais de propagagdo, o niimero de bulbos-
filhos produzidos por bulbo-mée no periodo de um ano é pequeno, levando cerca
de oito a dez anos para se obter um clone que tenha porte suficiente para fins
comerciais. Devido & importincia comercial dos gladiolos, ¢ desejavel acelerar a
taxa de multiplicagdo para propagagdo em larga escala e utilizando-se a
propagag#o in vitro, esse periodo de tempo pode ser sensivelmente reduzido. A
utilizagdo da técnica de micropropagagdo in vitro partindo de cultura de
meristemas pode ser uma importante alternativa para obtengdo de um grande
namero de mudas com alta qualidade, com vista a sua utilizag@o em programas
de melhoramento visando, por exemplo, resisténcia & fusariose (Pena et al.,
1999). Além disso, com o crescimento das exportagdes de bulbo de gladiolo, é
desejavel acelerar a taxa de multiplicagéo, por meio da propagagéo in vitro, para
obtengdo de um maior niimero de plantas.

Embora a pesquisa com gladiolo tenha sido iniciada h4 duas décadas e
muito progresso tenha sido alcangado, a regeneragéio de plantas partindo de
cultura de calos, assim como o aumento do nimero de plantas produzidas, sdo
ainda problemas que impedem a aplicagdo de métodos de cultura de tecidos para
a propagagdo em massa e a explora¢io pela industria de flores. Estudos basicos
sobre os vérios fatores que influenciam a regeneragio sio necessarios para que o
método seja desenvolvido de forma a propiciar material suficiente para plantio
de campo e propagagdo em larga escala (Bajaj, Sidhu ¢ Gill, 1992).

Objetivou-se desenvolver uma metodologia eficiente para a propagagéio

in vitro de gladiolo, produzindo novas plantas em um periodo reduzido de

tempo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botanicos do gladiolo

1/ O gladiolo é uma planta bulbosa de clima tropical ¢ subtropical,
originaria do continente africano. Possui folhas lanceoladas, caule denominado
de escapo e inflorescéncia do tipo espiga floral. Nimero, tamanho e cor das
flores sdo varidveis de acordo com a espécie ou cultivar. Possui bulbo sélido
denominado de cormo e suas raizes sdo fasciculadas, ocorrendo em grande
ntimero. )

E uma planta da familia botinica Iridaceae, subfamilia Ixioidea,
envolvendo entre 250 ¢ 300 espécies (Rees, 1992). O hibrido Gladiolus x
grandiflorus L. é o principal representante do género, apresentando diferentes
formas, cores ou variedades botanicas (Rees, 1992; Wilfret, 1992; Joly, 1993).

A cultura do gladiolo tem elevada importincia econdmica na
horticultura ornamental, sendo o terceiro produto em volume de vendas dentre as
flores de corte cultivadas no Brasil.

.'A propagacdo, embora possa ser realizada por meio de sementes, é
essenc;ialmente vegetativa, através de coleta de bulbilhos e bulbos formados no
bulbo-méae. Esta constitui a principal técnica de reprodugéio comercial de
gladiolo. A propagagdo por meio de sementes ¢ utilizada somente em programas
de melhoramento genético e para a obtengdo de hibridos (Salinger, 1991).

Segundo Crockett (1977) e Salinger (1991), o bulbo-solido, ou cormo, é
a estrutura do caule que possui a base intumescida, com o acimulo de nutrientes
de reserva envolto em restos foliares secos com aparéncia de escamas,
apresentando nds e entrends bem marcados e evidentes. A parte mais importante
do bulbo consiste de um tecido de reserva formado de células do parénquima.

Seu apice possui uma gema vegetativa que se desenvolve em folhas e flores.



2.2 Cultura de tecidos

O processo de cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de
técnicas nas quais um explante (célula, tecido ou um orgio) ¢ isolado sob
condigdes assépticas, em meio nutritivo artificial. Este processo baseia-se no
principio da totipotencialidade das células, ou seja, qualquer célula do
organismo vegetal apresenta todas as informagdes genéticas necessarias a
regeneragdo de uma planta completa (Gallo e Crocomo, 1995; Pasqual,
Hoffmann e Ramos, 1997).

A propagagdo de espécies vegetais in vitro apresenta vantagens em
relago aos métodos convencionais, como a propagagio de clones em qualquer
época do ano, propagagdo de espécies que dificilmente seriam propagadas por
métodos convencionais, rapida multiplicagio clonal de espécies raras, além da
importéncia na eliminago de virus (Gallo e Crocomo, 1995). Dependendo da
finalidade da propagacéo, conforme descrito por Murashige (1974), a cultura de
tecidos de plantas pode ser feita utilizando como propagulo inicial tecidos
meristeméticos (gemas axilares, regides apicais ¢ o meristema propriamente
dito) e/ou explantes ndo meristeméticos (peciolo, pedinculos e o limbo foliar).
No processo de regeneragdo de Orgdos e tecidos, as dicotileddneas tém
demonstrado maior adaptagio para o cultivo in vitro em relagio as
monocotiledoneas (Wilfret, 1971).

A cultura de tecidos proporcionou um método de desenvolvimento de
células isoladas, tecidos e orgdos sob condigdes estéreis, aumentando
rapidamente o niimero de plantas de uma determinada espécie ou ainda servindo
como objeto de estudo para outras éreas. Esta técnica vem sendo utilizada com
sucesso para a obtencio de mudas sadias, em grande niimero, de espécies
economicamente importantes ou com dificuldade de propagagfio, realizando

avangos importantes nos campos de genética, fisiologia e patologia (Paiva,



1998).

Segundo Ventura, Zambolim e Chaves (1993) e Ventura (1994), a
utilizagio da técnica de micropropagagdo é uma alternativa vigvel para a
obtencdo de materiais vegetativos uniformes em grande quantidade e livres de
enfermidades. Em conseqiiéncia disso, a cultura de tecidos de plantas tem sido
utilizada como um meio rapido para a propagagdo vegetativa na indastria de
horticultura omamental, sendo explorada comercialmente para um grande
miimero de espécies vegetais (Holgate, 1977; Chu, 1985).

Com o aumento do consumo de flores de corte na Europa, assim como a
exportacio mundial deste produto, cresceu a demanda por produtos de cultura de
tecidos (van Doesburg, 1989, citado por Jones e Sluis, 1991). A cultura de
tecidos ou clonagem de meristemas tem sido utilizada para propagacdo de varios
géneros como orquidea, lirio, cacto, violeta africana, banana ornamental e
begdnia (Anderton e Park, 1989). Porém, podem haver diferencas de
regeneragio de plantas propagadas in vitro, de acordo com a cultivar a ser
utilizada para a micropropagag#o.

Utilizando-se praticas convencionais, o numero de bulbos-filhos
produzidos por um bulbo-mée no periodo de um ano é pequeno. S#o necessarios
de 8 a 10 anos para se produzir um clone que atinja o tamanho adequado para
propositos comerciais. Todavia, utilizando-se o método in vitro, esse tempo
pode ser reduzido para dois anos (Reinert e Bajaj, 1977; Wilfret, 1971).

Em pesquisa para gladiolo, a cultura de tecidos pode ser utilizada com
diversas finalidades. Por exemplo, a multiplicagdo rapida de um gendtipo
especifico poderia facilitar bastante um programa de melhoramento. Com os
métodos atuais de propagagéio, 5 a 7 anos sdo necessarios para a selegdo inicial
de uma pléntula de gladiolo até que haja um suplemento suficiente de bulbos
para fornecimento comercial (Wilfret, 1971).

E altamente desejivel uma elevada taxa de multiplicagio para produgdo



em larga escala de gladiolo, devido & sua importincia comercial, ja que o
desenvolvimento de bulbos ¢ lento, e conseqilentemente, a produgdo de novas
mudas. A cultura de tecidos apresenta-se, entdo, como uma alternativa para
possibilitar a aceleragdo da multiplicagéio com eficiéncia, evitando os problemas

normalmente encontrados nos métodos tradicionais de propagagéo.
2.2.1 Micropropagacio

A propagacdo vegetativa in viro, também denominada de
micropropagacio devido ao tamanho dos propagulos utilizados, é a aplicacéio
mais pratica da cultura de tecidos e a de maior impacto (Grattapaglia e Machado,
1998).

Os primeiros experimentos de cultivo in vitro de gladiolo foram
realizados por Ziv, Halevy ¢ Shilo (1970), que cultivaram explantes retirados da
haste da inflorescéncia em meio MS contendo 1,0 mg/L de ANA e 0,5 mg/L de
cinetina, obtiveram calos, gemas e bulbilhos. Os calos produzidos regeneraram
plantas completas.

Segundo Rees (1992), o gladiolo e seus hibridos podem ser regenerados
partindo de explantes de brotos axilares, com uma taxa de multiplicagio de 3 a 5
novos brotos a cada 6 a 8 semanas, em subcultura seriada. As plantulas, no meio
de cultura, produzem bulbithos que podem ainda multiplicar-se contribuindo
para a propagacdo de plantas em larga escala.

Na micropropagagdo, diversas estruturas podem ser utilizadas para o
estabelecimento in vitro de gladiolos, como meristemas, gemas, segmentos
foliares, anteras imaturas, inflorescéncias, haste de caule, flor desnudada e

bracteas.



a. Cultura de meristemas, gemas e bulbilhos

Po meio da propagagdo in vitro de meristemas é possivel obter materiais
vegetativos livres de patogenos, com redugdo no tempo de obtengé@o de plantulas
para o cultivo (Batista, 1996). O cultivo de meristemas tem sido utilizado
também com o objetivo de superar o problema de contaminagdo patogénica de
propagulos, tendo €xito em programas para propagagio e multiplica¢éio de
material sadio de outras espécies, além de auxiliar o intercimbio e
melhoramento genético (Crisp e Walkey, 1974; Souza, 1988; Grattapaglia e
Machado, 1990).

