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RESUMO

Heliconia angusta ¢ uma espécie nativa da mata Atlantica muito valorizada pelo
mercado internacional de plantas ofnamentais._E uma das espécies do género Heliconia que
apresenta menor porte, podendo ser cultivada em vaso, tolera muito bem a sombra,
possibilitando seu cultivo em ambientes internos. Apresenta uma florada intensa nos meses
de agosto a setembro, sendo uma das unicas do seu género que floresce no final do inverno.
Sua inflorescéncia € ereta, o que permite ser utilizada como flor de corte. As heliconias no
Brasil estdo sendo cultivadas nos Estados do Rio de Janeiro, Alagoas, Pernambuco, Ceara,
‘Santa Catarina, Bahia e Sdo Paulo. Esta espécie tem poucas areas de cultivo devido 2 falta
de técnicas adequadas para sua propagacio. Considerando as limitagSes das técnicas
convencionais -de propagacdo vegetativa para esta espécie, o estabelecimento de
metodologia para a propagacfio vegetativa é de fundamental importincia para ampliar as
areas de cultivo e atender a demanda do mercado consumidor. ‘Assim, no presente trabalho,
objetivou-se realizar estudos visando otimizar as formas de propaga¢io vegetativa desta
espécie. Dois sistemas foram empregados para propagagdo vegetativa de Heliconia
angusta. No primeiro, foi avaliado a propagagéo vegetativa através da divisdo de rizomas,
sendo que uma parte do trabalho foi de observagido do seu desenvolvimento, durante dois
anos. Outro estudo relacionado com a divisdo de rizomas onde foi avaliado as respostas
destas estruturas frente a utilizagdo de benzilaminopurina (BAP), nas concentragdes 500
mgL™; 1000 mgL™; 1500 mgL™ . No segundo sistema de produgo, procurou-se estabelecer
' parametros para cultura in vitro-desta espécie, em especial o controle da oxidagdo € da
contaminagido dos explantes. E, por fim, comparou-se o comportamento desta espécie com
outras duas heliconias (H. psittacorum e H. velloziana), quanto ao controle da oxidagéo e
da contaminag3o para a cultura in vifro. Foi constatado que a propagagéo vegetativa € uma
forma eficiente de propagagdo. Apos dois anos as plantas estudadas apresentaram um
produgdo de aproximadamente oito rebentos por rizoma cultivado. Os resultados com BAP:
também foram positivos durante noventa dias, 70% das plantas produziram no minimo

dois rebentos por rizoma. Quanto a cultura in vitro ha necessidade de otimizar a técnica
~ para esta espécie, pois a H. angusta apresentou sérios problemas de oxidagdo e
contaminagio que requerem estudos mais detalhados.



ABSTRACT

Heliconia angusta is a native species to the Atlantic rainforest with a raised
interest by the. international market of ornamental plants. It is one of the species of the
Heliconia genus that presents smaller size, which allows its cultivation in flowerpot, and
acceptance shadow very well, which allows indoor growing. It blossoms from August to
September, being of the few in its genus to produce flowers as the end of winter. It
presents erected inflorescence, which allows it to be cut as ornamental flower. In Brazil,
helicons have been cultivated in the States of Rio de Janeiro, Alagoas, Pernambuco, Ceara,
Santa Catarina, Bahia and S3o Paulo, but this species has few areas of cultivation due to the
lack of proper techniques to its propagation. Considering the limitations of conventional
techniques of vegetative propagation for this species, the establishment of a methodology

for its vegetative propagation has fundamental relevance so as to increase the cultivated
areas to fulfil market demands. Thus, this work aims at carrying out studies in order to
optimise the forms of vegetative propagation of this species. Two systems of propagation
were applied for the propagation of Heliconia angusta. In the first system, the vegetative
propagation was evaluated through rhizome division; part of the work consisted of
observing its development for two years. The behaviour of the species was assessed and
described during that period. Another study related to rhizome division consisted of the -
observation of the response of these structures to the use of benzylaminopurine (BAP), with
500 mgL'l, 1000 mgL‘1 and 1500 mgL'l. In the second system of production, attempts
were made in order to establish parameters for in vitro cultivation of the species, with

special interest in the control of oxidation and contamination of the explants. Finally, the
behaviour of the species was compared to that of two other helicons (H. psittacorum and H.
velloziana) concerning the control of oxidation and contamination of the in vitro culture.
The results showed that the vegetative propagation is an efficient means of propagation.
After two years, the plants showed production of approximately eight sprouts for each
cultivated rhizome. The results with BAP were also positive, as 70% of the plants
produced at least two sprouts for each rhizome in ninety days. With regard to the in vitro
culture, it is necessary to optimise the technique for this species, as H. angusta presented
serious problems of oxidation and contamination, which requires further studies.



1NTRQDUCAO E JUSTIFICATIVA

O mercado mundial de ﬂdres e plantas ornamentais estd hoje em plena fase de
expans3o. Inicialfnente, a producdo estava concentrada em alguns paises europeus como
Holanda, Italia e Dinamarcé, sendo o Japio na Asia, outros grandes produtores.
Atualmente, 0 mercado mundial apresenta uma crescente saturagdo na oferta de flores
tradicionais (rosas, crisintemos, cravos, etc..), beneficiando a comermahzac;ao de flores e
plé.ntas tropicais provementes de palses da Am_erlca Tropical, Africa e sudoe_ste da Asia
(Castro & Graziano 1997). ’

A produc;ao mund1a1 de flores e plantas ocupa uma area estimada de 190 000 ha,
movimentando valores proxunos a U$ 16 bilhdes/ano a nivel de produtor e U$ 44
bilhdes/ano a nivel de varejo (Motos 2000 b). Por movimentar cifras medidas em bilhGes de
dolares, a produgdo e comercializagdo de flores e plantas ornamentais nos paises de
prﬁneiro mundo tem a conotaga"io de “flower industry” ( Doesburg 1992). Matsunga (1997)
considera esta denofninagéo apropriada porque a produgdo e comercializagdo de flores
envolve, profissionalmente, todos os segmentos da cadeia produtlva Essa industria €
importante da perspectlva de consumo de flores e plantas ornamentais no mundo. A Suigal

apresenta uma taxa per capita ‘de consumo de flores na ordem de U$ 174/ ano, a Australia -
de U$ 109/ ano, os Estados Unidos de U$ 58/ano e o Brasil de U$ 6/ ano (Motos 2000 b).

A produgfio e comercializagdo de p]antas ornamentals no Brasil comegou em escala
comercial na década de 50 com imigrantes portugueses. ‘Na década de 60, entraram neste
mercado os imigrantes japoneses e finalmente os imigrantes holandeses, que, no inicio da
década de 70, deram um impulso maior a 'comercializac;ﬁo implantando um sistema de
distribuicdo pelo pais inteiro (Motos 2000 b). Nos ultimos 5 anos, a floricultura brasﬂelra
apresentou um crescﬁnento significativo , na ordem de 15 a 20 % ao ano (Bongers 2000).

No ano de 1999, o setor de floricultura exportou o equivalente a U$ 10 milhdes,
sendo a floricultura o principal item pa pauta de exportagdes brasileiras no ano de 1999
(Motos 2000 a). Com o 'desenilolvimento' de pesquisas e incremento a produgdo, a
floricultura estd se fornando uma nova realidade econdmica. Motos (2000 c) sita que o

Brasil tem todas as condigOes para se tornar um grande produtor e exportador de flores ¢



INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

plantas ornamentais, no’ cenarlo mundial, ¢ os prmmpals desafios para alcang:ar a
competitividade s@o: a aphcac;ao de tecnologlas avanc;adas no sistema de produgao uso de
material genético adequado; treinamento e capacnagao da mao-de-obra, melhorias das
tecnologias de pos colheita.

A tendéncia da globalizagdio da economia também esta preSehte'no mercado de
flores e plantas omamentals e desfez barrelras Hoje os produtos importados chegam com
grande impacto, exigindo que os produtos pacionais estejam dentro dos melhores padroes
de qualidade e padronizag@o. _Quahdade e prego deixaram de ser um critério para a |
diferenciac;ﬁo dos produtos no mercado e sim se tornaram uma premissa basica de
sobrev1venc1a dos produtores (Bongers 2000).

Outro fator importante e a competitividade neste setor entre as plantas troplca1s O
mercado mund1a1 se consohda a cada ano e algumas espec1es do género Heliconia tem
conseguido grande destaque, ‘tanto na Europa como nos Estados Umdos (Castro &
Graziano 1997). Outro fator favoravel ao cultivo de flores tropicais e que ha uma forte
1dent1ﬁca<;ao da populagdo, em geral, com as plantas oriundas da Mata Atlantica.

Dentro do panorama mundial, as flores troplcals ocupam 3% do mercado
internacional de flores (Castan 1997) Com técnicas de propagagdo pode-se melhorar a
produtividade e diminuir os custos, tornando as flores tropicais brasileiras competitivas em

relagio aos maiores produtores que sdo Costa Rica e Hawai, podendo ainda, competir com
os produtores europeus, Italia, Alemanha, Holanda e Dinamarca, que apresentam um custo
“de produgdo mais elevado dev1do a0 cultivo ser protegido (Castan 1997).

Echeverry (1987) cita que esta ocorrendo mundialmente um incremento na area de
plantio de helicc‘)mas as quais recebem manejo que aumentam a produg:ao em relacdo as
areas naturais. O numero das espécies utilizadas comercialmente vem crescendo, tanto em
nivel nacmnal como mternacwnal prmc1palmente como flores de corte, em fungdo do
colorido e da longa durablhdade das suas bracteas ﬂora1s (Castro 1993, 1995). As espécies
mais co.mermahzadas tém 31d0 H. psittacorum, H. bihai, H. chartaceae, H. caribaea, H.
angusta, H. orthotrica, H. rostrata, H. velloziana e H. X. rauliniana (Castro 1995).

