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LISTA DE ABREVIATURAS

AlA: 3-4cido indolacético

ANA: Acido nafialeno acético

BAP: 6-benzilaminopurina

Cin: 6-furfurilaminopurina (Cinetina)

2iP: N-isopentenilaminopurine

GAs: Acido giberélico

MS: Meio de cultura basico de Murashigue e Skoog (1962)
WPM: Meio basico de Lloyd e McCown (1980)



RESUMO

SILVA, Adriano Bortolotti. Multiplicagiio in vitro e aclimatizacfo de gloxinia
(Sinningia speciosa Lodd. Hiern.). Lavras: UFLA, 2001. 59p. (Dissertagdo -
Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)*.

Objetivou-se avaliar a multiplicagdo in vitro e aclimatizagdo da gloxinia
(Sinningia speciosa Lood. Hiern.). Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (Lavras - MG, Brasil). As plantas utilizadas na
montagem dos experimentos ji se encontravam estabelecidas in vitro. O meio de
cultura basico foi composto de 50% dos sais do MS, pH ajustado para 5,8 £ 0,1,
15 gL' de sacarose e autoclavado a 121°C por 20 minutos. Os explantes,
segmentos nodais contendo 2 gemas, foram inoculadas de maneira asséptica, em
cimara de fluxo laminar. Os experimentos de aclimatizagio foram conduzidos
em casa-de-vegetagdo com temperatura controlada, alta umidade relativa e
ventilagdo forcada. Foram realizados os seguintes experimentos: 1)
ConcentragBes de BAP (0; 0,5; 1; 2 ¢ 4 mg.L"') associados com diferentes
concentragSes de GA; (0; 2,5; 5; 10 € 20 mg.L™"); 2) Concentra¢des de BAP (0;
0,5; 1 e 2 mg.L") in vitro associados com diferentes substratos (vermiculita,
plantmax® e vermiculita + plantmax®), testados durante o processo de
aclimatizagio; 3) Aclimatizagio de gloxinia em diferentes substratos:
plantmax®, terra, himus e vermiculita em todas combinagbes possiveis,
totalizando 15 tratamentos, na proporgdo de 1:1 (v/v). Na multiplicagdo in vitro,
methores resultados foram obtidos com o emprego de 1 mglL’' de BAP
associado com 20 mg.L"' de GA,, promovendo o maior nimero de brotos. Para a
aclimatizagdo de plantas advindas de cultivo in vitro, deve-se dar preferéncia as
plantas advindas de meio de cultura isento de BAP. O himus apresentou-se
como um eficiente componente na formulagio de substratos para aclimatizagdo
de gloxinia.

* Orientador: Moacir Pasqual - UFLA



ABSTRACT

SILVA, Adriano Bortolotti. Multiplication in vitre and acclimatization of
gloxinia (Sinningia speciosa Lood. Hiern.). Lavras: UFLA, 2001. 59p.
(Dissertation-Master Program in Agronomy/Crop Science)*.

Gloxinia (Sinningia speciosa Lood. Hiern.) micropropagation and
acclimatization were studied from plantlets in vitro estabhshed Half strength
MS salts were used with pH 5.8+0.1, sucrose 15 g.L™' and autoclaving at 121C
for 20 minutes. Nodal segments with two buds were aseptically inoculated. The
following expenmcnts were accomplished: 1) BAP concentrations (0; 0.5; 1; 2
and 4 mg. L) associated with different GA3 concentratlons (0; 2.5; 5; 10 and 20
mg.L"); 2) BAP concentrations (0; 0.5; | and 2 mg.L" Y in vitro associated with
different substrates (vermiculite, plantmax® and vermiculite + plantmax®),
tested during the acclimatization process; 3) Acclimatization of gloxinia on
different substrates plantmax®, land, humus and vermiculite in all of posmble
combinations. The greatest shoots number was obtained with BAP 1 mg. L' and
GA; 20 mgL™. Culture medium without BAP showed better acclimatization
results. Humus presented itself as a important component in the formulation of
substrates for gloxinia acclimatization.

* Major Professor : Moacir Pasqual - UFLA



CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

Os sistemas de produgio de plantas ornamentais evoluiram muito por
constituirem uma atividade extremamente competitiva, exigente em tecnologias
avangadas, conhecimentos técnicos e comercializagdo eficiente. Avangos
técnicos, a exemplo da utilizagiio de estufas, cultivares melhoradas ¢ mais
produtivas, manejo de adubagdes e irrigagdo, permitiram melhor controle dos
fatores de produgdo.

Neste contexto, a produgdo de plantas ornamentais a partir de técnicas
de cultura de tecidos pode ser uma alternativa viével para a obtengdo de um
grande nimero de plantas com alta qualidade genética e fitossanitéria, em um
curto espago de tempo, suprindo, assim, a necessidade dos produtores de flores
ou plantas ornamentais na aquisigio de mudas com qualidade comprovada.

A propagacdo in vitro de plantas ornamentais jé ¢ uma realidade em
iniimeros paises, como Holanda, Fran¢a, Espanha, Japdo, e mais recentemente
no Brasil. Dentre as principais plantas ornamentais micropropagadas, destacam-
se as rosas, crisintemos, begonias, gérberas, orquideas, bromélias, samambaias
e anturios.

A gloxinia ¢ uma planta herbicea, ornamental, de vaso, cultivada pela
beleza e exoticidade de suas flores. A maioria das espécies é de origem
brasileira, desenvolvendo-se naturalmente nos picos rochosos da Serra do Mar,
nos Estados do Parana, Sdo Paulo e Rio de Janeiro (Bittencourt, Fernandes e
Matos, 1977).

Objetivou-se avaliar o comportamento nas fases de multiplicagdo in
vitro e aclimatizagio em casa-de-vegetacdo de gloxinia (Sinningia speciosa
Lood. Hiern.).



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais da cultura

A gloxinia (Sinningia speciosa Lood. Hiern.) foi estudada
primeiramente por Conrad Loddiges, em 1817, um viveirista inglés que chamou
a nova planta de Gloxinia speciosa, 0 que originou o nome comum de gloxinia
(Kimmins, 1992).

A gloxinia é uma planta herbacea, tuberosa, perene, com 15 a 25 cm de
altura, folhas carnosas e aveludadas, pertencente & familia das Gesneridceas
(Longhi e Tombolato, 1995 e Lorenzi, 1995). Espécies nativas sdo encontradas
no Brasil meridional e ocorrem, na maioria das vezes, nas florestas imidas da
Mata Atlintica, do nivel do mar até 2.000 metros de altitude (Perret et al.,
2001).

As flores apresentam-se nas formas simples ou dobradas, em cores de
diversos tons, desde branco puro, lilis, rosa, vermelho até o purpura-escuro,
podendo ainda ser bicolores, com bordas, pintas ou faixas contrastantes (Longhi
e Tombolato, 1995). As espécies produzidas comercialmente constituem uma
linhagem obtida por um cruzamento com S. crassifolia Hort., divulgada com o
nome de S. speciosa var. fyfiana Hort. (Kimmins, 1992 e Lorenzi, 1995). As
cultivares mais populares e comercializadas sdo as de coloragiio vermelha.

A gloxinia é propagada comercialmente atraves de sementes e, por este
método, as plantas produzem flores ap6s 6 a 7 meses, em vasos de 15 a 16 cm
para variedades de plantas grandes ou 10 a 12 cm para variedades de plantas
pequenas (Kimmins, 1992).

O substrato utilizado pode ser uma mistura na proporgéio de 1:1:1 de
himus, turfa, areia grossa ou perlita (v/v) e as adubagSes devem ser iniciadas

imediatamente apds a transferéncia para vasos. A temperatura ideal deve ser de



18 °C noturnos a 24 °C diurnos e a umidade relativa dentro da estufa deve ficar
entre 50 a 70% (Longhi e Tombolato, 1995 ¢ Kimmins, 1992).

Hibridagdes e selegdes geraram gloxinias que podem variar em
tamanho, quantidade e disposi¢do das flores. A planta ideal deve apresentar
folhas contornando o centro do vaso, preenchido por flores e botdes, de modo a

formar o aspecto de buqué (Longhi e Tombolato, 1995).
2.2 Micropropagacio de plantas ornamentais

A micropropagagiio de plantas ornamentais é a técnica de cultura de
tecidos mais amplamente utilizada. Mais de 500 milhdes de plantas sdo
propagadas anualmente e a maioria é constuida por espécies ornamentais
(Debergh, 1994).

As técnicas de cultura de tecidos tém sido empregadas principalmente
para a produgdo de plantas matrizes (Debergh, 1990; Debergh e Read, 1991),
mas também para a propagagdio em larga escala de plantas economicamente
importantes (Hu e Wang, 1983).

Como vantagens dos métodos de cultura de tecidos tém-se a rapida
. propagacdo clonal de plantas ornamentais, a eliminagdo de patgenos e viroses
das plantas (Ahmed e Andrea, 1987), ou a produgdo de plantas com alta
qualidade comercial.