Os meristemas ¢ gemas sdo materiais mais prontamente disponiveis,
exigindo menos tempo para obtengdo das plantulas em relag@o ao uso de outros
tipos de explantes (Wilfret, 1971).

Bajaj, Sidhu e Gill (1992), cultivando bulbilhos de gladiolo, obtiveram
formagdo de plantas as quais, apos total desenvolvimento, apresentaram

bulbificagdo. Em alguns explantes, brotos multiplos foram também formados.

b. Cultura de anteras

Por meio da cultura in vitro de anteras e microsporos podem ser obtidos
hapléides androgenéticos. A obtengdo de plantas pode ocorrer por embriogénese
ou organogénese, esta passando pela formagio de calos nas anteras (Peters,
Bobrowski e Rosinha, 1999).

A cultura de anteras desenvolvida por Guha e Maheshwari (1964) ja foi
empregada para a obtengdio de calos, embridides e plantas em mais de 247
espécies, 88 géneros e 34 familias.

Embora ocorra baixa produgdo de embridides pela cultura de anteras

utilizando meio liquido e/ou sélido, em algumas espécies, como o fumo, o



crescimento e a sobrevivéncia dos embrides/calos sio estimulados pela adigéo
de uma mistura diluida de sais minerais, uma fonte de carbono, vitaminas e,
dependendo da espécie, de substancias reguladoras de crescimento. A mistura de
sais mais indicada para a cultura de anteras é o meio proposto por Murashige e
Skoog (1962). Em muitas espécies, o crescimento e desenvolvimento dos
embndides/calos sdo influenciados pelas concentragoes dos sais minerais,
especialmente do nitrogénio (Peters, Bobrowski € Rosinha, 1999).

Segundo Bajaj, Sidhu e Gill (1992), o crescimento in vitro das anteras de
gladiolo variou com o estadio de desenvolvimento destas. As anteras de tamanho
médio cultivadas em meio MS acrescido de 0,5 mg/L de 2,4-D, 5% de 4gua de
coco ¢ 0,1 mg/L cinetina, desenvolveram estrutura semelhante a folhas. Anteras
em estagio de maturagio mais avangado, alongaram consideravelmente e

desenvolveram calos e raizes.
2.2.2 Produgiio e regeneraciio de calos

Simonsen e Hildebrandt (1971) descreveram o processo de produgéio de
plantulas de gladiolo através de culturas de calos derivados de extremidades de
haste de bulbo. Gemas apicais dos bulbilhos isoladas em meio MS foram a
melhor fonte para formagdo de calos, comparando com tecidos de outras partes
dos bulbilhos ou de raizes e caules. Ao contrario, Bajaj, Sidhu e Gill (1982)
estudaram o efeito de varios fatores na propagacdo in vitro de gladiolos. De
todos os explantes (inflorescéncias, haste de caule, flor desnudada, bricteas e
segmentos foliares) e meios testados, a melhor formagdo de calos foi obtida da
haste floral, utilizando ANA. Os reguladores de crescimento desempenharam
um papel importante na morfogénese e na formagio de bulbos.

As extremidades de caules de bulbilhos de diferentes cultivares variaram

em sua capacidade de formar calos. Meios liquidos proporcionaram resultados



inferiores aos meios de agar para produgdo de calos. Wilfret (1971), Hussey
(1977) e Bajaj, Sidhu e Gill (1982) conseguiram eficiente regenerago das
plantas de gladiolos através de cultura de calos. O calo estabelecido por Bajaj,
Sidhu e Gill (1992), partindo de varios segmentos, regenerou novas plantas.

A organogénese em calos de alho foi obtida apos supressdo da auxina
indutora da calogénese. O processo organogénico foi iniciado quando os calos
foram transferidos para meio com baixa ou nenhuma quantidade de regulador de
crescimento e suplementado com citocinina. Para obtengdo de embrides
somaticos partindo de calos de alho, além da omissdo do uso de 2,4-D, houve
exigéncia de um perfeito balango entre auxina e citocinina (Havranek e Novak,
1973; Novak, Havel e Dolezel, 1986; Abo El-Nil, 1977).

2.2.3 Meios nutritivos

Uma das principais propriedades do meio de cultura artificial, utilizado
como substrato na cultura de tecidos, é a de suprir os nutrientes necessarios para
o crescimento dos explantes (Paiva, 1998). As citagdes do meio MS, por
exemplo, normalmente se referem a composigéio dos sais minerais do meio de
Murashige e Skoog (1962), que pode ser identificado como um meio bésico.
Quando as combinagdes de vitaminas ndo sdo mencionadas, pode-se supor que
foram utilizadas também as vitaminas em concentragdes propostas no meio MS.

O meio desenvolvido por Murashige e Skoog (1962) objetivava o
cultivo de calos de tabaco, mas, apesar disso, atualmente, tem sido utilizado para
desenvolvimento in vitro de diversas espécies e diferentes métodos de
propagacio (George, 1996). A concentragdo dos nutrientes do meio MS é
geralmente considerada elevada e, devido a tal caracteristica, muitas
modificagSes tém sido estudadas com o objetivo de reduzir os niveis dos

nutrientes, permitindo assim maior adaptagdo dos cultivos in vitro (Pierik, 1987;



Samartin, 1989).

Os meios nutritivos utilizados para cultura de células, tecidos e 6rgos
de plantas fomecem as substéncias essenciais para o crescimento dos tecidos e
controlam, em grande parte, o padrio de desenvolvimento in vitro.
Complementando as substéncias biossintetizadas pelas células, varios compostos
orgnicos sdo adicionados ao meio para suprirem as suas necessidades
metabolicas, energéticas e estruturais (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).

No desenvolvimento dos meios nutritivos para a cultura de tecidos de
plantas, houve, desde o inicio, uma procura de meios definidos, de composigéo
conhecida e controlada. Assim, torna-se possivel a reprodugéio dos resultados em
qualquer época ou lugar. Para evitar a contaminagio dos meios por impurezas
minerais, todos os sais utilizados na sua preparag@o devem ser de boa qualidade
analitica (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).

De acordo com Barbosa et al. (1993), os melhores resultados quanto a ‘
taxa de multiplicagio de gérbera foram obtidos em meio com metade das
concentragdes de sais do MS e suplementado com 2,0 mg/L de BAP e com
periodo de subcultivo de 20 dias. Para o cultivo in vitro de estrelicia, as
diferentes concentragies do meio MS ndo alteraram o desenvolvimento dos
embrides (Paiva, 1998). De acordo com Simdes, Paiva ¢ Rodrigues (1999), o
meio MS na concentragdo 50% promoveu maior crescimento dos brotos em

meristemas de orquideas.
2.2.4 Reguladores de crescimento

O crescimento e a morfogénese séo controlados pela interagdo e balango
entre os reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura e as
substéncias de crescimento endogenas do explante. As auxinas € as citocininas

sdo as classes de reguladores de crescimento mais utilizadas na cultura de
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tecidos. A formagdo de raiz, parte aérea e calos em cultura de tecidos é regulada
pela disponibilidade ¢ interacfio dessas duas classes de reguladores de
crescimento (Skoog e Miller, 1957).

A adigdo de citocinina é favoravel ou até necessaria. As citocininas sdo
utilizadas em cultura de tecidos para estimularem a divisdo celular e atuam,
conseqilentemente, no processo de morfogénese (George, 1996). Das citocininas
comercialmente disponiveis, o BAP (6-benzilaminopurina) é a que, geralmente,
proporciona melhores resultados (Grattapaglia e Machado, 1998). O BAP é uma
citocinina sintética muito utilizada devido & sua efetividade e baixo custo em
relagdo as outras (Krikorian, 1991). O BAP induz a formagdo de grande nimero
de brotos e alta taxa de multiplicagio em muitos sistemas de micropropagagio
(Hu e Wang, 1983). As concentragdes de citocinina podem variar bastante em
fungdo da espécie ¢ do tipo de explante. Meios com 0,05 a 1,0 mg/L de BAP tém
sido utilizados com bons resultados para o cultivo de apices caulinares de varias .
espécies herbaceas e lenhosas (Grattapaglia e Machado, 1998).

De acordo com Hussey (1977), a adigdo de BAP ao meio de cultura
impediu a dorméncia e promoveu o crescimento de brotos, além de inibir o
crescimento de raizes em gladiolos. Estes efeitos foram acompanhados por um
desenvolvimento precoce dos brotos axilares que formaram plantulas in vitro, as
quais puderam ser subcultivadas em série, proporcionando maior proliferagéo.

A utilizagdo de TDZ (Thidiazuron) em meio de cultura foi relatada
inicialmente por Nielsen, Hansen e Brandt (1995). Nieuwkerk, Zimmerman e
Fordham (1986) verificaram que o TDZ estimulou a multiplicagdo de partes
aéreas de macieira em concentragdes bem inferiores s de BAP. Zhou et al.
(1994) utilizaram TDZ em combinagio com 2,4-D para embriogénese somatica
de Cayratia japonica. As observagSes permitiram identificar a agéio do TDZ
que, segundo estes autores, estimulou o desenvolvimento dos meristemas e a

formagdo de gemas in vitro, havendo ainda uma otimizagio do balango de
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citocinina. O TDZ estimulou a agdo das citocininas e aumentou o sinergismo
com as auxinas 2,4-D e ANA.

Vérias auxinas (ANA, AIA, AIB, 2,4-D, entre outras) tém
proporcionado respostas diferentes in vitro (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).
As auxinas podem ser necessérias para complementar o teor endégeno ou suprir
as necessidades de meristemas isolados (Smith e Murashige, 1970). A
concentragdo mais baixa de ANA (4cido nafialencacético), 0,5 mg/L, em
combinagdo com cinetina, ndo induziu calos nenhum dos explantes
cultivados de gladiolo, sendo necesséria uma alta concentragio de ANA (10
ml/L) para a formagéio de calos e diferenciagdo de raizes. Todavia, segundo
Bajaj, Sidhu e Gill (1982), os explantes retirados da extremidade distal da
inflorescéncia mostraram uma melhor resposta em relagio aos obtidos de regides
proximais. Estes resultados foram atribuidos & possivel presenga de reguladores
endogenos de crescimento nesta area.