Com a crescente procura por estas plantas no mercado, o0s produtores estéo
buscando tecnologias mais adéquadas para incrementar a produgdo,. diminuir custos e

aumentar a rentabilidade desta atividade. Apbs esta etapa, os produtores terdo condigdes de
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atender as exigéncias de mercado com maior qualidade, prego e ofertas durante todo o ano,

_tornando-se assim competitivo no mercado internacional.

A dificuldade de produzir plantas troplcals ¢ evidenciada pela falta de informagses
confidveis sobre as espécies (Castan 1997). A falta de conhecimento sobre o manejo,
saZonalidade e produgdo insuficiente para atender a demanda limitando a expansdo da

comercializacdo das heliconias, tanto em nivel nacional como mundial (Céstro & Graziano
1997).

O Brasil apresenta condi¢des adequadas para a produgéo ‘de flores tropicais, as
condié:oes climaticas sdo favoravels e a maior parte do territorio apresenta temperatura e
umidade elevadas, condlg:oes necessarias para o desenvolvimento destas espécies. Ja
existem algumas éreas de cultivo nos estados do Rio de Janeiro, Alagoas Pernambuco, S&o
Paulo, Bahia, Ceard e Goias (Motos 2000 c). O Estado de Santa Catarina também

apresenta alguns produtores, mas com incentivos e pesquisa pode-se aumentar este numero.

Por outro lado, a propagagdo vegetativa das Helzconiaceas foi estudada por Nathan
et al. (1992), que estudou micropropagagéo de H. pszttacorum Goh et al. (1995); Kumar et
al. (1996) e Read & Szendrak (1998) réalizaram estudos sobre plantas tropicais, incluindo-
as heliconias. Estes estudos evidenciam como melhor alternativa para propagagio
vegetatlva das espécies de heliconias a utilizagdo de técnicas de cultura in vitro, pois
permitem a obtengdo de grande quantldade de plantas com alta qualidade genética e

fitossanitaria (Castro & Graziano 1997).

Os produtores do Norte Catarinense relataram, através de comqnicagﬁo verbal, que

“a Heliconia angusta apresenta problemas no que tange a propagacdio. Nas condigdes
ambientais do Estado, as plantas nfo produzem sementes viaveis e a sua propagagdo
vegetatlva apresenta baixa produgdo de rebentos, onerando muito o custo de produggo. Eles
relatam que quando cultivada-em canteiros a pleno sol, a diviséo dos rizomas so pode ser
feita depois de d01s anos, com a produgdo de no maximo trés rebentos. Isto dificulta muité
a produc;ao comerclal desta espécie, pois o tempo que a planta fica no viveiro até_atingir ,
amatho de mercado é muito grande. Estes fatores determinam um elevado custo de

produgdo das flores e por conseqiiéncia chegam ao varejo com um valor
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elevado, o que restringe O S€U CONSUMO.

Além do exposto esta espécie estar incluida nas Lista Oficial de Espécies da Flora
Brasﬂexra Ameac;ada de Extingo do IBAMA, através da portarla no 37-N, de 3 de abril de
1992. O desenvolv1mento de tecnologia de propagac;ao vegetativa desta especle pode tornar
viavel a utilizagdo de mais esse recurso genético da Mata Atlantica, sem causar danos ao
meio ambiente, muito pelo contrario, auxiliando na sua conservagio e preservagio,
evitando assim a extingdo desta espécie.

, Desta forma, este trabalho visa elucidar alguns pontos referente a propagag¢ao
vegetativa de H. angusta. Além. disso, procura tragar um paralelo com outras duas espécies
de Heliconias em relagiio aos principais problemas da propagacao vegetati\}a desta espécie.
Adicionalmente, espera poder contribuir no desenvolvimento de tecnologia para produgédo
de mudas_deH. angusta dentro do padréo ex1g1ndo no mercado nacional e internacional,

dentro dos padrdes de mudas do IBRAFLOR.



CARACTERIZACAO DO GENERO Heliconia

A familia Heliconiaceae compreende um tnico género, Heliconia L. (Tomlinson
1969, Cronquist 1981). O nome do género foi estabelecido por Linnaeus,-'em 1771, numa
alusdo ao Monte Helicon, na Bedcia, Grécia, local onde viviam Apolé e as Musas, segundo
~ amitologia grega (Castro 1995).
| A familia Heliconiaceae pertence a ordem Zingiberales, que por sua vez, estd
incluida na subclasse Zingiberidae, juntamente com a ordem Bromeliales (Cronquist 1981).
A ordem Zingiberales ¢ atualmente ¢ constituida por oito familias com aproximadamente
1800 espécies (Tomlinson 1962, Cronquist 1981, Dahlgren et al. 1985). :

A classificagfio infragenérica proposta por Andersson (1981), divide o género em
quatro subgéneros e 19 secdes. As espécies brasileiras de Heliconias incluem-se nos quatro
subgéneros e em 10 se¢bes propostas por Anderson (1981). Kréss (1990a) sugere que no
Brasil ocorre a distribuigﬁb das principais linﬁas evolutivas do grupo.,

De acordo com Kress (1990a), nfio existe um consenso com relagdo ao numero de
espécies de heliconias, mas é estimado qﬁe existam de 200 a 250 espécies, sendo que
apenas seis espécies ocorrem nas Ilhas do Sul do Pacifico, Samoa e Indonésia. O restante

esta distribuido na América Tropical, desde o sul do México ao sul do Brasil.

Existem duvidas com relagdo ao nilimero de espécies de heliconias que ocorrem no
Brésil, Kress (1990a) apresentou uma revisdo filogenética das Zingiberales e os padrdes de
-~ distribui¢iio geograficas de Heliconia no Brasil. Para o género foram referidos 65 espécies.
Castro (1993) sugere que dentro do levantamento de Kress (1990a) das 65 espécies
referidas 28 sejam s_inénjmas, restando apenas 37 espécies. Este génerd ocorre naturalmente
em duas areas primarias de distribuig:ﬁo:r a Regido Amazéﬁica e a Floresta Atlantica
Costeira (Kress 1990a). |



CARACTERIZACAO DO GENERO Heliconia

Poucos sd0 0S estudos taxondmicos das espécies de heliconia com ocorréncia no
Brasil. Ha alguns ‘trabalhos sobre espécies que ocorrem nos Estadbs do Rio de Janeiro
(Mello-Filho 1975, Santos 1978), Espirito Santo - (Burle-Max 1974) e ‘Amazonas
(Barreiros 1972). Para o restante dos Estados existem apenas listagens de éspécies
(Barreiros 1974, Dubbs 1998). | |

Kress (1990b), afirma que o pequeno nimero de espécies de helicOnias encontradas
no Brasil, quando comparado com outros paises como Equador com 45 espécies, ¢ devido a
distancia: entre estas espécies € ao centro de diversidade, e nfo a fatores ambientais. |

Segundo Andersson (1989), este género é representado por plantas de origem.
tropical, com ampla distribui¢o na América Central e na América db Sul (Figura 1). A
taxa de diversidade atual indica como centro de origem do género o noroeste da América
do Sul, regifio caracterizada pelo alto indice ‘pluviométrico e solos ricos em nutrientes
 (Andersson 1989). |

As espécies de Heliconia ocorrem predominantemente nas florestas tropicais em
sub-bosques, nas margens de rios e em clareiras. Algumas espécies ocorrem no cerrado (H.
psittacorum L. f.), matas de galerias (H. hirsuta L.f) ou péantanos (H.' marginata (G.)
Pittier) (Andersson 1989). A maioria vive em locais umidos ou inundados, mas algumas
espécies sdo encontradas em éreas sazonalmente secas, ocorrendo em sua maioria a 800-
1500 m de altitude,v embora encontrem-se espécies abaixo de 500 m e acima de 2000 m
(Kress 1990a). | |

Segundo Castro (1995), estas plantas se desenvolvem em solos argilo-arenosos,
- com pH entre 4,5  eb6,5, ¢ po-dem crescer tanto em locais sombreados ou a pleno sol , com
solos timidos a levemente Secos. | o

O género Heliconia é caracterizado por plantas herbécea's,.'rizomatosas, eretas, com
altura variando de 0,5m até 10m, conforme a espécie (Paiva 1999). As inflorescéncias das
espécies neotropicais sdo hermafroditas e apresentam seis estames, um deles estéril e cinco
funcionais. Com flores coloridas, com antese diurna, € sédo polinizadas por beija-flores,
enquanto- as espécies paleotropicais, das ilhas do Pacifico, apresentam inflorescéncias e
flores verdes, com antese noturna, e sdo polinizadas por morcegos nectarivoros (Kress.
1985, Berry & Kress 1991). O florescimento € afetado pelas condicdes edafoclimaticas. O

fruto € do tipo baga, geralmente com trés sementes.
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O habito de crescimento € rﬁuséoide, possuindo peciolos longos assemelhando-se a '
bananeiras, e as folhas sdo orientadas verticalmente em relagdo 20 pseudo-caule (Castro &
Graziano 1997).

~ As heliconias sdo plantas geofitas tuberosas, ou seja, que se perpetuam nido somente
por suas sementes, mas também por seus caules especializados, cuja fungdo principal €
servir como fonte de reservas, nutrientes e agua para o crescimento e desenvolvimento
sazonal e, assim, assegurar a sobrevivéncia das espécies (Castro & Graziano 1997). A
propagagdo por via sexuada e distante de seu habitat natural, podem ser dificultadas por
falta de polinizadores, ndo produzindo sementeé. Muitas vezes, as sementes apresentam
baixa viabilidade, nfio permitindo armazenamento por longos periodos. Para germinar
necessitam de luz, aléni_ de apresentarem problemas de germinagdo devido 4 dorméncia, ou
de desenvolvimento por épresentar embrides imaturos. Outro fator de importancia é que
apresentam uma assincronia na germinaggo das sementes, dificultando o plantio comercial
(Criley 1986).