Libano e Witmer (1987), estudando as diferen¢as entre plantas de
crisintemo (Chrysanthemum morifolium) propagadas in vitro e ex vitro,
constataram que o material propagado in vitro ¢ mais precoce ¢ homogéneo,
apresentando expressiva superioridade na produgiio e qualidade das flores.
Trabalho semelhante foi conduzido com begbnia (Begonia hiemalis) por
Takayama e Misawa (1982), que obtiveram plantas mais homogéneas ¢ com

maior valor comercial.



Segundo Debergh (1994) e George (1996), a utilizagdo de cultura de
tecidos para fins de propagacdo de plantas é normalmente dividida em 5
estigios: estigio O (selegio e preparo da planta matriz), estdgio |
(estabelecimento de uma cultura asséptica), estdgio 2 (multiplicagdo répida),
estagio 3 (preparagio para o crescimento em meio natural) ¢ estigio 4
(aclimatizagdo).

No estagio 0, as plantas matrizes devem ser tipicas da espécie e livres
de doencas. O estagio 1 ¢ caracterizado pelo inicio do esquema de
micropropaga¢iio e os explantes mais utilizados sdo gemas, brotos e brotos
apicais. Entretanto, explantes foliares ou pedinculo floral tém sido empregados,
especialmente naqueles casos em que ndo hid necessidade de que as plantas
sejam livres de viroses.

Nos estdgios 1 e 2, os meios de cultura mais utilizados séo os
solidificados e derivados dos meios de cultura MS ou WPM. Com balango
hormonal em favor das citocininas, hd a quebra da domindncia apical,
estimulando a emissdo de brotagdes axilares. A alta concentragdo de citocininas
no meio de cultura nem sempre é benéfica, podendo provocar aberragdes
fisiolégicas durante a cultura in vitro e na subsequente fase de desenvolvimento
da planta em casa-de-vegetagdo.

O estégio 3 visa o enraizamento, que pode ser obtido in vitro ou in vivo,
em meio com baixa concentragio de sais e suplementado com auxinas. O
enraizamento pode também ser obtido em meio de cultura livre de reguladores
de crescimento. Para a maioria das plantas ornamentais, ambas as técnicas sdo
apropriadas para promover o alongamento €/ou o enraizamento.

A qualidade do material micropropagado ¢ fundamental para o sucesso
da aclimatizagdo (estigio 4). Pode-se definir aclimatizag&o como a transferéncia
das mudas da condigio in vitro para ex vitro, na qual fatores como

hiperidricidade ou disturbios fisiologicos podem ser extremamente limitantes.



A cultura de tecidos, além de permitir a propagac¢io de espécies com
problemas de propagagio sexuada, possibilita a obtenciio de plantas isentas de
viroses ¢ clones mais produtivos, a preservago e intercimbio de germoplasma e

a realizacdio de estudos envolvendo biologia molecular (George, 1996).
2.3 Meios de cultura e reguladores de crescimento

Os meios nutritivos utilizados para cultura de células, tecidos e 6rgdos
de plantas fornecem as substéincias essenciais para o crescimento dos tecidos e
controlam, em grande parte, o padriio de desenvolvimento in vitro (Caldas,
Haridasan e Ferreira, 1998).

Na cultura de tecidos, os meios de cultura geralmente sdo compostos de
uma fonte de carboidratos, macro ¢ micronutrientes e outras substincias como
vitaminas, aminodcidos, agucares, agente solidificante e reguladores de
crescimento (George e Sherrington, 1984).

Um dos primeiros meios de cultura formulados foi o White, sendo
utilizado como meio de cultura bésico para grande variedade de tecidos de
diferentes espécies. Varias mudancas de padrio foram propostas na tentativa de
otimizar o crescimento de calos in vitro. Essas modificagdes visavam
principalmente o acréscimo da concentragdo de nitrogénio na forma de aménio
e redugio da concentragdo de sédio (Murashige e Skoog, 1962).

O meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) é o mais utilizado
para a propagacio de virias espécies; entretanto, a sua concentracdo de
nutrientes ¢ alta ¢ pode ser diminuida (Pierick, 1987). Virios autores tém
relatado a possibilidade de reduzir a concentragio de sais do meio MS para
diversas espécies visando, principalmente, melhor desenvolvimento das plantas
e redugdo nos custos (George e Sherrington, 1984; Oliveira, 1994; Paiva et al.,
1997).



A composicio e a concentragdo de reguladores de crescimento no meio
de cultura sdo fatores determinantes no crescimento € no padrio de
desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultura de tecidos (Caldas,
Haridasan e Ferreira, 1998). Os reguladores de crescimento sdo substincias que
atuam em baixas concentrag3es, em vérios processos do desenvolvimento das
plantas (George e Sherrington, 1984).

As citocininas, substincias sintetizadas principalmente nos pontos de
crescimento do sistema radicular (Hu ¢ Wang, 1983; Rosenblum e Basile,
1984), induzem a formagdo de grande nimero de brotos, aumentando a taxa de
multiplicagio (Hu e Wang, 1983; Pierick, 1987). O BAP ¢ a citocinina mais
utilizado para estimular a formagéo de brotagdes in vitro (Hu e Wang, 1983).

Na maioria dos casos, uma relago auxina/citocinina tendendo para uma
maior concentrago de citocininas é necessdria para indugéo de brotagGes nos
explantes (George e Sherrington, 1984; Debergh ¢ Read, 1991).

As giberelinas estimulam o crescimento de érgdos ji formados, mas
podem também inibir a iniciagdo de outros érgéios (Murashige, 1974). A adicdo
de giberelina no meio de cultura apresenta respostas adversas. Em algumas
plantas, o GA; promoveu a formagdo de brotos, podendo ter efeito contrario em
outras espécies. Este grupo de regulador de crescimento é muito sensivel ao
calor e, apés a autoclavagem, cerca de 90% da sua atividade biolégica sdo
perdidos. Em geral, as giberelinas induzem o alongamento dos internédios € o

crescimento de meristemas ou gemas cultivadas in vitro (Jacques, 1985).

2.4 Aclimatizaciio de plantas obtidas por micropropagagio

A aclimatizag¢fio pode ser definida como a transferéncia da planta da

condigfio in vitro para o ambiente natural ou para um ambiente intermediario,



como casa-de-vegetagdo ou telado (Debergh e Maene, 1981). Ha controvérsias
quanto ao uso do termo aclimatag3o e aclimatizagéio. Segundo Preece e Sutter
(1991), a palavra aclimatagiio denota o processo durante o qual plantas ou
outros organismos ajustam-se ou acostumam-se a uma nova condigdo de clima
ou situa¢do como um resultado de um processo natural. George (1993) define
aclimatagio como um processo de adaptagio regulado pela natureza ¢
aclimatizagio como sendo aquele controlado pelo homem. Para Sluis ¢ Walker
(1985) e Crécomo (1988), a aclimatizagio ¢ uma fase critica na
micropropagacdo de plantas e, em alguns casos, pode ser um fator limitante
nesse processo (Grattapaglia e Machado, 1998).

Um grande namero de plantas micropropagadas pode néio sobreviver a
transferéncia das condigbes in vitro para casa-de-vegetagdo. A maioria das
espécies que crescem in vitro requerem um processo de aclimatizagdo para
sobreviverem e crescerem quando transferidas para solo (Preece ¢ Sutter, 1991).
Segundo Dunstan e Turner (1984), a aclimatizagiio ¢ constituida de duas fases:
enraizamento (in vitro ou ex vitro) e transferéncia das mudas para condigGes néo
estéreis, com temperatura e umidade controladas.

A principal causa da baixa sobrevivéncia € a excessiva perda de dgua
pelas plantas durante a aclimatizagdo (Brainerd e Fuchigami, 1982; Sutter e
Langhans, 1982). A quantidade reduzida de céra epicuticular estd diretamente
relacionada com o aumento da perda de dgua em brotos cultivados. Taxas de
transpiragdo foram mais altas em folhas de plantas com baixa quantidade de
céra epicuticular, quando comparadas com as plantas que cresceram em casa-
de- vegetagfio ou que ji estavam aclimatizadas (Wardle, Dobbs e Short, 1983,
Sutter ¢ Langhas, 1982). O mecanismo de abertura ¢ fechamento dos estdmatos
das plantas que foram cultivadas in vitro, e estio em processo de aclimatizagdo,
¢ mais lento do que em plantas mantidas em casa-de-vegetagdo ou

aclimatizadas, e isto pode levar a rapida perda de agua, causando um colapso na



folhas e resultando em clorose. A baixa integridade da cuticula e da membrana
celular também contribuem para a degradagdo dos estdmatos (Sutter, 1988). As
plantas mantidas in vitro também requerem baixa luminosidade relativa, e
quando submetidas ao aumento de luz, sofrem um processo de destruigio de
clorofila, tornando-se cloréticas e queimadas (Costa, 1998).