Nem sempre € benéfica a aplicagdo de fitorreguladores imediatamente
apés o isolamento do explante da planta-matriz. Eles podem estimular respostas
indesejadas, como a formagdo de calo e eventualmente intoxicar os tecidos
(Grattapaglia e Machado, 1998).

2.2.5 Carviio ativado

O carvdo ativado, quando adicionado ao meio de cultura, possui as
fungdes de escurecer o meio, impedindo a incidéncia de luz na base do explante,
reduzindo a ocorréncia de oxidagio e adsorvendo os compostos téxicos
presentes no 4gar (Kohlenbach e Wemicke, 1978; Tisserat, 1982) ou os
formados durante a oxidagdo dos compostos fenélicos (Fridborg et al., 1978). Ja
se identificou também a sua eficiéncia para estimular o enraizamento e restaurar

a capacidade embriogénica. Geralmente, o carvdo ativado é utilizado em meios
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nutritivos em concentragdes que variam entre 0,5 e 2,0 g/L (Tilquin, 1979;
Fridborg e Eriksson, 1975).

O carvdo ativado tem sido um coadjuvante util para a propagagéo in
vitro por causa da sua capacidade de reter concentragBes excessivas de
fitorreguladores € compostos téxicos que inibem a morfogénese (Boulay, 1984;
Fridborg et al., 1978).

2.3 Transplantio e aclimatizacio

O transplantio e o estabelecimento de plantas assepticamente propagadas
sob condig3es ndo assépticas sdo ainda os principais problemas para o processo
de propagacdo via cultura de tecidos de muitas espécies. A transferéncia de
plantulas produzidas por meio da bulbificagdo in vitro para o solo foi descrita
por Ziv (1979), resultando em uma porcentagem muita baixa de plantas
estabelecidas,

O sucesso da sobrevivéncia das plantulas produzidas in vitro depende
em grande parte da formagiio de um bom sistema radicular. Em trabalhos
realizados por Ziv (1979), a adigdio de 0,3% de carvdo ativado ao meio de pré-
transplantio melhorou o crescimento das raizes de gladiolo e, apés o
transplantio, a taxa de sobrevivéncia também foi aumentada.

Substratos inertes, como a vermiculita, a perlita ou espumas de
poliuretano utilizadas para arranjos florais, embebidos com meio liquido, podem
ser alternativas mais baratas do que o &gar. Zimmermam e Broome (1979)
utilizaram a mistura vermiculita, perlita e areia para o enraizamento de diversas
variedades de macieiras, com resultados superiores aos do cultivo em meio com
dgar, nesta fase de enraizamento e pré-aclimatizagdio. Em comparagéo ao
sistema de cultivo em é4gar, houve uma melhoria na ramificagdo do sistema

radicular de amora (Rubus idaeus) em um de trés tipos de espuma, testados por
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Gebhardt (1985). A utilizagdo de vermiculita, em vez de agar, enriquecida com
MS liquido (50%) e suplementado com ANA e carvdo vegetal ativado,
promoveu bom desenvolvimento radicular (Logan e Zetter, 1985). O aumento no
nivel de auxina no meio de cultura promoveu desenvolvimento de raizes e maior
porcentagem de sobrevivéncia apés o transplantio para condigdes ndo assépticas
(Ziv, 1979).

A aclimatizagio conmsiste em retirar a planta da condigfio in vitro e
transferi-la para a casa de vegetagdo. O objetivo é superar as dificuldades que as
plantulas obtidas por cultura de tecidos enfrentam quando sdo removidas dos
tubos de ensaio, ou seja, temperatura, luminosidade, irrigago e nutrientes em
condi¢des ndo controladas e presenga de microrganismos (Gratapaglia e
Machado, 1950).

Dentre os fatores que influenciam a aclimatizagdo, destaca-se o
substrato, por sua atuagdo na qualidade do produto final e nos custos de .
produgdio (Grolli, 1991). O substrato deve ser de baixa densidade e rico em
nutrientes, ter composigfio quimica equilibrada e fisica uniformes, elevada CTC,
alta capacidade de retengdio de 4gua, aeragfio e drenagem, boa coesdio entre as
particulas ou aderéncia junto as raizes e ser preferencialmente estéril as plantas
daninhas e com boa flora bacteriana (Coutinho e Carvalho, 1983). Takeyoshi et
al. (1984), trabalhando com estacas em fase de aclimatiza¢éio de Crysanthemum
morefolium L. cv. Polaris, obtiveram 99% de enraizamento quando utilizaram
como substrato casca de arroz carbonizada. Jung ¢ Kampf (1986) obtiveram
melhores indices de pegamento de mudas de amor-perfeito, cravo-de-defunto e
flor-de-mel utilizando casca de arroz carbonizada em comparagiio com areia.

Com o aperfeicoamento da tecnologia in vitro e a manipulagiio de meios,
explantes e condigdes de cultura, Bajaj, Sidhu e Gill (1982) e Lilien-Kipnis e
Kochba, (1987) conseguiram propagar gladiolos em larga escala ¢ aumentar a
produgéo de bulbilhos.
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Embora nos trabalhos com gladiolos muito progresso ja tenha sido
alcangado, como a regeneragdo de plantas partindo de cultura de meristemas e
também o aumento do numero de plantas por bulbo, ainda existem problemas
que impedem a aplicagfio de métodos de cultura de tecidos para a propagagéio
em grande quantidade e exploragdo pela indistria de flores. Contudo, trabalhos
bésicos sobre varios fatores que influenciam a regeneragdo ainda sdo necessarios
antes que o método seja desenvolvido para proporcionar material suficiente para

o plantio em campo (Bajaj, Sidhu e Gill, 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

- O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de
Tecidos e Casa de Vegetagdo do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

Para os experimentos foi utilizada a variedade de gladiolo (Gladiolus x
grandiflorus L.) White Friendship, bastante utilizada pela sua precocidade e por
produzir inflorescéncia branca) Para o estabelecimento in vitro, foram usados
como explantes gemas, meristemas, anteras, segmentos do pedunculo floral e

segmentos foliares.
O meio de cultura utilizado foi 0 MS (Murashige e Skoog, 1962), cujos

componentes constam do Quadro 1.

QUADRO 1. Componentes do meio MS,

Componentes Concentracio (mg/L)
NH;NO; 1650,000
KNO; 1900,000
H;BO; 6,200
KN,PO, 170,000
KI 0,830
NO,;Mo00,2H;0 0,250
CoCL,6H,0 0,025
CaCL,2H,0 440,000
MgSO,7H,0 370,000
MnSo044H,0 22,300
ZnSO,7H0O 8,600
CuSo045H,0 0,02 5
NA,EDTA.2H,0 37,250
FCSO47H20 27,850
Tiamina-HCL 0,500
Ac. Nicotiico 0,500
Piridoxina 0,500
Glicina 2,000




3.1 Estabelecimento in vitro de éladiolo através de meristemas e gemas
axilares

Os bulbos de gladiolo foram mantidos no escuro, em temperatura
ambiente, para que houvesse emissdo de brotagdes. Apos a retirada da casca, os
bulbos foram submetidos & desinfestagéo em 4gua sanitéria (produto comercial)
50% por 15 minutos e a seguir foram lavados em 4gua corrente. Destes,
retiraram-se os brotos formados, dos quais se extrairam os meristemas ¢ as
gemas. Estes foram novamente submetidos a desinfestagdo em etanol por 5
minutos €, em seguida, em 4gua sanitaria 50% por 15 minutos. Em camara de
fluxo laminar realizou-se triplice lavagem em 4gua destilada autoclavada. As
gemas e meristemas foram extraidos e transferidos para tubos de ensaio
contendo 10 ml do meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) acrescido
dos tratamentos, além de 30 g/L de sacarose € 7 g/L de agar. O pH foi ajustado
para 5,8 antes de ser autoclavado a 121°C, sob pressdo de 1 atm por 20 minutos. .
O material inoculado foi mantido em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas de luz e temperatura de 26°C + 1°C.

Todos os experimentos foram instalados em delineamento estatistico
inteiramente casualizado com doze repetigdes € um tubo por parcela. As
avaliagdes foram realizadas sessenta dias ap6s a instalagdo dos experimentos,

observando o nimero e comprimento de brotos, ocorréncia de calos e raizes.
3.1.1 Efeito de diferentes concentracdes do meio MS

O meio MS foi testado nas concentragdes 25%, 50%, 75%, 100% e

125% dos seus sais.
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3.1.2 Efeito de diferentes concentracdes de carvio ativado

Ao meio de cultura MS 100% se adicionou carvdo ativado nas
concentragdes 0; 0,5; 1,0 € 2,0 g/L.

3.1.3 Efeito de diferentes concentra¢des dos reguladores de crescimento
BAP em combinaciio com ANA

Avaliou-se o efeito da adi¢io dos reguladores de crescimento BAP nas
concentragdes 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L e ANA, nos niveis 0; 0,1 e 1,0 mg/L,

em todas as combinagdes possiveis, constituindo um esquema fatorial.

3.1.4 Efeito de diferentes concentragdes de BAP em combinaciio com ANA
na regeneragiio de calos

Os calos formados no experimento anterior (3.1.3) foram transferidos
para um novo experimento, com o objetivo de avaliar a sua regeneracéio. Testou-
se o efeito de BAP e ANA nas concentragdes: 0;0,5;1,0;2,0e4,0e0;0,1¢ 1,0
mg/L, respectivamente, em todas as combinagdes possiveis, formando esquema

fatorial.