A prdpagagio assexuada ¢ feita através da divisio de rizomas. A unidade minima
para propagacio € uma porgdo de um pseudo-caule de 20 a 30 cm, unido a uma porgdo de
rizdma de10a 12,5cm devcomprimento (Castro 1995).

Devido a importincia que as heliconias apresentam no mercado de plantas -
ornamentais, alguns autores estudaram a sua propagacao vegetativa (Criley 1988a, 1989,
1995, Geertsen 1989, 1990, Castro 1995). Estes autores estudaram aspectos de cuiltivo
como técnicas de plantio, irrigagdo, influéncia da temperatura e do fotoperiodo no
desenvolvimento das plantas, mas ndo detalharam os aspectos morfologicos ligados a

propagagdo vegetativa (Simﬁo 1999).
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Figura 1- Mapa do continente Americano mostrando na area hachurada

distribuicdio natural do género Heliconia (Berry & Kress 1991).
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1 —Caracterizacao de Heliconia angusta.

A Heliconia angusta (Figura 2 a, b) foi escolhida para este estudo por ser uma
espécie que apresenta grande potencial ornamental, devido a algumas caracteristicas que
lhe diferenciam das demais espécies do género (Barreiros 1974). Além disso, € uma das
poucas flores tropicais com florescimento nos meses de julho a agosto, na regido Sudeste
do Brasil e nos meses de setembro a mar¢o no Nordeste e Centro Oeste (Castro &
Graziano 1997). Segundo Buzato (1995), esta espécie floresce por um periodo, de 120 a
180 dias, constituindo-se numa das principais fontes de néctar para os beija-flores.
Apresenta caracteristica ornamental de alto valor, pois sua inflorescéncia é ereta sendo
utilizada como flor de corte. Ao contrario da grande maioria das heliconias, esta espécie
apresenta um porte menor e pode ser cultivada em locais com intensidade luminosa
variando de 20% a 80% (Berry & Kress 1991).

Heliconia angusta tem como seu centro de origem o Brasil, Géavea, (RJ), cujo clima
é caracterizado pelo alto indice pulviométrico e solos ricos em nutrientes (Barreiros 1974).

Nathan ef al (1992) descreve que as heliconias apresentam sérios problemas com
bactérias do género Pseudomonas spp, que s3o transmitidas através dos rizomas
contaminados. Estas bactérias atacam o sistema vascular das plantas causando vérios danos
inclusive a diminui¢dio na produgdo de flores. Em alguns casos, a contaminagdo pelas
bactérias torna inviavel a produgfo desta espécie.

Para produgio comercial desta espécie ¢ necessério que as plantas matrizes tenham
alto valor genético, devem estar livres de patogenos e apresentar uniformidade na lavoura.
Uma alternativa é a utilizagdo de mudas micropropagadas, pois estdo livres de agentes
patogénicos, como as bactérias Pseudomonas (Kumar et al. 1996). Outra vantagem € que as

mudas micropropagadas apresentam uniformidade genética, assim as lavouras plantadas
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com estas mudas sdo uniformes, facilitando os tratos culturais e a colheita das flores,
tornando o plantio economicamente mais rentavel.

Até o momento, poucos trabalhos foram realizados em relagdo a biologia, bem
como quanto as formas de propagagdo desta espécie. Simdo (1999), realizou um estudo
sobre morfo-anatomia, comparando com trabalhos semelhantes realizados para outras
espécies do género. Em fungfio do pouco conhecimento disponivel, ¢ de fundamental

importancia realizar estudos sobre esta espécie.

Figura 2a - Detalhe da inflorescéncia

de Heliconia angusta
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Figura 2b — Plantas de Heliconia angusta, em condigdes in vivo (Lorenzi & Souza

2001).
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2 —Caracterizaciao de Heliconia psittacorum L.

Arbusto rizomatoso, entouceirado (Figura 3), de 1,5-2,0 m de altura. Com folhas
ovalado-lanceoladas, coriaceas, com peciolo curto. Inflorescéncias eretas com as bracteas
distribuidas em um unico plano, com coloragdo vermelhas e amarelas (Lorenzi & Souza
2001). Embora o florescimento ocorra durante o ano todo, existe uma florada mais
acentuada de dezembro a maio.

Apresentando ampla distribui¢@o por todo o territério nacional (Castro & Graziano
1997). Desenvolve-se tanto a pleno sol coma até 50% de sombra.

Esta espécie € utilizada para comercializagdo das suas flores e como planta de

jardim.

9

Figra 3- Plantas de Heliconia psittacorum, em condig¢des in vivo(Lorenzi & Souza

2001).
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3 —Caracterizacao de Heliconia velloziana L.

A Heliconia velloziana (Figura 4), é uma planta herbacea de grande porte, com
2,20-3,50 m de altura. A parte subterrdnea ¢ constituida pela raizes que sdo adventicias e
pelo rizoma. Bell (1991) descreve o rizoma desta espécie como um caule simpodial,
carnoso ou lenhoso, que cresce horizontalmente, abaixo do nivel do solo, com escamas
foliares ou apenas cicatrizes.

A parte aérea é formada pelas folhas, pelo escapo e pelas inflorescéncias. As folhas,
5 por individuo, sdo alternadas. A inflorescéncia € terminal, ereta, composta, com 27-34 cm
de comprimento, sustentada pelo escapo. E composta por 8-10 bracteas vermelho-
alaranjadas, cimbiformes, disticas, distribuidas em um Wnico plano, que vdo diminuindo o
tamanho na dire¢do do 4pice (Kress 1990a). As flores apresentam sépalas e pétalas
amarelo-esverdeadas. A flora¢do ocorre de janeiro a abril (Berry & Kress 1991). Os frutos
sdo do tipo drupa e, quando maduros, apresentam coloragdo azul-escura. A semente €
eliptica e possui um tegumento fino de coloragfo castanho clara. A germinagdo € hipogea e
a plantula ¢ criptocotiledonar.

Dados da literatura relatam a ocorréncia de H. velloziana desde o Estado do Rio de
Janeiro até o Rio Grande do Sul (Santos 1978, Mello-Filho 1975, Citadini-Zanette &
Baptista 1989).

Cultivadas a pleno sol ou meia-sombra, forma grandes touceiras em &reas mais
abertas (Lorenzi & Souza2001). No seu habitat natural, ocorre em éareas com 50% de

sombreamento (Berry & Kress 1991).
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Figura 4- Plantas de Heliconia velloziana, em condig¢des in vivo (Lorenzi & Souza

2001).
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OBIJETIVOS

2-OBJETIVOS

Levando em consideragdo ao aspectos discutidos anteriormente e em
decorréncia do crescente interesse no mercado nacional e internacional de flores desta

espécie de Heliconia. O presente trabalho teve como objetivos:

2.1. Objetivo Geral

a) Elucidar alguns pontos que limitam a propagagdo vegetativa de Heliconia

angusta e estabelecer pardmetros que determinam a morfogénese in vitro ;

2.2- Objetivos Especificos

a) Avaliar o tempo necessario e o numero de mudas produzidas pelo sistema de
divisdo de rizomas;

b) Avaliar a agdo de diferentes antioxidantes para o controle do processo de
oxidagdo dos explantes na cultura in vitro;

¢) Otimizar a assepsia dos meristemas para introdugéo in vitro;

d) Comparar o processo de propagacdo através da divisdo de rizomas com da
cultura in vitro;

e) Tracar um paralelo entre de H. angusta; H. psittacorum e H. velloziana com
relacdo a assepsia dos explantes e ao controle da oxidago, quando introduzidas

in vitro.



3- METODOS DE PROPAGACAO
3.1 - Propagacao Vegetativa por Divisdo de Rizomas

3.1.1 — Introducao

A propagagdo vegetativa resulta na geragdo de novos individuos com a mesmo
material genético do individuo que lhe deu origem. Essa técnica ¢ fundamentada na
propriedade de regeneraggio dos tecidos, sendo que, as plantas obtidas terfio constitui¢do
genética idéntica a dos genitores (Padua 1983). As vantagens da utilizagdo destas técnicas €
a perpetuacdo sem alteracio de material heterozigdtico, torna possivel a propagacéo de
clones que ndo produzem sementes e o tempo para obtengéo de novos individuos também €
menor (Hartmann et al. 1990).

Os métodos de propagagdo vegetativa sfio realizados através da utilizagdo de
estruturas vegetativas especializadas (bulbos, rizomas, estolhos, etc.); sementes apomiticas;
enxertia e através da produgéo de raizes ou caules adventicios (Janick 1990).

A forma de propagagdo vegetativa utilizada pelos produtores para Heliconia
angusta é a divisio de rizomas, por esta razio os primeiros trabalhos foram realizados no
sentido de conhecer o comportamento desta espécie perante os métodos de propagacdo
vegetativa empregados.

Os rizomas sdo caules especializados que crescem horizontalmente, tanto acima
como abaixo da superficie do solo (Sim@o 1999). Apresentam uma estrutura segmentada
devido a presenga de nds e entrends. Proximo aos nds, se desenvolvem raizes adventicias e
pontos de crescimento lateral. Os brotos s&o eretos, aéreos, assim como os ramos floriferos,
e se desenvolvem tanto na ponta terminal do rizoma como a partir de ramos laterais
(Hartmann ef al 1990).