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), vérios fatores sdo limitantes
durante a fase de aclimatizagdo: 1) passagem de um baixo fluxo respiratério (in
vitro) para um ambiente que demanda incremento na taxa de respiragio,
podendo causar estresse hidrico; 2) a planta passa de um meio heterotréfico,
com grande suprimento de energia (sacarose), piara o autotréfico, necessitando
realizar fotossintese para sobreviver; 3) a planta passa a ter que incrementar a
absorgdo de sais rapidamente e 4) a planta passa de um ambiente asséptico para
outro,no qual fica sujeita ao ataque de microorganismos.

O alto custo da produgdio de mudas pelo processo de cultura de tecidos é
devido principalmente & alta porcentagem de perdas na fase de aclimatizagdo
(Sluis ¢ Walker, 1985). A caréncia de informag¢Ges ou auséncia de técnicas
ligadas & aclimatizagéio, como controle de umidade, luminosidade e temperatura
e substratos, pode quebrar a continuidade do processo de produgdio (Grout e
Crisp, 1977; Wardle, Quinlan e Simpkins, 1979).

Visando reduzir as perdas durante a fase de aclimatizagdo, vérios
estudos vém sendo desenvolvidos para favorecer o crescimento das mudas nesta
fase limitante da cultura de tecidos. Segundo Gribaudo ¢ Fronda (1993), a
técnica convencional de aclimatizag3o consiste basicamente no enraizamento in
vitro em substrato com 4gar, com subseqiiente repicagem para o substrato sob
nebulizagdo constante para manter alta a umidade relativa do ar, reduzindo-a
posteriormente de forma gradativa. A utilizagdo de sombreamento para evitar o

estresse pela luz (George, 1993), inoculagiio de micorrizas (Corsato, 1993) e



escolha de substratos adequados (Normah, Nor-Azza ¢ Alliudim, 1996) séo

importantes no processo de aclimatizagéo.

3 METODOLOGIA GERAL

O presente trabalho foi constituido de experimentos de propaga¢io in
vitro e aclimatizagiio de plantas produzidas por cultura de tecidos vegetais. Os
trabalhos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos e em casa-de-
vegetagdo do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,
em Lavras, Minas Gerais.

Para o estabelecimento in vitro da cultura, foram usados segmentos
foliares de gloxinia (Simningia speciosa Lood. Hiern.) medindo
aproximadamente 1 cm? desinfestados em solugdo de hipoclorito de sédio a 2%
por 10 minutos e inoculados em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de
cultura MS (Murashige e Skoog, 1962). O material vegetativo utilizado nos
experimentos constava de brotos de gloxinia com aproximadamente lcm de
comprimento e 2 gemas axilares.

O meio de cultura basico utilizado (Tabela 1) foi o MS. O pH do meio
foi ajustado para 5,8 + 0,1 com a utilizagdo NaOH 0,5 N ou HC] 0,1 N. Apés o
preparo, 10 ml de meio de cultura foram distribuidos em tubos de ensaio com as
dimensdes de 150 x 25 mm, os quais foram vedados com tampas de

polipropileno, identificados e autoclavados a 121° C por 20 minutos.



TABELA 1. Composigiio do meio de cultura MS.

Compostos Concentragdo final (mg.L™")
NH/NO; 1650,000
KNO; 1900,000
H;BO; 6,200
KH;PO, 170,000
Kl 0,830
N82M0042H20 0,250
CoCl,6H,0 0,025
CaCl,2H,0 440,000
MgSO,7H,0 370,000
MnSO,4H,O 22,300
ZnSO,7H,0 8,600
CuSO,5H,0 0,025
Na,EDTA2H;0 37,250
FeSO,7H;O 27,850
Mio-Inositol 100,000
Tiamina — HCI 0,500
Ac. Nicotinico 0,500
Piridoxina—HCI 0,500
Glicina 2,000

Os ensaios foram instalados em condi¢Ses assépticas, em cédmara de
fluxo laminar horizontal. As brotagdes ou segmentos de brotagdes foram obtidas
uniformemente; apés a inoculagdo, o material foi colocado em sala de
crescimento, com luminosidade em torno de 35 pmol.m?s”, 26 + 1°C e
fotoperiodo de 16 horas.

A aclimatizagio foi realizada em casa-de-vegetagiio com sistema de
nebulizagdo intermitente e ventilagio forcada. As plantas foram transferidas
para vasos platicos de 14 cm de didmetro ¢ mantidas em bancada de tela
metélica sob nebulizagéio por periodo varidvel de acordo com o experimento.
Durante a conduglio dos experimentos, foram feitas pulverizagGes preventivas

utilizando Benomyl (1 g.L" do produto comercial Benlate®).
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
para todos os experimentos, sendo os dados comparados através do teste Scott-
Knott para fatores qualitativos, ou de regressdo polinomial para fatores

quantitativos.
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CAPITULO 2

SILVA, Adriano Bortolotti. Efeito de diferentes concentragdes de BAP ¢ GA,;
na multiplicaciio in vitro de gloxinia (Sinningia speciosa Lodd. Hiern.).
Lavras: UFLA, 2001. 17p. (Dissertagdo-Mestrado em
Agronomia/Fitotecnia)*.

1 RESUMO

A multiplicag8o in vitro é uma técnica viével para obtengdo de grande
nimero de plantas, com qualidade genética e fitossanitiria, ¢ vem sendo
utilizada para espécies de grande valor comercial, especialmente plantas
ornamentais. Objetivou-se avaliar a influéncia do BAP (0; 0,5; 1; 2 ¢ 4 mg.L™")
e GA; (0; 2,5; 5; 10 e 20 mg.L"), em todas as combinagdes possiveis, na
multiplicagdo in vitro de gloxinia (Sinningia speciosa Lood Hiern.). O meio de
cultura basico foi o composto por 50% dos sais do MS, acrescido dos
tratamentos, distribuidos em tubos de ensaio (150 x 25 mm) e autoclavados a
121° C por 20 minutos. Segmentos nodais foram inoculados assepticamente em
cimara de fluxo laminar. Apds o processo de inoculagdo, o material foi
transferido para sala de crescimento com temperatura de 26 + 1°C, intensidade
luminosa de 35 pmol.m? s e fotoperiodo de 16 horas, permanecendo nestas
condigdes por 60 dias. O emprego de 1 mg.L”' de BAP e 20 mg.L" de GA;
promoveu a formagéio do maior niimero de brotos. Para altura ¢ nimero de
folhas, melhores resultados foram obtidos com o uso de 10 mg.L" de GA;, na
auséncia de BAP. Melhor resultado para peso da matéria seca total foi obtido
com 1 mg.L"! de BAP combinado com 5 mg.L" de GA;. Para peso da matéria
fresca da parte aérea e de calos e nimero de raizes, o uso de meio de cultura
sem adicio de reguladores de crescimento proporcionou melhor
desenvolvimento in vitro.

* Orientador: Moacir Pasqual - UFLA
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2 ABSTRACT

SILVA, Adriano Bortolotti. Effects of different concentrations of BAP and
GA,; on the in vitro multiplication of gloxinia (Sinningia speciosa Lood.
Hiern.). Lavras: UFLA, 2001. 17p. (Dissertation-Master Program in
Agronomy/Crop Science)*.

BAP (0;0.5; 1; 2 and 4 mg.L" Y and GA; ( 0; 2.5; 5; 10 and 20 mg.L")
in all of possible combinations on gloxinia (Sinningia speciosa Lood. Hiern.). in
vitro multiplication were studied. Half strength MS salts with growth regulator,
pH 5.820.1, sucrose 15 g.L"' and autoclaving at 121C for 20 minutes.were used.
Nodal segments were aseptically incculated and transferred to the growth
chamber with 26x1C temperature and 35 pmol.m?. s light intensity for 16
hours, during 60 days. The greatest shoots number was obtained with BAP 1
mg.L"' and GA; 20 mg. L Higher plantlets height and leaves number were
obtained from GA; 10 mg.L" in BAP absence. Best results for total dry matter
weight was obtained from BAP 1 mg.L" in association with GA; 5 mg.L".
Culture medium without growth regulators promoted the greatest shoot fresh
matter weight and roots number.

* Major Professor: Moacir Pasqual - UFLA
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3 INTRODUCAO

A propagaciio convencional da gloxinia ¢ feita com o uso de sementes,
gerando variagGes nas plantas produzidas. A propagagiio in vitro constitui uma
alternativa e pode ser feita a partir de brotos apicais ou segmentos foliares, em
meio de cultura MS suplementado com reguladores de crescimento.

O emprego das técnicas de cultura de tecidos tem se tornado uma
alternativa bastante vidvel para obtengio de um grande numero de plantas com
qualidade fitossanitaria e vem sendo utilizado para espécies de grande valor
comercial, especialmente plantas ornamentais.

Virios autores tém relatado a possibilidade de reduzir a concentragéo de
sais do meio MS para diversas espécies, visando principalmente melhor
desenvolvimento das plantas e redugéio nos custos (George e Sherrinton, 1984;
Oliveira, 1994). Lu, Nugent ¢ Wardley (1990) utilizaram 50% do meio MS,
obtendo bom enraizamento em crisdntemo. Resultados similares foram obtidos
por Muangkaewngam e Chato (1992) e por Paiva et al. (1997a) com a utilizagéo
de 50% dos sais do meio MS para o desenvolvimento in vitro de gloxinia.