3.2 Estabelecimento in vitro de gladiolo através de segmentos foliares,
peduanculos florais e anteras imaturas

Para o estabelecimento in vitro de gladiolo foram coletadas folhas
jovens, pedunculos florais e anteras imaturas. Estas foram submetidas a assepsia,
constituida de lavagem em etanol por 5 minutos, ¢ em seguida, em solugéio de
agua sanitéria (produto comercial) 30% por 15 minutos. O material foi entdo
levado para a cdmara de fluxo laminar, onde se realizou uma triplice lavagem

em agua destilada e autoclavada. As folhas foram seccionadas em segmentos de
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1,0 cm’ e os pedinculos em segmentos de 1,0 cm de largura, os quais foram
acondicionados em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de cultura acrescido
dos tratamentos. O meio de cultura utilizado foi 0 MS, acrescido de 30 g/L de
sacarose ¢ 7 g/L. de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,8 e, a seguir,
autoclavou-se a 121°C, sob pressdo de 1 atm por 20 minutos. Apés a inoculagio,
o material foi mantido em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de
luz ¢ temperatura de 26°C + 1°C. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro repetigdes ¢ trés tubos por parcela. As
avaliagdes foram realizadas 60 dias ap6s a instalagio dos experimentos,

observando-se a ocorréncia de brotagdes, raizes ou calos.

3.2.1 Efeito de diferentes concentragdes de BAP em combina¢io com ANA
Neste experimento, adicionou-s¢e ao meio de cultura BAP nas

concentragGes: 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L, em todas as combinages possiveis

com ANA nos niveis 0; 0,1 e 1,0 mg/L, em esquema fatorial 5x3.

3.2.2 Efeito de diferentes concentracdes de 2,4-D

Ao meio de cultura MS acrescentou-se 2,4-D nas concentragSes 0; 0,1;
0,5; 1,0;2,0 e 4,0 mg/L.

3.2.3 Efeito de diferentes concentracdes de carvio ativado

Adicionou-se ao meio de cultura MS, carvio ativado nas concentragdes
0;0,5;1,0;2,0e4,0 g/L.
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3.3 Multiplicaciio dos explantes

Os brotos que foram produzidos in vitro, nos experimentos anteriores,
foram submetidos a experimentos, com o objetivo de identificar o methor meio
para proliferagio. O meio de cultura basico utilizado foi também o MS
acrescido de 30 g/L de sacarose e 7 g/L de agar. O pH do meio foi ajustado
para 5,8, antes de ser autoclavado a 121°C, sob pressio de 1 atm por 20
minutos. Apés a repicagem, o material foi mantido em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas de luz e temperatura de 26°C + 1°C. Os experimentos
foram instalados em delineamento inteiramente casualizado com doze
repetigdes e um tubo por parcela. As avaliagdes foram realizadas sessenta dias
apds a instalagiio dos experimentos, sendo observado nimero e comprimento

de brotos, didmetro de bulbo e ocorréncia de calos e raizes.
3.3.1 Efeito de diferentes concentrac¢des de BAP em combina¢dio com ANA
Testou-se, no experimento, o efeito da adigio das concentragdes de 0;
0,5; 1,0; 2,0 ¢ 4,0 mg/L de BAP e 0; 0,1 ¢ 1,0 mg/L de ANA, ao meio de
cultura MS, em todas as combinagdes possiveis, em esquema fatorial 5x3.
3.3.2 Efeito de diferentes concentracdes de TDZ em combinaciio com ANA
Foram acrescidos ao meio de cultura MS TDZ nas concentragdes: 0; 0,1;

0,5; 1,0 e 2,0 mg/LL e ANA 0; 0,1 e 1,0 mg/L, em todas as combinagbes

possiveis, formando um esquema fatorial 5x3.
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3.3.3 Efeito de diferentes concentracoes de carvio ativado

Ao meio de cultura MS, foram acrescidas as seguintes concentragdes de
carvdo ativado: 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 g/L.

3.3.4 Efeito de diferentes concentracoes de 2,4-D

Adicionou-se ao meio de cultura MS, 2,4-D nas concentragdes: 0; 0,1;

0,5; 1,0; ¢ 2,0 mg/L.
3.4 Enraizamento e pré-aclimatizagio

As plantulas produzidas in vitro foram submetidas a experimentos
visando identificar o melhor meio de enraizamento. Os experimentos foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz e.
temperatura de 26°C. As avaliagdes foram realizadas sessenta dias apds a

instalagdo dos experimentos, observando-se a formagdo de raizes.

3.4.1 Efeito de diferentes concentracdes de ANA para indugio de
enraizamento

Foram utilizadas neste experimento diferentes concentragdes de ANA
(0; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L) adicionadas ao meio de cultura, em que foram
inoculadas as plantulas produzidas na fase de multiplicagdo. O meio de cultura
basico utilizado foi o MS, acrescido de 30 g/L de sacarose e 7 g/L de agar. O
pH do meio foi ajustado para 5,8, antes de ser autoclavado a 121°C, sob
pressdo de 1 atm por 20 minutos. O experimento foi instalado em delineamento

inteiramente casualizado com 12 repetigdes.
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3.4.2 Efeito da utiliza¢do de vermiculita in vitro

No processo de pré-aclimatizagdo, o material foi transferido para tubos
de ensaio contendo meio MS 50% suplementado com 1g/L de carvio ativado,
vermiculita e 30 g/LL de sacarose, conforme metodologia descrita por Logan e
Zetter (1985). O pH foi ajustado para 5,8 antes de ser autoclavado a 121°C, sob
pressdo de 1 atm por 20 minutos. O experimento foi instalado em delineamento

inteiramente casualizado com 12 repetigdes.

3.5 Aclimatizacio

3.5.1 Efeito de diferentes substratos na aclimatizagio das plantulas de
gladiolo

Para a aclimatizagdo das plantas, testou-se o efeito de diferentes
substratos, visando identificar a melhor combinagdo para a sobrevivéncia e
desenvolvimento das mudas aclimatadas. Os substratos utilizados foram
Plantimax, casca de arroz carbonizada e pé de xaxim em iguais proporgdes, em
todas as combinagGes possiveis,. As mudas permaneceram em bandejas de
isopor com 72 células, em casa de vegetagdo, cobertas com sombrite e
recebendo a irrigagdo através de nebulizagdo, por trinta dias.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
com seis repetigoes. As avaliagoes foram realizadas trinta dias apds o
estabelecimento, analisando-se altura da planta, diametro do bulbo formado e

comprimento das raizes.
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3.6 Anilises Estatisticas

As andlises estatisticas dos experimentos foram realizadas utilizando-se
procedimentos ndo-paramétricos, pelo fato de a distribuigio dos residuos do
modelo néo seguir a distribuigdo normal de probabilidade e ter sido baseada em
caracteristicas qualitativas por meio de nota. Como o delineamento empregado
em todos os experimentos foi inteiramente casualizado, o teste de igualdade
entre tratamentos utilizado foi o de Kruskal-Wallis, o qual é apropriado para
este tipo de delineamento (Campos, 1983). Nos experimentos em que se
testaram mais de dez tratamentos, foi utilizada uma aproximagio desse teste
pelo do teste de qui-quadrado, utilizando o sistema SAS® (SAS® Institute,
1989).

Para as caracteristicas ocorréncia de calos e raizes foram atribuidas notas
para as avaliagdes. Quando foi observada a ocorréncia de calos e raizes, foi
destinada a nota 1 e na sua auséncia a nota 0.

Nos experimentos em que o teste em questio foi significativo, foi
utilizado o teste de regressdo. Como em alguns experimentos os tratamentos
estavam arranjados em estrutura fatorial com dois fatores, optou-se pelo
desdobramento da interag@o entre fatores (cada interagdio do fatorial passou a
corresponder a um tratamento). Devido 4 ocormréncia de um coeficiente de
variagio (CV) muito alto, todas as anilises de regressio sofreram
transformagdio de dados através da equagdo: x+1. Para os resultados foram
utilizados os dados transformados. As analises de regressdes foram feitas
utilizando o sistema SISVAR® (Ferreira, 1999).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabelecimento in vitro de gladiolo através de meristemas ¢ gemas
axilares

4.1.1 Meristemas

Na Tabela 1 encontram-se os resultados obtidos nos experimentos de
estabelecimento in vitro de gladiolo através de meristemas. Foi avaliado o efeito
de diferentes concentragSes do meio MS, da adigio de carviio ativado ao meio
de cultura e dos reguladores de crescimento BAP e ANA.

TABELA 1. Valores de significancia, conforme o critério de Kruskal-Wallis,
para testar a hipbtese de igualdade entre os tratamentos dos
diferentes experimentos, em fungdio das caracteristicas niimero e
comprimento de brotos, ocorréncia de calos e raizes, no.
estabelecimento in vitro de gladiolo pela cultura de meristemas.
UFLA, Lavras/MG, 1999.

Experimentos  Nimero Comprimento Ocorréncia Ocorréncia

de brotos de brotos de calos de raizes
Concentragdes de  0,1968 0,2023 - 0,1381
MS
Concentragdes de 0,1870 0,1542 0,1264 0,0545
carviio ativado
BAP x ANA 0,001* 0,001* 0,0006* -

* Significativo a 1% de probabilidade

Observa-se na Tabela 1 que no experimento em que se avaliou o
comportamento dos meristemas em diferentes concentragdes do meio MS, ndo
houve diferenga entre os tratamentos testados para as caracteristicas

observadas. Nestes tratamentos também ndo foi observado formagdo de calos.
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Nos tratamentos em que se testou o efeito da adigio ao meio de cultura de
diferentes concentragdes de carviio ativado, também ndo foi possivel detectar
diferenga para caracteristica alguma. Além da formagio de brotos, houve
presenca de calos, mas também detectando diferenga néo significativa entre as
concentragdes testadas. No desenvolvimento dos meristemas em meio MS
acrescido de concentragdes de BAP em combinagdo com ANA, se observou
diferenca significativa entre os tratamentos para as caracteristicas niimero e
comprimento de brotos e ocorréncia de calos. Ndo se obteve formagio de

raizes.

