DULCIMARA CARVALHO NANNETTI

UTILIZACAO DA CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS NA
MICROPROPAGACAO E MANUTENCAO DE Heliconia sp.

Dissertagdo apresentada a Escola Superior de
Agricultura de Lavras, como parte das exigéncias do
Curso de Mestrado em Agronomia, drea de
concentragdo em Fitotecnia, para obtengio do titulo de
“Mestre”.

Orientador
PROF. JOSE EDUARDO BRASIL PEREIRA PINTO

LAVRAS
MINAS GERALIS - BRASIL
1994


eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp

eliana
New Stamp


FICHA CATALOGRAFICA PREPARADA PELA SEGAO DE CATALOGAGAO E
CLASSTFICACAO DA BIBLIOTECA CENTRAL DA ESAL

Nannetti, Dulcimara Carva!lo " e
Utilizagdo da cultura de tec;ﬂﬁ% végeta!! na
micropropagagao e manutengad™ Héllconiagspwmi.r

Dulcimara Carvalho Nannetti.-= avras ﬁ“ESAL 1994.
1068 il Ik
o e ~
o +‘

Orientador: José Eduardo Bra51l Pereira Plntov
Dissertagdao (Mestrado) - ESAL.
Bibliografia.

1.Helicdénia - Cultura de tecidos. 2.Helicdbnia -
Micropropagag¢io. 3.Helicdénia - Reguladores de
crescimento. 4.Helicdénia - Micorrizas. I. Escola
Superior de Agricultura de Lavras. II. Titulo.

CDD-635.93421




DULCIMARA CARVALHO NANNETTI

UTILIZACAO DA CULTURA DE TECIDOS VEGETAIS NA
MICROPROPAGACAO E MANUTENCAO DE Heliconia Sp.

Dissertacdo apresentada a Escola Superior de
Agricultura de Lavras, como parte das exigéncias do
Curso de Mestrado em Agronomia, area de

concentracdo em Fitotecnia, para obtengio do titulo de
“Mestre”.

APROVADA em 16 de dezembro de 1994

Wiise! werds ficlre fiDoso fpiss

Prof. MSc./ Manuel Losada (}‘awlanes / Pesq. PhD. An/énf(d\/ O. Figueira

Prof. PhD. José Eduardo Brasil Pereira Pinto
\(Orientador)



Aos meus 1rmaos:

Darlene Gongalves Carvalho
Delaine Carvalho Aramuni

Dalmo Gongalves Carvalho

OFERECO

Aos meus pais:

Dalmo Carvalho e

Dalci Gongalves Carvalho

Ao meu marido:

Alex Nogueira Nannetti

DEDICO



AGRADECIMENTOS

-A Deus por tudo.

-A Escola Superior de Agricultura de Lavras, através de seus departamentos,
professores e funcionarios, pela oportunidade e auxilio para a realizagdo do curso de mestrado.

-Ao orientador Prof. José Eduardo Brasil Pereira Pinto pela orientagdo segura,
apoio constante durante a realizagdo dos créditos e realizagdo do trabalho cientifico. Minha
constante admirag@o pelo seu amor ao trabalho, a pesquisa, e grande amizade aos orientados.

-Aos laboratoristas e amigos Evaldo S. Arantes e Vantuil A. Rodrigues pelo
estimulo e grande colaboragao durante a realizagao dos experimentos.

-Ao Prof. Mauricio de Souza (Departamento de Agricultura), Prof. José¢ Oswaldo
Siqueira (Departamento de Ciéncias do Solo), Prof* Eliany Carvalho Faria e Cicarelli ¢ Prof*
Kendra C. Dwelley (Instituto Cultural Brasil -Estados Unidos).

-Ao Prof. Manuel Losada Gavilanes pela importante participagdo na banca
examinadora e também pela grande amizade como professor e como colega de trabalho.

-Ao pesquisador Antonio V. O. Figueira pelas valiosas sugestdes na dissertagao e
importante participag¢ao na banca examinadora.

-Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) pela

bolsa de estudos.



-Ao meu irmdo Dalmo Gongalves Carvalho, importante conselheiro em todas as
ocasides, pelo auxilio prestado durante a realizagdo de todos os experimentos, pelo registro dos
mesmos através de fotografias que constam nesta dissertagdo, pelo apoio moral e técnico na
confec¢do desta dissertagao.

-A médica patologista Darlene Gongalves Carvalho pela identificagdo da bactéria
Bacillus subtilis durante a execugdo do trabalho de pesquisa.

-A grande amiga e “orientadora” Prof* Jane Soares pelas sempre corretas dicas e
alertas, pelo grande incentivo a realizag@o deste curso e constante estimulo ao estudo e trabalho.

-A amiga Denise Garcia Santana pela orientagdo estatistica.

-Ao amigo Geraldo A. Melo, Arie e Fatima Blank e Osmar Lameira pelo grande
auxilio na confecg¢do desta dissertagao.

-Aos sempre amigos Daniela A. Silveira, Alessandra R. Carvalho, Patricia D.
Oliveira, Rossana C. Almeida, Tania M* Barbosa, Valéria E. G. Rodrigues, Patricia M. Caixeta,
Sinara Carvalho, Jodo e Elza de Freitas, Leandro e Matilde Nannetti, Maria Inés Alvarenga, José
Sérgio Araljo, pela convivéncia e amizade.

-Ao amigo Renato Innecco e amiga Aurora Y. Sato pelo grande auxilio no decorrer
do trabalho cientifico e pela sincera amizade.

-Aos colegas do Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais da ESAL e colegas de
Curso.

-Ao grande companheiro Alex Nogueira Nannetti pelo carinho, paciéncia,
dedicagdo, apoio e estimulo constante, ndo so durante o curso, mas durante a nossa vida.

-Aqueles que participaram direta e indiretamente do trabalho de pesquisa e

contribuiram para a realizagao do mesmo.



SUMARIO

Pagina

LIS A BE T ABE A S i tiniohtsessimenresahots MLty oe h it s it st 2t vii
LISTADE BIGUIRIAS i i iic o sonissesvossaiinevousistsisssig ssapatsns fousassassannsrantaschassssssasisonss X
RE ST O e I cerastarensiesnmvsansinshedb b oys P s e tabnioatyez L eMA s a iy van vesass iruaes Xiii
B B e e o e A s o e PO PR OO S A T T XV
TINFRODEGAO sl et it RN L SR L O 1
1.1 INTRODUGAQ GERAL ...t 1
1.2 ASPECTOS BOTANICOS DA HELICONIA .........coceccicsisenemsscosssnsssionisrmossssssssassases 6
1.3 OBJETIVO GERAL ............. T e R 10
REFERENGIAS BIBLIOGRAEICAS ......oniiciemmmch oo sabersgrasssasastononsssnassanessesdnrsssses 10

2 ESTABELECIMENTO, MULTIPLICACAO, ALONGAMENTO E INDUCAO DE
ENRAIZAMENTO “IN VITRO” DE Heliconi@ sp ............ccccccccoceviiiiininieniuieiniieennnen. 13
RESUIMO S . T ST S S R SR 13
2 1REFERENGIAE TEORICO ;oo oivisiiriisvonsissvinsmseapissvose bioiestnisi inistsssthvonsssnuss snases 14
2.2 OBJETIVO ......... o L ISR T . 5 | gid o W e e 22
2.3 MATERIAL E METODOS .......ooooiiiiiiiiiiiiiciiccinn i 22
2.4 RESULTADOS E DISCUSSAQ ... .coiiitiveirinnissiciorhobasastossibssasiscssssvnsonsssinssnaaracayonses 26
2.4.1 Tratamento de rizomas de Heliconia, obtengdo e inoculagdo de gemas “in vitro” ... 26
2.4.2 Multiplicagdo de Heliconia sp. “in vitro” através do uso de TDZ e BAP ................ 31
2.4.2.1 Utilizagdo de diferentes niveis de TDZ e BAP em meio MS ... 31
2.4.2.2 Diferentes periodos de exposigao de explantes secundarios a0 TDZ ..................... 38
2.4.23 Efeito da imersdo de explantes secundarios em solugdo de TDZ ......................... 45
2.4.3 Alongamento de tufos de brotos de Heliconia sp. emmeio MS ..., 50
2.4 4 Utilizagao de AIB para promogao de enraizamento em Heliconia sp. ..................... 53
B0 (G0 ) TR s s ol it R R IR R R 57

REFERENCIAS BIBLIOGRATFICAS ......cororecsomrotte oo ot tenes s tenssesbaassaonseasnatans 60



3EFEITO DE DIFERENTES NIVEIS DE NITROGENIO E CALCIO,

COMBINADOS COM BAP E TDZ, NO DESENVOLVIMENTO DE Heliconia sp.
STNAVITROZ .. o B e SRR ettt
RESUNMO R 1 Wale WMI- it s MDA e iy e R
S REFERENCIAL TEORICO........c00reeeeserenssnmistsee ot B eeier e iassiasns
FROBIETIVG o o b e R S
3 3 MATERIAT EMETODOS .. .ocvovisisisossisvatsmisl Brs A0 b e n s
3 ARESULTADOSTEDISCISSAQ ... ...t e ek ars et s arthsbins
3.4.1 Variagdo dos niveis de nitrogénio e relagdo NOs/NH;" ......c.coiiiiiiniiiiiiiieicn,
342V anacio dos NIVEIS (€ CAICIO i iivrsiayiniioeessiiostessdiiyesaonsatanssibhss 3480 ntvas st nues sosihnasssse
3 S ICONCINISOES ... bl L. o bsonsenonsir o rsprinsispon R T bensse i)
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot

4 UTILIZACAO DE MICORRIZAS VESICULAR-ARBUSCULARES (MVA) EM
MUDAS MICROPROPAGADAS DE Heliconia sp. DURANTE O PERIODO DE
ACE IV AT AC A L o sttt ais s o5 o o s e e s bR o e

RESUMOTRE. - 08 o oL o cvivaiimdnseina B LR o i 5 o ) i)

4.1 REFERENCIAL TEORICO ........oooooeeeeoeeeeee oo eeeee e se s s e eeaes

420BIETIVO: o e s e L e

4 3 MATERTATE METODOS ..cvcvesivesssnss ioisssssivmassibeno s s s stemesssootioessassamssnokehins

4.4 RESULTADOS EDISCUSSAQ........ouneeensnomsmeeressdibeabnm b e s

ASICONCEUSOES I = 5 L rr o o T L S e s

64
64
65
69
70
72
72
79
85
85



Tabela

1

LISTA DE TABELAS

Quantidade de plantas ornamentais do total de plantas micropropagadas por
ano em diversas regides. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...,

Contaminagdo fungica e formagdo de gemas em rizomas de Heliconia sp.
tratados e ndo tratados com fungicida e armazenados em sacos de polietileno
por14.dias, ESAL, Lavras-M.G., 1994 ... ... L .l . eicitiicismiisncimstaess

Contaminagdo bacteriana em gemas de Heliconia sp. inoculadas em meio
MS com e sem adigdo de antibiotico. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...................

Efeito de varias concentragdes de BAP e TDZ sobre o numero,tamanho de
brotos e enraizamento de Heliconia sp. “in vitro”. ESAL, Lavras-M.G.,
O o o e s PR e e e s s

Efeito do periodo de exposigdo (dias) do explante secundario de Heliconia
sp. ao TDZ (0,25 mg/L) e transferéncia para meio MS sem regulador de
crescimento, apos 60 dias de cultivo, sobre o nimero e tamanho de brotos,
tamanho de explantes secundarios e numero de raizes. ESAL, Lavras-M.G.,
LD e e s ara s st s s SR Y VSO STV S B e U TP SO VS TR RS S

Efeito de varios periodos de imersdo (minutos),de explantes secundarios de
Heliconia sp. em solugao de TDZ 0,25 mg/L e cultivo em meio MS sem
regulador de crescimento, sobre o nimero e tamanho de brotos, tamanho do
explante secundario e nimero de raizes. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...............

Numero e comprimento de raizes para varios tamanhos de explantes
secundarios de Heliconia sp., provenientes de meio com TDZ (A) e com
BAP (B), e cultivados em 1/2 MS com diferentes niveis de AIB. ESAL,
AV D O e - e o e e S

Variagdo dos niveis de nitrogénio e relagio NO;/NHs do meio MS. ESAL,
FAVIRS=MIG L D T s e o T v arras ria s e Ee et

Variacao dos niveis de calcio do meio MS. ESAL, Lavras-M.G., 1994 .........

27

29

31

38

48

53

71

71



Tabela

10

11

12

13

14

15

Caracteristicas avaliadas em Heliconia sp. através da variagdo de niveis de
nitrogénio fornecido em meio MS suplementado com 2,5 mg/L de BAP.
BSAL. Lavras=-MG 1994 ...t B il v st s imnm e st

Caracteristicas avaliadas em Heliconia sp. através da variagdo de niveis de
nitrogénio fornecidos em meio MS suplementado com 0,25 mg/L de TDZ.
B A Ly =V G O O e e tanrers terarer oo os

Efeito do calcio associado com BAP e TDZ no crescimento de explantes
secundarios, numero e crescimento de brotos e numero de raizes de
Heliconia sp. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ..........................oiioiiiinnonnesivesensiisn.

Espécies micorrizicas utilizadas para inoculagao de Heliconia sp., quantidade
de indculo e de esporos por litro de substrato. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ......

Resultados obtidos na avaliagdo de plantulas de Heliconia sp. inoculadas
com varias espécies de MVA. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...,

Determinagdo de macro (%) e micronutrientes (ppm) através de analise
mineral da parte aérea de Heliconia sp. oriunda de inoculagdo com diferentes
especies de MVA. ESAL, Lavras-M.G;, 1994 ... ..........ccciiinminininniiiniiinnien

77

78

84

94

o8



Figura

LISTA DE FIGURAS

Diversas espécies de helicdnia com inflorescéncias eretas (2, 4, 5 € 6) e
pendentes (1 e 3) e porte arbustivo (4). ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...............

Desenvolvimento de gemas em rizomas de Heliconia sp. apos 14 dias de
armazenamento em sacos de polietileno. ESAL, Lavras-MG, 1994 .................

Desenvolvimento de Heliconia sp. apos o estabelecimento de gemas. ESAL,
BT (G T b e L e Mt e e

Produgdo (A) e crescimento de brotos (B) de Heliconia sp. com niveis
crescentes de BAP em meio MS. ESAL, Lavras-M.G., 1994 .........................

Produgdo (A) e crescimento de brotos (B) de Heliconia sp. com niveis
crescentes de TDZ em meio MS. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...

Desenvolvimento de brotos de Heliconia sp. com a utilizagdo de BAP e TDZ
em diferentes niveis (Fig.6.1 e 6.2). Diferentes periodos de exposigdo do
explante secundario ao TDZ (Fig. 6.3). Efeito da imersio do explante
secundario em solugdo de TDZ (Fig.6.4). ESAL, Lavras-MG, 1994 ..............

Quantidade de raizes formadas em explantes secundarios de Heliconia sp.,
com 40 dias de cultivo em meio MS com niveis crescentes de BAP. ESAL,
T Y 6 e L i i s e e

Produgido de brotos em Heliconia sp. com diferentes periodos (dias) de
exposi¢do em meio MS suplementado com 0,25 mg/L de TDZ, apos 60 dias
deicultivo ESAL-Tavras-M.G_ 1994 . ... e na ki

Produciio de brotos em plantulas de Heliconia sp..transferidas para meio MS
sem regulador de crescimento, apos a exposi¢ao a 0,25 mg/L de TDZ por 2,
4, 8, 16 e 32 dias. As avaliagdes foram realizadas com 39, 46, 53 e 60 dias.
ESAL FavrassM. G994 .o R el Vo

28

30

32

33

34

35

39

39



Figura

10

11

12

14

15

16

17

18

19

Tamanhos de brotos (mm) com periodo crescente de exposi¢ao de Heliconia
sp. em meio MS suplementado com 0,25 mg/L de TDZ, apos 60 dias de
cultivo. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ........c.cccorbeneersresessnmssnninssessesntsssasscssssssstass

Tamanho dos brotos (mm) de Heliconia sp. transferidos para meio MS, sem
regulador de crescimento. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...

Tamanho de explantes secundarios (mm) com periodos de exposi¢ao
crescente de Heliconia sp. ao meio MS suplementado com 0,25 mg/L de
TDZ, apos 60 dias de cultivo. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...

Tamanho dos explantes secundarios (mm) de Heliconia sp.transferidos para
meio MS sem regulador de crescimento. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ..............

Quantidade de raizes formadas com periodo crescente de imersdo de
Heliconia sp. em meio MS suplementado com 0,25 mg/L de TDZ, apos 60
dias/de culivo ESAL: Eavras-M.G., 1994 ... 5. o i inavnensassaenes

Quantidade de raizes formadas em Heliconia sp. transferida para meio MS
sem regulador de crescimento. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ........................

Producdo (A) e crescimento de brotos (B) de Heliconia sp. com periodo
crescente (em minutos) de imersdo dos explantes secundarios em solugdo
0,25 mg/L de TDZ e posterior transferéncia para meio MS sem regulador de
crescimento; ESAL, Lavras-M.G., 1994 .......L.cooooeoovimmeeininississiinsiseniesssivassisns

Tamanho do explante secundario (A) e nimero de raizes (B), obtidos com
diferentes periodos de imersdo (minutos) dos explantes secundarios de
Heliconia sp. em solugdo 0,25 mg/L de TDZ, e posterior transferéncia para
meio MS sem regulador de crescimento. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ..............

Crescimento de tufos de brotos de Heliconia sp. inteiros, divididos ao meio,
em quatro partes e individualizados, cultivados por 60 dias em meio MS sem
regulador de crescimento. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...,

Alongamento de tufos de brotos de Heliconia sp. inteiros, divididos ao meio,
em quatro partes, individualizados (1). Quantidade de brotos retirados de um
tufo mteiro (2 ESAL, Lavras-MG 1004 0 oL

Pagina

40

40

42

42

43

43

46

47

51



Figura

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Nimero de raizes formadas em trés diferentes tamanhos de explante
secundario de Heliconia sp., provenientes de meio com TDZ (A) - (tamanho
1: 10 a 15 mm; tamanho 2: 15 a 20 mm e tamanho 3: 25 a 40 mm) e BAP
(B)- (tamanho 1: 15 a 20 mm; tamanho 2: 30 a 35 mm e tamanho 3: 45 a 50
mm), cultivados em 1/2 MS com diferentes niveis de AIB. ESAL, Lavras-
MG 1004 E IR i sttt tlesd e s oo

Comprimento de raizes em tamanhos diferentes de explantes secundarios de
Heliconia sp., provenientes de meio com TDZ (A) e com BAP (B),
cultivados em 1/2 MS com diferentes niveis de AIB. ESAL, Lavras-M.G.,
Y L P e o o 3 S T p R T e Y e LD T

Enraizamento de Heliconia sp., em trés tamanhos diferentes de explantes
secundarios (T, To, Ts), provenientes de meio com BAP e TDZ, através do
uso de niveis crescentes de acido indolbutirico (AIB). ESAL, Lavras-MG,
T L o b S o i e e ey KL S KA

Produgdo de brotos em Heliconia sp. com diferentes niveis de nitrogénio no
meio de cultura MS e adigdo de 2,5 mg/L de BAP, apos 40 dias de cultivo.
ESAL, Lavras-M.G., 1994 ........c.ccooiiiiiiimmmniesisininisninisisesssscsscacssnsssnssasens

Produgdo (A) e crescimento de brotos (B) de Heliconia sp. com varios niveis
de nitrogénio no meio de cultura MS e adigdo de 0,25 mg/L de TDZ. ESAL,
Lavras-M.G., 1994 ..........ccccocreveereinisseinessosasdnasaessesussusnssussstsnssnsssnsacsentssssassiss

Quantidade de raizes produzidas com 0,25 mg/L de TDZ (A) e peso da
matéria fresca (PMF) de raizes com 2,5 mg/L. de BAP (B), através da
variagio de niveis de nitrogénio no meio MS para Heliconia sp. ESAL,
Lavras-M.G., 1994 ........ccooeiireriersciisiisnioinioneesinesssasisassiansonssasnsssnossnssssssisanstnsss

Desenvolvimento de Heliconia sp. com a utilizagdo de diferentes niveis de
nitrogénio (1) e célcio (2) combinados com BAP e TDZ, apos 40 dias de
cultivo, ESAL, Lavras-MG, 1994 ..o

Crescimento de explantes secundarios de Heliconia sp. com diferentes niveis
de calcio em meio MS suplementado com 2,5 mg/L de BAP (A) e 0,25 mg/L
de TDZ (B). ESAL, Lavras-M.G., 1994 ...