A estrutura anatdmica do rizoma é composta por feixes de fibras na regifio cortical;
feixes vasculares colaterais no coértex com arcos de fibras junto ao floema; os feixes

vasculares no cilindro central (Simdo 1999). O cilindro central € um tecido fibroso, interno
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a partir do qual se formam as raizes e as gemas laterais e a apical. A gema apical &
responsavel pela formagfo das folhas e das gemas laterais de brotagdo. Apés gerar todas as
folhas, a gema apical se diferencia em inflorescéncia que sobe verticalmente pelo interior
do pseudocaule até langar as flores.

As heliconias apresentam um rizoma do tipo simpodial, ou seja, ramificado.
Normalmente, novas brotagdes se desenvolvem na base de um pseudocaule vertical (Criley
1988). A divisdo dos rizomas envolve tanto o rizoma horizontal como os pseudocaules
verticais (Castro 1995).

Segundo Criley (1988 a, b, 1995), os rizomas de algumas espécies de Heliconias,
demoram um més para iniciar o desenvolvimento das raizes e cerca de quatro a seis
semanas para o inicio do desenvolvimento das gemas.

A unidade minima para propaga¢do é uma por¢éo de um pseudocaule vertical com
20 a 30 cm, unindo a porgéo de rizoma de 10 a 12,5 cm. O melhor crescimento € obtido,
entretanto, quando se utilizam rizomas com mais biomassa, incorporando maior nimero de
pseudocaules (Castro 1995). Os rizomas seccionados devem estar livres de particulas de
solo, bem como de todas as partes necrosadas (Criley 1986). Cuidados fitossanitérios
devem ser tomados com a porgdo de rizoma, visando o controle de microorganismos
nocivos ao desenvolvimento das plantas.

Echeverry (1987), recomenda acondicionar as sec¢des de rizomas desinfetadas em
sacos plasticos escuros, fechados e protegidos do sol, durante duas ou trés semanas, quando
se inicia o desenvolvimento das raizes. Quando estas ja se encontram bem expandidas, as

sec¢des podem ser plantadas em substrato adequado para o seu crescimento.
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3.1.2 — Analise Descritiva do Desenvolvimento

3.1.2.1 —Material e Métodos

Este experimento teve como objetivo de caracterizar a relagdo entre a
producdo de mudas e a quantidade de gemas presentes no rizoma. Buscando determinar
qual rizoma apresenta uma maior proliferacdo de mudas ap6s um periodo de 24 meses.

O material vegetal utilizado no experimento foi coletado em um jardim residencial
no municipio de Antbénio Carlos — SC. Os rizomas foram divididos em trés grupos,
conforme a quantidade de gemas que apresentavam (Figura 5a,5b,5c¢).

Grupo 1 — Rizomas com uma gema;

Grupo 2 — Rizomas com duas gemas;

Grupo 3 — Rizomas com tré€s gemas.

A preparagéo dos rizomas para o plantio foi realizada segundo metodologia descrita
por Criley (1988 a, b, 1995) e Castro (1995) para producdo de mudas de Heliconia. As
mudas selecionadas foram reduzidas para por¢des de rizomas de 10 a 12,5 cm de
comprimento com 20 a 30 cm de parte aérea, sendo que parte das raizes foi removida.

Os segmentos dos rizomas foram desinfetadas, mergulhando-as numa solugio
aquosa de hipoclorito de sddio (1:4 v/v) por um minuto (Criley 1995), e entdo etiquetadas
e plantadas em vaso plasticos , com 40 cm de didmetro e 20 cm de altura. O substrato
utilizado foi Plantamax® e vermiculita (1:1 v/v). Os vasos foram acondicionados na casa
de vegetacdo do Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal no Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Santa Catarina, sob um fotoperiodo de 16 horas de
luz, cuja radiagdo solar foi reduzida em 20%, através da cobertura de poleitileno da casa de
vegetacdo. As plantas receberam solug@o nutritiva conforme descrita por Pouget (1984)
(Quadro 1), através de gotejadores. A solug@o nutritiva foi fornecida as rizomas durante os
24 meses do experimento.

Os pardmetros avaliados foram: 1) altura das plantas; 2) nimero de folhas por
planta; 3) tamanho das folhas; 4) nimero de brotagdes; 5) altura das brotagdes; 6) numero

de folhas das brotagdes; 7) presencga de inflorescéncia.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por trés
tratamentos e cada tratamento era continha trés repeticdes. Sendo, que uma parcela
correspondia a um vaso com um rizoma. As analises experimentais e interpreta¢des dos
dados obtidos ao longo do trabalho foram baseados na Analise de Varidncia (ANOVA) e no

teste de separagdo de médias o teste de Ducan ( a=0,05).
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Quadro 1. Formulagio da solucio nutritiva utilizada na propagacgio vegetativa de

Heliconia angusta por divisio de rizomas, segundo Pouget (1984).

Nutrientes Quantidade (mg/l)
N 104,5
P 17,5
K 100

Mg 12,5
Ca 30
Na 35
S 16
Fe 1,47
Mn 0,34
B 0,25
Cu 0,015
Zn 0,04
Mo 0,005
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3.1.2.2 — Resultados e Discussio

Os estudos realizados em relagdo a quantidade de gemas existentes no rizoma e a
proliferacio de mudas ap6s um periodo de 24 meses ndo revelaram a existéncia de
diferengas significativas entre os tratamentos (Quadro 2).

Os rizomas que apresentavam 3 gemas obtiveram uma média de 8 brotos por
rizoma. Os rizomas com 2 gemas continham ao final de 24 meses, 6,66 brotos e os rizomas

que apresentavam uma gema, no inicio do experimento, formaram 5,33 brotos em média
(Figura 6).

Quadro 2 : Andlise de varidncia para os dados referentes a quantidade de gemas nos
rizomas e proliferacdo de mudas de Helliconia angusta, ap6s um periodo de 24 meses, onde
as parcelas do experimentos foram mantidas em casa de vegetagdo do LMBV/CCA/UFSC,
Florian6épolis — SC, no periodo de agosto de 1998 a agosto de 2000.

Causa de Variagéo GL QM
Tratamentos 2 5,33 NS
Erro 4
C.V. 14.042
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Figura 6: Numero de brotagdes formados em rizomas de Heliconia angusta, cultivados em
substrato de plantmax e vermiculita (1:1 v/v), irrigados por gotejamento com solugdo
nutritiva descrita por Pouget (1984) e mantidos em casa de vegetagdo  do

LMBV/CCA/UFSC, Florianépolis — SC, no periodo de agosto de 1998 a agosto de 2000.

Nos primeiros trés meses, ocorreu uma redugéo de 90% no volume da parte aérea,
causada pela desidratagdio excessiva das folhas levando a morte dos tecidos. Este fato
ocorreu em todas as plantas, indiferente do numero de gemas que continha o rizoma.

A primeira coleta de dados foi realizada 6 meses apds o inicio do experimento
(Quadro 3). A segunda coleta de dados foi realizada 12 meses ap6s o plantio, e a terceira
coleta de dados foi realizada 18 meses apds o inicio do experimento, sendo que, a ultima

observagdo foi realizada 24 meses ap6s (Figura .
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- Quadro 3- Desenvolvimento dos rizomas de Heliconia angusta mantidos em casa de vegetagdo, avaliados durante 24 meses,

mensurando altura do pseudo-caule; nimero de folhas; dimensdes das folhas(comprimento/altura); nimero de brotagdes; altura das

brotagdes; niimero de folhas das brotagdes e a presenga de inflorescéncia.

e [Comprimento/ Largura|N as| Presenca de

6 meses

Grupo 1 10 3 07 /05 — — — —
Grupo 2 08 4 10 /07 — — — —
Grupo 3 06 3 05/3,5 —_ — A —
12 meses

Grupo 1 45 4 20/08 1 5 —
Grupo 2 37 6 19/9,4 2 8 2 —
Grupo 3 21 3 25/09 3 14 2 —_
18 meses

Grupo 1 80 4 50 /10 1 40 3 Sim
Grupo 2 72 6 48 /7,6 2 58 4 Sim
Grupo 3 83 3 37 16,5 3 74 4 Sim
24 meses

Grupo 1 80 6 50 /09 5,33 50 3 —
Grupo 2 72 5 51/10 6,66 43 3 —
Grupo 3 83 5 3716,5 8 55 3 —
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Os resultados (Quadro 3) permitem observar que a divisdo de rizomas de
Heliconia angusta é um método eficiente para a produgdo de mudas (Figura 9). As plantas
que apresentaram maior numero de brotos foram aquelas constituidas por rizomas com 3
gemas, seguida pelas plantas composta por 2 gemas. Estas plantas ao final de 24 meses
produziram uma média 8 brotagdes (Figura 7) e 6,66 brotagdes (Figura 8), respectivamente
por planta. As plantas do grupo 1, compostas por rizomas com 1 gema, na ultima avaliagéo
apresentavam 5,3 brotagdes . Os resultados mesmo ndo apresentando diferencas
significativas estatisticamente, fica evidenciado que o melhor tratamento e o composto por
rizomas com trés gemas.

As novas brotagdes s6 foram detectadas visualmente apés a emissdo da
inflorescéncia, isto pode ser um indicativo que esta espécie apresente algum tipo de
dominancia apical, onde a formagdio de novos rebentos esta vinculado a quebra da
dominéncia apical. Cline (1991, 1994) descreve que as auxinas apresentam uma forte agéo
no desenvolvimento de brotos laterais. Barker & Steward (1962), demostraram a existéncia
da dominancia apical do caule em Musa sp, onde ndo ocorre o desenvolvimento de novos
brotos a partir do rizoma até que tenha sido formado um certo niimero de primé6rdios
foliares. No caso de Musa sp, a gema apical do rizoma ¢é responsavel pela sintese de AIA e
pelo controle da formagio de gemas laterais (Sachs,1991). Debiasi (2000), sugeriu que a
eliminagdo ou diminuigdo da dominancia apical pode ser controlada pelo balango hormonal
entre auxinas e citocininas endogenas. Simdo (1999), relata que no plantio de H. velloziana
quando as partes aéreas ndo foram cortadas ndo houve desenvolvimento das raizes. Com
que foi observado no experimento, pode-se sugerir que exista uma dominéncia apical, nos
rizomas de Heliconia angusta, dominéncia esta que impede a formago de brotos laterais,
contudo, sdo necessarios estudos morfo-anatdmicos, para determinar se esta espécie
apresenta dominancia apical. E se no caso deste experimento o tratamento que obteve
melhores resultados foi devido ao fato de por apresentar trés gemas ter uma dominédncia
apical ja quebrada. Também deve estudar a dosagem hormonal, para realmente determinar
a existéncia de dominéncia.