O regulador de crescimento BAP (6 - benzilaminopurina) é uma
citocinina largamente utilizada para estimular a indugdo de brotos em plantas
ornamentais. Start e Cumming (1976), trabalhando com Violeta Africana,
obtiveram Otimos resultados na multiplicagiio in vitro com o emprego de 1
mg.L" de BAP e fizeram referéncia ao fato de que, possivelmente, as técnicas
de cultura de tecidos poderiam produzir milhdes de mudas bem formadas,
através de brotagdes axilares e laterais, de plantas como gerbera, gloxinia e
morango, em um espago minimo e de forma econémica. Raman (1977) obteve
grande nimero de brotos de gloxinia utilizando meio MS suplementado com 1

/( mgL" de BAPe mg.L"' de ANA. Segundo Paiva et al.(1997a), maior niimero
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de brotos de gloxinia pode ser obtido com o emprego de 2 mg.L" de BAP na
auséncia de ANA.

Dentre as giberelinas, o0 GA; é um regulador de crescimento utilizado
com a fungfio do alongamento de brotos, promovendo respostas contraditdrias
in vitro e apresentando efeitos diversos que variam de acordo com a espécie.
Em alguns casos, 0 GA; pode inibir o desenvolvimento ou niio apresentar efeito
in vitro (Earle e Langhans, 1974; Caldas, Haridasan ¢ Ferreira,1990; Taiz ¢
Zeiger, 1991; Paiva et al., 1997b). Em plantas como camélia, a adicdo de 1 a 5
mg.L" de GA; no meio de cultura promoveu plantas maiores ¢ com maior
namero de brotagdes do que aquelas cultivadas na auséncia desse regulador de
crescimento (Carlisi e Torres, 1988). Resultados semelhantes foram obtidos por
Yui (1990) com a utilizagdo de baixas concentragdes de GA; em interagio com
ANA (0,1 mg.L"), trabalhando com o porta-enxerto de macieira "MM - 106".
Entretanto, a adigdo de GA; ao meio de cultura nfio proporcionou incremento no
tamanho ¢ nimero de brotos formados em crisintemo (Oliveira, 1994). Em
gloxinias, o uso de GA; no meio de cultura ndio promoveu incremento no
tamanho de brotos, quando comparado & utilizagio de 0,90 mg.L" de TDZ e 0,1
mg.L" de ANA (Paiva, 1997a).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do BAP e GA;
na multiplicagio in vitro de gloxinia (S. speciosa Lood. Hiern.), procurando
definir concentra¢Ses adequadas e verificar a eficiéncia destes reguladores de

crescimento.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido utilizando brotagdes de gloxinia (8.
speciosa Lood. Hiern.) j& estabelecidas in vitro. Na transferéncia para os meio
de cultura contendo os tratamentos, as brotagGes foram preparadas com cerca de
10 mm contendo 2 gemas, retirando-se as folhas ¢ o meristema apical. O meio
de cultura utilizado foi 0 MS (Murashige e Skoog, 1962) com 50% dos sais.

Os tratamentos consistiram de cinco concentrages de BAP (0; 0,5; 1; 2
e 4 mg.L™) e cinco de GA; (0; 2,5; 5; 10 € 20 mg.L™"), em todas as combinagdes
possiveis, perfazendo um fatorial simples 5 x 5 com 4 repeti¢des € 3 tubos por
parcela.

Apés a inoculagdo, o material foi mantido por 60 dias em sala de
crescimento, sendo avaliados os seguintes pardmetros: nimero e altura dos
brotos, peso da matéria fresca da parte aérea, nimero de rafzes, niimero de

folhas, peso da matéria seca total e peso da matéria fresca de calos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de varidncia, com os respectivos niveis de significincia, estd
apresentada na Tabela 1. Observa-se que para todos os parimetros avaliados
houve interagio significativa entre fatores estudados, exceto para peso da
matéria fresca da parte aérea, que mostrou efeito significativo apenas para BAP
e GA;.
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TABELA 1. Anilise de varidncia para nimero de brotos (NB), niamero ¢ folhas
(NF), altura média de brotos (AMB), nimero médio de raizes
(NMR), peso da matéria fresca da parte aérea (PMFPA), peso da
matéria seca total (PST) e peso da matéria fresca de calos. UFLA,
Lavras - MG, 2001.

Causas de QM

Vari L

ariagdo  GL \\h" NF AMB NMRY PMFPA PMST  Calos
BAP 2 0.54%* 4563** 9,00 131%* 0,016** 0,00096** 0,056**
GA; 4 527%% 3130%*% 1,03%* 335% 0,022%* 0,00051** 0,043**

BAPx GA; 16 1,45** 391** 041** 0,11** 0,645ns 0,00055** 0,010**
Residuo 75 0,19 1,78 0,10 0,03 0,004 0,60007 0,003

CV (%) 20,75 21,60 2762 1385 86,06 84,48 72,20

VObservagdes transformadas segundo (X +1)*
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Niimero total de brotos

Observa-se pela Figura 1, que melhores resultados para numero de
brotos foram obtidos com o emprego de 1 mgL™’ de BAP em combinago com
20 mg.L"' de GA;, atingindo a média de 4 brotos por explante. Estes dados
concordam com os obtidos por Raman (1977) e Paiva (1997a), que obtiveram
maior nimero de brotos utilizando BAP, sendo este regulador de crescimento
fundamental para a multiplicacio in vitro de diversas espécies ornamentais
(George, 1996; Tagliacozzo, 1998), além de ser a citocinina de mais baixo custo
(Hasegawa, 1980; Hu e Wang, 1983; Zaerr e Mapes, 1985). O emprego do GA,,
apesar de apresentar resultados contraditérios para algumas espécies, pode
estimular a formacdio de brotos in vitro (Carlisi e Torres, 1988; Yui, 1990),

principalmente em interag@io com outros reguladores de crescimento.
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FIGURA 1. Nimero total de brotos por explante de gloxinia cultivados em
diferentes concentragdes de BAP e GA; UFLA, Lavras - MG,
2001.

Nimero de folhas

O nimero de folhas observadas nos bro’tos foi maior na auséncia de
BAP interagindo com 10 mg.L™” de GA; (Figura 2). Com o aumento dos niveis
de BAP, pode-se constatar que houve decréscimo no numero de folhas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira (1994), trabalhando com
crisintemo, que observou queda no nimero de folhas com aumento das
concentragdes de BAP. Isto pode ser atribuido ao fato de o regulador de
crescimento BAP estimular a formagdo de maior nimero brotos, porém de

tamanho reduzido, apresentando menor niimero de segmentos nodais e folhas.
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Y GA; (5 mgL?) =7,001 - 2,579 x + 0,576 X* R*>=0,98
Y GAs (10 mgL™) = 9,859 - 4,764 x + 0,859 x* R?=0,97
Y GA; (20 mgL”) = 7,552 - 3,353 x + 0,638 x* R?*=10,84

FIGURA 2. Numero de folhas formadas por explante de gloxinia cultivados em
diferentes concentragdes de BAP e GA;.UFLA, Lavras - MG,
2001.

Altura média de brotos

Para altura média de brotos (Figura 3), melhores resultados foram
obtidos em meios de cultura com altas concentracdes de GA; e auséncia de
BAP. Com o aumento das concentragdes de BAP, houve diminuicdo no
comprimento dos brotos. Estes resultados concordam com a maioria dos
autores, que afirmam que o GA; ou giberelinas sdo responsiveis pelo
alongamento de brotos (Earle e Langhans, 1974; Caldas Haridasn ¢ Ferreira,
1990; Taiz e Zeiger, 1991; Paiva et al., 1997b).
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Y GAs@mgL?) =2,053-0,736 x + 0,120 x* R*=0,55
Y GA; 2,5 mgL?) = 1,761 - 1,089 x + 0,200 X* R?=0,81
Y GA; SmgL™) = 1,530 - 0,769 x + 0,136 x° R* = 0,92
Y GA; (10 mgL™) =2,821 - 2,133 x + 0,402 x? R?=0,78
Y GA, 20 mgL") =2,296 - 1,611 x + 0,302 x* R?*=0,93

FIGURA 3. Altura média de brotos (cm) em explantes de gloxinia cultivados
em diferentes concentragdes de BAP e GA;. UFLA, Lavras -
MG, 2001. »

Paiva et al. (1997a), trabalhando com gloxinia, observou também uma
redugio do tamanho de brotos com o aumento das concentragdes de BAP.
Outros autores tém observado os mesmos resultados negativos desse regulador
de crescimento no alongamento das brotagdes em espécies como crisintemo e

morangueiro (Oliveira, 1994; Pasqual et al., 1998).
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Niimero médio de raizes