4.1.1.1 Efeito de diferentes concentragies do meio MS

As diferentes concentragbes de MS ndo influenciaram o
desenvolvimento dos meristemas. Observa-se, na Figura 1A, que nas
concentragSes 50%, 75%, 100% e 125% do meio MS houve formagiio média de
0,21 a 0,36 brotos/explante, sendo que na concentragio 25% ndo ocorreu
brotagdo. Néo foi possivel determinar uma concentragio 6tima do meio MS para
o desenvolvimento dos meristemas, pois a produgdo média de brotos ndo diferiu
entre os tratamentos testados. Estes resultados concordam com os de Paiva
(1998), que também n#o observou alteragdes no desenvolvimento dos embrides
de estrelicia utilizando diferentes concentragdes do meio MS.

Apesar de ndio ter sido detectada diferenga entre estes resultados, na

Figura 1B observa-se que houve aumento crescente do comprimento dos
brotos, 4 medida que se elevaram as concentragdes do meio MS. O
comprimento dos brotos formados variou de 0,7 a 1,77 cm.

Na Figura 1C observa-se a ocoméncia de raizes em todos os brotos

formados, porém, com maior freqiiéncia nos meios com 75% e 125% da

concentragfio dos sais do meio MS. Contudo, as raizes desenvolvidas eram
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pequenas ¢ em quantidade reduzida.

A redugdo das concentragdes do meio MS até 50% aparentemente ndo
alterou o desenvolvimento dos brotos. Assim, é possivel diminuir custos
reduzindo a quantidade de sais do meio de cultura sem prejuizos na formagio
de brotos. A redugdo para 25% do meio MS nfio é recomendada, pois houve

inibigdo do desenvolvimento dos meristemas.
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FIGURA 1. Namero médio de brotos (A), comprimento médio de brotos (B) e
ocorréncia de raizes (C) formados em meristemas de gladiolo
cultivados em diferentes concentragées do meio MS. UFLA,

Lavras/MG, 1999.
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As porcentagens de brotagdes formadas em meristemas cultivadas em

diferentes concentragdes do meio MS estdo representadas na Figura 2.
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Concentragdes do meio MS (%)

FIGURA 2. Porcentagem de brotagdes formadas em meristemas de gladiolo
cultivados em diferentes concentragdes do meio MS. UFLA,
Lavras/MG, 1999.

4.1.1.2 Efeito de diferentes concentracdes de carvio ativado

O niimero e comprimento de brotos e a ocorréncia de calos e raizes
formados pelo desenvolvimento dos meristemas cultivados em carvio ativado
ndo foram influenciados pelas diferentes concentragdes testadas. O niimero de
brotos formado foi pequeno, correspondendo apenas ao desenvolvimento dos
meristemas. A medida que aumentaram as concentragdes de carvdo ativado,
houve pequeno incremento no niimero de brotos formados dos meristemas de
gladiolo. Observa-se na Figura 3 (A) que nos meios onde se utilizou 0,5a20
g/L de carvio ativado, houve formagio média de 0.7 a 0,9 brotos/explante,
enquanto que no meio no qual ndo se utilizou carvio ativado ocorreu média de
0,3 brotos/explante.

Para o comprimento dos brotos (Figura 3B), obtiveram-se médias de 6.4
a 7,5 cm/broto formado em meristemas cultivados nas concentragoes 0,5; 1,0 e
2,0 (g/L) de carvio ativado. Na auséncia deste componente, a média foi de 1,0

cm/broto. Resultados similares foram obtidos por Simdes, Paiva e Rodrigues



(1999) com a adigio de 1,0 g/L de carvdo ativado ao meio de cultura,
proporcionando um melhor desenvolvimento no comprimento dos brotos
formados de meristemas de orquideas. Apesar de estatisticamente ndo ter sido
detectada diferenga entre os tratamentos testados, os resultados demonstram que
a adig8o de carvdo ativado promoveu melhor vigor dos brotos.

Na Figura 3C, observa-se ocorréncia de calos com maior fregiiéncia nas
menores concentragdes de carvdo ativado 0; 0,5 e 1,0 g/L. Os calos
apresentavam coloragdo esverdeada e em alguns casos ndo houve ocorréncia de
brotagdes. Na concentragéo 2,0 g/L de carvéio ativado ndo houve formago de
calos, demonstrando que concentragdes mais elevadas de carvdo proporcionam
inibigdo do processo de calogénese, mas ndo inibem a formagéo de brotos, como
observado na Figura 3B.

Apesar de ter ocorrido formagdo de brotos e calos nas concentragdes 0;
0,5 e 1,0 g/L, ndo se pode afirmar que os brotos tenham sido originados
exclusivamente dos meristemas ou se foram formados a partir dos calos.

A formagéo de raizes (Figura 3D) ocorreu nos explantes cultivados em
todas as concentragdes testadas de carvio ativado, assim como na auséncia desta
substancia, demonstrando que este processo ndo ¢ influenciado pela presenga de

carvio no meio de cultura.
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FIGURA 3. Namero médio de brotos (A), comprimento médio de brotos (B),
ocorréncia de calos (C) e ocorréncia de raizes (D), formados em

meristemas de gladiolo cultivados em diferentes concentragdes de
carvdo ativado. UFLA, Lavras/MG, 1999,

De acordo com os resultados, pode-se inferir que a utilizagdo de carvio
ativado pode induzir a um melhor desenvolvimento dos meristemas de gladiolo.

A ocorréncia de brotagdes, em porcentagens, estdo representadas na

Figura 4.
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FIGURA 4. Porcentagem de formagdo de brotos em meristemas de gladiolo
cultivados em diferentes concentragdes de carvio ativado. UFLA,
Lavras/MG, 1999.



4.1.1.3 Efeito de diferentes concentragies de BAP em combinacio com ANA

No desenvolvimento dos meristemas de gladiolo cultivados em meio de
cultura acrescido de diferentes concentragdes de BAP em combinagiio com
ANA, houve diferencgas entre os tratamentos testados para as caracteristicas
namero e comprimento de brotos e ocorréncia de calos.

O nimero de brotos formados foi influenciado pelo uso de ANA
isoladamente. Maior nimero de brotos (Figura 5) foi obtido na auséncia de
ANA, sendo formado em média, 1,11 brotos. Na presenga de ANA houve
menor desenvolvimento dos meristemas e ocorreu formagdio de calos. Esses
dados concordam em parte com os resultados de Pena et al. (1999), que
registraram ocorréncia maior nimero de brotos quando se adicionou 0,1 mg/L
de ANA ao meio de cultura para o cultivo de meristemas de gladiolo. Nio foi

observado também efeito de citocininas sobre o desenvolvimento dos brotos.
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FIGURA 5. Efeito de diferentes concentragdes de ANA na formagdo de brotos
em meristemas de gladiolo. UFLA, Lavras/MG, 1999. * Valores

transformados por: vx +1.

Os reguladores de crescimento BAP e ANA, isoladamente,
proporcionaram diferengas no comprimento dos brotos formados. A Figura 6A
mostra que maior comprimento de brotos (1,16 cm) foi obtido quando se
utilizou 0,77 mg/L. de BAP ou na auséncia de ANA (Figura 6B), formando
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brotos com 1,22 cm, em média. Quando as concentragdes de BAP e de ANA
foram aumentadas, houve a inibigdo do desenvolvimento de brotagges.
Segundo Grattapaglia e Machado (1998), concentragdes menores de
reguladores, da ordem de décimos de miligrama, sdo mais comuns para o
cultivo de apices caulinares pequenos ou meristemas.
A supressdo do regulador de crescimento ANA do meio de cultura para
indugdio de brotagdes concorda com as indicagdes de Hussey (1977), que

afirma que a adigéio de ANA ao meio de cultura inibe o crescimento dos brotos

de gladiolo.
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FIGURA 6. Efeito de diferentes concentragdes de BAP (A) e ANA (B)
adicionados ao meio de cultura sobre o comprimento médio de
brotos em meristemas de gladiolo. UFLA, Lavras’MG, 1999,
*Valores transformados por: x +1

A ocorréncia de calos foi influenciada apenas pela adigéio do regulador
de crescimento ANA, isoladamente. Estes resultados estio representados na
Figura 7. Observa-se que menor calogénese foi observada na concentragéo 0,62
mg/L de ANA. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), alguns décimos de
miligrama de reguladores de crescimento, no caso o ANA, sdo suficientes para
estimular a formagdo de calos. Os calos produzidos neste experimento tinham

coloragdo esverdeada e tamanho reduzido.
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FIGURA 7. Efeito de diferentes concentragdes de ANA na ocorréncia de calos
em meristemas de gladiolo. UFLA, Lavras/MG, 1999. *Valores

transformados por: vx +1

4.1.2 Gemas

Encontram-se na Tabela 2 os resultados obtidos nos experimentos de
estabelecimento in vitro das gemas, avaliando-se o efeito de diferentes
concentracdes do meio MS, da adigdo de carvio ativado ao meio de cultura e o

efeito dos reguladores de crescimento BAP em combinagfio com ANA.

TABELA 2. Valores de significincia calculados conforme o critério de Kruskal-
Wallis, para testar a hipotese de igualdade entre tratamentos dos
diferentes experimentos em fungd@io das caracteristicas observadas:
nimero e comprimento de brotos e ocorréncia de calos e raizes.

UFLA, Lavras/MG, 1999.