Os resultados obtidos neste experimento (Quadro 3) diferem do relato feito pelos
produtores que apds 24 meses de cultivo os rizomas desta espécie de Heliconia produzem

somente 3 novas mudas. As diferencas nos resultados podem estar relacionados com a
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metodologia empregada no experimento que difere da metodologia utilizada pelos
produtores catarinenses de plantas ornamentais. A utilizagdo de solugdo nutritiva pode ter
sido fundamental para o bom desenvolvimento desta espécie neste experimento, o que
sugere o aprofundamento deste tema através de experimentos que avaliem as necessidades
nutricionais para esta espécie. Serd necessario determinar a dosagem e formulagfio ao longo
do cultivo para obter uma maior produc¢do de mudas por rizoma.

Outro fator que pode ter influenciado nos resultados é que a produgsio de mudas nos
viveiros comerciais, normalmente, ndo € feita com cultivo protegido, o plantio é realizado
diretamente no campo. E a irrigagéo sé e realizada nos primeiros meses, e normalmente nio
se realizam adubagbes periédicas. Enquanto que neste experimento as plantas foram
mantidas em casa de vegetagéo, protegidas de intempéries, em condigdes mais proximas do
seu habitat natural. Kress (1990a), descreve H. angusta como uma espécie encontrada em
lugares sombreados no interior da mata. Normalmente, este extrato da floresta apresenta um

microclima com maior temperatura e umidade, além de serem protegidos de ventos.
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Figura 7- Vaso com mudas de Heliconia angusta, ap6s 24 meses de cultivo protegido em
casa de vegetagdo, com fornecimento de solugdo nutritiva (Pouget 1984). Experimento

realizado no LMBV-CCA-UFSC.
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Figura 8 — Mudas produzidas pelo rizoma de H. angusta composto por 2 gemas, apos 24
meses sobre cultivo em casa de vegetagio, com fornecimento de solugéio nutritiva.

Figura 9- Muda individualizada de H. angusta das touceiras produzidas no experimento
com diferentes tipos de rizoma, conduzido na casa de vegetacdo do LMBV/CCA/UFSC,
Floriandpolis —SC, no periodo de agosto de 1998 a agosto de 2000.
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3.1.2.3 — Conclusoes

01) A divisdo de rizomas ¢ uma pratica viavel para produ¢do de mudas de Heliconia

angusta, desde que se utilize solucéo nutritiva e cultivo protegido.
02) O rizoma deve ser conter trés gemas no momento do plantio.
03) Os rizomas devem ser mantidos sob cultivo protegido e irrigados com solugdo nutritiva

ao durante 24 meses.

04) No momento do plantio, ha a necessidade de realizar o corte da parte aérea nos rizomas

de Heliconia angusta.
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3.1.3-Propagacdo Vegetativa por Divisio de Rizomas
com Utilizacio de BAP

Os métodos de propagacdo in vivo com a utilizagdo de reguladores de crescimento
sdo métodos de propagagdo intermedidrios entre a propagacéio convencional e a produgéo in
vitro realizada nos laboratérios de cultura de tecidos (Godinho 1994).

Os reguladores de crescimento sdo substdncias sintéticas as quais, quando aplicadas
nas plantas, produzem efeitos semelhantes aos hormonios vegetais. O mecanismo de agéo
do regulador de crescimento vai depender da concentragio utilizada e também da
sensibilidade diferencial do tecido(Salisbury & Ross 1992).

As citocininas s@o reguladores de crescimento que promovem a divisdo celular o
alongamento e a diferenciacgéo celular, também retardam a senescéncia das células vegetais
e promovem a quebra da dominéncia apical, induzindo a proliferagdo de gemas auxiliares
(Salisbury & Ross 1992). As citocininas sdo indispensaveis para quebra de dominincia
apical e induc@o de proliferagdo de gemas auxiliares (George,1993). O tipo de citocinina € a
sua concentragdo sdo os fatores que mais influenciam o sucesso na propagagdo vegetativa.
A 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido muito eficaz para promover multiplicacdo em
diversas espécies e parece ser a citocinina por exceléncia para multiplicagdo de partes
(Grattapaglia & Machado, 1990).

A propagacdo vegetativa por divisdo de rizomas com a utilizagdo de BAP podera
contribuir para solugdo do problema de produgéo de mudas desta espécie, uma vez que a
mesma e de facil execugdo e exige estruturas simples, acessivel aos pequenos viveristas e
produtores.

Este experimento teve como objetivo avaliar a resposta de diferentes concentragdes
de BAP, determinando qual concentragdo € a mais eficiente para a maior proliferagéo de

gemas de H. angusta.
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METODOS DE PROPAGACAO

3.1.3.1- Material e Métodos

O material vegetal utilizado foi coletado em um jardim residencial no municipio de
Antonio Carlos — SC. Os segmentos de rizomas utilizados foram retirados de touceiras
(Figura 10). A preparagéo dos rizomas seguiu metodologia descrita por Criley (1988a, b,
1995). Os segmentos de rizomas, de 10 a 12,5 cm de comprimento com 20 a 30 cm de parte
aérea, possuindo apenas uma gema (Figura 11), foram desinfestados, mergulhando-os
numa solugdo aquosa de hipoclorito de sédio comercial (1:4 v/v) por um minuto (Criley
1995).

Para o experimento com diferentes concentragdes de benzilaminopurina (BAP), a
metodologia utilizada foi a proposta por Godinho (1991). Os rizomas receberam BAP
através de pulverizago. Os rizomas foram transplantados em vasos plasticos, com 15 cm
de didmetro e 8 cm de altura, contendo um substrato composto por Plantamax® e
vermiculita (1:1 v/v) (Figura 12). Estes foram cultivados por 60 dias em casa de vegetacfio
do Laboratério de Morfogénese e Bioquimica Vegetal no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Santa Catarina, com temperatura de 28+1°C, fotoperiodo de 16
horas, intensidade luminosa em (RFA) de 450 pmol.m™.s” e umidade relativa do ar de 70 +
5%. Os vasos foram irrigados a cada dois dias.

O experimento com BAP foi instalado com os seguintes tratamentos:

1) 500 mgL” de BAP

2) 1000 mgL™" de BAP;

3) 1500 mgL™" de BAP;

4) Testemunha.

No experimento foi utilizado delineamento experimental inteiramente casualizado,
com duas repeticdes por tratamento, contendo 5 rizomascada parcela. As andlises
experimentais e interpretacdo dos dados obtidos ao longo do trabalho foram baseados na
Anélise de varidncia (ANOVA). Foi avaliado o numero médio de brotos tratados por

rizoma.
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Figura 10- Aspecto geral da touceira de H. angusta utilizadas no experimento de divisdo
de rizomas com utilizagio de BAP. Conduzido no LMBV/CCA/UFSC, Florian6polis — SC.

Figura 11- Detalhe dos rizomas de H. angusta utilizados no experimento de divisdo de
rizomas com utilizagdo de BAP. Conduzido no LMBV/CCA/UFSC, Florianépolis — SC.
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Figura 12- Conjunto de vasos do experimento de propagacdo vegetativa por divisdo de
rizomas de H. angusta com utilizagdo de BAP, na casa de vegetagdo do LMBV/CCA/

UFSC.
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3.1.3.2- Resultados e Discussﬁes N

Neste experimento foi avaliada a quantidade de mudas produZidas por rizoma e
todos os tratamentos apresentaram 2 mudas, indepéndente da aplicagio de BAP. A analise
de varidncia mostrou que nio ha efeito. significativo entre os tratamentos (Quadro 4).
Godinho (1991) obteve 29,63 mudas por rizorna em Musa sp, com rizorhas der 20 cm, com
diferentes concentragdes de BAP em um periodo de 104 dias. Esta diferenqa entre Musae
Heliconia pode ser atribuida entre a fatores Bioquirnicos ‘e ao tamanho do rizoma, sendo
que os rizomas de H. angusta apresentavam tamanho de 10 a 12,5, conforme recomendado
por Criley (1988 a,b,1995) e Castro (1995), ehquanto os rizomas das Musa sp eram de 20

- CIN.OS Tizomas .de heliconia continham uma menor quantidade de reservas associadas ao
estagio muito prematuro dos pontos meristematicos. Por outro lado, Menegucci et al (1995)
obtiveram resultados semelhantes a es;te experimento com rizomas de Musa cultivar Prata,
em qué o BAP nfio possibilitou efeito sobre a produgfio de brotos. Estudos fisiologicos
devem ser’ realfzados para avaliar o' desenvolvimento dos pontos meristematicos,
determinando qual é o periodo minimo de permanéncia dos rizomas em viveiro para a
prddugﬁo de novas mudas. Outro fator foi que este experimento continha um nimero muito
reduzido de repeticdes o que pode ter ocasionado problemas na analise estatistica dos
dados, visto que ndo havia material vegetal em maior quantidade para realizacdo de mais |
repeticdes devido ao alto custo desté.espécie no mercado e a sua baixa proliferagéo de
mudas na forma natural. | _ . _