A auséncia de fitorreguladores no meio de cultura apresentou maior
nimero de raizes (Figura 4). O aumento das concentragdes de BAP e GA;
causou queda no fator estudado. Os resultados apresentados vém de encontro
aos resultados obtidos por Grattapaglia, Assis e Caldas (1987), em diversas
espécies de Eucalyptus, segundo os quais existe uma correlagdo negativa entre o
aumento das concentragdes de BAP no meio de multiplicagio e o nimero de
raizes na fase de enraizamento in vitro. O GA;, nas concentra¢des em que foi

utilizado, inibiu o desenvolvimento das raizes. Esses resultados concordam com
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Z 0 1 2 3 4

Niveis de BAP (mg.L")
__GA; (OmgL")  GA; (2,3 mgLh)
GA; GmgLh  GA;(10mgL™)
Y GAsOmgL?) =2,290-0,173x R*=0,78

Y GA:25mgL?) = 1,421 - 0,438 x+ 0,084 x> R*>=0,75
Y 6as(smgl?) =1,419-0,455x+0,089x> R*=0,65
Y Gas (10mgL?) = 1,746 - 0,810 x+ 0,158 x>  R?=0,65

FIGURA 4. Numero médio de raizes formadas em brotos de gloxinia cultivados
em diferentes niveis de BAP e GA;. UFLA, Lavras - MG, 2001.
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a maioria dos autores, que mostram que os efeitos do GA; podem ser
contraditdrios, as vezes inibindo a organogénese da parte aérea e do sistema
radicular e outras vezes estimulando (Earle e Langhans, 1974; Caldas Haridasan
e Ferreira,1990; Taiz e Zeiger, 1991; Paiva et al,, 1997b). Oliveira (1994)
observou, em plantas de crisintemo, que o aumento das concentragdes de BAP

provocou diminui¢do do mimero de raizes.

Peso da matéria fresca da parte aérea

As Figuras 5 e 6 apresentam o peso da matéria fresca da parte aérea de

?‘; 0.12

E E 0.08 -

< 006 ]

[

s 13 0.04 -

; 2 0.02

g 0 T T T ]
0 1 2 3 4

Niveis de BAP (mg.L™)
Y Bar = 0,113 - 0,052 x + 0,009 x> R*=0,93

FIGURA 5. Peso da matéria fresca da parte aérea de brotos de gloxinia
cultivados em diferentes concentragSes de BAP. UFLA, Lavras -

MG, 2001.
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FIGURA 6. Peso da matéria fresca da parte aérea de brotos de gloxinia
cultivados em diferentes concentragdes de GA;. UFLA, Lavras -
MG, 2001.

brotos de gloxinia. Observa-se que as curvas mostraram tendéncia bastante
similar, ou seja, que tanto o aumento das concentrages de BAP quanto de GA;
provocaram queda no peso da matéria fresca dos brotos. A dimunuigdo do peso
da matéria fresca da parte aérea, quando houve aumento a concentragdo de
BAP, possivelmente ocorreu devido ao fato de que esse regulador promove a
emissdo de grande nimero de brotagdes, porém de menor tamanho. Ja a
diminui¢@io do peso da matéria fresca da parte aérea, ocasionada pelo aumento
das concentra¢des de GA,, provavelmente ocorreu devido a um efeito fitotéxico

desse regulador de crescimento
Peso da matéria seca total
O peso da matéria seca total (Figura 7), que é a expressio do

crescimento real do sistema radicular e da parte aérea, atingiu o valor maximo

com a utilizagio de | mg.L™ de BAP e 5 mg.L™ de GA,, ¢ a partir deste ponto o
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BAP passou a inibir o desenvolvimento das plantas in vitro, apresentando um

decréscimo no peso da matéria seca total.

0.08
0.06
0.04
0.02

Peso da mat.seca total (g)

-0.02
Niveis de BAP (mg.L™")

GA;(OmgL') —=— —a— GA;(5mgL")

Y GA, (0mgL") = 0,008 +0,022x - 0,015x2+0,0024x R®=0,51
Y GA; (Smg.Lt) =-0,005+0,113 x-0,077x>+0,0123 x> R?*=0,55

FIGURA 7. Peso da matéria seca total de brotos de gloxinia cultivados em
diferentes concentracdes de BAP ¢ GA;. UFLA, Lavras - MG,

2001.

Peso da matéria fresca de calos

A Figura 8 mostra o peso da matéria fresca de calos e pode-se observar
que, com o aumento das concentragles de reguladores de crescimento, tem-se
um aumento no peso de calos. Somente em meio de cultura sem os reguladores

de crescimento BAP e GA; ndo houve formacéio de calos.
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Y GA; (10mgL™) = 0,053 + 0,029 x R?=0,62
Y GA; 20 mgL) = 0,018 + 0,043 x R?=0,91

FIGURA 8. Peso da matéria fresca de calos em explantes de gloxinia cultivadas
em diferentes concentragdes de BAP ¢ GA;. UFLA, Lavras -
MG, 2001.

6 CONCLUSOES

A utilizagdo de 1 mg.L' de BAP e 20 mgL"' de GA; promove a
multiplicagdo in vitro de gloxinia.

Maior niimero de folhas e altura média de brotos séio obtidos com 10
mg.L" de GA; na auséncia de BAP.

Na auséncia de reguladores de crescimento, o niimero de raizes e o peso
da matéria fresca da parte aérea de brotos apresentam melhor desenvolvimento,

sem a formagdo de calos.
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O maior peso da matéria seca total é obtido na presenga de Img.L"' de
BAP e 5 mg.L"' de GAs.
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CAPITULO 3

SILVA, Adriano Bortolotti. Efeito de diferentes concentragdes de BAP e
substratos na aclimatiza¢iio de plintulas de gloxinia (Sinningia speciosa
Lood. Hiern.) provenientes de cultura de tecidos. Lavras: UFLA, 2001.
13p. (Dissertagdo - Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)*.

1 RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de BAP
durante a cultura in vitro sobre o processo de aclimatizagdo de gloxinia (S.
speciosa Lood. Hiern.). Utilizou-se 6-Benzilaminopurina (BAP) nas
concentragdes de 0; 0,5; 1 e 2 mgL", em condigdo de cultivo in vitro,
combinados com os seguintes substratos: vermiculita, plantmax® e vermiculita
+ plantmax®, durante o processo de aclimatizagio. O meio de cultura foi
composto por 50% dos sais do MS, acrescido de todas as concentragdes de
BAP, distribuido em frascos e autoclavado a 121°C por 20 minutos. Segmentos
nodais foram inoculados assepticamente em cdmara de fluxo laminar. Apds o
processo de inoculagio, o material foi transferido para sala de crescimento com
temperatura de 26 = 1°C, intensidade luminosa de 35 pmol.m* s e fotoperiodo
de 16 horas, permanecendo nestas condi¢des por 60 dias. Apés este periodo, as
plantas obtidas foram retiradas dos frascos ¢ em seguida transferidas para casa-
de-vegetacio, sendo plantadas nos diferentes substratos. As avaliagBes foram
efetuadas apds 120 dias de cultivo, em casa-de-vegetagio, registrando-se o
nimero de brotos, peso da matéria fresca do sistema radicular, peso da matéria
seca da planta e namero de flores. Na aclimatizagiio, os melhores resultados
foram obtidos com o cultivo das plantas em substrato plantmax® ou plantmax®
+ vermiculita advindas de meio de cultura in vitro isento de BAP.

* Orientador: Moacir Pasqual - UFLA
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2 ABSTRACT

SILVA, Adriano Bortolotti. Effects of different concentrations of BAP and
acclimatization of gloxinia (Sinningia speciosa Lood. Hiern.) from tissue
culture. Lavras: UFLA, 2001. 13p. (Dissertation—Master Program in
Agronomy/Crop Science)*.

In vitro 6-benziloaminopurine (0; 0.5; 1 and 2 mg. L") and vermiculite,
plantmax® and vermiculite + plantmax®, on gloxinia (Sinningia speciosa
Lood. Hiern.) acclimatization were used. Half strength MS salts were used with
pH 5.840.1, sucrose 15 gL' and autoclaving at 121C for 20 minutes. Nodal
segments with two buds were aseptically inoculated and transferred to the
growth room with temperature of 26 + 1C and light intensity of 35 pmol.m?.s™
for 16 hours, during 60 days. After that period, the plantlets were transferred to
the greenhouse on the different substrates during 120 days. The best results
were obtained with Plantmax® or Plantmax® + vermiculite substrate for
plantlets from in vitro culture medium without BAP.

*Major Professor: Moacir Pasqual - UFLA

34



3 INTRODUGAO

A gloxinia (S. speciosa Lood. Hiern.) ¢ uma planta ornamental da
familia das Gesneridceas, comumente encontrada nas matas quentes da Serra do
Mar, nos Vales do Parani ¢ em Sdo Paulo, nas regides imidas de Santos e
Ubatuba, atravessando o Rio de Janeiro até o Espirito Santo, sendo largamente
comercializada pela sua exoticidade e variagdes de coloragdo das flores. Na
maioria dos locais, a floragio acontece de setembro a maio; estas plantas sdo
conhecidas como gloxinia de cachimbo, pito ou campainha (Winters, 1996). A
propagagdo é feita, geralmente, através de sementes, gerando variages nas
plantas produzidas (Longhi e Tombolato, 1995).