Crescimento de brotos de Heliconia sp. com diferentes niveis de calcio em
meio MS suplementado com 2,5 mg/L de BAP (A) e 0,25mg/L de TDZ (B).
ESAL, Lavras-M.G., 1994 .....ccocooiiiiniiiciiinmninss e

Pagina

54

56

58

72

74

76

80

81

82



Figura

29

30

31

32

Numero de brotos obtidos com niveis crescentes de calcio em meio MS
suplementado com 0,25 mg/L de TDZ. ESAL, Lavras-M.G., 1994 .................

Colonizagdo (%) - (A) e comprimento (mm) - (B) do sistema radicular em
plantulas de Heliconia sp. inoculadas com diferentes espécies de MVA além
da testemunha. ESAL, Lavras-M.G., 1994 ..o

Peso da matéria seca (mg) de sistema radicular em plantulas de Heliconia sp.
inoculadas com diferentes espécies de MVA além da testemunha. ESAL,
L avTas N G OO e veonarressnnstaae e I St itecu i ibet s vas b ebuntvadarsisnscasdyan

Resultado da utilizagdo de varias espécies de micorrizas isoladamente (3, 4 e
5), mistura de inoéculo (2) e auséncia de inoculagdo (1) em mudas
micropropagadas de Heliconia sp. ESAL, Lavras -MG, 1994 .......................

Xii

Pagina

83

99

100

103



RESUMO

NANNETTI, Dulcimara Carvalho. Utilizagio da cultura de tecidos vegetais na
micropropagacio e maqutenq:ﬁo de Heliconia sp. Lavras: ESAL, 1994. 106p. (Dissertagdo -
Mestrado em Fitotecnia).

Para viabilizar a micropropagagdo de Heliconia sp. foi necessario inicialmente a
utilizagdo de fungicida (Benomyl) para o tratamento dos rizomas e obtengdo de gemas.
Posteriormente foi necessaria a utilizagdo de antibiotico (Claforan) no meio de cultura MS para o
estabelecimento dos explantes iniciais. Na multiplicagdo da espécie, BAP se mostrou mais eficiente
na dosagem de 2,5 mg/L e TDZ na dosagem de 0,25 mg/L. A redug@o do periodo de exposigdo de
explantes secundarios ao regulador de crescimento TDZ de 40 para 8 dias ocasionou o aumento
da produgdo de brotos. Para o alongamento de tufos de brotos a transferéncia para o meio MS
sem regulador de crescimento causou um bom desenvolvimento dos brotos. Heliconia sp.
enraizou com facilidade mesmo na auséncia de auxinas no meio de cultura. Contudo a utilizagio
de AIB (0,5 a 1,5 mg/L) incrementou a formagdo de raizes principalmente em explantes
secundarios de tamanhos menores (10 a 30 mm). Variando-se a concentragdo de nutrientes do

meio MS observou-se um maior numero de brotos com a utilizagdo de 840,00 e 335,44 mg/L de

* Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto. Membros da Banca: Manuel Losada Gavilanes e
Antonio V. O. Figueira.



nitrogénio para 2,5 mg/L de BAP e 0,25 mg/L de TDZ, respectivamente. Variando-se a
concentragdo de calcio observou-se uma maior produgdo de brotos com 880 e 440 mg/L de calcio
com a utilizagao de 2,5 mg/L de BAP e 0,25 mg/L de TDZ, respectivamente. Durante a fase de
aclimatagdo a inoculagdo com a MVA Gigaspora margarita resultou em um maior crescimento e
maior peso da matéria seca do sistema radicular das plantulas, resultado -de uma maior
porcentagem de colonizagdo. Os fungos micorrizicos testados nao mostraram um efeito positivo

no desenvolvimento da parte aérea da planta.



SUMMARY

UTILIZATION OF PLANT TISSUE CULTURE IN MICROPROPAGATION AND
MAINTENANCE OF Heliconia sp.

The fungicide (Benomyl) was necessary to initiate the Heliconia sp.
micropropagation, as rhizomes treatment to induce buds. The antibiotic (Claforan) must be used in
the MS medium to establish initial explants. In this specie’s multiplication, BAP was more efficient
with a concentration of 2,5 mg/L, and TDZ was more efficient with a concentration of 0,25 mg/L.
Shoot production was increased by the reduction of the exposition period of secondary explants in
thidiazuron (TDZ) from 40 to 8 days. In order to be elongated, shoot clusters were transferred to
MS medium without growth regulators and that resulted in a good development of the shoots.
Heliconia sp. rooted easily without auxins in the culture medium, although the use of IBA (0,5 a
1,5 mg/L) increased the rooting, mainly in smaller secondary explants (from 10 to 30 mm). When
the MS medium nutrient concentration was changed, the highest number of shoots was observed
with 840,00 and 335,44 mg/L of nitrogen to 2,5 mg/L of BAP and 0,25 mg/L of TDZ,
respectively. When the calcium concentration was changed, the highest number of shoots was
observed with 880 and 440 mg/L of calcium to 2,5 mg/L of BAP and 0,25 mg/L of TDZ,
respectively. During the acclimatization phase, the inoculation with the VAM Gigaspora
margarita caused more growth and more dry material weight of the root system. Increased
growth and dry material weight were a result of an optimum colonization. The mycorrhizic fungi

tested didn’t show a positive effect on the aerial part of the plants’growth.



1 INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil, o interesse pela floricultura e plantas ornamentais comegou a ter
destaque no inicio dos anos 70, apresentando possibilidades de crescimento, principalmente como
cultura comercial.

Em alguns paises como Holanda, Alemanha, Franga, Estados Unidos, Japao, Israel,
além da Italia, Bélgica e Inglaterra a floricultura esta bem desenvolvida destacando-se pelas
exposi¢des e feiras realizadas (Criscuolo, 1978 e Miranda e Criscuolo, 1980). A industria de
floricultura tem uma contribuig@o significativa na agricultura de Israel, oferecendo uma opgao para
o pequeno agricultor que busca aumentar seus lucros com a agricultura intensiva porque se vé
limitado por possuir pouca terra, recursos financeiros escassos e também pela escassez de mao-de-
obra. As exportagdes de flores para a Europa sdo favorecidas porque em Israel durante o inverno
existem boas condicdes climaticas, constituindo uma vantagem econdomica, pois, na Europa as
condig¢des climaticas sdo extremas, os dias nublados, intensidade luminosa escassa e temperaturas
baixas dificultando a manuten¢do da produgdo em niveis altos para garantir uma comercializa¢do
mais expressiva (Seligman, 1983).

A floricultura apresenta-se como a forma mais adiantada da evolugdo agricola, poi_s

exige alta tecnologia, um sistema eficiente e rapido de distribui¢do e comercializagao. Apresenta



alta rentabilidade por area, exige grande quantidade de mao-de-obra e portanto gera empregos.
Apresenta-se, entdo, como uma opgdo de fixagdo de mao-de-obra no meio rural e de
aproveitamento dos minifindios, considerados improprios para outras atividades agropecuarias
(Saturnino, 1979).

O Brasil ¢ um dos paises que possui maior contingente de espécies nativas de
plantas e flores ornamentais; a sua distribui¢do atinge a maioria dos estados, numa extensa gama
de espécies e variedades de orquideas, cactos, bromélias (Criscuolo, 1978). Por sua extensao
geografica tem uma amplitude muito grande de climas e solos tornando possivel uma floricultura
muito diversificada em fungdo de sua série de microclimas.

De acordo com Saturnino (1979), inicialmente no Brasil a floricultura era bastante
amadora e desenvolvia-se como uma atividade paralela a outros setores agricolas, de comeércio
restrito, abrangia apenas as cidades mais desenvolvidas. A floricultura comercial comegou a
desenvolver-se nos arredores das grandes cidades e excepcionalmente no interior quando as
condicdes de clima se apresentavam adequadas, e, aos poucos foi adquirindo carater empresarial.

Em quase todos os estados brasileiros o cultivo de flores e plantas ornamentais vém
apresentando um sensivel aumento. Ha uma intensa comercializago de flores cortadas ou em
vasos e principalmente de plantas ornamentais. Este fenomeno € registrado também em outros
paises, segundo cita Saturnino (1979).

Estima-se que a area plantada esteja em torno de 10.000 ha, apresentando um
consumo de fertilizantes somente superado pelas culturas do alho, batata, milho, tomate, fumo e

olericolas (Haag, Minami e Lima, 1989).



Os principais centros de comercializagdo de plantas ornamentais sao: Sao Paulo,
Rio de Janeiro, Belo Horizonte, Brasilia, Porto Alegre, Curitiba, Salvador, Recife, Vitoria e
Manaus (Castro e Minami, 1988).

A exportagdo de flores tem crescido a cada ano, o que melhora as perspectivas de
retorno por parte dos produtores e amplia o processo de geragdo de divisas parﬁ o pais (Santos,
1979).

Atualmente, a produgio nacional esta em torno de US$ 200 milhdes, sendo
exportadas 5% desse valor para paises da Europa, América do Norte, Asia (CPA-SAA, 1991).
Segundo fontes do Ministério de Relagdes Exteriores, a Sui¢a importa um montante superior a 2,5
milhdes de dolares anuais de flores frescas. A Franga, Alemanha, a propria Holanda, importam
somas fabulosas em flores. Segundo Saturnino (1979), as oportunidades de aumento das
exportagGes brasileiras sdo amplas porque:

1- Os paises que dispendem grandes somas de divisas com importagdes de flores o fazem porque
seus habitos de consumo nao podem prescindir desse produto.

2- A produgdo interna € pequena ou o custo interno de produgio € muito alto.

3- No periodo de inverno no Hemisfério Norte, na maioria dos paises, ha necessidade de
aquecimento das casas de vegetagdo (estufas) para a produgao de flores e um gasto muito grande
de energia quando grande parte destes paises precisam economiza-la. No Brasil, pode-se produzir
flores sem consumo adicional de energia e na época de maior consumo dos paises do Hemisfério
Norte.

4- A mio-de-obra nesses paises ¢ muito cara em relagao a brasileira. Contudo, ainda sao escassas

as informagdes referentes ao setor da floricultura geradas pelas pesquisas cientificas, embora o



setor possibilite lucros rapidos, ocupagdo de areas improprias para outros cultivos, denotando uma
alternativa para pequenos e médios agricultores.

A preservagio dos recursos genéticos de plantas ornamentais no Brasil evidencia
que praticamente ndo existem instituigdes oficiais voltadas para o setor. A conservagdo dos
recursos genéticos existentes ¢ feita “‘ex situ” e, geralmente, em precarias condig:c”;és.

As diversas tecnologias desenvolvidas para a conservagao do patriménio genético,
como conservagdo “in vitro”, criopreservagao, armazenamento de sementes, nao sao utilizadas,
para as plantas ornamentais, segundo Mathes (1990).

A cultura de tecidos tem sido utilizada como um meio rapido de propagagao
vegetativa na industria de horticultura ornamental possibilitando a produg&o de propagulos livres
de doengas que podem ser facilmente disseminadas (Chu, 1985).

A cultura de tecidos foi responséavel pela transformagao da cultura de orquideas de
um trabalho artesanal para industrial, ao permitir a multiplicagdo rapida de material uniforme, de
qualidade superior € com periodo de floragdo mais amplo, o que facilita a comercializagao.

Pierik (1991), cita que em 1988, na Europa Ocidental, 212,5 milhdes de plantas
foram micropropagadas, dentre as quais 92,2 milhdes eram plantas de vaso e 37,8 milhdes de
flores de corte.

Com o aumento do consumo de flores de corte na Europa e exportagdao mundial de
flores de corte via Holanda, em particular, ha um aumento na demanda do mercado para produtos
de cultura de tecidos. Uma recente analise de mercado estimou que na Europa houve 25% de
aumento entre 1987 e 1993 no consumo de flores de corte que sustentara um aumento de

produgdo em cultura de tecidos e vendas de produtos de floricultura em particular. Nos Estados



Unidos este aumento foi estimado em 50% para o mesmo periodo de tempo (van Doesburg, 1989
citado por Barnhill Jones e SLuis, 1991).

Na Tabela 1 pode-se observar, segundo Debergh e Zimmerman (1991), a
quantidade total de plantas e a quantidade de plantas ornamentais produzidas em laboratorios de

cultura de tecidos em diversas regioes.

TABELA 1. Quantidade de plantas ornamentais do total de plantas micropropagadas por ano em

diversas regides. ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Regides N° de Milhares de Milhares de
Laboratorios  plantas/ano  ornamentais/ano
Europa Ocidental 248 212.500 150.400
Israel 5 4.900 3.900
Polonia 120 15.000 —
Alemanha 19 4.000 —
Hungria 22 60 —
Bulgaria - — 250
América do Norte - 150.000 572.000
Asia 145 86.700 64.000
Australia e Nova Zelandia 88 — —
Africa 42 — 1.200
Brasil 22 — —

OBS.: As lacunas vazias significam a inexisténcia de dados numéricos precisos. Todos os paises
entretanto, segundo 0s autores, apresentam participagdo expressiva de ornamentais no total de
plantas micropropagadas.

A micropropagacio de heliconia teve inicio em Laboratorios de Cingapura, Asia. A
quantidade ¢ ainda pequena mas é esperado seu aumento. De acordo com Gavinlertvatana e
Prutpongse (1991) a cultura, recentemente introduzida na regiao, esta se tornando popular entre
os agricultores, devido ao grande potencial para exportagao.

Atualmente o custo do rizoma de Heliconia sp. no mercado de Sido Paulo € por

volta de US$ 2,30 (dois dolares e trinta centavos), sendo que a cultura de tecidos pode ser uma



alternativa para a propagacio dessa espécie, fornecendo um material mais barato devido a

produgio uniforme e em grande escala, além deste apresentar um excelente aspecto fitossanitario.

1.2 ASPECTOS BOTANICOS DA HELICONIA

A heliconia é uma planta tropical da familia Heliconiaceae (Keng, 1978 e
Donselman e Broschat, 1986). A origem da heliconia é na América Central e do Sul, entretanto,
ela é encontrada na Asia e nas Indias Ocidentais. Sdo denominadas popularmente por bananeira-
de-jardim, bananeirinha-de-jardim, pacova, bananeira-do-brejo, bananeira-do-mato, bananeira-
brava, caeté, pacavira, falsa ave-do-paraiso (Medina, 1959 e Correa, 1984).

As heliconias sdo plantas fibrosas e cultivadas como plantas ornamentais em todo o
pais e também sdo utilizadas na industria de papel. Por serem fornecedoras de fibras grosseiras
com espessuras variaveis, sao empregadas na manufatura de capachos de porta e fins similares. As
folhas prestam-se para cobertura de casas rusticas enquanto a raiz € diurética e adstringente de
efeito suave e as sementes sdo consumidas pelos aborigenes como alimento (Medina, 1959 e
Correa, 1984).

As heliconias preferem lugares levemente sombreados, sdo sensiveis a ventos e a
geadas. Algumas espécies suportam solos levemente encharcados, porém a maioria, prefere solos
umidos a ligeiramente imidos, profundos, ricos e porosos.

A heliconia € uma planta herbacea, perene, com folhas similares as plantas
pertencentes a familia Musaceae, pseudocaule de tamanho variavel, rizoma bastante difuso, as
inflorescéncias sdao terminais e formam longos escapos, podem ser eretas ou pendentes

dependendo da espécie (Figura 1), inseridas por duas ou mais bracteas grandes dispostas



FIGURA 1. Diversas espécies de heliconia com inflorescéncias eretas (2, 4, 5 € 6) e pendentes (1 e

3) e porte arbustivo (4). ESAL, Lavras-M.G., 1994.



alternadamente ou opostas formando um eixo central (Broschat e Donselman, 1983a). As bracteas
possuem coloridos vistosos, dentre eles: vermelhas, alaranjadas e amarelas.

O cultivo da heliconia geralmente é por propagagdo vegetativa, usando rizomas
(Broschat e Donselman, 1983 b). Este tipo de propagagdo € mais rapida, as mudas sao menores,
de facil manuseio por serem leves e suportam até uma semana fora da terra. A propagagio via
semente é muito demorada e o tempo para florescimento € de 3 a 4 anos.

Por serem plantas muito risticas sdao resistentes a doengas, no entanto, a
propagagdo vegetativa e o intercimbio de germoplasma podem ser afetados pela bactéria
Pseudomonas solanacearum Smith, Akiew et al., 1990 citados por Nathan, Goh e Kumar (1992).

A detecgdo desta mesma bactéria em plantas cultivadas através de rizomas
importados do Havai, implica que se faga uma quarentena rigorosa, antes da qual ndo € permitida
a importagdo, segundo Akiew, citado por Nathan, Goh e Kumar (1992). Assim sendo, fazem-se
necessarias limpezas periodicas nas touceiras, removendo as folhas mortas ou velhas para evitar
manutengao e disseminagdo de fitopatdgenos.

O florescimento pode ocorrer o ano todo em condigdes ideais de cultivo. Podem
ser plantadas em qualquer época do ano no Brasil, entretanto, ha preferéncia para o plantio no
final do inverno ou no inicio da primavera. Na Europa e América do Norte as heliconias sdo
cultivadas em estufas, que propiciam a condigdo necessaria de calor e umidade para a produgéo
florifera.

A maioria das espécies de heliconia florescem durante estagdes chuvosas (Stiles,
1978 e 1979). Algumas espécies caracteristicamente produzem inflorescéncias durante outras
estacdes mas a maioria apresenta periodos sincronicos de florescimento (Stiles, 1978 e Kress,

1981).



Segundo Geertsen (1990) a maioria das inflorescéncias sao estacionais e produzem
poucas flores. Vale ressaltar que as flores sdo geralmente brancas e nao tém destaque ornamental
porque sdo encobertas pelas proprias bracteas.