Neste experimento nio foi observado este fatbr pois a temperatura era de 28 Cz 1,
¢ nio houve aumento na proliferac;éo de mudas, resultados semelhantes ao de Dantas
(1986)' que também mesmo com temperaturas em trono de 26°'C no obteve aumento na
proliferacdo das mudas de Musa spp. Péreira et al. 2001 afirmam que o controle das
condi¢cBes ambientais, principalmente temperatura, parecem ser mais importante que o uso
de reguladores de crescimento. Champion (1963); Simmonds (1963) consideram que -
temperaturas inferiores a 16° C s#o prejudiciais a cultivo de Musa Também é de
fundamental importéncia ser levado em consideragdo a domindncia apical, que impede a
proliferagéo de novas mudas. Neste experimento ndio foi possivel identificar este fendmeno, |

no entanto através de estudos histologicos possivelmente poderia ser detectado. Os eventos
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fisiolégicos de crescimento e desenvolvimento que ocorrem nas plantas representam um
processo integrado, complexo e de conhecimento limitado. A interdependéncia dos eventos
metabolicos reflete-se no desenvolvimento da planté como um todo. No caso da
dominancia apical, o controle exercido pelo 4pice caulinar sobre o crescimento das gemas_

laterais-¢ influenciado em diferentes graus por fatores ambientais, genéticos e fisiologicos

- (Debiasi 2000). Sim&o (1999) descreve a presenga de dominéncia apical na H. angusta que

‘somente ¢ quebrada apds o corte da parte aérea, possibilitando o desenvolvimento das

gemas laterais. Baker & Steward (1962) demostraram a existéncia da dominancia apical do
caule de Musa, onde nio se observa o desenvolvimento de novos
brotos a partir do rizoma até que tenha sido formado. um certo nimero de primodrdios
foliares. | ‘

Fica evidenciada a necessidade de novos para que se possa conhecer 0s mecanismos
bioquimicos e ‘ﬁsiolégicoé através dos quais os reguladores de crescimento controlariam a

formagdio de um érgdio, especialmente a formagio de gemas laterais para esta espécie.

Quadro 4 - Anilise de varidncia para os dados referentes ao experimento de propagagdo

vegetativa por divisio de rizomas com utilizagdo de BAP.

-| Causas de Variacio GL QM
Tratamentos . 3 ]00733 NS
Erro ‘ 3| 0,1400
CV | 35,09
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3.1.3.3 — Conclusdes

01) Dentro das condi¢cdes que foi condﬁzido este experimento podemos concluir
| que a utilizagio de BAP ndo foi eficiente no aumento da proliferagdo de mudas de H.
angusta. '

| 02) Novos trabalhos devem ser feitos no sentido de quantificar o tempo necessario
para proliferacdo de mudas | N

03) Estudos histologicos para avaliagdo da existénecia de domihéncia apicai,

determinando quais procedimentos devem ser feitos para aumentar a proliferacio das
gemas nos rizomas de H. angusta. |

. 04) Estudos sobre o crescimento e desenvolvimento da espécie témbém‘devem ser

realizados, determinando qual a velocidade de crescimento.
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3.2- Aspectds da Morfogénese In Vitro

3.2.1 - Introdu(:ﬁo'

A floricultura é uma atividade agricola dindmica e exigente em relag:iobé qualidéde
do produto pelo mercado consumidor. -Neste sentido, a prbpagac;ﬁo' in vitro de plantés
oferece a0 produtor de mudas alto padrdo em quantidade suficiente para atender a demanda
em curto espago de tempo (Tombolato & Costa 1998).

As técnicas da propagagio in vitro permitem a produgio massal de individuos
com caracteristicas genéticas desejaveis, com alto padrdo de sanidade das mudas, além de
facilitar o trinsito nacional e internacional de material genético in vitro. Com a utilizacio
do cultivo in vitro e pOssivel explorai comercialmente espécies nativas, sem causar
' prejuizos para o meio ambiente, auxiliando na conservagdo da Mata Atlintica, habitat da
H. angusta, pois o material necessario para producdo das matrizes € pequeno € sua
exploragfio comercial causa impactos reduzidc)s a este ambiente. Sandoval & Acufia (1996)
citam que deve-se adaptar ou desenvolver procedimentos que melhoram a produtividade
dos sistemas de exploragdio agricola, deste que sejam ecologicamenté sustentaveis.
| A cultura de tecidos com plantas ornamentais iniciou com Morel e Martins em 1952
ve a técnica se difundiu devido a possibilidade de se obter vérias plantas a partir de
pequenas -quantidades de material vegetal, chamando atenc;éo dos produtores de orquidéas
(Murashige 1990). As espécies ornamentais sdo um grupo com grande importancia
econ(‘)rniéa, onde a micropropagacao causoﬁ grande impacto, historica, cientifica e
economicamente (Debergh & Zlmmerman 1991). Pois, a produgio de ornamentais € uma
atividade com grande valor agregado ao produto tornando a atividade rentavel ao produtor |
Exemplos disto podem ser notados nos cultivos de violetas; crisantemos , orquideas e

bromélias.
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A micropropagag:ﬁo tem larga aplicagﬁo dentro da industria horticola mundial. Os
laboratérios comerciais de mlcropropagac;ao trabalham com plantas para vaso, corte, bulbos
e espécies utlhzadas em projetos de paisagismo (George 1993). Esta técnica nnphca em
adotar estratégias que sejam funcionais e se ajustem as necessidades e expectativas da
pesquisa (Krikorian 1993). O conceito original de cultivo de tecidos vegetais abrange o
cultivo asséptico de células e orgdos, dentro de um -conjunto de técnicas que sdo
fundamentadas em varios principios. Os mals importantes sio a totlpotenma celular e a
hipotese do balango hormonal (Skoog & Miller 1957) onde o desenvolvimento do
explante depende do controle da mterac;ao entre as concentra¢des de auxinas e citocinias
(George1993). O cultivo in vitro é possivel devido a totipoténcia das células vegetais, isto
s1gmﬁca que cada célula contém uma capacidade latente de produzu uma planta completa
(George 1993).. As células séo autonomas e tém a potencialidade de regenerar plantas -
inteiras, desde que submetidas a condigdes de cultivos que induzam a expressdo
morfogenética adequada (Kerbauy 1996). ‘

Estes fundamentos sdo aceitos na maioria dos modelos blOlOgICOS empregados no
estudo de morfogénese in vitro (Villalobos & Thorpe '1991). A micropropagagio
compreende em um sentido amplo, um heterogéneo grupo de técnicas mediante as quais um
explante é cultivado assepticamente em um. meio de cultura em condi¢Ses amblentals
~ controladas (Mroginski & Roca 1991). Estes autores salientam que os objetivos que podem

ser atingidos com 0 uso do‘cultivo in vitro sdo:

a) Estudos basicos de fisiologia, genética, bioquimica e ciéncias afins;

b) Bioconversﬁd e produgdo de compostos de interesse;

¢) Incremento da variabilidade genética;

d) Obtengdo de plantas livres de patogenos;

e) Propagacio de plantas;

f) Conservagdo e intercdmbio de germoplasma

Uma vez estabelecidos os objetivos com a ‘cultura in vitro de um determinado

' explante ¢ necessario utilizar um meio apropriado, onde as propor¢des de auxinas e

mtocmmas determmam o padrio de desenvolvimentd do explante (George 1993).

Basicamente, o meio de cultura deve conter uma. fonte de carbono elementos minerais,

40



METODOS DE PROPAGACAO

vitaminas, agentes gelificantes (em caso de meio solido), suBsténcias réguladores de
crescimento e outros compoétos (Mroginski & Roca 1‘.991). o
Segundo Villalobos & Tho_rpe (1991), as vantagens da cultura in vitro em
.compérag:ﬁo com os outros sistemas convencionais de propagacdo sdo: incremento
acelerado do numero de plantas derivadas de gen6tipos selecionados; redugéo' do témpo de
multiplicagdo; possibilidade de multiplicar grandes quantidades de plantas em uma
superﬁcie reduzida, diminuindo os custds; maior controle sobre a sanidade do- material a
ser propagado; ¢ possivel se multiplicar rapidamente uma variedade do qual existem poucos
| individuos; na camara de crescimento as condigbes ambientais sio adequadas para o
desenvolvimento e crescimento da planta. A cultura in vitro réquer habilidade e
conhecimento técnico do produtor além de equipamentos e metodologia adequada (Janick
- 1990). | |
_ Na cultura in vitro segundo Debergh & Zimmerman (1991) e George (1993) &
Murashige (1990), cinco sdo os estaglos criticos :
Estagio 0- Preparac;ao das plantas matrizes sob condigbes de maior culdado fitosanitario
em casa de vegetagio, com o controle das condigdes.
Estagio 1- Iniciagio da cultura asséptica, incluindo o preparo e assepsia do explanfe.
Estagio 2- Propagagéo do material vegetal e‘o sistema de propagacéo.
- Estagio 3- Elongacio e indugfo ao enraiz;nento,
Estagio 4- Transferéncia para as condicc“)'es de casa de vegetagdo, aélimatizac;ﬁo.
- A composigdo do meio de cultura e os fatores ambientais podem resultar na
intensificagcdo das respbstas ‘morfogénicas, bem como em maior nimero de explantes
responsivos (George, 1993). A concentragfo de auxinas, citocininas e giberilinas, utilizadas
em combinagdes ou isoladamente em diferentes estagios da cultura, associada ao balango
de nutrientes salinos, vitaminas, aminoacidos e fontes de nitro'génio, ¢ luminosidade,
~ fotoperiodo e umidade relativa, sdo fétores que afetam de modos distintqs as diferentes
espééies e explantes submetidos a cultura in vitro (George 1993).
Além das condi¢Ges do meio del cultura, os efeitos ambientais podem determinar a -
“viabilidade da propagagéo de plantas. Esses efeitos afetam o crescimento € o

desenvolvimento das espécies vegetais. Entre eles, o nivel nutricional, condi¢cdes de luz
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(intensidade e comprimento de onda), temperafura e umidade. Estas interelagdes devem ser
monitoradas para controlar o crescimento das plantas (Kozai & Smith 1995).