A propagacio dessa espécie, através da cultura de tecidos, ¢ uma
alternativa para a obtengio de um grande nimero de plantas, diminuindo o
tempo necessario para a obten¢do de mudas, garantindo uniformidade genética
do material (Dublin, 1984) e qualidade fitossanitiria. Este tipo de propagagdo
vem sendo utilizado, principalmente, para espécies de grande valor comercial,
especialmente as ornamentais (Queralt et al., 1991).

As citocininas, como o BAP (6-benzilaminopurina), promovem a
formagdo de grande namero de brotos e alta taxa de multiplicagio em muitos
sistemas de micropropagagdo, enquanto CIN e 2iP permitem o crescimento
normal sem brotagdes milltiplas (Hu ¢ Wang, 1983). As citocininas, de forma
geral, promovem maior produ¢fio de partes aéreas, mas seu excesso pode ser
toxico e levar ao encurtamento dos entrends € a sérios problemas na fase de
enraizamento (Lane, 1979; Leshem, Werker ¢ Shaler, 1988). Outros efeitos
residuais atribuidos a citocininas tém sido observados nas plantas apds o
transplantio, como menor capacidade de sobrevivéncia, quebra da dominancia

apical, deformagéo de frutos € manutengéio de um habito arbustivo (Grattapaglia
¢ Machado, 1998).
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A aclimatizagio € conceituada como a fase ou estigio da
micropropagac¢éo em que ocorre a transferéncia das mudas produzidas in vitro
para o ambiente natural ou um ambiente de transicdo, como uma casa-de-
vegetacdo ou telado (Deberg ¢ Maene, 1981). Um dos maiores obstaculos para
a aplicagiio pritica dos métodos de cultura de tecidos € a dificuldade de
transferir com sucesso as mudas das condi¢des in vitro para o solo, devido a
grande diferenca entre as duas condigSes ambientais (Read e Fellman, 1985).
Segundo Dunstan e Turner (1984), a aclimatizagio ¢é constituida de dois
fatores: enraizamento (in vitro e in vivo) e transferéncia para condigGes ndo
estéreis com temperatura e umidade controladas. Preece e Sutter (1991) citam
que as técnicas de aclimatizagio podem ser efetuadas durante o cultivo in vitro
e apés a transferéncia das mudas. Ha diversos fatores envolvidos na
aclimatizagdo: genétipo, estresse hidrico, alteragio do metabolismo
heterotréfico (in vitro) para autotréfico, infecgio por patégenos e estresse pela
luz, além das variagdes de temperatura. '

Escolher o substrato correto pode ser decisivo para o sucesso na
aclimatizagdo. O substrato deve ser de baixa densidade, rico em nutrientes,
deve ter composicdo quimica equilibrada e fisica uniforme, elevada CTC,
apresentar boa aeracdo e drenagem, boa coesdo entre as particulas e raizes, e
ser preferencialmente isento de plantas daninhas e com boa flora bacteriana
(Coutinho e Carvalho, 1983). Segundo Howard (1987), as mudas provenientes
do cultivo in vitro sio de pequeno tamanho (menos de 5 cm de altura) quando
transplantadas, de modo que necessitam ter seu tamanho aumentado de 10 a 20
vezes para serem utilizadas. Isto é importante quando a micropropagacdo ¢
apenas o primeiro estdgio da produgdo da planta.

O presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do BAP

no processo de aclimatizag#io de plantas de gloxina produzidas in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira, foram
selecionados explantes com 10mm de comprimento e 3 gemas axilares, de
plantulas mantidas in vitro, as quais foram tranferidas para frascos contendo os
tratamentos. O meio de cultivo bisico utilizado foi o0 MS (Murashige e Skoog,
1962) com 50% dos sais. Os tratamentos desta etapa constaram da adigio, ao
meio de cultura, do regulador de crescimento BAP, nas seguintes
concentragdes: 0; 0,5; 1 e 2 mgL™'. Apés o preparo do meio, este foi distribuido
na proporgdo de 40 mL por frasco de 200cm®, Em uma segunda etapa, realizada
apés o periodo de 60 dias de cultivo in vitro, as plantulas obtidas foram
retiradas dos frascos, lavadas com agua corrente com o objetivo de retirar o
excesso do meio de cultura e transferidas para vasos contendo os substratos:
vermiculita, plantmax® e vermiculita + plantmax®. O experimento foi
conduzido em casa-de-vegetacdo com sistema de nebulizagiio intermitente,
garantindo alta umidade relativa, temperatura noturna de 15 °C, diurna de 30 °C
e ventilagdo forgada. Foram realizadas pulveriza¢des quinzenais com 50% dos
sais do meio MS acrescidos de 1 g.L”! de Benomyl.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
em esquema fatorial 4x3, com quatro repeti¢des e cinco plantas por parcela,
constando de todas combinagdes possiveis entre os niveis de BAP in vitro e os
diferentes substratos utilizados durante a aclimatizagdo. Na segunda etapa do
experimento, apés 120 dias de cultivo em casa-de-vegetagdo, foram realizadas
as avaliagGes das seguintes caracteristicas: nimero de brotos, peso da matéria

fresca do sistema radicular, peso da matéria seca da planta e nimero de flores.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta o resumo da andlise de varidncia para os
parimetros avaliados. Observa-se que para numero de brotos houve
significincia somente para BAP. Para as demais varidveis, houve interagdo

significativa entre os fatores estudados.

TABELA 1. Anélise de variincia para nimero de brotos (NB), peso da matéria
fresca da parte aérea (PMFPA), peso da matéria seca total
(PMST), peso da matéria fresca do sistema radicular (PMFSR),
numero de flores (NFLOR). UFLA, Lavras - MG, 2001.

Causas de QM

Variagio  GL N pMFPA  PMST  PMFSRY  NFLORY
BAP 3 0900 661254 30,786** 2276°*  6,401°
Substrato 2 0,142ns 4554,14*% 17,545%*  0,679** 2,955
BAPx Subst. 6  0208ns 1364,52** 6344**  0,326* 1,854%*
Residuo 36 0205 30507 1529 0,116 0,251
CV (%) a4 76,76 72,60 24,71 34,98

VObservagdes transformadas segundo (X + 1)°°
*# significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Numero de brotos

A Figura 1 mostra que durante o processo de aclimatizagéio houve a
produgdo de maior nimero de brotos em plantas advindas de meio de cultura
contendo de 1 mg.L"' de BAP, atingindo 1,45 brotos por planta, ponto a partir
do qual o uso de BAP passou a ser prejudicial & multiplicagéio. Esta brotagéo
durante a aclimatagio pode ser explicada por um possivel efeito residual das
citocininas. Esse efeito residual pode ser positivo quando se trata, por exemplo,

de um processo de rejuvenescimento in vitro de espécies lenhosas pelas
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seguidas exposi¢des a citocinina. Porém, pode ser um fator limitante na fase de

enraizamento (Grattapaglia e Machado, 1998).

1.6 -
1.2 4
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0 T T T
0 0.5 1 15 2

Niveis de BAP {mg.L™)

Ndmero de brotos

o

Y BAP = 0,770 + 0,870 x - 0,433 x* R%=0,66

FIGURA 1. Nimero de brotos em plantas de gloxinia, advindas de cultivo in
vitro em diferentes concentragdes de BAP, obtidas no processo de
aclimatizagéo. UFLA, Lavras - MG, 2001,

Peso da matéria fresca da parte aérea

Para peso da matéria fresca da parte aérea (Figura 2), observa-se que
melhores resultados foram obtidos de plantas cultivadas em substrato plantmax
+ vermiculita, oriundas do cultivo em meio de cultura isento de BAP, atingindo
89g por planta. Esses resultados demonstram os efeitos negativos do BAP no

crescimento da parte aérea em plantas aclimatizadas.
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Y plantmax + vermiculita = 89,07 - 123,47 x + 43,771 x* R?=0,97

FIGURA 2. Peso da matéria fresca da parte aérea de plantas de gloxinia,
advindas de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de
BAP, obtidas no processo de aclimatizagdio. UFLA, Lavras -
MG, 2001.

Peso da matéria seca total

O peso da matéria seca da planta (Figura 3), que é a expressdo do
crescimento real do sistema radicular e da parte aérea, apresentou resultado
superior para o substrato comercial plantmax® + vermiculita, atingindo 6g por
planta quando foram utilizadas plantas advindas do cultivo in vitro na auséncia
do regulador de crescimento BAP, comportando-se de forma bastante

semelhante a resposta obtida para peso da matéria freca da parte aérea.
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FIGURA 3. Peso da matéria seca total de plantas de gloxinia, advindas de
cultivo in vitro em diferentes concentragées de BAP, obtidas no
processo de aclimatizacdo. UFLA, Lavras - MG, 2001.