Experimentos  Numero Comprimento Ocorréncia Ocorréncia

de brotos de brotos de calos de raizes
Concentragdes de 0,0134** 0,0244** - 0,0057*
MS
Concentragdes de  0,6931 0,5856 - 0,5407
carvio ativado
BAP x ANA 0,1012 0,1010 0,0014* -

* Significativo a 1% de probabilidade.
** Significativo a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 2 observa-se que o desenvolvimento das gemas, que ao
contrario dos meristemas, foi influenciado pelas concentragdes do meio MS
testadas para as caracteristicas observadas: niimero e comprimento de brotos ¢
ocorréncia de calos e raizes. No experimento em que se testou o efeito de
diferentes concentrages de carvio ativado adicionado ao meio de cultura, ndo
se observou influéncia no desenvolvimento das gemas. As diferentes
concentragbes de BAP em combinagio com ANA, adicionadas ao meio de
cultura, também n3o promoveram diferengas significativas para as
caracteristicas nimero e comprimento de brotos. Para a ocorréncia de calos, foi
observada influéncia dos tratamentos testados. Neste experimento ndo foi

observada ocorréncia de raizes.
4.1.2.1 Efeito de diferentes concentracées do meio MS

O nimero e comprimento de brotos e ocorréncia de raizes desenvolvidos .
de gemas de gladiolo foram influenciados pelas diferentes concentragdes do
meio MS, conforme analise estatistica. Na Figura 8 observa-se que o melhor
desenvolvimento das gemas foi obtido quando se utilizon o meio MS na
concentragdo 125%, havendo formagdo de 1,17 brotos com 1,98 cm em média,
além de maior ocorréncia de raizes.

Explantes cultivados em meio com 25% do meio MS apresentaram
desempenho inferior para todas as caracteristicas avaliadas, As concentragdes
de 50%, 75% e 125% proporcionaram um desenvolvimento intermediario. A
reducdo das concentragdes do meio MS ndo permitiu um desenvolvimento de
brotos satisfatério, sendo inferior ao obtido em 100%.

Em comparagio ao desenvolvimento dos meristemas, houve maior
numero e comprimento de brotos e ocorréncia de raizes quando se utilizaram

gemas como explante para o estabelecimento inicial.
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FIGURA 8. Efeito de concentragdes do meio MS sobre o niimero de brotos (A),
o comprimento de brotos (B) e a ocorréncia de raizes (C), formados
no cultivo de gemas axilares in vitro. UFLA, Lavras’MG,
1999.*Valores transformados por: vx +1.

As porcentagens das brotagdes formadas em gemas cultivadas em

diferentes concentragdes do meio MS estdo representadas na Figura 9.
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FIGURA 9. Porcentagem de brotagdes formadas em gemas de gladiolo
cultivadas em diferentes concentragdes do meio MS. UFLA,
Lavras/MG, 1999.
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4.1.2.2 Efeito de diferentes concentragdes de carvao ativado

As diferentes concentragdes de carvdo ativado ndo influenciaram o
desenvolvimento das gemas. Os resultados estdo demonstrados na Figura 10. A
formagio média de brotos por explante variou entre 0,17 a 0,45, para os
diferentes tratamentos testados (A). Para o comprimento de brotos (B), a maior
altura foi obtida na presenga de 2,0 g/L. de carvio ativado, com média de 4,0
cm/broto.

A ocorréncia de raizes foi melhor nos meios com 0 e 2,0 g/L, ndo tendo
sido observada nos meios com 0,5 e 1,0 g/L de carvdo ativado (C). Comparado
com o estabelecimento dos meristemas, o desenvolvimento das gemas
cultivadas em carvio ativado, foi menor em relagiio ao nitmero e comprimento
de brotos. Indica-se entdo que ndo & necessario utilizar carvdo ativado no
cultivo de gemas de gladiolo, pois a sua presenga ndo provocou alteragées na
indugdo de brotagdes.

Em outras culturas, o uso de carvio ativado ¢ essencial, como relatam
Campos, Santos e Pasqual (1999). Estes autores constataram que o melhor
desenvolvimento da parte aérea, sistema radicular e altura das plantas em
embrides de café foi obtido com a utilizagio de 2,0 g/L de carviio ativado
combinado com 1,0 mg/L de GA;. Bressan et al, (1999) obtiveram o mesmo

resultado para o desenvolvimento de “seedlings” de orquideas.
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FIGURA 10. Nimero médio de brotos (A), comprimento médio de brotos (B) e
a ocorréncia de raizes (C) formados em gemas de gladiolo
cultivados em diferentes concentragdes de carvio ativado. UFLA,
Lavras/MG, 1999,

As porcentagens de formagéo de brotagdes estdo representadas na Figura

11.

100
S 80
§ o0
(]

2 40 -
Q
(#]
5 20
(=%

O-;'

0

H Presenga de brotagdes

=

ﬁll

O Auséncia de brotagdes

0,5

T T

1 2

Concentragdes de carvio ativado (g/L)

FIGURA 11. Porcentagem de formagdo de brotos em gemas de gladiolo
cultivadas em diferentes concentragdes do meio MS. UFLA,
Lavras/MG, 1999,
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4.1.2.3 Efeito de diferentes concentracdes de BAP em combinacfio com ANA

As diferentes concentragdes de BAP em combinagdo com ANA
influenciaram apenas a formagéio de calos. Os resultados estdo apresentados na
Figura 12. Para a ocorréncia de calos em meio de cultura com 0,1 mg/L de
ANA, -Figura 12B-, ndo foi possivel obter uma equagdo que se ajustasse as
variagdes observadas em fungdio dos tratamentos. Observa-se, na Figura 12A,
que, na auséncia do regulador de crescimento ANA, houve menor ocorréncia de
calos, o que ¢ desejavel nesta fase. Este efeito foi acentuado em baixas
concentragdes de BAP (0 ¢ 0,5 mg/L) € na concentragio mais elevada (4 mg/L).
Na Figura 12C observa-se que menor ocomréncia de calos foi observada
utilizando-se ANA na concentragio de 1 mg/L e na auséncia de BAP.
Comparando-se os resultados, obtidos para explantes cultivados na auséncia e
presenga de ANA, observa-se que, em geral, houve maior ocorréncia de calos
quando se utilizam o regulador de crescimento ANA. Com estes resultados
pode-se inferir que, no cultivo de gemas, ocorrem menor ocorréncia de calos
quando se utiliza concentragdes mais baixas de BAP e ANA ou na auséncia
destes.
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FIGURA 12. Efeito de concentragdes de BAP sobre a ocorréncia de calos em
gemas de gladiolo cultivadas na auséncia de ANA (A), 0,1 mg/L

de ANA (B) ¢ 1 mg/L (ANA). UFLA, LavrassMG, 1999.
*Valores transformados por:v/x +1.

4.1.2.4 Efeito de diferentes concentracées de BAP, em combinagiio com
ANA, sobre a regeneraciio de calos

Encontram-se na Tabela 3 os resultados obtidos para a regeneragiio de
calos, cultivados em diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento

BAP em combinagdo com ANA.
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TABELA 3. Valores de significancia calculados conforme o critério de Kruskal-
Wallis, para testar a hipotese de igualdade entre tratamentos em
fungdo das caracteristicas observadas nimero e comprimento de
brotos. UFLA, Lavras/MG, 1999,

Experimento Nimero de brotos Comprimento de
brotos
BAP x ANA 0,001* 0,001*

* Significativo a 1% de probabilidade.

Na Tabela 3 pode-se observar que o uso de diferentes concentragdes de
BAP em combinagdo com ANA influenciou a regeneragio dos calos formados,
ocorrendo diferengas no namero e comprimento dos brotos.

Estlio representados na Figura 13 os resultados correspondentes ao
nimero de brotos formados, em fungéio da utilizagdo de BAP ¢ ANA no meio
de cultura. Quando se utilizou 1 mg/L de ANA (C), néo foi possivel obter uma
equagdo que se ajustasse as variagdes observadas em fungdo dos tratamentos.
Na auséncia de ANA (A), maior niimero de brotos foi obtido na concentragao
de 0,71 mg/L de BAP, com média de 1,95 broto. Na concentragéio 0,1 mg/L. de
ANA (B), maior nimero de brotos foi obtido em auséncia de BAP, sendo
formados, em média, 2,07 brotos/explante. Assim, pode-se afirmar que, para a
regeneracdo de calos de gladiolo, baixas concentragdes de reguladores de
crescimento s3o eficientes, pois, em altas concentragdes ocorreu apenas o
aumento do tamanho de calos.

Resultados similares foram registrados por Jain, Kantia e Kothari (2001)
Que obtiveram regeneragio de calos em cravos utilizando meio de cultura
contendo baixas concentragdes de 2,4-D e BAP ou, na auséncia destes.
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FIGURA 13. Efeito de concentragdes de BAP sobre o niimero médio de brotos
regenerados de calos de gladiolo cultivados na auséncia de ANA
(A), 0,1 mg/L de ANA (B) e 1 mg/L de ANA (C). UFLA,
Lavras/MG, 1999. *Valores transformados por: Jx +1.

Na Figura 14 est4 demonstrado o efeito da interagio de BAP ¢ ANA
sobre o comprimento de brotos formados. No meio de cultura, onde foi utilizada
a concentragdo 1,0 mg/L de ANA (C), também ndo foi possivel ajustar uma
equagdo para as variagdes observadas nos tratamentos. Para a variavel
comprimento dos brotos a concentragdo de BAP que proporcionou maior altura
foi 0,62 mg/L, na auséncia de ANA, com média de 2,21 cm. Quando foi
utilizado 0,1 mg/L de ANA, maior comprimento de brotos foi obtido na auséncia

de BAP no meio de cultura, apresentando 2,27 ¢m, em média.
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FIGURA 14. Efeito de concentragdes de BAP sobre o comprimento médio de
brotos regenerados de calos de gladiolo cultivados na auséncia de
ANA (A), 0,1 mg/L de ANA (B) e 1,0 mg/L de ANA (C). UFLA,
Lavras/MG, 1999. *Valores transformados por:ivx +1.

4.2 Estabelecimento in vitro de gladiolo através de segmentos foliares,
pedinculos florais e anteras imaturas

Néo foi observada morfogénese ou calogénese foram cultivados in vitro
explantes foliares, pediinculos florais e anteras de gladiolo, independente do
tratamento aplicado. Ndo houve oxidagdo, assim como também nenhuma
contaminagdo foi observada. Os explantes permaneceram no meio de cultura
sem alteragdo. Néao foi possivel, assim, reproduzir o protocolo desenvolvido
por Bajaj, Sidh e Gill (1982), os quais utilizaram como fonte de explante para a
propagagdo in vitro de gladiolo, segmentos foliares, haste de caule de

inflorescéncias.
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4.3 Multiplicacio dos explantes

Na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos para os testes de
multiplicagéo in vitro dos brotos de gladiolo. Avaliou-se o efeito de diferentes
concentragdes de BAP em combinagio com ANA, TDZ em combinagdo com
ANA, carvio ativado e 2,4-D.