A época de colheita depende do estadio da inflorescéncia. Em algumas espécies
faz-se a colheita no inicio da abertura das duas bracteas inferiores, em outras a- colheita ocorre
somente quando as bracteas atingem total expansdo. Vale ressaltar que as inflorescéncias devem
ser cortadas ao nivel do solo para maior indugdo na formag@o de novas inflorescéncias.

Para a comercializagdo ha uma preferéncia para as espécies que possuem
inflorescéncias menores, leves € no mesmo plano, estas possuem grande durabilidade, mesmo
quando cortadas e conservadas em agua, principalmente como utilizagdo ornamental.

Existem 150 espécies vegetais pertencentes ao género Heliconia, sendo 30 delas
nativas no Brasil. Por serem muito abundantes nio sdao muito cultivadas podendo ser colhidas nas
matas umidas. Nas matas da Colombia destacam-se as espécies com folhas longipecioladas e limbo
amplo que compartilham seu habitat com plantas de pequeno porte, o que favorece um alto nivel
de depredagio com fins ornamentais devido as inflorescéncias vistosas (Fraume, Alvarez e
Gallego, 1990).

No Brasil, recentemente, foram introduzidas 60 espécies provenientes da Venezuela
com o objetivo de diversificar as espécies ja existentes no Instituto Agronomico de Campinas
(Castro e Tavares, 1991).

Espécies de heliconia com interesse comercial e com fortes periodos sazonais de
florescimento sdo relatadas por Criley e Lekawatana (1992): H. angusta, H. bihai, H. caribaea,
H. collinsiana, H. farinosa, H. lingulata, H. rostrata, H. sampaioana, H. stricta, H. subulata,

H. wagneriana.
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A taxonomia do género Heliconia ainda tem provocado divergéncias devido a

homogeneidade de algumas caracteristicas morfologicas das espécies de heliconias existentes.

1.3 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal determinar uma metodologia basica de
micropropagag¢do de Heliconia sp., desde o estabelecimento até a aclimatagdo, visando a

propagacao clonal em larga escala.
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2 ESTABELECIMENTO, MULTIPLICACAO, ALONGAMENTO E INDUC;&O DE
ENRAIZAMENTO “IN VITRO” DE Heliconia sp.

RESUMO

Rizomas de Heliconia sp. foram imersos em solu¢do de Benomyl, 5 g/L do
produto comercial (500 g de Benomyl/Kg), durante 24 horas e armazenados em sacos de
polietileno. Apds 14 dias as gemas foram retiradas, desinfestadas, e inoculadas em meio MS
(Murashige e Skoog, 1962), acrescido de (mg/L): BAP (2,0), AIA (0,5), sulfato de adenina (80).
Explantes secundarios foram transferidos do meio de estabelecimento para o meio de
multiplicagdo.

Com o objetivo de se observar o efeito de BAP e TDZ para a formagao de brotos
em Heliconia sp. foram realizados trés experimentos utilizando explantes secundarios com 10 a
15 mm de comprimento em meio MS. O primeiro experimento foi constituido dos seguintes
tratamentos: meio suplementado com BAP (0,0; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/L) e meio suplementado com
TDZ (0,025; 0,250; 0,500 e 1,000 mg/L). Constatou-se um maior numero de brotos com o nivel
de 2,5 mg/L de BAP. Para TDZ o maior nimero de brotos foi observado com o nivel de 0,25
mg/L. No segundo experimento os explantes secundarios foram inicialmente cultivados em meio
MS suplementado com 0,25 mg/L de TDZ. Apos 2, 4, 8, 16 e 32 dias os explantes foram
transferidos para meio MS sem regulador de crescimento. Apos 60 dias verificou-se um maximo

de produgdo de brotos com 8 dias de exposi¢do ao TDZ. No terceiro experimento os explantes
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secundarios foram imersos em solugdo 0,25 mg/L de TDZ por 5, 10, 20, 40 e 80 minutos € entdo
cultivados em meio MS. Observou-se um maior numero e tamanho de brotos com 80 minutos de
imersao.

Originados a partir do meio de multiplicag¢@o, tufos de brotos foram cultivados
inteiros, divididos pela metade, em 1/4 e individualmente em meio MS, com .0 intuito de se
determinar a pratica que causaria 0 maior crescimento dos brotos. Todos mostraram um
crescimento similar, demonstrando a auséncia de necessidade de repicagem para o alongamento
dos brotos em Heliconia sp.

Com o objetivo de se otimizar a formagdo de raizes, explantes secundarios de 3
tamanhos distintos foram transferidos de meio suplementado com BAP e meio suplementado com
TDZ e cultivados em meio MS, com metade da concentragdo de sais, no qual foi acrescentado
varios niveis de AIB (0,0; 0,5; 1,0; 1,5 mg/L). Para plantulas oriundas de meio com BAP obteve-
se um maior nimero de raizes com 1,0 e 1,5 mg/L de AIB. Para explantes secundarios oriundos
de meio com TDZ obteve-se um maior nimero de raizes com 0,5 mg/L de AIB. O crescimento de
raizes foi inversamente proporcional ao aumento da concentragdo de AIB para todos os tamanhos

de explantes originarios de BAP e TDZ.

2.1 REFERENCIAL TEORICO

-Tratamento de rizomas de Heliconia, obtencio e inoculagio de gemas “in vitro”
Para a propagagao assexuada de Heliconia spp., tanto pelos métodos comerciais
tradicionais, como pela cultura de tecidos vegetais, deve-se fazer coletas de rizomas no campo, os

quais originarao gemas vegetativas.
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Um método pratico foi desenvolvido para a obtengdo de gemas de Heliconia
psittacorum L.f. por Nathan, Goh e Kumar (1992). Segundo os autores, rizomas devem ser
armazenados em sacos de polietileno durante 7 dias para a indugdo de gemas, quando entao se
obtém um niimero maximo de brotos por cultura. Estes ndo observaram quaisquer infecgdes com
fungos ou bactérias durante o armazenamento dos rizomas.

De acordo com Kunneman e Albers, citados por Hol e van der Linde (1992), altas
taxas de contaminagdo sio observadas em materiais oriundos do solo, tais como bulbos, rizomas e
estoldes. A contaminagdo pode ser causada por bactérias (Cassells,1987), fungos (Seabrook,
1990), outros microrganismos (Leggatt e Waites,1987), acaros e tripes (Blake,1987). Se a
esterilizagdo superficial inicial é ineficiente, fungos, leveduras e bactérias podem ser introduzidos
em culturas “in vitro” com o explante, principalmente aqueles explantes que sio retirados do solo
ou proximo deste. Plantas desenvolvidas no campo, em climas tropicais, ou aquelas plantas
irrigadas por aspersdo sdo muito dificeis de esterelizar (De Fossard, citado por Leifert, Ritchie e
Waites, 1991).

A maioria dos laboratorios usam hipoclorito de calcio ou de sodio ou varias aguas
sanitarias comerciais como rotina para esterilizagdo superficial, ou seja, desinfestagao do explante.
Nathan, Goh e Kumar (1992) utilizaram solugdo de NaClO, 0,8%, durante 15 minutos, com
agitagdo continua, para esterilizagio inicial de gemas axilares de H. psittacorum. Apos enxagiie
com agua destilada e esterilizada os tecidos externos foram cortados e novamente imersos em
solugdo de NaClO, 0,4%, por 10 minutos.

Segundo relata Lameira (1993), para se obter maior capacidade de esterilizagdo do
hipoclorito de sodio deve-se baixar o pH de 11 a 12, normal entre os produtos comerciais, para

5.0 a 6,5. Quando o pH é alto, ou quando ClO- ¢ aumentado e HCIO ¢ reduzido, a capacidade de
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esterilizagdo torna-se reduzida. Por exemplo, se o nivel do pH € 10, € necessario usar 150 vezes
mais cloro do que se o pH fosse 5, para se obter o mesmo efeito na esterilizagdo. Quando o nivel
do pH € menor que 6,5 a eficiéncia do cloro pode chegar até 100%.

NaClO € um poderoso agente oxidante, e quimicamente € ligado com lipidios,
proteinas, amidos em muitos tipos de organismos, portanto o efeito de esterilizaq:ﬁo pode também
ser minimizado dependendo do grau de contaminag@o.

Embora condigdes assépticas estdo normalmente implicitas muitas plantas ndo estao
assépticas “in vitro”. Contaminagd@o com microrganismos € considerada ser a mais importante
razdo para perdas durante a cultura de plantas “in vitro” (Cassells, 1986; Boxus e Terzi, 1987 e
Leifert e Waites, 1990).

A contaminagdo com bactérias € considerada a mais séria e tem sido descrita
extensivamente na literatura (Knauss e Miller; Horsch e King; Trick e Lingens e Leifert et al.,
citados por Leifert, Ritchie e Waites, 1991).

Depois de identificar 293 bactérias provenientes de dois laboratorios comerciais de
micropropagagdo Leifert, Ritchie e Waites (1991) encontraram, dentre estas, 13% de Bacillus.
Segundo os mesmos autores, Bacillus subtilis é uma espécie de bactéria gram-positiva e ja foi
isolada como contaminante em cultura de tecidos e células nos seguintes géneros de plantas:
Astilbe, Cotinus, Delphinium_ Hemerocallis, Malus, Thalictrum, Viola.

As bactérias do género Bacillus formam endosporos resistentes ao alcool e calor
segundo Claus, Berkeley e Sneath, citados por Leifert, Ritchie e Waites (1991). Sdo também
resistentes a flambagem de instrumentos. Bacillus macerans somente foi eliminada com chama
produzida por bico de Bunsen, depois de 12 segundos (Singha, Bissonnette e Double,1987).

Bacillus spp. podem inclusive ser disseminada pelo alcool usado para esterilizar instrumentos



17

(Boxus e Terzi, 1987). As espécies resistentes ao calor sobrevivem a autoclavagem do meio (20
minutos a 110°C).

Bacillus spp. sio sensiveis & varios antibioticos e podem, por isso, serem
suprimidas por incorporagdo de antibioticos no meio (Leifert, Ritchie e Waites, 1991). Entretanto
devido a habilidade de formar esporos dormentes, os quais os antibioticos ndo afetam, €
improvavel que Bacillus possa ser totalmente eliminada das culturas por antibioticos.

Segundo o trabalho realizado por Kneifel e Leonhardt (1992) diferentes bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, dentre essas Bacillus spp., foram isoladas. Usando 28
diferentes tipos de antibioticos e 7 nmisturas foram selecionadas duas misturas:
Imipenem/Ampicilina e Imipenem/Penicilina G, com concentragdo de 5 mg/L cada, as quais foram

mais efetivas para inibigio do crescimento das bactérias em cultura de tecidos vegetais.

- Multiplicaciio de Heliconia sp. “in vitro” através do uso de TDZ e BAP

Thidiazuron (TDZ) foi desenvolvido originalmente por Schering AG (Berlin,
Alemanha) para ser utilizado como desfolhante de Gossypium hirsutum L. (algodido) (Arndt,
Rusch e Stilfried, 1976). TDZ foi relatado por possuir atividades de citocinina pela primeira vez
em 1982. Desde entio tem sido utilizado com sucesso para indugdo de brotos axilares e
adventicios “in vitro” (Chin-Yi Lu, 1993).

TDZ ¢ derivado de uréia e ndo contém o anel purina comum a citocininas tipo
adenina tal como benzilaminopurina, cinetina ou zeatina. Segundo Mok, Mok e Shudo (1982),
thidiazuron pode ser a mais potente das difenil uréias que ja foram avaliadas para uso em cultura

de tecidos vegetais.
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O mecanismo pelo qual TDZ induz respostas como as outras citocininas nao €
completamente entendido. De acordo com Thomas e Katterman (1986), TDZ estimula a sintese de
citocininas purinas endogenas, ou inibe a degradagdo destas.

As concentragdes de TDZ utilizadas para micropropagagdo sao geralmente mais
baixas que outras citocininas, de 0,0022 a 0,0088 mg/L, apesar de algumas espécies requererem
niveis mais elevados como 0,022 a 2,2 mg/L (van Nieuwkerk, Zimmerman e Fordham, 1986).
TDZ é mais estavel no meio de cultura durante um periodo maior de tempo por ndo ser degradado
por oxidases (Mok, Mok e Turner, 1987).

TDZ é biologicamente mais ativo que BAP apesar de estar associado a efeitos
como hiperhidricidade, morfologia anormal de folhas, formagao de calos e de brotos curtos e
compactos (Chin-Yi Lu, 1993).

Nathan, Goh e Kumar (1992) testaram o efeito da concentragao de
benzilaminopurina (BAP) na indugdo de multiplicagdo de brotos em Heliconia psittacorum. O
maior numero de brotos por explante e maior comprimento de brotos foram obtidos mantendo-se
as brotagdes em meio MS, acrescido de 2,5 mg/L de BAP. Também para a proliferacdo de brotos
em banana (Musa spp.), BAP tem sido utilizado na concentragéo de 2,5 a 5,0 mg/L. Vale ressaltar
que os géneros Heliconia e Musa pertenciam a mesma familia (Musaceae) e de acordo com
Donselman e Broschat (1986) as heliconias estdo incluidas na familia Heliconiaceae.

O efeito de BAP e TDZ foi avaliado para regeneragdo de brotos a partir de
receptaculo de rosa. TDZ foi a mais efetiva citocinina produzindo 2,3 brotos, em média, por
explante, sendo que nenhum broto foi produzido com BAP (Chin-Yi Lu, 1993). Tambem relatado
por Chin-Yi Lu (1993) TDZ foi mais efetivo para formagdo de brotos oriundos de pétalas de

cravo, produzindo 17,0 brotos em média enquanto BAP produziu 4,77 e cinetina 0,33.
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Em alguns casos, entretanto, TDZ ndo superou BAP. Por exemplo, em Prunus sp.
TDZ produziu calos, excessivamente, e ocorreu proliferagdo minima de brotos, enquanto que BAP
produziu um maior nimero de brotos (Zimmerman e Scorza, 1992).

Em uma comparagdo de BAP e TDZ para formagdo de brotos adventicios em
Picea glauca (Moench) Voss, realizada por Ellis et al. (1991), o maximo de indugdo de brotos a
partir de embrides, ocorreu com 0,225 mg/L. BAP e 0,0022 mg/L de TDZ. O trabalho também
mostra que mais altas concentragdes de BAP inibiram a indugdo de brotos, mas que 22,53 mg/L
de BAP ou zeatina quando combinadas com 0,022 ou 0,0022 mg/L de TDZ causaram
alongamento de brotos adventicios. Citocininas comumente estimulam proliferacdo de brotos e
inibem o seu alongamento. Entretanto inibigdo de alongamento de brotos por TDZ € mais
consistente devido sua alta atividade de citocinina (Huetteman e Preece, 1993).

Enraizamentos podem ser dificultados ou inibidos pelo efeito das citocininas em
meio de proliferagdo de brotos. Brotos de “muscadine grape”, (Vifis rotundifolia Michx.), em
0,11 mg/L de TDZ enraizaram 8% comparando com 34% de enraizamento em 1,13 mg/L de BAP
(Gray e Benton, 1991). A redugdo de capacidade de enraizamento pode ser atribuida a alta
atividade de citocinina e persisténcia do thidiazuron quando comparado com citocininas

aminopurinas.

- Alongamento de tufos de brotos de Heliconia sp. em meio MS

Para a maioria das plantas o periodo de alongamento, combinado com
enraizamento ou nao, € obtido pela transferéncia da cultura do meio de propagagdo para um
apropriado meio de alongamento. Brotos podem ser transplantados isoladamente para um meio

desprovido de citocinina, entretanto, sob o ponto de vista economico, segundo Debergh e Maene
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(1981), é aconselhavel transplantar um agrupamento de brotos para um meio que permita um bom
alongamento de todos eles. Pode-se também adicionar um meio liquido de alongamento sobre o
meio no qual as plantulas ja estdo estabelecidas, em vez de transplanta-las para um novo meio
(Maene e Debergh, 1985).

Ultimamente a competigdo entre laboratorios de micropropagagao é tao grande que
a eficiéncia € a chave para a sobrevivéncia economica. A produgido de mudas em um menor tempo
com menor custo € o principal objetivo. O maior custo em propaga¢ao de plantas por cultura de
tecidos € o trabalho manual e este é pronunciado especialmente nos estadios de alongamento e
enraizamento quando brotos individuais sdo manipulados. Por esta razio Maene e Debergh (1985)
recomendam manter as culturas em forma de agrupamento de brotos tanto tempo quanto for
possivel, economizando assim trabalhos manuais, meio de cultura, tubos ou frascos,além de

espago fisico em salas de crescimento.

- Utiliza¢o de AIB para promogio de enraizamento em Heliconia sp.

O processo de enraizamento em brotos propagados “in vitro” requer geralmente o
transplante para um meio de cultura com menor concentragdo de sais. O meio MS diluido a 50%
tem dados resultados positivos em diferentes espécies. Também € requerido um balango hormonal,
isto €, diminuir as citocininas e aumentar as auxinas exogenas. Em algumas espécies a simples
eliminagdo das citocininas exogenas tem sido um suficiente estimulo para a diferenciagdo do
sistema radicular (Thorpe, 1980).

Segundo Went e Thimann (1937) ha duas fases de formagao de raizes adventicias:
iniciagdo radicular, quando a exposigdo a auxina € essencial, e, emergéncia e desenvolvimenro

.....

radicular, quando a auxina ndo € requerida ou € até mesmo inibitoria. De acordo com Drew,
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(1991), por causa da dificuldade e custo de transferéncia dos brotos para meio sem auxina, em
cultura de tecidos comercial os brotos sdo usualmente deixados em meio contendo auxina por 3 a
4 semanas, com conseqiiente prejuizo para morfologia e alongamento de raizes.

De acordo com Németh (1986) a habilidade dos tecidos das plantas formarem
raizes adventicias depende de interagOes de diferentes fatores endogenos e éxégenos. Jarvis
(1986) cita que folhas jovens e brotos ativos sdo fontes de auxina e intensificam o enraizamento
em algumas estacas. Este efeito estimulatorio natural pode ser completamente ou parcialmente
substituido por auxinas exogenas.

O tratamento de espécies de dificil enraizamento através da aplicagdo de auxinas
apresenta vantagens como o aumento da porcentagem de enraizamento, antecipag¢@o da indugao
radicular e aumento do numero, qualidade e uniformidade de raizes.

As diferencas genéticas da capacidade de enraizamento, segundo Haissig (1986),
podem estar relacionadas com a atividade de enzimas especificas. Plantas ndo lenhosas sdo
usualmente altamente sensiveis a suplementagio de auxina.

O acido indol acético (AIA) € a auxina natural mais encontrada nas plantas, tanto
na forma livre como conjugada. A partir de sua descoberta, testes com os analogos tais como o
acido indolbutirico (AIB) e acido naftalenacético (ANA) comprovaram o grande efeito na
promogao do enraizamento, sendo denominadas auxinas sintéticas. Mais tarde compostos como o
2,4-D e 2,4,5-T também foram incluidos neste grupo.