Peso da matéria fresca do sistema radicular

Observa-se, pela Figura 4, que melhores resultados para peso da matéria
fresca do sistema radicular foram obtidos com o emprego de plantmax® ou
plantmax® + vermiculita, uma vez que os resultados foram praticamente
similares para ambos os substratos. Da mesma forma que para peso da matéria
seca de plantas, houve um decréscimo de peso quando foram aumentadas as
concentragbes de BAP. Estes resultados concordam com os obtidos por Lane
(1979) e Leshem, Werker e Shaler (1988), segundo os quais o uso de citocininas
pode trazer sérios problemas para a fase de enraizamento. Grattapaglia e

Machado (1998) observaram que apds o transplantio houve menor capacidade

41



de sobrevivéncia. Esses problemas poderiam ser resolvidos com uma fase
intermediaria de alongamento e enraizamento para reduzir possiveis efeitos

residuais do BAP no processo de aclimatizagdo.

[
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L
=32
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L1 s —
s E
T 3
2% 0 - . . , .
a 0 0.5 1 1.5 2
Niveis de BAP (mg.L")
[—=—PLANTMAX —a—PLANTMAX + VERMICULITA |

Y plantmax = 2,304 - 1,813 x + 0,619 X R?=0,99
Y plantmax + vermiculita = 2,315 - 2,044 x + 0,772 x* R?=0,89

FIGURA 4. Peso da matéria fresca do sistema radicular de plantas gloxinia,
advindas de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de BAP,
obtidas no processo de aclimatizagio. UFLA, Lavras - MG, 2001.

Nimero de botdes florais

Para a varigvel nimero de botdes florais (Figura 5), o melhor resultado
foi obtido com o uso de Plantmax® + Vermiculita durante a fase de
aclimatizagdo, atingindo 13,69 bot3es florais em média, por planta, na auséncia
de BAP. O aumento nas concentragdes de BAP proporcionou diminui¢do no

namero de botdes florais.
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FIGURA 5. Nimero de botdes florais em plantas de gloxinia, advindas de

cultivo in vitro em diferentes concentragdes de BAP, obtidas no
processo de aclimatizagio. UFLA, Lavras - MG, 2001.

6 CONCLUSOES

Para as condigdes em que o experimento foi conduzido, pode-se

concluir que:

Plantas de gloxinias provenientes de cultivo in vitro com 1 mg.L”" de BAP

apresentam maior nimero de brotos durante o processo de aclimatizagio;

A aclimatizagio de plantas de gloxinia produzidas in vitro pode ser
realizada com sucesso utilizando o substrato plantmax® ou plantmax® +
vermiculita;

Pode ser obtido maior niimero de botdes florais com o emprego de
plantmax® + vermiculita;

Para a aclimatizagdo em casa-de-vegetagdo, deve-se dar preferéncia a

plantas advindas de meio de cultura isento de BAP.
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CAPITULO 4

SILVA, Adriano Bortolotti. Influéncia de diferentes substratos na
aclimatiza¢do de plintulas gloxinia (Sinningia speciosa Lood. Hiern.)
provenientes de cultura de tecidos. Lavras: UFLA, 2001. 14p.
(Dissertagdo - Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)*.

1 RESUMO

A aclimatiza¢iio ¢ uma fase limitante na micropropagac¢do, podendo
apresentar baixa sobrevivéncia de mudas. A escolha do substrato correto
desempenha papel importante na sobrevivéncia e desenvolvimento de mudas
em aclimatizag@o. O objetivo do trabalho foi avaliar o desempenho de plantas
de gloxina em aclimatizagdo, nos seguintes substratos: plantmax®, terra, himus
¢ vermiculita, em todas combinagfes possiveis, totalizando 15 tratamentos com
4 repeticdes e 3 vasos por parcela. As plantas utilizadas foram provenientes de
cultura in vitro, por 30 dias, em meio de cultura com 50% dos sais do MS, sem
reguladores de crescimento. Ao serem retiradas dos tubos de ensaio, as plantas
foram lavadas com dgua destilada para retirar o excesso de meio de cultura no
sistema radicular. Apés este processo, foram plantadas e distribuidas nos vasos
que continham os tratamentos ¢ mantidas em casa-de-vegetagdo com
temperatura controlada, alta umidade relativa e ventilagio forgada. Foram
realizadas pulverizagGes semanais com o adubo foliar Biofert® para todos os
tratamentos. Apés 75 dias em casa-de-vegetagio, avaliou-se o desenvolvimento
das plantas para os seguintes pardmetros: nimero de folhas e botdes florais,
comprimento do sistema radicular, peso da matéria fresca e seca da parte aérea ¢
do sistema radicular. O himus apresenta-se como um eficiente componente na
formulacdo de substratos para aclimatizagio de plantas de gloxinia. Para maior
produgiio de botdes florais de plantas de gloxinia provenientes de cultivo in
vitro, pode-se utilizar himus isolado ou em mistura com terra penecirada na
proporgdo de 1:1 (v/v). :

* Orientador: Moacir Pasqual - UFLA
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2 ABSTRACT

SILVA, Adriano Bortolotti. Effect of different substrates on the
acclimatization of gloxinia ( Sinningia speciosa Lood. Hiern.) from tissue
culture. Lavras: UFLA, 2001. 14p. (Dissertation-Master Program in
Agronomy/Crop Science)*.

Influence of plantmax®, land, humus and vermiculite substrates on
gloxinia acclimatization were studied. Gloxinia plantlets during 30 days in vitro
grown in half strength MS salts, without growth regulators, were planted into
pots containing the substrates. Plantlets were kept in greenhouse with 30 C
day/18C night temperature and 80-90% relative humidity. Weekly sprayings
with biofert® foliar fertilizer were performed. After 75 days in greenhouse, the
plants were evaluated by leaves number, floral buds number, root system
length, shoot and root system dry and fresh matter weight. Humus presented
itself as a efficient component in the formulation of substrates for
acclimatization of gloxinia. The greatest floral buds number were obtained with
humus single or with land at the 1:1 ratio ( v/v) mixture.

* Major Professor: Moacir Pasqual - UFLA
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3 INTRODUCAO

A maioria dos estudos relativos & micropropagacdo restringe-se a
resposta do enraizamento in vitro ou ex vitro ou, no méximo, a sobrevivéncia e
crescimento das mudas em casa-de-vegetagio nos primeiros dias da
aclimatizacdo. Assim, faltam informag¢Ges sobre o crescirﬁento, em fases
posteriores, das mudas obtidas por micropropaga¢do em casa-de-vegetagio.

A aclimatizagdio é uma fase limitante na micropropagagdo, podendo
apresentar baixa sobrevivéncia das plantas devido, principalmente, ao estresse
que sofrem na passagem da condig8o in vitro para o solo. A principal causa da
baixa sobrevivéncia seria a excessiva perda de dgua (Brainerde e Fuchigami,
1982; Sutter e Langhans, 1982), podendo também ser atribuida & baixa
qualidade da raiz formada em égar (Grout ¢ Aston, 1977 e Zimmerman, 1981)

A escolha de substratos adequados é uma das prioridades para
produtores de mudas e plantas envazadas (Fitzpatrick, Duke e Klock-More,
1998). Pode-se definir o substrato como o meio fisico, natural ou sintético, em
que se desenvolvem as raizes das plantas que crescem em um recipiente, com
volume limitado (Ballester - Olmos, 1992), desempenhando papel importante na
sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas em aclimatizagdo. O substrato
deve ser de baixa densidade, rico em nutrientes, deve ter composi¢io quimica
equilibrada e fisica uniforme, elevada CTC, apresentar boa aerag#o e drenagem,
boa coesdo entre as particulas e raizes, e ser preferencialmente isento de plantas
daninhas e com boa flora bacteriana (Coutinho e Carvalho, 1983).

Viérios autores tém tentado obter uma porosidade ideal, possibilitando o
fornecimento de dgua e oxigénio de maneira adequada pelo ajuste da taxa de
constituintes de substrato (Poole ¢ Waters, 1972; Paul e Lee, 1976). Para isto,
diversos materiais s#o utilizados: solo, areia, turfa, serragem, casca de arroz

carbonizada, humus, residuos organicos, entre outros.
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Salvador (2000) obteve 6timos resultados em cultivo convencional de
gloxinia em estufa utilizando como substrato composto de vermiculita, hamus e
perlita (1:2:0.5), apresentando média de 11 botdes florais. Segundo Bianchini e
Pantano (1974), os substratos para violeta africana devem ser porosos, ricos em
matéria orgnica e com boa drenagem. Iuchi (1994), trabalhando com rainha do
abismo (Sinnigia leuctricha), obteve melhor desenvolvimento das plantas com o
uso de areia mais hiumus nas propor¢Ses de 2:1 ou 1:2. O himus, em mistura
com substrato comercial agromix® (1:1), apresentou resposta semelhante para
abacaxi (dnanas comusus L.), quando utilizado como substrato para plantas
vindas de cultivo in vitro (Silva et al., 1998). Entretanto, melhores resultados
foram obtidos por Hoffmann (1999) na aclimatizagio do porta-enxerto de
macieira Marubakaido com o uso do substrato comercial plantmax®.

O presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia de
diferentes substratos no processo de aclimatizacio de plantas de gloxina

(Sinningia speciosa Lood. Hiern.) produzidas in vitro.

4 MATERIAL E METODOS

Plantas de gloxinia foram mantidas in vitro por 30 dias em 50 % dos
sais do meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) sem reguladores de
crescimento para uniformizagdo. Estas foram classificadas por tamanho,
retiradas dos tubos de ensaio e lavadas em agua destilada para remover o
excesso de meio de cultura no sistema radicular. Apds este processo, foram
plantadas e distribuidas nos vasos contendo substratos, nos seguintes
tratamentos: plantmax®, himus, vermiculita e terra, em todas as combinagdes
possiveis, na propor¢éo de 1:1 (v/v), totalizando 15 tratamentos (Tabela 1) com

4 repeticGes e 3 vasos por parcela.
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TABELA 1. Combinagdes de substratos testados. UFLA, Lavras - MG, 2001.

LEGENDA TRATAMENTOS

p PLANTMAX

v VERMICULITA

t TERRA

h HUMUS

pv PLANTMAX + VERMICULITA

ph PLANTMAX + HUMUS

pvh PLANTMAX + VERMICULITA + HUMUS
th TERRA + HUMUS

pth PLANTMAX + TERRA + HUMUS

vth . VERMICULITA + TERRA + HUMUS

vh VERMICULITA + HUMUS

pt PLANTMAX + TERRA

pvt PLANTMAX + VERMICULITA + TERRA
pvth PLANTMAX + VERMICULITA + TERRA + HUMUS
vt VERMICULITA + TERRA

Os vasos foram mantidos em casa-de-vegetagio com temperatura
controlada, alta umidade relativa e ventilagio for¢cada. Foram realizadas
aplicag8es semanais com o adubo foliar Biofert® (Tabela 2) em todos os
tratamentos.

Ap6s 75 dias em casa-de-vegetagdo, as plantas foram avaliadas quanto
aos seguintes pardmetros: nimero de folhas, nimero de botdes florais,
comprimento do sistema radicular, peso da matéria fresca da parte aérea e do

sistema radicular, peso da matéria seca da parte aérea e do sistema radicular.
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TABELA 2 Conteiido do adubo foliar Biofert®

Nitrogénio (N): 8%
Fosforo (P,05 Solivel em CNA + H,0): 9%
Potassio (K0): 9%
Calcio(Ca): 1000 ppm
Cloro (CI): 1000 ppm
Enxofte (S): 1000 ppm
Ferro (Fe ): 1000 ppm
Cobre (Cu): 500 ppm
Zinco (Zn): 500 ppm
Boro (B): 200 ppm
Manganés (Mn): 200 ppm
Magnésio (Mg): 100 ppm
Cobalto (Co): Sppm
Molibdénio (Mo): 5 ppm

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 3 apresenta o resumo da andlise de varidncia. Pode-se
observar que para todos os parimetros avaliados houve significdncia ao nivel
de 1% probabilidade.
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TABELA 3. Anélise de varidncia para nimero de folhas (NF), comprimento do
sistema radicular (CSR), peso da matéria fresca da parte aérea
(PMFPA), peso da matéria fresca do sistema radicular (PMFSR),
peso da matéria seca da parte aérea (PSFPA), peso da matéria
seca do sistema radicular (PMSSR) e nimero de botdes florais
(NFLOR). UFLA, Lavras - MG, 2001.

Causas de oM
Variagio GL  Np CcSR PMFPA PMFSR PMSPA PMSSR NFLO

Substratos 4  148,65** 18,43** 2513,08** 2,31** 532** 0,03** 135,76**
Erro 45 2,73 1,42 792 0,04 0.08 0,00 1,13

CV (%) 18,52 9,54 8,28 14,58 16,38 12,46 12,61

** significativo ao nivel del% de probabilidade.

Nimero de botdes florais

A Figura | mostra o nimero de botdes florais por planta nos diferentes
substratos testados. Pode-se observar que os melhores resultados foram obtidos
com uso de terra e himus com 18,16 botdes florais em média, seguido pelo
tratamento hamus isolado. Estes resultados concordam com os obtidos por
Salvador (2000), que obteve melhores resultados com a combinagdo
vermiculita, himus e perlita (1:2:0,5). Em ambos os casos, a presenca de

hamus foi fundamental para boa produgio de botdes florais.
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FIGURA 1. Numero de botdes florais avaliado na aclimatizagdo de plantas de
gloxinia em diferentes substratos. UFLA, Lavras — MG, 2001.

Nimero de folhas

Na Figura 2 observa-se que maior nimero de folhas foi obtido com o
emprego do substrato hiimus isolado, seguido pelo substrato vermiculita. Vale
ressaltar que, visualmente, as folhas apresentaram menor tamanho no

tratamento vermiculita e terra isolados.

40 a
b
30 b c ¢ ¢ ¢
20 d d
0 > >
£ a 2 5 g £ -

€
eefff
£ § 553§~

Numero de folhas

Osubstratos

Médias seguidas pela mesma letra nfio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 1%

FIGURA 2. Numero de folhas avaliado na aclimatizagfio de plantas de gloxinia
em diferentes substratos. UFLA, Lavras - MG, 2001.
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Comprimento do sistema radicular

Observa-se pela Figura 3, que melhores resultados foram obtidos na
presenga de himus em mistura com vermiculita e terra; plantmax®, terra e
himus; vermiculita e himus; terra e hiimus, plantmax®, vermiculita e terra; e
plantmax® e vermiculita. Estas misturas provavelmente apresentaram melhor
porosidade, ou seja, boa relagdo entre dgua ¢ ar, permitindo melhor

desenvolvimento do sistema radicular.
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FIGURA 3. Comprimento do sistema radicular (cm) avaliado na aclimatizacéio
de gloxinia em diferentes substratos. UFLA, Lavras - MG, 2001.

Peso da matéria fresca do sistema radicular

A Figura 4 mostra o peso da matéria fresca do sistema radicular.
Melhores resultados foram obtidos com o emprego de plantmax ®-+vermiculita
+ himus ou vermiculita + himus e terra + hamus. Estes resultados concordam
em termos com 0s obtidos por Salvador (2000), que obteve melhores resultados
para peso da matéria fresca do sistema radicular utilizando a mistura de

vermiculita, himus e perlita, na proporgéo de 1:2:0,5.
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FIGURA 4. Peso da matéria fresca do sistema radicular (g) avaliado na
aclimatiza¢fio de plantas de gloxinia em diferentes substratos.
UFLA, Lavras - MG, 2001.

Peso da matéria fresca da parte aérea

Para peso da matéria fresca da parte aérea (Figura 5), o substrato

himus apresentou o melhor resultado, com peso de 76,15 gramas por planta.
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FIGURA 5. Peso da matéria fresca da parte aérea (g) avaliado na aclimatizagéio
de plantas de gloxinia em diferentes substratos. UFLA, Lavras -
MG, 2001.

55



De maneira geral, pode-se observar que humus apresentou-se como um
importante elemento na elaboragdo de substratos para o crescimento da parte

aérea de plantas de gloxinia.
Peso da matéria seca do sistema radicular

O peso da matéria seca do sistema radicular (Figura 6) apresentou
resultados similares aos obtidos no peso da matéria fresca. Os melhores
resultados foram obtidos com o emprego da mistura terra + himus ou

vermiculita + himus.
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FIGURA 6. Peso da matéria seca do sistema radicular (g) avaliado na
aclimatizag@io de plantas de gloxinia em diferentes substratos.
UFLA, Lavras - MG, 2001.

Peso da matéria seca da parte aérea

O substrato contendo a mistura de terra + himus (Figura 7) foi o que
promoveu maior peso da matéria seca da parte aérea das plantas (3,52 g), ndo
diferindo, entretanto, do himus isolado e das misturas vermiculita + himus e

plantmax® + vermiculita + himus.



[-']
g 4 2 a
s 3 r
i b b b b
a8 2 b

1‘5,’5 ° . ¢

: LER

X s 0ol H&ﬂd
g [ S T . — I i i . — - i s I
g = > e ag5§5"§§5% 5§

QO substratos

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 1%.

FIGURA 7. Peso da matéria seca da parte aérea (g) avaliado na aclimatizagéo
de gloxinia em diferentes substratos. UFLA, Lavras - MG, 2001.

6 CONCLUSOES

Nas condigdes em que o experimento foi conduzido pode-se concluir
que:

O himus é um eficiente componente na formulagéio de substratos para
a aclimatizagdo de plantas de gloxinia provenientes de cultura de tecidos.

Para maior produgdo de botbes florais de plantas de gloxinia
provenientes de cultivo in vitro, pede-se utilizar himus isolado ou em mistura

com terra na propor¢io de 1:1 (v/v).
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