) Avaliando os aspectos apresentados, julga-se de grande importéancia. desenvolver
tecnologias para otimizar a producio em massa de Heliconia angusta, minimizando os
custos de produéﬁo, viabilizando sua produg@io comercial, tornando a atividade rentivel
economicamente, além de disponibilizar tecnologias para .a exploraq;ﬁo racional e
sustentavel de fecursos genéticos vegetais nativos da Mata Atlantica. Também realizou-se
experimentos com as espécies H. psittacorum e H. velloziana para tragar um paralelo entre

as trés espécies, correlacionar os problemas e identificar se sdo comuns ao género.
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3.2.2—Material e Métodos

3.2.2.1.-Cultura In Vitro

Os experimentos de cultura .in vitro foram conduzidos nos Laboratério de
Morfogénese € Bioquimica Vegetal no Centro de ‘CiéncAias Agrarias da Universidade
Federal de Santa Catarina.

Para o estudo da propagac;ﬁo vegetativa da H angusta, através da cultura in vitro,
foi utilizado protocolo desenvolvido por Nathan et al.(1992). Os méristemas de Heliconia
angusta foram extraidos de por¢des de rizomas de plantas coletadas no jardim do Centro de
Treinamento da EPAGRI em Floriénépolis. Os meristemas de H. psittacorum ¢ H.
velloziané foram coletados no morro do Canto da Lagba da Conceig¢éo, Florian6plis,(SC).
Para a extragio dos meristemas, as raizes e as folhas da base das plantas matrizes foram
| removidas, permanecendo somente o rizomé. Estes foram lavados com agua para retirar os
residuos de substrato e foram desinfestadas, mergulhando-os numa solug¢go aqudsa de
hipoclorito de sodio (1:4 v/v) por um minuto, conforme metodologia proposta por Criley
_(19955. Apbs, foram colocados em sacos piésticos pretos em uma cﬁmaré de climatizagiio
com temperatura de 25°C * 1, por 48 horas, cbnforme recomendagdes de Nathan ef al.
(1992). »

Ap6s 48 horas, os rizomas selecionados de cada tratamento foram reduzidos para
- aproximadamente 2 a 3 cm de didmetro, lavados com dgua corrente, € forarh submetidos
ao tratamento de assepsia em solu¢des contendo hipoclorito de sédio (NaOCI) & 33% (v/v)
com algumas gotas de detergente neutro, por 15 minutos, e enxaguadas por trés vezes em
“4gua destilada e autoclavada. Em cAmara de fluxo 1aminar, foram submetidos a uma nova
desinfesta¢do, onde em solugdio de alcool a 70% o material vegetal permaneceu por 2
minutos e__'em seguida em solugdo de hipoclorito de sodio comercial a 33% (v/v),
adicionadas a algumas gotas de detergente neutro, por 20 minutos, sendo 'entﬁo reduzidos a

um tamanho aproximado de 5x5x10 mm e transferidos para o meio de cultura.
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O meio de cultura utilizado nos’ experimentos foi constituido pelos sais de MS
(Murashige e Skoog, v1962), com 30 g/l de sacarose, mioniositbl_ 0,5 ml’, 7 g/l de agar e
‘vitaminas MS. O pH do meio de cultura foi ajustado emv5,7 antes da autoclavagem a 121°C,
durante 15 minutos. As culturas foram manipuladas sob condi¢des assépticas, em cdmara
de fluxo laminar (CFL), e transferidas paré sala de crescimento sob temperatura de 25+1°C, _
umidade relativa (UR) de. 60i5%, irradiagéo de 50 pmol.m?.s™ e fotoperiodo de 16 horas

de luz.

3.2.2.2-Experimento com Coﬁmposigﬁes Hormonais:

Para o experimento com composi¢des hormonais, de acordo com Nathan et al
) (1992), os explantes foram inoculados em tubos de ensaio(25 x 150 min), contendo 15 ml
de meio de cultura basal, acrescido da respectivo concentragdio de reguladores de

crescimento.

‘Tratamento 1: Testemunha

Tratamento 2: 143,64 mg.L™' BAP;

Tratamento 3: 287,28 mig.L'1 BAP;

Tratamento 4: 619,02mgL" BAP;

Tratamento 5: MS + 24,13 mg.L™ AIB;

Tratamento 6: MS + 24,13 mg.L™" AIB + 143,64 mg.L" BAP;

Tratamento 7: MS +24.13 mg.L"' AIB +287.28 mg.L"' BAP;

Tratamento 8: MS +24.13 mg.L™" AIB + 619.02 mg.L"' BAP;

Tratamento 9: MS +26.45 mg.L"' ANA + 143.64 mg.L"' BAP,

Tratamento 10: MS +26.45 mg.L™! ANA +287.28 mg.L" BAP;

Tratamento 11: MS +26.45 mg.L" ANA + 614.02 mg.L" BAP.
O parmetro avaliado foi a capacidadé de proliferacdo in vitro de Heliconia

angusta. O periodo de avaliagéo foide 60 dias.

44



METODOS DE PROPAGACAO

O experimento foi composto por delineamento 'experim'ental in'teiramen.te\
casualizado, com 3 repeticdes por tratamento, sendo 5 explantes igual a uma parcela. As
analises experimentais e interpretacdes dos» dados obtidos ao longo do trabalho foram
baseados na Andlise de Variancia (ANOVA).

3.2.2.3-Resultados e Discussoes

Néo foi possivel realizar a avaliagio deste experimento,‘p'ois na primeira semana
todos os explantes isolados haviam oxidado, ocasionando a moi'te do meristema. O
experimento foi montado novamente, mas o resultado se repetiu, todo material isolado e
- introduzido oxidava. A oxidagdo ocorria no primeiro corte no rizoma. Imediatamente apds
o corte do tecido j& apresentava escurecimento, provocando a morte ‘dos meristemas. Apoés
vinte quatro horaé no escuro, o tecido isolado ja estava com toda superficie necrosada.
(Figural3). | |

Além da oxidagdo, foi observada grande contaminag:ﬁo dos explantes. Com este
experimento ficou evidenciado que o protocolo que estava sendo usado como padréo
(Nathan et al 1992), ndo era eficiente para esta espécie de heliconia. A partir destes
resuitados ficou claro que era nécessé.rio realizar estudos mais detalhados sobre oxidagdo e
contaminagfo para Heliconia angusta. | _

Os trabalhos publicados sobre cultura in vitro para heliconias néo relacionam este
dois problemas encontrados no decorrer destes experimentos. Tratam o assunto como se
ndo ocorressem dificultando seguir a mefodologia para outras espécie do mesmo género.
Através de comunicagdo verbal pesquisadores do Instituto Agrondmico de Campinas, estes
relataram encontrar problemas sérios de contaminagio e oxidagdo em eépécies de
~ heliconias no cultivo in vitro realizados naquela inétituié:éo, havendo pouco progresso na
geracdo de metodologias de propagacdo in vitro para este género. »

Devido a estes problemas, os quais nfo sio citados na bibliografia encontrada
referente ao assunto (Nathan et al. 1992; Kumar et al. 1995; Goh et al. 1995; Luc-Cayol &

Fereol 1997) foi necessario realizar estudos especificos sobre estes temas. No experimento

45



METODOS DE PROPAGACAO

de oxidagdo e um de desinfe¢do foi testado o comportamento de outras duas espécies de

heliconias, para verificar se o problema € restrito a Heliconia angusta.

Figura 13 — Explante de Heliconia angusta que sofreu processo oxidativo, durante

experimento com diferentes concentragdes de reguladores de crescimento.
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4- METODOS DE CONTROLE DA OXIDACAO
DOS MERISTEMAS DE HELICONIA angusta

4.1. Introducao

Como mencionado no capitulo anterior, os experimentos de cultivo in vitro para a
espécie de Heliconia angusta apresentaram intensa oxidacdo nos tecidos, inviabilizando a
continuidade dos estudos da cultura in vitro. Com este problema, tornou-se necessaria uma
analise mais detalhada deste fendmeno, para estabelecer um protocolo que evite a perda dos
explantes.

A oxidagdio é uma reagdo de oxidag@o-redugio que envolve a perda de elétrons por
uma espécie quimica, que é oxidada, e ganho por outra que ¢ reduzida. Em compostos
altamente oxidados o 4tomo de carbono estd ligado a mais oxigénio do que a hidrogénio
(Voet & Voet 1995).

A oxidago é um processo dindmico que evolui ao longo do tempo. E um fenémeno
puramente quimico e bastante complexo, envolvendo reagdes radicalares capazes de auto-
propagagdo, e que dependem dos fatores cataliticos (temperatura, fons metalicos, radicais
livres, pH). A seqiiéncia reacional do processo oxidativo é classicamente dividida em
iniciagdo, propagacdo e terminagfo, sendo possivel distinguir trés etapas da evolugdo
oxidativa: 1) diminui¢do da concentragdo dos substratos de oxidagdo (oxigénio); 2)
aumento na concentragfio dos produtos primarios de oxidaggio (peréxidos e hidrperdxidos), .
cuja estrutura depende da natureza das células oxidadas; 3) formagdo dos produtos
secundarios de oxidacdo, obtidos por cissdo e rearranjb dos peroxidos (fendis, compostos
volateis e ndo volateis), cuja natureza e proporgéo dependem de diversos parametros (Silva
et al 1999). Na oxidagdo, ocorre um partilhamento desigual de elétrons em favor do atomo

mais eletronegativo (Voet & Voet, 1995). A transferencia de elétrons pode ocorrer
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espontaneamente e depende da afinidade relativa do receptor de elétrons. Este processo
ocorre nas vias de oxida¢do (Mahler & Cordes 1996).