ATA ¢ mais facilmente degradado pela luz, além da propria planta possuir
mecanismos metabolicos para reduzir ou anular os seus efeitos através de conjuga¢édo e destrui¢io

(Leopold e Kriedemann, 1975).
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O 4cido indolbutirico (AIB) é citado com frequéncia em trabalhos de
micropropagagio devido principalmente a sua estabilidade, maior espectro de agéio em diferentes
espécies e menor fitotoxidez em plantas (Proebsting, 1984).

A auxina AIB (2,032 mg/L) em experimento realizado com Carica papaya L. “in
vitro” por Drew, McComb e Considine (1993), foi a mais eficiente entre AIB, ANA e PCPA, para
aumentar a porcentagem de enraizamento e nimero de raizes por broto. Riboflavina (10 #M) foi
acrescentada no meio causando 90% de foto-oxidagdo do AIB no periodo de 12 horas, apos 2

dias no escuro.

2.2 OBJETIVO

A realizagdo destes trabalhos teve por objetivo o estabelecimento da Heliconia sp.
“in vitro”, determinar o melhor regulador de crescimento e melhor nivel deste regulador para a
multiplicagdo da espécie, obter o alongamento dos tufos de brotos além de definir o melhor nivel
de AIB para a formagdo do sistema radicular da Heliconia sp.e tamanho adequado de explante

secundario para enraizamento.

2.3 MATERIAL E METODOS

Para a realiza¢@o dos seguintes experimentos foi utilizado o meio MS (Murashige e
Skoog, 1962), com 6,5 g/L de agar e pH 5,8 antes de autoclavagem. O meio foi distribuido em
tubos de ensaio 25 x 150 mm, aproximadamente 15 ml por tubo, vedados com tampa plastica e

autoclavado a 120°C por 20 minutos.
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Apos a inoculagdo os explantes foram mantidos em sala de crescimento com a

temperatura de 26 + 1°C e 2000 lux de luminosidade.

- Tratamentos de rizomas de Heliconia, obtencio e inoculacao de gemas “in vitro”

Rizomas de Heliconia sp. foram coletados no viveiro- do Departamento de
Agricultura da ESAL. Estes foram lavados em agua corrente com o auxilio de bucha e detergente.
Bases das folhas e raizes foram retiradas. Os rizomas, (80 unidades), foram divididos em
fragmentos de 100 mm cada e 40 deles foram imersos em solugdo de Benomyl, 5 g/L. do produto
comercial (500g de Benomyl/Kg), durante 24 horas. Apds este tratamento os rizomas foram secos
com papel absorvente e inseridos, individualmente, em sacos de polietileno. Os outros 40 rizomas
nao sofreram tratamento com Benomyl mas foram também armazenados em sacos de polietileno.

ApoOs armazenamento de 14 dias, no escuro, foram retiradas as gemas, de 5 a 10
mm, para inoculag¢do “in vitro”. Com um estilete foram cortadas a pelicula de tecido exterior e
tecido escurecido da base da gema. As gemas foram imersas em solugdo de 200 mg de acido
citrico/L, durante a operag@o. Posteriormente foram mergulhadas em etanol 95% por 2 minutos e
hipoclorito de sodio (0,8%), pH 6, por 15 minutos em agita¢@o continua.

Em camara de fluxo laminar as gemas foram enxagiiadas por trés vezes, em agua
destilada e autoclavada. Com o auxilio de uma lupa retiraram-se os tecidos oxidados de cada
gema, reduzindo-as ao tamanho de 2 a 3 mm.

O meio de cultura MS foi acrescido de (mg/L): BAP (2,0), AIA (0,5), e sulfato de
adenina (80),meio inicial utilizado para o cultivo de Gerbera jamesonii (Sato, 1994). O meio foi
entdo autoclavado em Erlenmeyer, tampado com papel aluminio. Retirado do autoclave, ainda

quente e em fase liquida, o meio foi levado para a camara de fluxo laminar e suplementado com
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200 mg/L do antibidtico Claforan (cefotaxima sodica). Apds a diluigdo do antibiotico o meio foi
distribuido em tubos de ensaio, as gemas foram entdo inoculadas (uma por tubo), e permaneceram

no escuro durante 48 horas. Finalmente foram transferidas para a sala de crescimento.

- Multiplicagiio de Heliconia sp. “in vitro” através do uso de TDZ e BAP

Explantes secundarios (plantulas repicadas, utilizadas para originar os brotos),
medindo de 10 a 15 mm, foram utilizados para os seguintes experimentos de multiplicag@o, nos
quais o modelo estatistico adotado foi o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com 5
repetigdes por tratamento e 4 tubos por repetigao.

12 experimento: [Explantes secundarios foram cultivados em meio MS
suplementado com BAP (0,0; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/L) e meio suplementado com TDZ (0,025; 0,250,
0,500 e 1,000 mg/L). Foram realizadas avaliagdes de 10 em 10 dias, até 40 dias. Foram avaliadas
as seguintes caracteristicas por tratamento: nimero e tamanho de brotagdes, porcentagem de
enraizamento, numero de raizes e formagao de calos.

2% experimento: Explantes secundarios foram cultivados em meio MS
suplementado com 0,25 mg/L de TDZ, dosagem otima para formag@o de brotos no experimento
anterior. Variou-se dias de manuten¢do em meio suplementado com TDZ: 2, 4, 8, 16 e 32 dias.
Apos cada periodo 20 explantes foram transferidos para meio MS sem regulador de crescimento.
A partir de 32 dias, de 7 em 7 dias até 60 dias (39, 46, 53, 60 dias), foram avaliados o
desenvolvimento do explante secundario, o nimero e tamanho de brotos € nimero de raizes em
cada tratamento.

3% experimento: Explantes secundarios foram imersos em solugdo de 0,25 mg/L de

TDZ em agua bidestilada (previamente autoclavada) em camara de fluxo laminar. A solug@o foi
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colocada em placas de petri, onde os explantes, permaneceram por 5, 10, 20, 40 e 80 minutos
imersos. ApOs este tratamento os explantes secundarios foram transferidos para os tubos de ensaio
com meio MS sem regulador de crescimento. Apos 40 dias os explantes foram avaliados quanto

ao crescimento, formagdo e tamanho de brotos e formagio de raizes.

- Alongamento de tufos de brotos de Heliconia sp. em meio MS

Alguns tufos de brotos, com aproximadamente 20 mm de comprimento, formados
apos exposigao do explante secundario em meio MS com niveis de 5,0 e 10 mg/L de BAP, 0,5 e
1,0 mg/L de TDZ por 40 dias, e entdo transferidos para meio MS com 2,5 mg/L de BAP por
aproximadamente 90 dias foram utilizados para a realizagdo deste experimento.

Na camara de fluxo laminar, com o auxilio de placas de petri e estilete, os tufos de
brotos receberam 4 tratamentos : foram divididos ao meio, divididos em quatro partes, separados
individualmente e mantidos inteiros. Os tufos de brotos foram entdo cultivados em meio MS,
isento de regulador de crescimento e mantidos em sala de crescimento. Apos 60 dias foi avaliado o

comprimento dos brotos.

- Utilizacdo de AIB para promogio de enraizamento em Heliconia sp.

Explantes secundarios com tamanhos distintos denominados explante 1 (com 10 a
15 mm), explante 2 (com 15 a 20 mm) e explante 3 (com 25 a 40 mm) foram retirados de meio
suplementado com TDZ. De meio suplementado com BAP também foram retirados explantes
secundarios de tamanhos distintos e determinados explante 1 (com 15 a 20 mm), explante 2 (com
30 a 35 mm) e explante 3 (com 45 a 50 mm). Estes explantes retirados do meio de multiplicagdo

foram entdo cultivados em meio MS, com metade da concentragio de sais, para enraizamento. O
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meio de cultura foi suplementado com acido indolbutirico (AIB) em quatro diferentes niveis
(mg/L): 0,0; 0,5; 1,0; 1,5.

O experimento foi montado segundo Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), constituindo-se 24 tratamentos com 3 repeti¢des por tratamento.

Ap6s 40 dias as caracteristicas nimero e comprimento de raizes foram avaliadas.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Tratamento de rizomas de Heliconia, obtencio e inoculacio de gemas “in vitro”

A imers@o em solu¢@o de Benomyl, tornou viavel o armazenamento de rizomas em
sacos de polietileno com auséncia total de contaminagdo fiingica. Sem o prévio tratamento 30%
dos rizomas apresentavam-se cobertos por massa flngica cinzenta, com apenas dois dias de
armazenamento. Com 8 dias de armazenamento 100% dos rizomas ndo tratados se mostraram
contaminados (Tabela 2). Essa rapida proliferagao fingica se deve porque o acondicionamento em
sacos plasticos aumenta o calor e umidade facilitando o desenvolvimento dos fungos sobre os
rizomas, inviabilizando-os para a produgio de gemas.

Apos cerca de 14 dias obteve-se 80% de rizomas tratados com gemas. Alguns
apresentaram gemas antes deste periodo e outros s6 as desenvolveram aos 20 dias de
armazenamento. Nathan, Goh e Kumar (1992), obtiveram brotos com armazenamento dos
rizomas por 7 dias, sem contaminagdo fingica apesar de ndo terem utilizado nenhum tratamento
quimico. Isto pode ter ocorrido devido as diferentes condigdes ambientais nas quais os rizomas

foram coletados, além da diferenca entre as espécies utilizadas nos dois experimentos. Rizomas,
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TABELA 2. Contaminagdo fiingica e formagio de gemas em rizomas de Heliconia sp. tratados e
ndo tratados com fungicida e armazenados em sacos de polietileno por 14

dias.ESAL, Lavras-M.G., 1994

Periodo de Tratamentos
armazenamento Sem Benomyl Com Benomyl
(dias) Contaminagao Formagdo Contaminagdo Formagdo
% gemas (%) % gemas (%)
2 30 0 0 0
4 55 0 0 0
6 73 0 0 0
8 100 0 0 32
10 100 0 0 45
12 100 0 0 66
14 100 0 0 80

com aproximadamente 100 mm de comprimento, produziram normalmente 1 gema, mais
raramente 2, e um deles chegou a produzir 4 gemas (Figura 2). Prolongando o armazenamento os
rizomas mostraram sinais de senescéncia, tornando-se murchos e escuros. O mesmo relata Nathan,
Goh e Kumar (1992) que notaram o dessecamento de rizomas de Heliconia psittacorum com
armazenamento excessivo.

Para o estabelecimento de Heliconia sp. “in vitro”, foi necessaria a utilizagdo de
antibiotico, Claforan, no meio de cultura. Resultados preliminares mostraram 100% de
contaminagdo bacteriana (Tabela 3) e nenhum desenvolvimento do explante primario. A
contaminagdo “in vitro” com bactérias ¢ considerada a mais séria. Kunneman e Albers, citados por
Hol e van der Linde (1992) confirmam que as taxas de contaminagdo culminam com materiais que
sao oriundos do solo como rizomas. Alguns outros antibioticos como Penicilina, Agrimicina,

dentre outros, foram utilizados em nossos experimentos, sem sucesso. Segundo Leifert, Ritchie e
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FIGURA 2. Desenvolvimento de gemas em rizomas de Heliconia sp. ap6s 14 dias de

armazenamento em sacos de polietileno. ESAL, Lavras-M.G., 1994.
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TABELA 3. Contaminagao bacteriana em gemas de Heliconia sp. inoculadas em meio MS com e

sem adig¢do de antibiotico. ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Periodo de Tratamentos
cultivo
(dias) Sem claforan- Com claforan-
Contaminagao (%) Contaminagao (%)
5 38,5 0
10 100,0 0

Waites (1991) Bacillus spp. sdao sensitivas a varios antibioticos. Entretanto, devido a habilidade de
formar esporos dormentes, os quais os antibioticos ndo afetam, € dificil sua eliminagio da cultura.
Nathan, Goh e Kumar (1992), citam em seu trabalho 33% de contaminagdo. Vale dizer que a
desinfestagdo de gemas realizada pela equipe de Nathan foi a mesma que utilizamos, excegdo ao
tempo de imersio em etanol que foi aumentado de 30 segundos para 2 minutos além do
abaixamento do pH 12 do hipoclorito de sodio para 6, aumentando sua eficiéncia. De acordo com
Claus, Berkeley e Sneath, citados por Leifert, Ritchie e Waites (1991) Bacillus spp. formam
endosporos resistentes ao alcool e calor, inclusive a flambagem de instrumentos, facilitando assim
sua disseminagdo nos laboratorios de cultura de tecidos. A utilizagdo de antibidtico no meio de
cultura impediu o desenvolvimento da bactéria Bacillus subtilis no presente experimento. Kneifel
e Leonhardt (1992) também conseguiram inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas em
cultura de tecidos vegetais, dentre essas Bacillus spp., com a utilizagio de antibidticos
combinados: Imipenem/Ampicilina e Imipenem/Penicilina G. O desenvolvimento das gemas de
Heliconia sp. foi lento, com escurecimento dos tecidos externos mostrando alta oxidacdo e
necrose. Somente 10 % das gemas tornaram-se verdes, originando posteriormente plantulas para a

multiplicagao (Figura 3).
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FIGURA 3. Desenvolvimento de Heliconia sp. apos o estabelecimento de gemas. ESAL, Lavras-

M.G., 1994.
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2.4.2 Multiplicacao de Heliconia sp. “in vitro” através do uso de TDZ e BAP

2.4.2.1 Utilizacao de diferentes niveis de TDZ e BAP em meio MS

Pode-se observar a partir da Tabela 4 e Figuras 4A e 4B, respectivamente, um
maior nimero de brotos com o nivel de 2,5 mg/L de BAP, e maior comprimento de brotos com

5 mg/L de BAP.

TABELA 4. Efeito de varias concentragdes de BAP e TDZ sobre o nimero, tamanho de brotos e

enraizamento de Heliconia sp. “in vitro”. ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Concentragao w Tamanho ] I Formagdo
Citocinina médio de médio de de médio de
(mg/L) brotos brotos enraizamento raizes de calos
(mm)

BAP 0,0 0,97 4,7 95 3,71 0

2,5 22l 5,9 55 1,15 0

5,0 1,40 6,4 75 1,36 0

10,0 1,45 4,5 55 0,83 0

TDZ 0,025 1,65 8,3 60 0,80 0

0,250 2,05 5,2 50 1,08 0

0,500 1,758 5,8 50 1,24 0

1,000 1,04 3,9 40 0,59 0

Para TDZ o maior numero de brotos foi observado com o nivel de 0,25 mg/L,
sendo que para comprimento de brotos a menor dosagem 0,025 mg/L, foi mais efetiva, o que pode
ser constatado através das Figuras 5A e 5B.

Nas dosagens de 0,5 e 1,0 mg/L de TDZ constatou-se a tendéncia de enrijecimento
de brotos, formacdo de folhas menores e producdo de brotos curtos e compactos, além de

fitotoxidez demonstrada por necrose em algumas folhas (Figura 6.2).
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FIGURA 6. Desenvolvimento de brotos de Heliconia sp. com a utilizagdo de BAP e TDZ em
diferentes niveis (Fig.6.1 e 6.2). Diferentes periodos de exposicdo do explante

secundario ao TDZ (Fig. 6.3). Efeito da imersdo do explante secundario em solugdo
de TDZ (Fig.6.4). ESAL, Lavras-M.G., 1994.
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Com relagéo a formagdo de raizes, na auséncia de BAP ou nivel inferior de TDZ
(0,025 mg/L), estes tratamentos apresentaram 95 e 60% de enraizamento respectivamente
(Tabela 4). Como mostra a Figura 7, houve uma diferenga marcante para enraizamento dos
explantes secundarios inseridos em meio sem regulador de crescimento, que apresentaram um
maior enraizamento, € os que possuiam BAP acrescido ao meio apresentaram menor
enraizamento. Explantes em meio com 0,025 mg/L de TDZ, mostraram maior porcentagem de
enraizamento do que os explantes cultivados em meio com niveis maiores do regulador de

crescimento (Tabela 4).

Y =3.462-0,77743X + 0.05218X> R*=86.07%

Numero de raizes

T T —1i
0 25 5 10

Niveis de BAP (mg/L)

FIGURA 7. Quantidade de raizes formadas em explantes secundarios de Heliconia sp., com 40
dias de cultivo em meio MS com niveis crescentes de BAP. ESAL, Lavras-M.G.,
1994,
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O melhor nivel de BAP (2,5 mg/L), observado pelos resultados experimentais
(Figura 6.1), concordam com resultados obtidos anteriormente por Nathan, Goh e Kumar (1992),
apesar do maior nimero de brotos obtidos nesse experimento estar abaixo do que Nathan, Goh e
Kumar (1992) obtiveram (5,0), isto talvez seja devido ao genotipo da planta ou as condigdes de
cada laboratorio.

Também em banana (Musa spp.), BAP tem sido utilizado com sucesso na
proliferagdo de brotos na concentragdo de 2,5 a 5,0 mg/L (Balakrishnamurthy e Sree, 1988).
Resultados do experimento de micropropagagao com Heliconia sp. sao comparaveis a trabalhos
para obtengdo de brotos de banana realizados por Swamy e Sahijram (1989) onde BAP foi
utilizado na concentragio de 2,25 mg/L.

O nivel 6timo para numero de brotagdes coincide com o 6timo para comprimento
dos brotos, segundo Nathan, Goh e Kumar (1992).

Quanto a TDZ néo existem trabalhos prévios realizados com Heliconia sp., mas
em comparagOes com experimentos em outras espécies COmprovou-se que SA0 necessarias
concentragboes menores em relagdo as outras citocininas para se obter resultados similares ou
mesmo superiores na multiplicagao das espécies.

De acordo com Chin-Yi Lu (1993) TDZ é biologicamente mais ativo que BAP. Isto
se deve, segundo Thomas e Katterman (1986), a sintese de citocininas purinas enddgenas
estimulada pelo TDZ, além da inibicado da degradagdo destas. Mok, Mok e Turner (1987)
atribuem a maior atividade de TDZ a sua estabilidade no meio de cultura por ndo ser degradado
por oxidases.

O nivel otimo (0,25 mg/L) de TDZ, encontrado neste trabalho, esta entre as

dosagens citadas por van Nieuwkerk, Zimmerman e Fordham (1986). Segundo esses autores
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Heliconia sp. estaria entdo entre as espécies que requerem niveis mais elevados de TDZ (0,022 a
2,2 mg/L) pois as concentragdes geralmente utilizadas para micropropagagao estdo entre 0,0022 a
0,0088 mg/L.

De acordo com Huetteman e Preece (1993) citocininas inibem o crescimento de
brotos o que pode-se verificar com a menor dosagem de 0,025 mg/L de TDZ produzindo brotos
mais alongados que as demais. Comparando comprimentos de brotos produzidos por TDZ e BAP,
segundo os mesmos autores, TDZ possui atividade de citocinina mais acentuada, comprovada
pelas dosagens menores e efetivas, causando assim produgdo de brotos mais curtos. Apesar deste
problema poder ser revertido pela transferéncia desses brotos para um meio sem TDZ ou com um
diferente balango entre reguladores de crescimento (Fasolo, Zimmerman e Fordham, 1989; Briggs,
McCulloch e Edick, 1988).