TABELA 4. Valores de significancia calculados conforme o critério de Kruskal-
Wallis para testar a hipétese de igualdade entre tratamentos dos
diferentes experimentos em fun¢do das caracteristicas
observadas: nmimero e comprimento de brotos, didmetro de
bulbo e ocorréncia de calos e raizes. UFLA, Lavras/MG, 2000.

Experimentos Nimero Comprimento Diimetro Calos Raizes
de de brotos de bulbo
brotos

Concentragdes 0,0380%* 0,0004* 0,0094*  0,0004*

de BAP x

ANA

ConcentragSes  0,3068 0,0365%* 0,0025%  0,0011*
de TDZ «x
ANA

Concentrages 0,3160 0,0270%* 0,3247 _ 0,2835
de carvio
ativado

Concentragdes  0,3365 0,7160 0,0051* 0,1868
de 2,4D

* Significativo a 1% de probabilidade

** Significativo a 5% de probabilidade

Observa-se na Tabela 4 que no experimento em que se avaliaram as
diferentes concentragdes de BAP em combinagiio com ANA houve diferenga
entre os tratamentos testados para as caracteristicas avaliadas. No experimento
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no qual se testaram diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento
TDZ em combinagio com ANA, houve diferenca significativa para as
caracteristicas comprimento de brotos, didmetro de bulbo ¢ ocorréncia de calos.
Neste experimento nio houve formagdo de raizes. As diferentes concentragées
de carvdo ativado adicionado ao meio de cultura influenciaram apenas o
comprimento dos brotos, ndo tendo sido observada influéncia sobre o nimero
de brotos, didmetro de bulbo formado ou ocoméncia de raizes. As
concentragdes diferentes de 2,4-D testadas influenciaram apenas o

desenvolvimento de calos, ndo tendo sido observada bulbificagio.

4.3.1 Efeito de diferentes concentra¢des de BAP, em combinagfio com ANA,
sobre a multiplicagiio de gladiolo

As caracteristicas avaliadas, nimero e comprimento de brotos, didgmetro
de bulbo e ocorréncia de calos e raizes foram influenciadas pelas diferentes -
concentracSes de BAP em combinagdio com ANA.,

A Figura 15 mostra os resultados da interagdo de BAP e ANA sobre o
namero de brotos formados. Na auséncia de ANA (A), o maior nimero de
brotos foi obtido quando se utilizaram 2,5 mg/L de BAP, formando, em média,
1,44 broto. Maior niimero de brotos também foi conseguido para os explantes
cultivados em 3,03 mg/L de BAP e 0,1 mg/L. de ANA (B), com média de 1,83
broto/explante. Nos meios de cultura onde se adicionou 1 mg/L de ANA (C),
maior nimero de brotos (1,66 broto) foi alcangado quando foram adicionados
3,16 mg/L de BAP.

Baseado nos resultados deste experimento, sugere-se utilizar, na fase de
multiplicagéo, 0,1 mg/L de ANA e 3,03 mg/L de BAP.
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FIGURA 15. Efeito de concentragdes de BAP sobre o nimero médio de brotos
de gladiolo cultivados na auséncia de ANA (A), 0,1 mg/L de
ANA (B) e 1 mg/L de ANA (C). UFLA, Lavras/MG, 2000.

*Valores transformados por:+/x +1.

Para o comprimento de brotos houve influéncia dos reguladores de
crescimento BAP e ANA, isoladamente. Observa-se na Figura 16A que o
maior comprimento de brotos foi obtido na auséncia de BAP, formando brotos
de 2,2 cm, em média. Quando se utilizou isoladamente ANA (16B), brotos de
maior comprimento (2,8 cm) foram formados na concentragdo 0,58 mg/L.

Estes resultados concordam com os obtidos por Pena (1999), que
verificou melhor desenvolvimento da parte aérea de gladiolo em meio sem a

adigdo de reguladores de crescimento.
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FIGURA 16. Efeito de concentragdes de BAP (A) e de ANA (B) sobre o

comprimento médio de brotos de gladiolo. UFLA, Lavras/MG,
2000. *Valores transformados por:Jx +1.

A ocorréncia de calos também sofreu influéncia dos reguladores de
crescimento BAP e ANA, isoladamente. Na Figura 17 pode-se observar que
menor formagdo de calos ocorreu nos meios onde ndo se utilizou BAP ou
ANA.

Esses dados sdo similares aos de Qi-Guang et al. (1986), que
observaram que o excesso de BAP inibiu também a brotagdo de gemas,
reduzindo drasticamente o niimero de partes aéreas formadas por explante e

promovendo a formagdo de calos em culturas de Castanea mollissima.
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ocorréncia de calos em brotos de gladiolo. UFLA, Lavras/MG,
2000. *Valores transformados por: v/x +1.

Para o didmetro de bulbo formado houve diferenga significativa apenas
para as diferentes concentragdes de BAP testadas, cujos resultados estdio
representados na Figura 18. Maior didmetro foi obtido na concentracdo 3,14
mg/L de BAP com média de 2,1 mm/bulbo. Este resultado concorda com Pena -
(1999), que observou a formagéio de bulbo na base das plantas, quando o meio

de cultura foi suplementado com 4,0 mg/L de BAP na auséncia de ANA.
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FIGURA 18. Efeito de concentragdes de BAP sobre o didgmetro médio de bulbos
formados em explantes de gladiolo. UFLA, Lavras’sMG, 2001.
*Valores transformados por: Jx +1.
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4.3.2 Efeito de diferentes concentragdes de TDZ em combinacio com ANA

As diferentes concentragdes dos reguladores de crescimento TDZ, em
combinagdo com ANA, adicionadas ao meio de cultura, ndo influenciaram o
nimero de brotos formados. Contudo houve diferenga entre os tratamentos para
as caracteristicas comprimento de brotos, didmetro de bulbo e ocorréncia de
calos. Néo houve formagdo de raizes.

Os reguladores de crescimento TDZ e ANA, utilizados isoladamente,
proporcionaram diferengas no comprimento de brotos formados, ocorréncia de
calos e didzmetro de bulbo, mas n#o houve efeito da interagdo.

Observa-se na Figura 19 que o maior comprimento de brotos (2,31 cm)
foi obtido quando se utilizou 0,57 mg/L de TDZ. Quando se utilizou 0,55 mg/L
de ANA houve a produgio de brotos com 3,8 cm em média.,
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FIGURA 19. Efeito de diferentes concentragdes de TDZ (A) e ANA (B)
adicionadas ao meio de cultura sobre o comprimento médio de
brotos de gladiolo. UFLA, Lavras/MG, 2000. *Valores

transformados por: x +1.

Para a fase de multiplicagdo, a utilizagdio das duas combinagdes de
reguladores de crescimento, BAP x ANA ou TDZ x ANA promoveu

desenvolvimento semelhante dos brotos em relagéio ao seu comprimento, com

47



valores entre 2,2 e 2,4 cm/broto. Assim é possivel escolher o uso destas
diferentes citocininas sem que haja alteragéio do desenvolvimento dos brotos,

Néo se tém referéncias sobre o uso de TDZ para a multiplicagéio de
gladiolo, mas, em outras culturas, o seu uso tem proporcionado resultados
superiores em comparagdo com o uso de BAP, como observado por
Nieuwkerk, Zimmerman e Fordham (1986). Estes mesmos autores verificaram
que 0 TDZ estimulou a multiplicagio de partes aéreas de macieira, em
concentragdo bem inferior aquela do BAP. Nestes experimentos no entanto,
ndo houve influéncia das diferentes concentragdes de TDZ testadas sobre o
numero de brotos formados, mas o BAP na concentragdes 3,03 mg/L associado
a 0,1 mg/L de ANA produziu melhores resultados.

Na Figura 20, observa-se que a menor ocorréncia de calos foi alcangada
na auséncia de TDZ ou ANA, isoladamente. Assim, o uso de reguladores de
crescimento TDZ ou ANA, estimula a formagdo de calos. O mesmo ocorreu na

presenca de BAP.
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FIGURA 20. Efeito de concentragdes de TDZ (A) e ANA (B) sobre a ocorréncia
de calos em brotos de gladiolo. UFLA, Lavras/MG, 2000. *Valores

transformados por: vx +1.

Analisando-se o didgmetro de bulbo formado, observa-se, na Figura 21,
que o melhor resultado foi obtido com a utilizagdo de TDZ na concentragdo de
1,12 mg/L, tendo sido obtidos bulbos com didmetro médio de 1,9 mm. Quando
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se utilizou ANA, maior didzmetro de bulbo (2,6 mm) foi observado na
concentragdo 0,55 mg/L.

Para a indugdo de bulbificagdo in vifro recomenda-se entdio a utilizagéio
dos reguladores de crescimento TDZ ¢ ANA em concentragdes medianas.
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FIGURA 21. Efeito de concentragdes de TDZ (A) e ANA (B) sobre o didmetro
médio de bulbos formados em explantes de gladiolo cultivados in
vitro. UFLA, LavrassMG, 2000. *Valores transformados

por:vx+1.

4.3.3 Efeito de diferentes concentracdes de carvao ativado

Apenas o comprimento dos brotos sofreu influéncia das diferentes
concentragdes de carvio ativado adicionadas ao meio de cultura, Pela Figura 22
observa-se que o maior comprimento de brotos foi obtido quando foram
utilizados 3,03 g/L de carvio ativado, promovendo a formagdo de brotos com
3,8 cm, em média. O carvio ativado tem sido um coadjuvante util para essa
fase de alongamento por causa da sua capacidade de adsorver concentragdes
excessivas de fitorreguladores e compostos toxicos, os quais inibem a
morfogénese (Boulay, 1984; Fridborg et al., 1978).