As desvantagens do uso de TDZ ja citadas por Chin-Yi Lu (1993) foram
comprovadas, como tendéncia a hiperhidricidade (vitrificagdao), morfologia anormal de folhas e
produgdo de brotos curtos e compactos. Em relagdo a formagdo de calos houve excegdo,
provavelmente devido a maior concentragdo utilizada (1,0 mg/L) ndo ter sido muito elevada.

Para enraizamento, como ja era previsto, a auséncia de citocinina foi o melhor
tratamento, concordando com resultados obtidos por Nathan, Goh e Kumar (1992) quando
obtiveram 92% de enraizamento de brotos em Heliconia psittacorum com a omissdo de BAP do
meio. De acordo com Hﬁetteman e Preece (1993) a persisténcia de TDZ no meio de cultura pode
reduzir a capacidade de enraizamento em relagao a BAP. Resultados estes ja demonstrados em

experimentos por Gray e Benton (1991).
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2.4.2.2 Diferentes periodos de exposi¢cio de explantes secundarios ao TDZ

Verificou-se um maior numero de brotos formados (5,08), quando o explante
secundario permaneceu por 8 dias no meio suplementado com 0,25 mg/L de TDZ (Tabela 5 e

Figura 8).

TABELA 5. Efeito do periodo de exposi¢do (dias) do explante secundario de Heliconia sp. ao
TDZ (0,25 mg/L) e transferéncia para meio MS sem regulador de crescimento, apos
60 dias de cultivo, sobre o nimero e tamanho de brotos, tamanho de explantes

secundarios e numero de raizes. ESAL, Lavras- M.G., 1994,

Periodo de ex- N2 médio Tamanho Tamanho médio Nuamero
posigdo ao TDZ de brotos médio de de explantes médio
(0,25 mg/L) brotos secundarios raizes
(dias) (mm) (mm)

2 1,86 11,6 48,8 6,99

4 2,52 9,2 3157 4,56

8 5,08 7,9 24,9 3,28

16 3,11 =3 22,4 1,91

32 2,73 4,9 22,7 0,95

Prolongando-se os dias de exposi¢do ao regulador de crescimento diminuiu-se a
quantidade de brotos formados. Observou-se também uma tendéncia de aumento linear no nimero
de brotos durante as avaliagdes (Figura 9), devido ao efeito temporal.

Quando observou-se o tamanho dos brotos verificou-se que a medida que
permaneciam mais tempo em contato com o TDZ, mais curtos os brotos ficavam, o que pode-se
constatar ao observar-se a Figura 10. O tamanho dos brotos aumentou com o incremento de dias

em meio MS sem regulador de crescimento (Figura 11), devido ao efeito temporal.
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FIGURA 9. Producdo de brotos em plantulas de Heliconia sp. transferidas para meio MS sem
regulador de crescimento ap0s a exposi¢ao a 0,25 mg/L de TDZ por 2, 4, 8, 16 e 32
dias. As avaliagdes foram realizadas com 39, 46, 53 e 60 dias. ESAL, Lavras-M.G.,

1994.
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meio MS suplementado com 0,25 mg/L. de TDZ, apos 60 dias de cultivo. ESAL,
Lavras-M.G., 1994.
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FIGURA 11. Tamanho dos brotos (mm) de Heliconia sp. transferidos para meio MS, sem
regulador de crescimento. ESAL, Lavras-M.G., 1994.
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O desenvolvimento do explante secundario também foi mais reduzido com a maior
exposi¢do ao regulador de crescimento. Obteve-se um tamanho maior do explante com o periodo
minimo de contato com TDZ, 48,7 mm para 2 dias de exposi¢do, € um tamanho menor de
22,7 mm para o explante com 32 dias de exposigdo ao regulador de crescimento (Figura 12). Da
primeira para a quarta avaliagdo (39 a 60 dias) ocorreu aumento linear para tamanho do explante
(Figura 13).

Para a formagdo de raizes o menor periodo de exposi¢do ao TDZ suplementado no
meio (2 dias), foi mais eficiente (6,98 raizes, em média). O maior periodo de exposi¢do (32 dias),
produziu em média 0,95 raizes. O decréscimo de numero de raizes com o aumento de dias de
exposi¢ao ao TDZ pode ser observado na Figura 14. Maior nimero de raizes foi formado com
maior tempo de avaliagdo (Figura 15), devido ao efeito temporal.

A redug@o do tamanho do broto e tamanho do explante secundario com uma maior
exposicdo ao regulador de crescimento TDZ (Figura 6.3), ja era esperada, uma vez que
thidiazuron induz um menor crescimento e desenvolvimento da plantula. Conforme cita Fellman,
Read e Hosier (1987). TDZ causou grande proliferagio de brotos em petinia mas suprimiu o
alongamento desses brotos, segundo os autores isso foi devido a alta estabilidade do regulador de
crescimento no meio de cultura. Gray e Klein (1989), Meyer e van Staden (1988) e van
Nieuwkerk, Zimmerman e Fordham (1986) também relatam que o meio contendo TDZ causa
produgdo de brotos menores, principalmente quando compara-se estes com brotos produzidos em
meio suplementado com BAP. Por outro lado Nielsen, Brandt e Hansen (1993) ndao observaram
nenhuma diferen¢a de tamanhos de brotos de Miscanthus sinensis (Thunb.) cultivados em meio

com BAP ou TDZ, isto provavelmente se deve aos diferentes genotipos de cada espécie utilizada.
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A redugdo de crescimento causada por TDZ ¢ devido a atuagdo deste como um regulador de
crescimento na divisdo celular, afetando o tamanho das células (Pinto, 1994)".

O aumento do nimero de raizes com menor periodo de exposicio ao TDZ
comprova o efeito citocinina de inibigdo de enraizamento (Kaminek, 1992; Medford et al., 1989).
A redugdo da capacidade de enraizamento pode ser atribuida a alta atividade de citocinina e
estabilidade do thidiazuron quando comparado com citocininas aminopurinas. Gray e Benton
(1991) trabalhando com brotos de “muscadine grape” obtiveram um enraizamento de 8% com
0,11 mg/LL de TDZ comparado com 34% de enraizamento com uma dosagem dez vezes maior de
BAP (1,12 mg/L).

O resultado de maior nimero de brotos com 8 dias de exposi¢ao ao TDZ, sugere
que deve-se reduzir o tempo de exposigio ao TDZ, sendo que com o aumento deste para 32 dias
obteve-se menor niimero de brotos. A dosagem 0,25 mg/L de TDZ ja tinha sido constatada, em
experimento previamente realizado, como a melhor para formagdo de brotos. Faltava entdo a
indicagdo do periodo que o explante deveria permanecer neste meio para a maior indugdo de
brotos, visto que neste experimento prévio ndo havia a transferéncia para meio isento de TDZ,
ficando os explantes secundarios €xpostos a este até a ultima avaliagao (40 dias), e no qual pode-
se obter 2,05 brotos em média,em contraste com 5,08, com somente 8 dias de exposigio.

A alta atividade de citocinina do TDZ demonstrada por Mok, Mok e Shudo (1982)
em Phaseolus vulgaris L., a capacidade de estimular a sintese de citocininas purinas endogenas
(Thomas e Katterman, 1986), aliados a sua estabilidade no meio de cultura devido a ndo
degradagao por oxidases (Mok, Mok e Turner, 1987), vém explicar a necessidade de um menor

periodo de exposicdo dos explantes secundarios de Heliconia sp. (8 dias) a este regulador de

" Comunicagdo pessoal (José Eduardo Brasil P. Pinto, Prof. Titular, Depto. Agricultura-ESAL).
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crescimento para a produgdo de brotos, além de minimizar as desvantagens causadas pelo maior
periodo de exposi¢ao de explantes ao TDZ, como a redugdo do tamanho de brotos.
Comparando-se as avaliagGes realizadas apos transferéncia das plantulas para meio
sem regulador de crescimento: 1* (39 dias), 2* (46 dias), 3* (53 dias) e 4* avaliagdo (60 dias),
observa-se que com maior tempo de exposi¢do do explante secundario no meio sem TDZ houve
um aumento do numero e tamanho de brotos, aumento de tamanho do explante secundario e
aumento do nimero de raizes, provavelmente devido ao efeito de inibigdo que o regulador de

crescimento poderia estar afetando no desenvolvimento do explante secundario.

2.4.2.3 Efeito da imersdo de explantes secundsrios em solu¢iio de TDZ

Constatou-se um maior nimero de brotos (0,78) para 80 minutos de imersdo dos
explantes secundarios, como pode-se observar na Figura 16.A. O maior tempo de imersdo também
conferiu um maior comprimento de brotos, Figura 16.B.

O tamanho do explante secundario ndo variou significativamente entre os diferentes
tratamentos (Figura 17.A).

Para a variavel nimero de raizes pode-se observar um decréscimo a medida que se
aumentou o tempo de imersdo em solugao de TDZ, como mostra a Figura 17.B.

Resultados numéricos da avaliagio do experimento podem ser observados na
Tabela 6.

Apesar de ter havido uma tendéncia de progressdo para numero de brotos com um
maior tempo de imersdo pode-se constatar a pequena diferenga que houve entre os tratamentos. O

numero de brotos obtidos com a imersdo dos explantes secundarios na solugiao de TDZ por 80
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TABELA 6. Efeito de periodos diferentes de imersdao (minutos) de explantes secundarios de
Heliconia sp. em solugdo de TDZ 0,25 mg/L e cultivo em meio MS sem regulador
de crescimento, sobre o numero e tamanho de brotos, tamanho do explante

secundario e nimero de raizes. ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Imersdo em N° médio Tamanho mé Tamanho médio Numero
0,25 mg/L TDZ de brotos dio de bro de explantes médio de
(minutos) tos secundarios raizes

(rmm) (mm)

5 0,51 4,0 32,0 3,61
10 0,39 3,2 33,1 3,28
20 0,35 1,6 32,7 2,79
40 0,54 4,2 31,9 2,73
80 0,78 4,3 30,2 2,43

minutos (0,78) foi reduzido quando comparado a outras respostas com TDZ adicionado ao meio
de cultura (Figura 6).

Em experimentos anteriores quando acrescentou-se 0,25 mg/L de TDZ ao meio
obteve-se 2,05 brotos produzidos por explante secundario, em média. Quando reduziu-se o tempo
de exposicdo de 40 para 8 dias, com esta mesma concentragdo de TDZ (0,25 mg/L), mantendo-se
o TDZ no meio, constatou-se um aumento da produgdo de brotos para 5,08. Observa-se entdo a
necessidade da adigdo do regulador de crescimento ao meio de cultura para que este demonstre
sua potencialidade para produgdo de brotos. A imersdo possibilitou um periodo curto de contato
do explante secundario com o TDZ (no maximo por 80 minutos), periodo este insuficiente para a
absor¢do e assimilagdo do regulador de crescimento quando comparado com 8 ou 40 dias de
exposi¢ao a citocinina nos experimentos realizados anteriormente.

Alguns autores tém obtido um grande numero de brotos em média com a adicdo de

TDZ no meio de cultura. A alta atividade biologica do TDZ foi ressaltada por Chin-Yi Lu (1993)
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quando obteve formagdo de 17 brotos em média em pétalas de cravo e regeneragdo de brotos a
partir de receptaculo de rosa. Thidiazuron tem produzido grande nimero de brotos em maga
(Malus domestica Borkh) (van Nieuwkerk, Zimmerman e Fordham, 1986), proliferagdo de brotos
de “hackberry” (Celtis occidentalis L.) e possibilitou a propagagio de “Acer” (Kerns e Meyer,
1985).

Podemos constatar também a pequena diferenga entre tratamentos para
enraizamento, contudo tenha havido tendéncia 4 formagao de menor nimero de raizes com maior
tempo de imersdo. A redugdo da capacidade de enraizamento ¢ devido a inibicdo das citocininas
na formagdo de raizes. A inibicio de formagdo de raizes também é citada por Kaminek (1992) e
Medford et al. (1989) e comprovada por Nielsen, Brandt e Hansen (1993) quando trabalharam
com Miscanthus sinensis. Comprovou-se a redu¢io de formacio de raizes em Heliconia sp. em
experimentos realizados anteriormente quando aumentou-se a concentragdo de TDZ de 0,025 para
1,00 mg/L e o niimero médio de raizes reduziu de 1,55 para 0,60. O niimero médio de raizes
também foi reduzido de 6,99 para 0,95 quando prolongou-se o tempo de exposi¢ao de Heliconia
sp. de 2 para 32 dias em meio com 0,25 mg/L de TDZ.

Quando em experimentos anteriores observou-se o decréscimo de crescimento de
brotos e explantes secundarios com o aumento de dosagens de thidiazuron ou com prolongado
periodo de exposi¢do a este regulador de crescimento, constatou-se a influéncia deste na reducao
de crescimento. Como exemplo pode-se citar o aumento da concentragao de TDZ de 0,025 para
1,00 mg/L no meio de cultura acarretando a redugio do tamanho médio de brotos de 8,3 para 3,9
mm. Com a concentragao de TDZ fixada em 0,25 mg/L e variando-se o periodo de exposi¢do ao
regulador de crescimento de 2 a 32 dias obteve-se uma redugdo do tamanho médio de brotos de

11,6 para 4,9 mm e redugéo do tamanho médio de explante secundario de 48,8 para 22,7 mm.
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A redugio de crescimento de plantulas causado por TDZ tem sido constantemente
citada em trabalhos como os de Kaminek (1992), Medford et al. (1989). Huetteman e Preece
(1993) afirmam que citocininas normalmente estimulam proliferagdo de brotos e inibem o seu
alongamento, mas a inibigio de alongamento de brotos por TDZ é mais consistente devido sua
alta atividade de citocinina. Entretanto no presente experimento ndo houve diferenga significativa
entre os diferentes tratamentos para o tamanho médio dos explantes secundarios que variou de

32,0 a 31,2 mm com os variados periodos de imersdo em solugdo de TDZ de 5 a 80 minutos.

2.4.3 Alongamento de tufos de brotos de Heliconia sp. em meio MS

Brotos cultivados isoladamente tiveram um maior desenvolvimento (42,5 mm),
seguidos por tufos de brotos divididos ao meio (40,4 mm), inteiros (35,1 mm) e divididos em 1/4
(35,0 mm), como pode-se observar nas Figuras 18 e 19.

Apesar dos tratamentos se mostrarem diferentes estatisticamente, ao nivel de
significincia de 5%, os tratamentos com os tufos inteiros ou divididos pela metade foram iguais ao
melhor tratamento com a plantula individual. E o tratamento dividido em 4 partes que mostrou
menor desenvolvimento foi também equiparado aos dois primeiros citados acima, como podemos
observar na Figura 22. Ao nivel de significancia de 1%, os tratamentos ndao mostraram diferenga
estatistica.

A diferenga observada entre o maior € 0 menor crescimento € de apenas 7,5 mm, o
que nio justifica a repicagem dos brotos individualizando-os para se obter um maior crescimento.
Sob o ponto de vista econdmico, segundo Debergh e Maene (1981), € aconselhavel transplantar

um agrupamento de brotos para um meio que permita bom alongamento de todos eles em vez de
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FIGURA 18. Crescimento de tufos de brotos de Heliconia sp. inteiros, divididos ao meio, em
quatro partes e individualizados, cultivados por 60 dias em meio MS sem regulador
de crescimento. ESAL, Lavras-M.G., 1994.

transplanta-los isoladamente. A individualizagio de brotagbes € uma pratica trabalhosa e
demorada além de onerar a produgao de mudas. De acordo com Debergh e Maene (1981) o maior
custo em propagagdo de plantas por cultura de tecidos é o trabalho manual e este é pronunciado
principalmente nos estadios de alongamento e enraizamento quando brotos individuais sdo
manipulados. Desta forma os autores recomendam manter as culturas em forma de agrupamento
de brotos, quanto tempo for possivel.

Considerando que uma média de 20 ou 30 brotos, obtidos por periodo prolongado
de cultivo em nossos experimentos, possam crescer em um unico tubo de ensaio, se os
individualizarmos, passaremos a utilizar 20 a 30 tubos de ensaio, com um maior gasto de meio de

cultura e necessidade de um maior espago fisico na sala de crescimento.
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FIGURA 19. Alongamento de tufos de brotos de Heliconia sp. inteiro, dividido ao meio, em
quatro partes, individualizado (1). Quantidade de brotos retirados de um tufo inteiro

(2). ESAL, Lavras-M.G., 1994.
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2.4.4 Utilizaciio de AIB para promogio de enraizamento em Heliconia sp.

O maior numero e maior comprimento de raizes obtidos foi com o tamanho de
explante 3 tanto para explantes secundarios oriundos do meio com TDZ (25 a 40 mm) quanto
para explantes oriundos do meio com BAP (45 a 50 mm), além de demonstrarem uma maior
capacidade de enraizamento mesmo quando o meio estava isento de acido indolbutirico (AIB).
Para estes mesmos tamanhos de explantes a melhor concentragdo de AIB, produzindo um maior

nimero de raizes por explante, foi a de 1,0 mg/L (Tabela 7).