Pode-se concluir, entio, que, para a fase de multiplicagdo, a utilizagio
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de carvéo ativado pode ser benéfica para o alongamento da parte aérea, ja que
este promoveu maior comprimento médio de brotos em comparagdo com outras

substéncias adicionadas ao meio de cultura.
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FIGURA 22. Efeito de concentragdes de carvdo ativado sobre o comprimento
médio de brotos de gladiolo. UFLA, Lavras/MG, 2000. *Valores

transformados: por: vx +1.

Para as caracteristicas niimero de brotos, didmetro de bulbo e ocorréncia
de raizes, ndo houve influéncia das concentragdes de carvdo ativado testadas

(Figura 23). Os explantes formaram, em média, 1,0 a 1,22 broto (A) com
didmetro variando de 2,15 a 5,42 mm/bulbo (B); a maior formagdo de raizes (C)
ocorreu no tratamento no qual se adicionou 2,0 g/L de carvio ativado ao meio de

cultura.
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FIGURA 23. Namero médio de brotos (A), didmetro médio de bulbo (C) e
ocorréncia de raizes (C) formados na fase de multiplicagdo de
explantes de gladiolo cultivados in vitro em diferentes
concentragdes de carvio ativado. UFLA, Lavras/MG, 2000.

Estes resultados estio de acordo com Grattapaglia e Machado
(1998),que afirmam que a utilizagdo de carvio ativado em concentragdes entre
0,1 a 2% (p/v) pode ser benéfico para a estimulagdo do desenvolvimento de
raizes. Fisicamente, ele simula a condicio de escuro no qual as raizes

normalmente se desenvolvem melhor.

4.3.4 Efeito de diferentes concentracgdes de 2,4-D

A adigdio de diferentes concentragdes de 2,4-D ao meio de cultura

influenciou apenas a formagdo de calos, ndo tendo apresentado efeito sobre o
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niimero e comprimento de brotos, bem como sobre a e ocorréncia de raizes.
Observa-se na Figura 24 que a menor ocorréncia de calos foi obtida na

auséncia de 2,4-D, tendo ocorrido grande proliferagéo de calos de coloragio

esverdeada nos tratamentos em que foi aumentada a concentragio de 2,4-D. Na

concentragdo superior de 2,0 mg/L. de 2,4-D, houve uma diminui¢io na

concentragdo elevada.
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FIGURA 24. Efeito de concentragdes de 2,4-D sobre a ocorréncia de calos em
brotos de gladiolo cultivados in vitro. UFLA, Lavras/MG, 2000.
*Valores transformados: por: Jx +1.

Estes resultados concordam com Grattapaglia ¢ Machado (1998), que
constataram que compostos com atividade auxinica, como o 24-D,
praticamente ndo sdo utilizados para a micropropagago, a ndo ser quando o
sistema demanda a indug#o de calo

Assim, quando se objetiva a proliferagdo de brotos, nfo se recomenda a
utilizagéio de 2,4-D. Esta substincia deve ser adicionada ao meio de cultura
apenas para indugdo de calogénese sendo recomendada a concentragiio de 1,0
mg/L de 2,4-D.

Na Figura 25 encontram-se os valores do nimero médio de brotos
formados que variou de 1,6 a 4,3 (A) com, média de 6,1 a 10,1 cm/brotos (B).

Observa-se também que houve, formagdo de raizes em todos os tratamentos.
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FIGURA 25. Niimero médio de brotos (A), comprimento médio dos brotos (B)
e ocorréncia de raizes (C), formados na fase de multiplicagiio de
gladiolo cultivados em diferentes concentragdes de 2,4-D. UFLA,
Lavras/MG, 2000.

4.4 Enraizamento e pré-aclimatizaciio

4.4.1 Efeito de diferentes concentragdes de ANA para induciio de
enraizamento

A indugdo de enraizamento nos brotos de gladiolo formados in vitro foi
influenciada pelas diferentes concentragtes de ANA testadas, conforme analise
estatistica.

Pela Figura 26 pode-se observar que o maior enraizamento ocorreu nas

pléntulas cultivadas em 0,1 mg/L de ANA. Na auséncia deste regulador de

crescimento houve enraizamento, porém em volume. Em concentra¢es
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superiores, a formagdo de raizes também foi reduzida.

Resultados semelhantes foram verificados por Pena (1999) que observou
maior indice de crescimento de raizes em meio de cultivo suplementado com
0,1 mg/L de ANA. Segundo Grattapaglia ¢ Machado (1998), a utilizagio de
concentragdes excessivas de auxina pode inibir a multiplicagdo ou favorecer a
formagdo de calos.

* l’s

Wk

% 0,90 ™

g a6

€03 y=0097¢ - 0282x+1,1721

3 R=4077

o0 . . ;

0061 g5 1 2

Concortragdes de ANA (mg/L)

FIGURA 26. Efeito de diferentes concentragdes de ANA sobre o enraizamento
in vitro de brotos de gladiolo. UFLA, Lavras/MG, 2000. *Valores

transformados por: Jx +1.

4.4.2 Utiliza¢éio de vermiculita in vitro

Em avaliag3es visuais pode-se observar que a utilizagio da vermiculita
in vitro, adicionada em meio de cultura MS suplementado com 1 g/L de carvido
ativado para pré-aclimatizagio dos explantes, proporcionou um bom
enraizamento dos brotos na maioria das plantulas. Este enraizamento se deve,
em parte, 4 utilizagdo do meio liquido, que tende a estimular a formagéio de um
sistema radicular com maior volume. A necessidade de uma forma de aeragio e
suporte deste meio pode ser superada pela adi¢do de vermiculita que, além de
promover a melhoria do enraizamento, pode ser uma alternativa de custo mais
reduzido em relagdo ao agar (Grattapaglia ¢ Machado, 1998). Estima-se que

esta economia seja de 42%,
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O carvio ativado tem uma agio benéfica no alongamento de raizes, as
quais crescem rapidamente, ramificando-se bastante (Drew, 1988; Gupta et al.,
1983; Snir e Erez, 1980). De acordo com Vinterhaltera ¢ Vinterhaltera (1994),
raizes de bromélia aumentaram de comprimento em meio com 1% de carviio
ativado.

No presente experimento, obteve-se média de 91% de enraizamento nas
plantas cultivadas em meio de cultura para pré-aclimatizagdo, utilizando

vermiculita. Podendo-se indicar o seu uso em substitui¢io ao agar, nesta fase.

4.5 Aclimatizacio

4.5.1 Efeito de diferentes substratos na aclimatizaciio das plintulas de
gladiolo

Pela andlise estatistica nfio foram detectadas diferencas entre os
substratos utilizados na aclimatizagdo das pléntulas de gladiolo, para nenhuma
das caracteristicas analisadas: comprimento, didmetro de bulbo e raizes, ou
seja, para a fase de aclimatizagdo, pode-se utilizar qualquer um dos substratos
ou escolhé-lo por meio de analise de custo, adquirindo aquele substrato de
custo mais baixo. Houve sobrevivéncia de 100% das plintulas em todos os
substratos utilizados. Na Figura 27, observam-se as medidas de comprimento
médio das plantulas de gladiolo cultivadas nos vérios substratos testados. As
pléntulas mediram, em média, de 19,83 a 27,05 cm/plantula, apés 30 dias de
cultivo.

55



&

[+
o
I

[
o

o

Comprimento médio das
plantulas (cm)

FIGURA 27. Comprimento médio das plantas de gladiolo aclimatizadas em
diferentes substratos aos 30 dias de cultivo. PL: Plantmax, CA:
casca de arroz, XA: xaxim. UFLA, Lavras/MG, 2001.

Pela Figura 28, observa-se o diametro médio dos bulbos formados em ,
plantulas de gladiolo cultivados em diferentes substratos. As médias dos bulbos

foram 4,17 a 4,83 mm/bulbo, ndo havendo diferenga entre os tratamentos.
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FIGURA 28. Didmetro médio de bulbos de gladiolo em plantas aclimatizadas
em diferentes substratos, aos 30 dias de cultivo. . PL: Plantmax,
CA: casca de arroz, XA: xaxim. UFLA, Lavras/MG, 2001.
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Na Figura 29, observa-se que, também na caracteristica tamanho das
raizes ndo houve diferenga entre os substratos utilizados. O tamanho médio das

raizes foi 6,25 a 8,83 cm/pléantula.

Tamanho médio das raizes
(cm)

PL PLCA PLXA CA CAXA XA

Substratos

FIGURA 29. Tamanho médio das raizes formadas em plantas de gladiolo
aclimatadas em diferentes substratos, aos 30 dias de cultivo.
UFLA, Lavras/MG, 2001.
Por meio destes resultados, pode-se inferir que os substratos testados
ndo influem na fase de aclimatizagdo de plantas de gladiolo estabelecidas in

vitro. Isto pode ser atribuido ao fato de os substratos testados terem

apresentado boa porosidade.
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5 CONCLUSOES

Como protocolo de propagagéo in vitro de gladiolo ficou estabelecido que:
para a fase de estabelecimento, devem ser utilizados, como explantes,
gemas, as quais devem ser cultivadas em meio MS 125%;

na fase de multiplicagdo, as plantulas de gladiolo devem ser cultivadas em
meio MS acrescido de 3,03 mg/L de BAP e 0,1 mg/L de ANA;

para o enraizamento, os brotos devem ser transferidos para meio MS
acrescido de 0,1 mg/L de ANA;

a pré-aclimatizagio deve ser realizada transferindo-se as plantulas para meio
MS 50% acrescido de 1 g/L de carviio ativado e vermiculita in vifro, em
substitui¢do ao agar;

para a aclimatizagio, o uso dos substratos Plantimax, casca de arroz
carbonizada e pé de xaxim, isolados ou associados, promoveu bom .

desenvolvimento das plantulas de gladiolo, sem mostrar diferencas entre si.
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