TABELA 7. Namero e comprimento de raizes para varios tamanhos de explantes secundarios de
Heliconia sp, provenientes de meio com TDZ (A) e com BAP (B), e cultivados em

1/2 MS com diferentes niveis de AIB. ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Nimero médio de raizes Comprimento médio de raizes (mm)

AIB
mg/L Explante 1 Explante 2 Explante 3 Explante 1 Explante 2 Explante 3

(A) (B) (A) (B) (A) (B) (¢:N] (B) (A) (B) (A) (B)
0 2,55 4,72 2,95 3,83 7,03 5,75 8,0 15,4 8,3 23,7 15,4 28,8
0,5 7,08 6,08 7,23 6,44 8,97 7,00 3,8 6,7 5,5 73 6,5 13,9
1,0 4,81 4,39 6,45 9,33 9,36 9,89 1,9 3,4 2,8 5,2 6,1 8,6
1,5 6,81 8,21 6,33 6,44 9,03 9,08 2,4 2,4 1,9 2,8 5,0 6,5

Quando se utilizou explantes oriundos de TDZ nos tamanhos 1 (10 a 15 mm) e 2
(15 a 20 mm) a melhor concentragdo foi 0,5 mg/L de AIB. Para explantes provenientes de meio
com BAP no tamanho 1 (15 a 20 mm) a melhor concentragdo foi 1,5 mg/L de AIB. O tamanho 2
(30 a 35 mm), semelhante ao tamanho 3, produziu maior nimero de raizes com 1,0 mg/L de AIB.
Pode-se observar o comportamento dos explantes secundarios em relagdo ao crescente nivel de

AIB nas Figuras 20.A e 20.B.
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FIGURA 20. Nimero de raizes formadas em trés diferentes tamanhos de explante secundario de
Heliconia sp., provenientes de meio com TDZ (A) - (tamanho 1: 10 a 15 mm;
tamanho 2: 15 a 20 mm e tamanho 3: 25 a 40 mm) e BAP (B) - (tamanho 1: 15 a
20 mm; tamanho 2: 30 a 35 mm e tamanho 3: 45 a 50 mm), cultivados em 1/2 MS
com diferentes niveis de AIB. ESAL, Lavras-M.G., 1994.
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Quando avaliou-se o comprimento das raizes observou-se um decréscimo de
crescimento para todos os tamanhos de explantes, provenientes de meio com TDZ ou BAP a
medida que se aumentava os niveis de AIB, o que pode ser verificado através das Figuras 21.A e
21.B. Isto se deve, segundo Went e Thimann (1937), a existéncia de duas fases de formagdo de
raizes adventicias, a primeira ¢ a fase de iniciagdo radicular, quando a exposi¢do a auxina €
essencial; na segunda fase, de emergéncia e desenvolvimento radicular, a auxina ndo € requerida
ou ¢ até mesmo inibitoria. Foi exatamente o que observou-se com Heliconia sp., a adi¢do de
maiores concentragdes de AIB no meio (1,0 e 1,5 mg/L) acarretou a formagao de um maior
nimero de raizes, principalmente para os explantes secundarios de menor tamanho (explante 1 e
explante 2) tanto para explantes originarios de meio com BAP quanto para os originarios de meio
com TDZ. Esta entdo é a fase de iniciagdo citada pelos autores onde hd a necessidade de
exposi¢do dos explantes & auxina. A segunda fase, de emergéncia e desenvolvimento radicular,
quando a auxina ndo € requerida ou ¢ inibitoria, foi demonstrada pelo bom desenvolvimento das
raizes de Heliconia sp. no meio sem auxina, para todos os tamanhos de explantes originarios de
BAP ou TDZ, além do menor crescimento de raizes 4 medida que se aumentou a concentragao de
AIB no meio de cultura. Este resultado demonstra a importéancia da exposi¢do dos explantes a
auxina na fase inicial de enraizamento e a necessidade de transferéncia destes explantes para meio
livre de auxina na fase de desenvolvimento radicular. De acordo com Drew (1991), por causa da
dificuldade e custo de transferéncia dos brotos para meio sem auxina, em cultura de tecidos
comercial os brotos sdo usualmente deixados em meio contendo auxina por 3 a 4 semanas, com

consegiiente prejuizo para a morfologia e alongamento de raizes.
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FIGURA 21. Comprimento de raizes em tamanhos diferentes de explantes secundarios
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de

Heliconia sp, provenientes de meio com TDZ (A) e com BAP (B), cultivados em

1/2 MS com diferentes niveis de AIB. ESAL, Lavras-M.G.,

1994.
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O efeito prejudicial da auxina na fase de crescimento de raizes pode ser acentuado
pelo uso de AIB, pois, segundo Proebsting (1984) o acido indolbutirico apresenta grande
estabilidade no meio de cultura.

Apesar da auséncia de acido indolbutirico no meio de cultura favorecer o
crescimento de raizes, o AIB induziu a formagdo de raizes mais espessas (Figura 22). Pode-se
observar também o maior niimero e maior tamanho de raizes para explantes provenientes do meio
com BAP em relagdo as que se originaram em meio com TDZ. Isto se deve certamente ao maior
tamanho dos explantes que se desenvolveram em meio suplementado com BAP e também a uma
maior atividade do TDZ em relagdo ao BAP, ou seja, o TDZ ¢ mais estavel e tem uma maior
atividade, podendo atuar de maneira toxica no enraizamento (Tabela 7).

Heliconia sp. enraizou com facilidade em meio sem a adigdo de auxina. Segundo
Thorpe (1980) para algumas espécies a simples eliminagio das citocininas exogenas € um
suficiente estimulo para a diferenciagio do sistema radicular. As diferengas genéticas da
capacidade de enraizamento, de acordo com Haissig (1986), podem estar relacionadas com a
atividade de enzimas especificas. Apesar da possibilidade de enraizamento sem AIB o tratamento
com a auxina apresentou vantagens como a antecipagio da indugdo radicular, aumento do namero

de raizes e uniformidade na formagio de raizes.
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FIGURA 22. Enraizamento de Heliconia sp., em trés tamanhos diferentes de explantes
secundarios (T, T», Ts), provenientes de meio com BAP e TDZ, através do uso de

niveis crescentes de acido indolbutirico (AIB). ESAL, Lavras-M.G., 1994.
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2.5 CONCLUSOES

- E necessario a utilizagdo de fungicida, (Benomyl), como tratamento inicial de
rizomas de Heliconia sp., para a obten¢io de gemas, quando estes sdo acondicionados em sacos
de polietileno.

- A adig@o de antibiotico (Claforan), viabilizou a obtengdo de explantes sem
contaminagdo bacteriana.

- Dentre os niveis testados de BAP, a dosagem de 2,5 mg/L foi mais eficiente para
a formagao de brotos apresentando 2,21 brotos em média.

- Dentre os niveis testados de TDZ, a dosagem de 0,25 mg/L foi a que apresentou
maior numero de brotagdes: 2,05 brotos em média.

- O uso de BAP causou maior crescimento de brotos do que o TDZ.

- A exposicdo do explante secundario ao TDZ (0,25 mg/L) por dois dias resultou
no seu maior crescimento e produziu brotos maiores com maior enraizamento.

- A exposi¢do do explante secundario ao TDZ (0,25 mg/L) por oito dias resultou
na maior produgao de brotos (5,08).

- O tempo de imersdo de 80 minutos produziu maior nimero de brotos e menor
numero de raizes.

- Nao houve diferenga marcante no crescimento e desenvolvimento dos brotos
separados ou nao dos tufos.

- Heliconia sp. enraiza com facilidade mesmo na auséncia de auxinas no meio de

cultura, sendo que a auséncia de AIB também possibilitou um maior crescimento de raizes.
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- Explantes secundarios de menor tamanho apresentam um bom enraizamento,
apesar dos explantes secundarios maiores se mostrarem mais eficientes para produgio e
crescimento de raizes.

- A utilizagdo do acido indolbutirico (AIB) incrementa a formagdo de raizes,
principalmente para explantes de menor tamanho, além de causar o aparecimento de raizes mais

espessas.
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3 EFEITO DE DIFERENTES NiVEIS DE NITROGENIO E CALCIO, COMBINADOS
COM BAP E TDZ, NO DESENVOLVIMENTO DE Heliconia sp. “IN VITRO”

RESUMO

Explantes secundarios medindo de 20 a 30 mm de comprimento foram transferidos
para meio MS com BAP (2,5 mg/L) e meio MS com TDZ (0,25 mg/L) nos quais variou-se a
concentragdo de nitrogénio e relagio NO;/NH;’, constituindo-se o 1° experimento, e
concentragdo de calcio, 22 experimento. No 1° experimento variou-se as quantidades fornecidas de
nitrogénio (em mg/L): 840,00; 551,60; 407,40, 335,44 e 263,20. Quando se utilizou BAP o maior
numero de brotos observados foi com a adigdo de nitrogénio total no meio MS (840,00 mg/L).
Para TDZ o maior nimero e maior tamanho de brotos observados foi com a adigdao de 335,44
mg/L de nitrogénio. Tanto para BAP como para TDZ a auséncia da solugdo NH:NO; no meio, ou
seja, redugdo do nitrogénio total, foi favoravel para o maior desenvolvimento do sistema radicular.
No 2° experimento variou-se as quantidades fornecidas de CaCl;.2H,0 (em mg/L): 880; 440; 220;
110, e auséncia do nutriente. Tanto para BAP como para TDZ o maior crescimento de explante
secundario foi observado com 880 mg/L de CaCl,.2H,0, o dobro de calcio usualmente utilizado
no meio MS. Para tamanho de brotos em BAP o melhor nivel encontrado foi também o dobro da

concentragdo, e, para TDZ a utilizagdo de metade da concentragdo usual de CaCl,.2H,0O
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(220 mg/L) proporcionou o maior crescimento de brotos. A quantidade normal de calcio no meio
MS, (440 mg/L de CaCl,.H,0), favoreceu a formagao de brotos para TDZ. Os niveis de 110 e
220 mg/L de CaCl,.2H,O foram otimos para enraizamento para meio com TDZ e no meio com

BAP, respectivamente.

3.1 REFERENCIAL TEORICO

Depois da sacarose 0s minerais constituem o grupo mais importante de nutrientes
para o desenvolvimento “in vitro”. Ha uma larga escolha de combinagdes de macro e
microelementos e esta é fortemente dependente da espécie de planta a ser micropropagada (Pierik,
1987). Segundo Murashige e Skoog (1962) mesmo os tecidos originarios de diferentes partes de
uma planta podem possuir diferentes requerimentos para um desenvolvimento satisfatorio, como
tal, nunca um unico meio pode ser recomendado como inteiramente satisfatorio para todos os
tipos de tecidos e orgaos.

O meio de Murashige e Skoog (1962) é muito popular porque a maioria das plantas
reagem favoravelmente a ele. Entretanto a relagdo de nutrientes deve ser melhor estudada para
cada espécie, pois, a quantidade de sais neste meio € elevada. Por exemplo Gerbera € sensitiva a
sais “in vitro” tal como Rhododendron e Kalmia (Pierik, 1987). Segundo George e Sherrington
(1984), apesar dos macronutrientes do meio MS ser um bom ponto inicial para o desenvolvimento
de outro meio, solu¢des mais diluidas poderiam ser mais adequadas em algumas circunstancias.
Eriksson (1965) conseguiu acentuar a taxa de desenvolvimento da cultura de células de

Haplopappus gracilis reduzindo a concentragao de nitrato de amonio do meio MS para 75%.
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Nitrogénio e célcio estdo incluidos_én-lrt;. c;s-.se-zis elementos, (nitrogénio, fosforo,
enxofre, calcio, potassio, magnésio), que sdo requeridos em grandes quantidades,
comparativamente, e por isso determinados de macroelementos. De acordo com recomendagdes
da Associagdo Internacional de Fisiologia de Plantas os elementos requeridos pelas plantas em
concentragdes maiores que 0,5 mMol L™ sdo referidos como macroelementos e aqueles requeridos
em concentragdes menores que 0,5 mMol L' sio microelementos (De Fossard, 1976).
Qualitativamente os nutrientes inorganicos requeridos para varias plantas parecem ser
razoavelmente constantes.

De acordo com George e Sherrington (1984), o desenvolvimento e morfogénese
em cultura de tecidos sdo acentuadamente influenciados pela disponibilidade de nitrogénio € a
forma na qual o mesmo € fornecido. Apesar do nitrogénio (N) ser algumas vezes parcialmente
provido em forma organica, ¢ usual suprir N em forma de ions NH; e NO;i. O total de N
requerido € de 168 a 840 mg/L, e a quantidade de NH, varia de 108-360 e NO;™ de 372 a 2480
mg/L. A maioria das plantas priorizam a absor¢do de NO:™ a NH,’, apesar de existirem excegoes.
E necessario encontrar o balango ideal de NO;/NH;' para o 6timo crescimento e desenvolvimento
“in vitro” (George e Sherrington, 1984).

Normalmente o meio de cultura ndo é tamponado, e a adogdo de concentragdes de
ions de amonio e nitrato tém, portanto, sido mais adequada para o controle de pH que para o
requerimento do tecido vegetal para uma ou outra forma de nitrogénio. Absor¢do de nitrato
requer um pH acido, mas torna o meio mais basico. Pelo contrario a absor¢ao de amonio torna o
meio mais acido, pela excregdo de H. Com o abaixamento do pH a absor¢dao de amonio € inibida.
Portanto, em meios que ndo sdo tamponados a absor¢do eficiente de nitrogénio pode depender da

presenga de ambos os ions (George e Sherrington, 1984).
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Plantas podem se desenvolver em solu¢des contendo nitrogénio somente na forma
de nitrato, tanto que pesquisadores chegaram a assumir que ions de amonio eram desnecessarios
(George e Sherrington, 1984). Meios tal como Gautheret (1942) e White (1943), possuiam
unicamente nitrato. Entretanto, quando nitrato é a unica fonte de nitrogénio, nitrito pode ser
acumulado no meio e tornar-se toxico, pela baixa atividade da enzima redutase de nitrito (Jordan e
Fletcher, 1979).

O meio Bs (Gamborg, Miller e Ojima, 1968) contém niveis mais altos de NO;™ e
baixa concentragio de NH,', niveis superiores a 2 mM NH; foram depreciativos para o
desenvolvimento de células de soja. Ohira, Ojima e Fujiwara (1973), trabalhando com suspensdo
de células de arroz observaram beneficios com o aumento da concentragao de NO;” e NH; em
relagdo ao meio Bs de Gamborg,

Evans, Sharp e Paddock (1976), observaram um bom desenvolvimento de calos de
soja quando NHsNO; (meio MS), foi substituido por (NH.),SO., e a concentragao molar de NHy
foi reduzida para aproximadamente um tergo.

Nitsch e Nitsch (1969) concluiram que NH;' foi indesejavel para o
desenvolvimento de alcachofra, pois 0,1 mM de cloreto de aménio causou redugdo no
crescimento. Ja Wood e Braun (1961), investigando o desenvolvimento de Catharanthus roseus,
obtiveram evidentes beneficios pela adigdo de amonio no meio de White (1943).

Knudson (1946) descobriu que sementes de orquideas tém favoravel germinagao
“in vitro” em meio contendo ions de amonio. Morel (1960), obteve resultados pioneiros na
formagao de protocormos de orquidea “in vitro” em meio contendo 136,8 mg/L NH, e 527,0
mg/L NO;". A importancia de ions de amoénio para o desenvolvimento de plantulas de orquidea

tem sido enfatizada por outros pesquisadores como Uesato (1973), Ichihashi e Yamashita (1977),
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e Ichihashi (1979) citados por George e Sherrington (1984). O ion NH;' € essencial “in vitro” para
o desenvolvimento de protocormos em orquidea (De Bruijne e Debergh, 1974 citados por George
e Sherrington, 1984).

O ion NH, influencia na divisdo celular. Segundo Meyer e Abel (1975) o fator que
determina formagdo de parede celular somente € efetivo quando NH, esta presente no meio. O
fornecimento de nitrogénio reduzido estimula a divisdo de protoplastos (Poirier-Hamon, Rao e
Harada, 1974) e células em cultura, além de abaixar o requerimento dos tecidos por citocinina,
Por exemplo, Sargent e King (1974) citados por George e Sherrington (1984), determinaram que
células de soja sdo dependentes de citocinina quando cultivadas em meio contendo nitrogénio na
forma de NOs", mas independente de citocinina quando NH, estava presente. Similarmente, em
experimentos de Meyer e Abel (1975), a presenga de NH,™ ou glutamina reduzia a necessidade de
citocinina em protoplastos de fumo, e a divisdo se procedia sem nenhuma adigdo de citocinina
quando uréia foi adicionada ao meio. Nitrogénio reduzido pode ser importante para a formagado
direta de brotos em algumas espécies. Cotilédones de alface reduziram a formagao de brotos
quando NH4NO; foi omitido dos sais de Miller (1961), segundo Doerschug e Miller (1967).

O desenvolvimento de plantas “in vitro” € possivel em meio contendo somente ions
NH,', mas é geralmente lento ou ndo existente para meios nao tamponados. O desenvolvimento é
normalmente mais rapido quando ambos os ions estdo disponiveis (George e Sherrington, 1984).

O calcio funciona como regulador do metabolismo celular da planta (Kauss, 1987),
além de ser um dos constituintes da parede celular. Estudos indicaram que Ca’>" ¢ essencial em
condigdes “in vitro” e que a auséncia deste macroelemento prejudica a formagao da parede celular,

conseqiientemente tornando-a suscetivel as injurias (Eklund e Eliasson, 1990).
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Experimentos realizados por pesquisadores da Universidade de Tecnologia do
Texas, A.W. Roberts e C.H. Haigler citados por Herman (1991), indicaram a importancia do
calcio para incrementar o processo de diferencia¢do de células de plantas “in vitro”. Os autores
demonstraram também que a diferenciagdo de elementos de vaso por células do mesofilo de
Zinnia elegans em suspensao € inibida pela redugdo de calcio abaixo do nivel de 1 mM.

Segundo Herman (1991), Jansen e Vries obtiveram acréscimo na produgdo de
embrides somaticos em cenoura quando aumentaram a concentragdo de célcio do meio acima de
40 mg/L.

Desamero et al. (1993), micropropagando melancia, determinaram que foi minima a
utilizagdo de Ca~ em meio de multiplicagdo e alongamento. Residuos de Ca™™ do meio foram
quantificados ap6s 35 dias de cultura, encontrou-se 81,0% da concentragdo de calcio inicial.

O’Brien e Lindsay (1993) regeneraram plantas de protoplasto da espécie Eustoma
grandiflorum (Griseb.) Schinners. A viabilidade dos protoplastos e conseqiiente regeneragao de
plantas foram dependentes do nivel de calcio no meio de cultura. O mais alto potencial
regenerativo ocorreu quando o nivel de CaCl, foi de 440 mg/L. Hiperhidricidade foi observada em

plantas desenvolvidas em meios com 220 e 880 mg/L de CaCl, as quais ndo se regeneraram.

3.2 OBJETIVO

Este experimento teve por objetivo determinar as quantidades adequadas dos
nutrientes calcio e nitrogénio, combinados com BAP e TDZ, a partir do meio MS, para o otimo

desenvolvimento de Heliconia sp. ““in vitro”.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Explantes secundarios com 20 a 30 mm de comprimento foram transferidos para
meio MS suplementado com 2,5 mg/L de BAP ou 0,25 mg/L de TDZ. Ao meio foi acrescentado
6,5 g/L de agar, e o pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Os tubos de ensaio (25 x 150
mm), com 15 ml de meio, vedados com tampa plastica, foram autoclavados a 120°C durante 20
minutos.

Apos a inoculagio os explantes foram colocados em sala de crescimento a
temperatura de 26 + 1°C e 2000 lux de luminosidade.

O modelo estatistico utilizado para os experimentos com nitrogénio e calcio foi o
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) com 5 repetigdes por tratamento e 4 tubos por
repeticao.

As avaliagdes foram realizadas 40 dias ap0s a inoculagdo dos explantes.

-Variacio dos niveis de nitrogénio e relagiio NO;/NH,"

Variou-se a concentra¢do de nitrogénio através da manipulagdo da solugdo estoque
que contém 1650 mg/L de nitrato de amonio, permanecendo invariavel a solugao estoque de 1900
mg/L de nitrato de potassio, do meio Murashige e Skoog (1962).

Constituiu-se dez tratamentos com cinco niveis de nitrogénio e dois reguladores de
crescimento.Os cinco niveis obtidos de nitrogénio estdo demonstrados na Tabela 8.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas por tratamento: numero e tamanho de
brotos, coloragdo de folhas, tamanho do explante secundario, numero de raizes, peso da matéria

fresca e peso da matéria seca de raiz e da parte aérea.
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TABELA 8. Variagdo dos niveis de nitrogénio e relagio NO;/NH, do meio MS. ESAL, Lavras-

M.G., 1994,
Tratamentos mM N total N Relagao $ N
(Variagdo da total dos ions do meio
solugdo NHNO;) NO, NH, em mM em mg/L NO, /NH" MS
1 (1/1) 39,40 20,60 60,00 840,00 1,91:1,0 100
2 (1/2) 29,10 10,30 39,40 551,60 2,82:1,0 66
3 (1/4) 23,95 5,15 29,10 407,40 4,65:1,0 49
4 (1/8) 21,38 2,58 23,96 335,44 8,30:1,0 40
5 (0) 18,80 0,00 18,80 263,20 = 31

- Variagiio dos niveis de calcio
Para a realizagdo deste experimento varias concentragdes de CaCl,.2H,0 foram

adicionadas ao meio MS constituindo-se 5 niveis de calcio, como mostra a Tabela 9, a seguir:

TABELA 9. Varia¢do dos niveis de calcio do meio MS. ESAL, Lavras-M.G., 1994,

Quantidade de Concentrag¢ao de
Tratamento calcio fornecida CaCl,.2H,0 CaCl,.2H;0
em relagdo ao (mM) (mg/L)
meio MS
1 0 0 o]
2 1/4 0,75 110
3 1/2 1,49 220
4 1 2,99 440
5 2 5,98 880

Variando-se também o tipo de citocinina utilizada BAP (2,5 mg/L) ou TDZ
(0,25 mg/L) constituiu-se ao todo 10 tratamentos.
Foram avaliadas as seguintes caracteristicas por tratamento: nimero e tamanho de

brotagdes, coloragio de folhas, nimero de raizes e tamanho de explantes secundarios.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Variaciio dos niveis de nitrogénio e relagio NO;/NH,’

Os diferentes niveis de nitrogénio ndo afetaram o crescimento de brotos de
Heliconia sp. quando se utilizou BAP no meio de cultura. Mas para a formagao dos brotos o
melhor tratamento foi o que forneceu a quantidade total de nitrogénio do meio MS (840 mg/L)
com a utilizagdo de BAP (Figura 23). Pode-se observar um baixo indice de formagdo de brotos no
presente experimento, quando comparado com experimentos anteriores (Tabelas 10 e 11). Isto

provavelmente se deve aos sucessivos cultivos do explante.

Numero de brotos

263,20 335,44 407,40 551,61 840,00

Total de nitrogénio (mg/L)

FIGURA 23. Produgio de brotos em Heliconia sp. com varios niveis de nitrogénio no meio de

cultura MS e adigdo de 2,5 mg/L de BAP, apos 40 dias de cultivo. ESAL, Lavras-
M.G., 1994,
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Segundo Doerschug e Miller (1967) nitrogénio reduzido pode ser importante para
a formagdo direta de brotos em algumas espécies. Nos tratamentos realizados NH; foi reduzido
de 370,80 mg/L, quantidade normal do meio MS, até a auséncia total de amonio no meio de
cultura. Esta redugdo causou a menor produgdo de brotos quando se utilizou o regulador de
crescimento BAP. De acordo com Meyer e Abel (1975) o ion NH,' influencia na divisao celular,
segundo os autores o fator que determina a formagao de parede celular somente € efetivo quando
NH,' esta presente no meio. Poirier - Hamon, Rao e Harada (1974) citam que o fornecimento de
nitrogénio reduzido estimula a divisio de protoplastos, além de abaixar o requerimento dos
tecidos por citocinina. Sargent e King (1974), citados por George e Sherrington (1984), em
experimento com células de soja determinaram que estas sao dependentes de citocinina quando
cultivadas em meio contendo nitrogénio na forma de NOs', mas independente de citocinina quando
NH;  estava presente no meio.

Discordando com essas afirmagdes alguns autores afirmaram que plantas podem se
desenvolver em solugdes contendo nitrogénio somente na forma de nitrato e que fons de amonio
eram desnecessarios (George e Sherrington, 1984). Meios como o de Gautheret (1942) e White
(1943) possuem unicamente nitrato.

Quando utilizou-se TDZ no meio de cultura o fornecimento de 335,44 mg/L de
nitrogénio e redugio da quantidade total de NH," de 370,80 para 46,44 mg/L foi mais eficiente
eficiente para a formagao e crescimento de brotos (Figuras 24.A e 24.B). A menor necessidade de
nitrogénio reduzido para a formagao de brotos de TDZ em relagao a BAP provavelmente se deve
a alta atividade biologica de thidiazuron para a divisdo de células. A obten¢do de brotos maiores
com menor quantidade de NH; no meio (46,44 mg/L) com a utilizagdo de TDZ concorda com

Nitsch e Nitsch (1969) que concluiram que NH;" foi indesejavel para o desenvolvimento de



74

Numero de brotos
—
1

263,20 335,44 407,40 551,61 840,00
Total de nitrogénio (mg/L)

14

Tamanho de brotos (mm)
o0
|

I i |
263,20 33544 407,40 551,61 840,00

Total de nitrogénio (mg/L)

FIGURA 24. Produgio (A) e crescimento de brotos (B) de Heliconia sp., com varios niveis de
nitrogénio no meio de cultura MS e adig¢do de 0,25 mg/L de TDZ. ESAL, Lavras-
M.G., 1994.
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alcachofra, pois 0,1 mM de cloreto de amdnio causou redugao no crescimento. Também Evans,
Sharp e Paddock (1976), observaram um bom desenvolvimento de calos de soja quando a
concentragdo molar de NH, foi reduzida para aproximadamente um tergo. Por outro lado Uesato
(1973), Ichihashi e Yamashita (1977) e Ichihashi (1979) citados por George e Sherrington (1984),
enfatizam a importancia de ions de amdnio para o desenvolvimento de plantulas de orquidea.

A auséncia da solugdo NH;NO; permitiu o desenvolvimento de um maior nimero
de raizes quando se utilizou TDZ (Figura 25.A) e maior peso da matéria fresca de raizes quando
se utilizou BAP (Figura 25.B). Este resultado pode ser explicado segundo a relagdo C/N. Segundo
Haissig (1986) a relagdo carbono/nitrogénio tem sido utilizada para estimar a influéncia de
nitrogénio e de carboidrato em enraizamento. De acordo com o autor geralmente a alta relagdo
C/N favorece o enraizamento. Considerando que o nivel de carbono manteve-se constante em
todos os tratamentos, a alteragdo da relagdo C/N ocorreu segundo o fornecimento de NHsNO:. A
maxima relagdo C/N pode ter ocorrido com a auséncia de NH;NO; no meio quando entdo obteve-
se um maior enraizamento de Heliconia sp. para meio suplementado com BAP.

Niveis de nitrato tém mostrado estrita relagdio com enraizamento. Segundo
Hyndman, Hasegawa e Bressan (1982) nitrato influenciou positivamente o enraizamento de brotos
da roseira. Com a auséncia da solugdo NH4;NO; no meio de cultura a fonte de nitrogénio
inorganico dos explantes foi KNO;. A presen¢a de ions nitrato pode ter beneficiado entdo o
enraizamento de Heliconia sp.

O tamanho do explante secundario cultivado ndo foi afetado pelos diversos
tratamentos (Tabelas 10 e 11). Também pode-se observar nas Tabelas 10 e 11 que os diferentes
niveis de nitrogénio ndo causaram alteragao em peso da matéria fresca e peso da matéria seca da

parte aérea da plantula.
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FIGURA 25. Quantidade de raizes produzidas com 0,25 mg/L de TDZ (A) e peso da matéria
fresca (PMF) de raizes com 2,5 mg/L de BAP (B), através da variagdo de niveis de
nitrogénio no meio MS para Heliconia sp. ESAL, Lavras-M.G., 1994,



TABELA 10. Caracteristicas avaliadas em Heliconia sp. através da variagdo de niveis de nitrogénio fornecido em meio MS

suplementado com 2,5 mg/L de BAP. ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Total Himero Tamanho Tamanho médio Namero Raiz Parte Aerea Teor de
de N médio de médio dos do explante médioc de N na
em mg/L brotos brotos (mm) (mm) raizes PMF (mg) PMS (mg) PMF (mg) PMS (mg) planta(%)
840,00 1,83 a 17,0 a 36,8 a 3,99 a 170 b 10 a 1940 a 140 a 7,96
551,60 1,48 ab 17,0 a 36,7 a 4,22 a 240 ab 20 a 1540 a 120 a 6,20
407,40 0,90 c 16,3 a 35,6 a 3,41 a 310 ab 20 a 1520 a 120 a 6,26
335,44 1,32 bec 15,9 a 36,2 a 4,02 a 310 ab 20 a 1750 a 130 a 5,53
263,20 1,20 bec 13,9 a 34,8 a 4,27 a 510 a 30 a 1270 a 130 a 2,76

Significativo aoc nivel de 5% de probabilidade.

LL



TABELA 11. Caracteristicas avaliadas em Heliconia sp. através da variagio de niveis de nitrogénio fornecido em meio MS

suplementado com 0,25 mg/L de TDZ ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Total de N Hamero Tamanho Tamanho Namero Raiz Parte aérea Teor de N
em médio de médio de médio de médio de na planta
mg/L brotos brotos (mm) explante (mm) raizes PMF (mg) PMS (mg) PMF (mg) PMS (mg) (%)
840,00 1,28 b 10,2 b 35,3 a 1,36 a 20 a 3a 1690 a 130 a 7,32
551,60 1,57 ab 9,3 b 35,1 a 0,66 b 10 a 1a 1580 a 140 a 6,60
407,40 0,25 b 10,5 b 34,2 a 1,36 a 20 a 2 a 1100 a 100 a 6,50
335,44 197 a 13,8 a 33,9 a 1,21 a 50 a 5a 1850 a 130 a 6,24
263,20 1,24 b 9,6 b 34,5 a 1,39 a 20 a 2 a 1430 a 100 a 3,88

Significativeo ao nivel de 5% de probabilidade.

3L
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O teor de nitrogénio na planta, fornecido pela analise mineral da parte acrea,
demonstra um nivel decrescente de absor¢do deste nutriente pelo explante secundario a medida
que se diminuia a disponibilidade de nitrogénio no meio de cultura (Tabelas 10 e 11).

Como nas diversas caracteristicas avaliadas obteve-se resultados similares nos
tratamentos com ou sem presen¢a de NHsNO; no meio de cultura, excegao feita para numero e
tamanho de brotos em TDZ, enraizamento e nimero de brotos em BAP (Figura 26), pode-se
supor que as quantidades minimas de nitrogénio assimiladas por Heliconia sp. em meio com BAP
(2,76%) e com TDZ (3,88%) foram suficientes para o desenvolvimento da plantula, além desta ter
priorizado a absor¢do de nitrato ao amonio, entdo suprimido do meio. Segundo George e
Sherrington (1984) plantas podem se desenvolver em solugdes contendo somente nitrogénio na

forma de nitrato, pois a maioria das plantas priorizam a absorgao de NO;™ a NH, .

3.4.2 Variacio dos niveis de cilcio

Avaliando-se tamanho dos explantes secundarios pode-se observar que quando se
utilizou o dobro de calcio indicado para o meio MS, 880 mg/L, conseguiu-se obter maior
crescimento dos explantes secundarios para o meio suplementado com BAP (57,lmm) e
suplementado com TDZ (65,6 mm), Tabela 12 e Figuras 27.A e 27.B. O nivel de calcio 880 mg/L
foi prejudicial para a espécie Eustoma grandiflorum segundo O’Brien e Lindsay (1993). Os
autores observaram hiperhidricidade em plantas desenvolvidas com esta quantidade de calcio.
Entretanto este nivel de calcio também influenciou positivamente o tamanho de brotos quando se
utilizou BAP (Figura 28.A), mas para TDZ a concentragdo de 220 mg/L foi a que causou um

maior incremento para o tamanho de brotos, como podemos observar através da Figura 28 B.
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FIGURA 26. Desenvolvimento de Heliconia sp. com a utilizagdo de varios niveis de nitrogénio
(1) e célcio (2) combinados com BAP e TDZ, apos 40 dias de cultivo. ESAL,
Lavras-M.G., 1994,
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FIGURA 27. Crescimento de explantes secundarios de Heliconia sp. com diferentes niveis de
calcio em meio MS suplementado com 2,5 mg/L de BAP (A) e 0,25 mg/L de TDZ
(B). ESAL, Lavras-M.G., 1994.
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FIGURA 28. Crescimento de brotos de Heliconia sp. com diferentes niveis de calcio em meio MS

suplementado com 2,5 mg/L de BAP (A) e 0,25 mg/L de TDZ (B). ESAL, Lavras-
M.G., 1994,
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A quantidade de 440 mg/L de calcio, normalmente fornecida pelo meio MS, foi a
que mais favoreceu a formagao de brotos quando o meio foi suplementado com TDZ (Figura 29).
No trabalho de O’Brien e Lindsay (1993) com E. grandiflorum o mais alto potencial regenerativo
também ocorreu com o nivel de CaCl, em 440 mg/L. Quando se utilizou BAP os diferentes niveis
de calcio ndo influenciaram significativamente a formagdo de brotos, sendo que os diferentes
tratamentos apresentaram resultados similares. Desamero et al. (1993) micropropagando melancia,
determinaram que foi minima a utilizagdo de calcio em meio de multiplicagdo e alongamento.

Encontrou-se 81% da concentragdo de célcio inicial no meio apos 35 dias de cultura.
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FIGURA 29. Nimero de brotos obtidos com niveis crescentes de calcio em meio MS
suplementado com 0,25 mg/L de TDZ. ESAL, Lavras-M.G.. 1994.

O maior enraizamento para TDZ e BAP foi obtido com 110 e 220 mg/L de calcio,

respectivamente (Tabela 12).
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TABELA 12. Efeito do calcio associado com BAP e TDZ no crescimento de explantes
secundarios, numero e crescimento de brotos e numero de raizes de Heliconia sp.

ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Tamanho Nimero Tamanho Numero

Total de médio de médio de médio de médio de

calcio explante (mm) brotos brotos (mm) raizes

ng/L

BAP TDZ BAP T™DZ BAP TDZ BAP TDZ -
0 53,1 55,2 0,91 0,65 7,8 5,7 2,14 0,95
110 55,9 62,1 1,02 1,25 9,8 11,5 1,66 1,85
220 52,8 65,3 0,81 1,59 9,5 12,2 2,88 118
440 52,6 62,5 0,99 1,69 8,8 11,0 2,23 1,50
880 571 65,6 1,04 1,53 10,0 10,4 1,75 1,53

A diferenca na necessidade de calcio dos explantes secundérios para crescimento,
formagdo de brotos e enraizamento, além das diferengas impostas pela adi¢do de distintos
reguladores de crescimento no meio de cultura (TDZ e BAP) pode ser explicada por Murashige e
Skoog (1962).

A diferenca entre os tratamentos ndo foi discrepante para nenhuma das
caracteristicas avaliadas acima relacionadas (Tabela 12). Quanto a coloragdo de folhas os niveis de
calcio abaixo do comumente utilizado no meio MS, 440 mg/L CaCl,.2 H,0, apresentaram folhas
amareladas mostrando sintomas da deficiéncia do nutriente. Com a auséncia do nutriente no meio
e quando se fornec.eu apenas 1/4 do CaCl,.2 H,0 do meio MS (110 mg/L), observou- se necroses

foliares, que culminaram com o aumento do tempo de exposigdo das plantulas ao meio deficiente

(Figura 26).
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3.5 CONCLUSOES

O meio com 840 mg/L de nitrogénio, suplementado com BAP, forneceu maior
numero de brotagoes.

O meio com 335,44 mg/L de nitrogénio, suplementado com TDZ, forneceu maior
numero de brotagdes.

O meio sem NH;NO; induziu maior sistema radicular tanto com BAP ou com TDZ.

O aumento da concentragdo de calcio do meio MS, de 440 para 880 mg/L,
favoreceu o crescimento de explantes secundarios de Heliconia sp., além de interferir
positivamente na formagdo de brotos (nimero e tamanho) quando se utilizou a citocinina BAP.

Quando se utilizou TDZ a quantidade normal de calcio do meio MS, 440 mg/L,
favoreceu a produgéo de brotos.

O enraizamento foi maior com a utilizagdo de 220 e 110 mg/L de calcio com BAP e

TDZ, respectivamente.
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4 UTILIZACAO DE MICORRIZAS VESICULAR-ARBUSCULARES (MVA) EM
MUDAS MICROPROPAGADAS DE Heliconia sp. DURANTE O PERIODO DE
ACLIMATACAO

RESUMO

Plantulas de Heliconia sp., micropropagadas, foram aclimatadas em substratos
inoculados com trés espécies de fungos micorrizicos (Glomus clarum Nicol. &
Schenck, G. etunicatum Becker & Gerd, Gigaspora margarita Becker & Hall), uma mistura
destes (inoculo multiplo) e testemunha. As plantulas foram mantidas em bandejas, em casa de
vegetagio. Apos 90 dias foram avaliadas quanto ao desenvolvimento da parte aérea e sistema
radicular, nimero de brotagdes e porcentagem de colonizagdo, além de analise de nutrientes
minerais da parte aérea. G. margarita causou uma maior porcentagem de colonizagdo com
conseqiiente aumento de comprimento e peso da matéria seca de raiz, sem contudo afetar o
desenvolvimento da parte aérea, que ndo diferiu significativamente para os varios tratamentos.
Glomus clarum foi mais eficiente na absor¢do de nutrientes com excegao de ferro e manganes. A

testemunha apresentou menor teor de fosforo, magnésio e enxofre do que as plantas inoculadas.
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4.1 REFERENCIAL TEORICO

Micorrizas vesicular-arbusculares (MVA) sdo associagdes mutualisticas formadas
por fungos da familia Endogonaceae e raizes da maioria das espécies vegetais, cuja ocorréncia,
embora mais acentuada em solos de baixa fertilidade, tem sido constatada nos mais diversos
ecossistemas (Lopes, Siqueira e Zambolim, 1983).

A distribuigdo das micorrizas (VA) é generalizada no ambiente terrestre, tendo sido
constatada das regides articas aos tropicos (Gerdemann, 1968).

Segundo Trappe e Berch (1985), a associagdo entre fungos e raizes foi
primeiramente observada por Meyer em 1829 e em 1842 Karl Nageli observou estruturas fiingicas
dentro de células radiculares de Iris spp. Cinco anos mais tarde Siegfried Reissek publicou um
artigo sobre micorrizas em orquidea (Siqueira, 1985). Mas, Frank citado por Lopes, Siqueira e
Zambolim (1983), foi quem empregou pela primeira vez o termo micorriza (do grego, mikes =
fungo; rhiza = raiz).

As MVAs ocorrem praticamente em 80 % das plantas vasculares (Trappe, 1977).
Pirozynski e Malloch, citados por Lopes, Siqueira e Zambolim (1983), sugeriram a hipotese de
que a condi¢do micotrofica foi essencial para a evolugdo das plantas do ambiente aquatico para o
terrestre.

A penetragao das células da planta pelo fungo, se da através de um processo de
invaginagdo da plasmalema, sendo a hifa totalmente envolvida por material de origem da planta
(Siqueira, 1985). Ha entéo a formagao de arbusculos, que constituem o sitio de troca entre os dois
organismos (Cox et al., 1975), vesiculas, que s3o estruturas de reserva (Gerdemann, 1968), com

granulos de lipidio em seu interior (Holley e Peterson, 1979), e esporos caracteristicos. O micélio
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formado externamente funciona como uma extensao do sistema radicular da planta hospedeira,
aumentando a interface raiz-solo e, conseqiientemente, a absor¢ao de nutrientes, principalmente
fosforo, e agua do solo (Lopes, Siqueira e Zambolim, 1983).

Substancial numero de plantas micropropagadas nao sobrevivem quando
transferidas de condicdes “in vitro” para as condi¢des ambientais da casa de vegetagao ou campo.
Estes tém substancialmente umidade relativa mais baixa, alta lJuminosidade, ambiente nao
asséptico, os quais s30 estressantes para plantas micropropagadas (Preece e Sutter, 1991). Plantas
micorrizadas sio capazes de melhor adaptagdao em condicdes estressantes, como as encontradas
em periodo de aclimatagao (Huiming et al., 1993).

Huiming et al. (1993), utilizando MVA, conseguiram uma taxa de sobrevivéncia
significativamente mais alta para plantas micropropagadas de Gerbera jamesonii. O peso da
matéria seca das plantas foi significativamente mais alto, além da ocorréncia do aumento do
nimero de flores para plantas colonizadas por MVA.

Segundo Lopes, Siqueira e Zambolim (1983) a inoculagdo comercial tem se
mostrado vantajosa em viveiros de citros e plantas ornamentais nos Estados Unidos.

O grau de dependéncia ao micotrofismo varia com as espécies vegetais e condigoes
de solo e clima. As plantas que se associam com endofitos formadores de MVA sdo
aparentemente micotroficas facultativas (Lopes, Siqueira e Zambolim, 1983). Segundo
Kruckelmann (1975) a variabilidade de susceptibilidade a formagdo das MVA parece ser
controlada geneticamente, podendo estender-se até mesmo a nivel de variedade (Bertheau et al.
citado por Lopes, Siqueira e Zambolim, 1993).

O ciclo da planta determina em que periodo ela se beneficia mais da micorrizagao.

Espécies com maior capacidade de absor¢ao de fosforo, com abundancia de pélos radiculares, se
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beneficiam menos da micorrizagdo. De acordo com Baylis (1975), espécies com sistema radicular
extremamente ramificado dependem menos dos fungos micorrizicos para a absorgéo de nutrientes
mesmo em solos muito deficientes. Conforme se aumenta o nivel de fertilidade, a dependéncia a
condi¢do micorrizica decresce até um ponto em que a planta se torna imune & colonizago (Lopes,
Siqueira e Zambolim, 1983).

Diferentes espécies e isolamentos de uma mesma espécie de fungo sdo também
responsaveis por variagdes no grau de colonizagdo e funcionamento da simbiose (Lopes, Oliveria
e Neptune, 1980). Certas espécies ou tipos de esporos sdo mais favorecidos por determinadas
plantas em dada condigdo (Mosse, 1981). Também diferentes espécies e variedades de fungos
micorrizicos diferem na sua habilidade de incrementar o crescimento vegetal.

A resposta em crescimento que se verifica nas plantas micorrizicas ¢ determinada
por processos opostos, um efeito benéfico devido ao aumento de absor¢ao de fosforo do solo,
causado pelo fungo, e outro detrimental, provocado pela utilizagao de produtos fotossintetizados
pelo fungo (Lopes, Siqueira e Zambolim, 1983). O fosforo € translocado até os arbusculos, onde €
trocado com a planta por metabolitos originados da fotossintese (Siqueira, 1985). O dreno ou
competi¢do por produtos da fotossintese pode depreciar o crescimento da planta porque segundo
Powell e Bagyaraj (1984) a biomassa flingica nas raizes e rizosfera pode representar até 17% do
peso da matéria seca das raizes ou de 1 a 5% do carbono fixado pela planta. Segundo Tinker
citado por Lopes, Siqueira e Zambolim (1983) apenas 10% da matéria seca das MVA € biomassa
fungica. De acordo com Siqueira (1985), geralmente depressdo no crescimento ocorre em
condi¢des de elevado suprimento de fosforo, baixa iluminagdo e temperaturas inadequadas,

quando a colonizagdo € reduzida mas € suficiente para provocar drenos de carboidratos.
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O simbionte funciona como um competidor por produtos elaborados pela planta,
que aumenta a respiragdo das raizes em até 74% (Pang e Paul citado por Lopes, Siqueira e
Zambolim, 1983). Segundo Allen et al. (1981), para compensar essas perdas, as plantas
colonizadas exibem maiores taxas fotossintéticas. De acordo com Lopes, Siqueira e Zambolim
(1983), o balango dos dois processos normalmente resulta em aumento no crescimento das plantas
colonizadas, mas pode também resultar em redugio no caso de plantas crescendo em altos niveis
de fosforo disponivel. Segundo os autores esse aspecto foi investigado por Stribley et al. (1980),
os quais propuseram a hipotese da “perda de peso da matéria seca” da planta bem nutrida em
fosforo, causada pelos fungos MVA. A intensidade de fluxo desses dois processos determinara se
a natureza da simbiose é mutualistica, antagonistica ou parasitica (Siqueira e Colozzi-Filho, 1986).

De acordo com Phillips ¢ Hayman (1970) devido ao fungo ndo causar alteragoes
visuais nas raizes, a constatacdo da presenga da MVA apresenta certa dificuldade. Para se verificar
a colonizagdo, as raizes tém que ser devidamente coradas e observadas microscopicamente. Como
cita Gerdemann e Nicolson (1963) para a constatagdo da presenca do fungo no solo deve-se fazer
peneiramento via Gimida e observagdo microscopica dos esporos, seguido de centrifugagao em
solugdo de sacarose (Lopes, Siqueira e Zambolim, 1983).

A partir de 1968 foram desenvolvidas técnicas para determinagdo dos efeitos da
inoculagdo no crescimento das plantas e na absor¢ao de fosfato (Mosse, 1973).

Para avaliagdes de mudas jovens o peso € o indicador mais sensivel da resposta da
planta aos diferentes tratamentos. A parte aérea deve ser avaliada separadamente porque
freqiientemente ocorrem respostas distintas entre parte aérea e raizes. O comprimento total das
raizes em mudas jovens é também sensivel aos tratamentos e podem ser medidos diretamente. E

de extrema importéncia o relacionamento da resposta das plantas com a colonizag@o das raizes,



93

relacionando o crescimento das plantas & micorrizagao. Segundo experimentos realizados por
Abbott e Robson (1981), o crescimento do trevo estava intimamente relacionado com a
porcentagem de raizes colonizadas em cada estadio de desenvolvimento da planta.

Declerck et al. (1993) trabalhando com Musa acuminata e com duas espécies de
MVA, Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerd & Trappe e Glomus geosporum (Nicol. & Gerd.)
Walker, obteve um maior peso da matéria seca de brotos e maior peso da matéria fresca de raiz.
Sendo que a simbiose também aumentou a quantidade de P e K dos brotos, mas diminuiu a
quantidade de N quando comparados com as plantas controle.

Resultados significativos sdo obtidos, como o de Andrade et al. (1993), que
trabalhando com Acosmium nitens (Vog.) Yakoul, na Venezuela, distinguiram trés diferentes
grupos: 0s que apresentaram 0s mais baixos valores, nio micorrizados;, os que apresentaram
desenvolvimento intermediario, com solo nio esterelizado e os de mais alto valores, em

tratamentos com MVA.

4.2 OBJETIVO

Com objetivo de se verificar a dependéncia de plantulas de Heliconia sp. as diversas

espécies de fungos micorrizicos, durante o periodo de aclimatagdo, realizou-se o presente

experimento.
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4.3 MATERIAL E METODOS

Inoculaciao do substrato:

Preparou-se o substrato composto de 50% de torta de filtro, 30% de solo e 20% de
areia. Bem homogeneizado o substrato foi esterilizado com brometo de metila, por 7 dias, para a
eliminagdo de fungos indigenos. Apos adicionou-se o inoculo no substrato, constituindo-se 5

tratamentos, segundo mostra a Tabela 13.

TABELA 13. Espécies micorrizicas utilizadas para inoculagao de Heliconia sp., quantidade de

inoculo e de esporos por litro de substrato. ESAL, Lavras-M.G.,1994.

Trata- ml de inéculo/L N° esporos/L
mento MVA de substrato de substrato
1 Testemanha - =
2 Glomus clarum 67 6700
3 Glomus etunicatum 50 2750
4 Gigaspora margarita 58 2436
|- 6. clarum 23 2300
5 Inéculo miltiplo -|- G. etunicatum 33 1815
|- G. margarita 40 1680

Contagem de esporos no substrato:

Apos a inoculagdo fez-se entdo a extragdo e observagdo microscopica de esporos
do substrato, da seguinte maneira:

12) Mediu-se 50 ml de substrato (solo), em um becker, transferindo-o para um
balde plastico.

2%) Lavou-se o solo 4 vezes, agitando-o com um bastdo de vidro, e, passou-se 0

sobrenadante nas peneiras de malhas 0,710; 0,250; 0,105 e 0,053 mm respectivamente.
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3% Recolheu-se o material retido em cada peneira, em beckers de 50 ml,
transferindo-o para tubos de centrifugagéo.

4%) Balanceou-se os tubos e centrifugou-se o material por 3 minutos a 3000 rpm.

5%) Descartou-se o sobrenadante.

62) Adicionou-se solugdo de sacarose 50% p/v, agitou-se com um bastdo, a mistura
foi centrifugada por 2 minutos a 2000 rpm.

7°) Drenou-se o sobrenadante em peneira fina (0,044 mm, 0,053 mm), lavando
rapidamente o material recolhido (esporos), com agua, para eliminar o excesso de sacarose.

8%) Transferiu-se o material da peneira para placa de petri.

9%) Observou-se o material em microscopio estereoscopico (ampliag@o 10 e 40 x),

para contagem de esporos.

Preparo das plantulas:

Mudas de Heliconia sp. medindo aproximadamente 50 a 70 mm, e ja enraizadas,
foram retiradas do Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais e transferidas para a casa de
vegetacgdo, para o processo de aclimatagdo.

Inicialmente cada muda foi retirada do tubo de ensaio, com o auxilio de uma pinga.
As raizes foram lavadas em 4gua corrente, retirando o excesso de agar. As mudas foram mantidas

em bandejas forradas com papel de filtro molhado, prontas para o plantio.
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Plantio das mudas e condugiio dos tratamentos:

Cada tratamento foi instalado em bandeja de isopor de 72 células. As mudas foram
plantadas intercaladas, ocupando-se apenas 36 células. O experimento foi montado segundo
Delineamento Inteiramente Casualizado com 5 tratamentos, 6 repetigdes e 6 plantas por repetigao.

As bandejas foram mantidas em casa-de-vegetagao, debaixo de sombrite, que
reduziu o excesso de luminosidade e temperatura.

As mudas foram regadas em dias alternados com agua destilada para evitar
contaminagiio com outros tipos de fungos.

Apos 90 dias as plantas foram coletadas, e foram analisadas as seguintes
caracteristicas: comprimento da parte aérea, nimero de folhas, comprimento de raiz, peso da
matéria fresca e peso da matéria seca da parte aérea e sistema radicular, analise de nutrientes

minerais da parte aérea ( P, K, Ca, Mg, S, Cu, Zn, Fe e Mn ) e porcentagem de colonizagdo.

Avaliacio da porcentagem de colonizacéo:

Metodologia para extragdo, coloragdo e observagao microscopica de infecgao
micorrizica em raizes:

12) Retirar as raizes mais novas e tenras, lavando-as para retirada de solo e restos
de matéria organica.

2°) Pesar 1 g de raizes limpas e colocar em capsulas plasticas, identificando-as.

3%) Colocar as capsulas em becker contendo KOH 10%, e aquecer em capela
(90°C) por 1 hora, ou autoclavar (15 PSI) por 10 minutos.

4°) Drenar o KOH e lavar com agua a capsula com o material.

5°) Colocar agua acidificada (HCI 1%) e agitar por 3 a 4 minutos.
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62) Derramar o HCI e aplicar o corante (Tripan blue em lactofenol 0,05%).

7°) Aquecer (90°C) em capela, por 10 a 60 minutos, ou autoclavar (15 PSI) por 10
minutos.

89) Transferir o material da capsula plastica para placa de petri.

9°) Observar as raizes coradas em microscopio estereoscopico (ampliagdo de 10 e
40 x) para a avaliagio da porcentagem de colonizagdo (segundo Giovannetti e Mosse, 1980;

Phillips e Hayman, 1970).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 14 podemos observar os resultados numéricos do experimento.

A maior porcentagem de colonizagdo observada resultou da inoculagdo com a
MVA Gigaspora margarita que apresentou 55,95% de colonizagdo do sistema radicular de
Heliconia sp. (Figura 30.A). Esta colonizagdo beneficiou o crescimento de raizes (179,9 mm) e
peso da matéria seca das mesmas (173 mg), superando os demais tratamentos (Figuras 30.B e 31).
Segundo experimentos realizados por Abbott e Robson (1981), o crescimento do trevo e peso da
matéria seca da parte aérea, estava intimamente relacionado com a porcentagem de raizes
colonizadas em cada estadio de desenvolvimento da planta. Contudo G. margarita nao influenciou
o desenvolvimento da parte aérea da planta, desenvolvimento este detectado através da altura da
planta, niamero de folhas, peso da matéria fresca e seca da parte aérea.

A menor colonizagio de raizes (28,71%), foi observada pela inoculagdo com
Glomus etunicatum (Figura 30.A), cabendo a esta MVA também o menor comprimento
(126 mm) e peso da matéria seca (108 mg), igual estatisticamente ao inoculo multiplo (104 mg),

Figura 31.
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FIGURA 30. Colonizagdo (%) - (A) e comprimento (mm) -(B) do sistema radicular em plantulas
de Heliconia sp. inoculadas com diferentes espécies de MVA além da testemunha.

ESAL, Lavras-M.G., 1994.
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FIGURA 31. Peso da matéria seca (mg) do sistema radicular em plantulas de Heliconia sp.
inoculadas com diferentes espécies de MVA além da testemunha. ESAL, Lavras-

M.G,, 19%4.

Nio houve diferenca significativa entre os tratamentos para desenvolvimento da
parte aérea.

Nio ocorreu contaminagio com esporos de MVA na testemunha, que nao
apresentou nenhuma colonizagdo pelos fungos. Mesmo assim a testemunha apresentou
desenvolvimento de sistema radicular (comprimento) estatisticamente igual a Glomus clarum e ao
inoculo multiplo e peso da matéria seca de raiz igual a G. clarum e superior ao inoculo multiplo,
devido provavelmente a competi¢ao entre as MVAs no tratamento com inoculo multiplo.

As plantas inoculadas com G. clarum apresentaram maior teor de potassio, calcio,
magnésio, enxofre, cobre e zinco (Tabela 15). A testemunha absorveu menos fosforo do que as

plantas micorrizadas, seguida por G. etunicatum que se apresentou menos eficiente em absor¢ao



TABELA 15. Determinac¢io de macro (%) e micronutrientes (ppm) através de analise mineral da parte aérea de Heliconia sp. oriunda

de inoculagiio com diferentes espécies de MVA. ESAL, Lavras-M.G., 1994.

Tratamentos P (%) K (%) Ca (%) Mg (%) S (%) Cu (ppm) Zn (ppm) Fe (ppm) Mn (ppm)
Testemunha 0,11 2,68 1,44 0,42 0,20 6,81 79,27 358,21 230,66
Glomus clarum 0,18 3,11 1,56 0,51 0,27 8,64 85,52 320,98 228,10
Glomus etunicatum 0,14 2,37 1,39 0,46 0,21 6,13 77,50 418,07 229,36
Gigaspora margarita 0,18 2,94 1,46 0,47 0,21 7,12 81,01 355,98 227,62
Inbéculo miltiplo 0,18 2,28 1,56 0,45 0,21 7,65 81,84 315,79 227,18
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de nutrientes quando comparada com as outras MVAs. A melhoria na absor¢do de nutrientes das
plantas micorrizadas vem sendo demonstrada por alguns autores. Declerck et al. (1993)
trabalhando com Musa acuminata e com duas espécies de MVAs, Glomus mosseae €
Glomus geosporum obtiveram uma maior absor¢ao de fosforo e potassio comparando-se com as
plantas controle. Mosse (1957) também demonstrou que plantas colonizadas tiveram melhor
absorgdo de nutrientes que as nao colonizadas.

Os resultados mostram que, dentre as MVAs testadas Gigaspora margarita foi a
que mais contribuiu para o desenvolvimento do sistema radicular em Heliconia sp. De acordo
com Lopes e Siqueira (1981) e Lopes, Oliveira e Neptune (1980) G. margarita também foi a
espécie mais eficiente em cafeeiro. E possivel que em um periodo prolongado de cultivo, a
micorriza venha incrementar também o desenvolvimento da parte aérea da planta, pois, o ciclo da
planta pode determinar o periodo que ela mais se beneficia da micorrizagao.

Provavelmente devido ao vigor e rusticidade da Heliconia sp. ndo tenha havido
uma diferenca marcante entre testemunha e MVAs (Figura 32). Deve-se ressaltar que a
testemunha foi o segundo melhor tratamento apés G. margarita, demonstrando também um
excelente desenvolvimento de sistema radicular, e, de acordo com Baylis (1975), as plantas
comum sistema radicular bem ramificado dependem menos de MVA para a absor¢do de
nutrientes, mesmo em solos muito deficientes. Baylis (1975) também enfatiza que espécies com
abundancia de pélos radiculares e com maior capacidade de absor¢do de fosforo se beneficiam
menos da micorrizagio. Deve-se também lembrar a existéncia da especificidade fungo-planta
demonstrando a possibilidade dos fungos testados ndo terem sido os mais eficientes para esta
espécie. Segundo Kruckelmann (1975) a variabilidade de susceptibilidade a formagao das MVA,
parece ser controlada geneticamente, podendo estender-se até mesmo a nivel de variedade

(Bertheau et al. citado por Lopes, Siqueira e Zambolim, 1983).
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FIGURA 32. Resultado da utilizagdo de varias espécies de micorrizas isoladamente (3, 4 e 5),
mistura de indculo (2) e auséncia de inoculagdo (1) em mudas micropropagadas de

Heliconia sp. ESAL, Lavras-M.G.,1994.
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A heliconia adaptou-se as condigdes da casa de vegetagao sem mostrar danos para
a formagdo da muda. Obteve-se 98,9% de sobrevivéncia das plantulas (média dos tratamentos).
Conforme citam Preecer e Sutter (1991), normalmente um substancial numero de plantulas
micropropagadas ndo sobrevivem quando transferidas de condigdes “in vitro” para as condigdes
ambientais da casa de vegetagdo, devido a umidade relativa mais baixa, alta luminosidade,
ambiente ndo asséptico, 0s quais sdo estressantes para plantas micropropagadas. Assim sendo
pode-se considerar a obtengdo de um resultado satisfatorio, com um alto indice de sobrevivéncia,

na aclimatagao de Heliconia sp.

4.5 CONCLUSOES

- Gigaspora margarita apresentou maior porcentagem de colonizagdo (55,95%),
resultando em um maior comprimento (180 mm) e peso da matéria seca (173 mg) do sistema
radicular de mudas de Heliconia sp.

- Glomus etunicatum apresentou menor porcentagem de colonizagio (28,71%),
resultanto em um menor comprimento (126 mm) e menor peso da matéria seca (108 mg) do
sistema radicular, inclusive quando comparada com plantas testemunhas.

-Os fungos micorrizicos tratados ndao mostraram efeito positivo no

desenvolvimento da parte aérea da planta.
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