Na oxidac#o de tecidos vegetais, as hidroxilases sdo responsaveis pela introdugéo de
um atomo de oxigénio no substrato, convertendo em monohidroxiderivado. As plantas
produzem uma gama variada de produtos secundirios que contém o grupo fenol com
fungdo hidroxil ligada ao nticleo.

A oxidagiio ¢ uma reagdo das células dos tecidos vegetais a algum tipo de agress@o,
que pode ser um ataque de patbgeno ou um ferimento. Como resposta a esta agressdo, as
células iniciam a produgdo de compostos fendlicos para protegdo das células (Smith et al
1983, Beckman 2000).

Os radicais livres dos compostos fen6licos iniciam o processo de oxidagédo, reagindo
com 0 oxigénio, passando o grupo hidroxil da posi¢do ortho (o) para posi¢do para (p)
(Taylor & Battersby 1967; Haines 1985). Nas células vegetais, os compostos fen6licos sdo
produzidos por duas vias principais, a via do acido chiquimico e a via do 4cido mal6nico. A
via do 4cido chiquimico inicia com carboidratos e cadeias aromdticas oriundos de
amino4cidos em muitas espécies sdo derivados da fenilalanina e da tirosina, com converséo
de fenilalanina em 4cido cindmico com a elimina¢do da molécula de amoénia (Debergh &
Zimmerman 1991). Esta reagdio ¢ catalisada pela fenilalanina amonia-liase (PAL). O
controle da oxidagsio pode ser realizado através do monitoramento da atividade da PAL,
este controle, depende de fatores externos e internos como quantidade de agucares; taxas

hormonais; nivel de nutrientes; presenca de luz e ferimentos (Taiz & Zeiger 1991).
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4.1.2. Oxidacao na Cultura In Vitro

Na cultura in vifro para realizacdo do isolamento do meristema € necessario a
realizag@o de cortes, causando ferimentos que por conseqiiéncia desencadeiam a produgdo
de PAL, iniciando o processo oxidativo destas células vegetais. Algumas espécies
apresentam escurecimento dos tecidos quando introduzidas in vitro, visto que liberam
substancias originadas da oxidagdo, ao meio de cultura. O crescimento do explante na
maioria dos casos ¢ inibido por estas substdncias, que sdo normalmente inibidores de
crescimento e podem causar a morte do tecido (George 1996). O resultado causado pela
oxida¢do, normalmente, € muito severo nos estagios inicias da cultura, sendo uma barreira
para o crescimento do explante. A oxidagdo € genotipo—dependente e normalmente ocorre
com mais severidade em espécies com altos teores de tanino ou outros hidrofendis (George
1996), como em espécies do género Costanea, Hamamelis, Juglans, Rhododendron. A
origem do explante também tem grande importancia no processo oxidativo dos tecidos,
sendo que os mais jovens tendem a sofrer menas injurias. Para Christiansen & Fonnesbech
(1975); Hutchinson (1984); Howard & Marks (1988); Kerns & Meyer (1985) a estagéo do
ano € outro fator que influencia na oxidagio de tecidos na cultura in vitro. Willian (1995)
cita que em explantes de magd Northern Spy, houve uma maior oxidagdo dos tecidos
extraidos no periodo da primavera e verdo, com declinio nas outras épocas e em magnolia
houve uma maior oxida¢do na época da floragdo, atribuindo estes fatos a atividade
metabolica das plantas. O autor concluiu que quanto mais atividades metabolicas a planta
estiver realizando no momento da extragdo do meristema, maiores serdo os niveis de
oxidagdo daquelas células.

O possivel controle da oxidagdo pode ser obtido através de algumas agdes
como: diminuigdo dos danos causados no explante e remogdo dos compostos fendlicos
produzidos. Taiz & Zeiger (1991) citam que € possivel controlar o processo oxitativo dos
explantes através de pré-tratamentos, tornando o isolamento possivel. Estds técnicas
compreendem lavar o explante sob agua corrente, por duas ou trés horas apés o isolamento,

antes da introdugdo no frasco, realizar trocas freqiientes do meio de cultura ( 3 a 4
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semanas); utilizagdo de meio liquido, onde os fendis se diluem, ou ainda a utilizagdo de
adsorventes, como o PVP, ou carvido ativado.

Os meios fisicos também podem ser controlados auxiliando na diminui¢do dos
danos causados pela oxida¢do. Um dos catalizador da enzima PAL € a luz. Controlando-se
a luminosidade em alguns casos, é possivel obter uma diminuigéo da atividade da enzima
(Taiz & Zeiger 1991). A temperatura também € um fator de importancia no processo
oxidativo, € que pode ser controlada, pois, a oxidagdo ocorre entre 21°C a 24°C. George
(1996) cita o tratamento com baixas temperaturas na cultura do café, com armazenamento a
2°C por curtos periodos para prevenir a oxidagdo. Outros fatores também podem ser
controlados para diminuir a oxidagéio como: a modificagdio do potencial redox do tecido e
reducdo da atividade da polifenoloxidase. A polifenoloxidase € ativa em pH 6.5, mantendo
o pH mais baixo ocorre a diminui¢io da oxidagdo (Willian 1995). Haines (1985) afirma que
as reagdes quimicas da oxidagdo dependem do pH do meio, normalmente elas sdo
favorecidas por meios alcalinos.

Os carboidratos so necessarios na biossintese de compostos fenélicos e a partir da
reducdo na concentragdo de sacarose em 1% no meio de cultura, € possivel diminuir os
polifenéis nos tecidos vegetais isolados. Os reguladores de crescimento também tém
influéncia no processo de oxidagio (George, 1996). Quanto maior a concentragdo de
reguladores maior a oxidag8o, principalmente com reguladores como 2-4D e Kinetina.
Entdo quando for utilizado espécies suscetiveis a oxidac;ﬁo ¢ interessante que nos primeiros
cultivos estes explantes com propensdo a oxidar devam ser colocados em meio de cultura
que sem a presenga dos reguladores de crescimento ou em niveis inferiores (Benson 1990).

Para realizar o controle da oxidag#o, além do controle dos fatores fisicos e quimicos, &
possivel também adicionar ao meio de cultura substincias que interagem durante o
processo oxidativo, diminuindo os danos causados pela oxidagdo (Creemerers-Molenaar &
Oortvany 1990). Os antioxidantes mais utilizados na cultura in vitro sdo o &cido citrico;
acido ascorbico; L-cisteina e carotenos (Biasi et al 1994). Os antioxidantes podem ser
definidos como substincias que, numa concentragdo consideravelmente menor que a do
substrato oxidéavel, retardam o processo oxidativo diminuindo a velocidade da reagdo. O
emprego de antioxidantes é muitas vezes empirico, de tal modo que a garantia da sua

eficacia nem sempre existe (Silva et al 1999).
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O objetivo deste trabalho foi o de estudar o efeito de antioxidantes e suas
combinagbes no controle da oxidag@io dos explantes de Heliconia angusta, usando um
protocolo de controle do processo oxidativo para esta espécie, possibilitando a continuidade
dos estudos de cultura in vitro. Procurou-se também correlacionar o processo oxidativo de
outra duas espécies de heliconias, H. psittacorum e H. velloziana, com a H. angusta para
identificar se o problema de oxidag&o € especifico desta espécie, ou esta relacionado com o

género.
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4.2-Material e Métodos

4.2.1-Avaliacdo de Antioxidantes para Controle da Oxidacdo dos
Explantes em Cultivo In Vitro de Heliconia angusta; Heliconia
psittacorum e Heliconia velloziana.

Neste trabalho foram utilizados antioxidantes para o controle do processo oxidativo dos
explantes de H. angusta; H. psittacorum e H. velloziana. Os explantes de H. angusta
utilizados foram extraidos de rizomas provenientes do jardim da EPAGRI — Florianopdlis —
SC. Os explantes de H. psittacorum e H. velloziana provenientes do Canto da Lagoa da
Conceigéo — Florianépolis — SC.

Apds a coleta no campo, os rizomas foram reduzidos para aproximadamente 2 a 3 cm,
lavados em 4gua corrente, e desinfestadas em solugdo de dlcool 70% durante 2 minutos e
em seguida em solugdo de hipoclorito de s6dio comercial a 8% (v/v) com algumas gotas de
detergente neutro, durante 30 minutos e enxaguados trés vezes em &4gua destilada
esterilizada. Em cdmara de fluxo laminar, foram submetidos a uma nova desinfestacéo,
onde em solugdo de dlcool a 70% o material vegetal permaneceu por 2 minutos e, em
seguida, em solugdo de hipoclorito de soédio 33%(v/v), por 15 minutos, sendo entdo
reduzidos a um tamanho aproximado de 5x5x10mm e transferido para o meio de cultura
Murashige & Skoog (1962) (MS), adicionados de 150 mg.L" do antioxidante a ser testado.
O meio de cultura foi suplementado com 30g/1 de sacarose, 7g/l de agar e vitaminas MS. O
pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Os antioxidantes foram adicionados apos a
autoclavagem, por filtroesterilizagdo com 0,45 pm . Os explantes foram inoculados em
tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 ml de meio de cultura acrescido do
respectivo tratamento. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento do Laboratério
de Morfogénese e Bioquimica Vegetal no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Santa Catarina, na auséncia de luz.

A oxidagfio foi medida através da quantificagfo dos niveis de fendis totais nos explantes,

através da analise dos compostos fendlicos totais por espectrofotometria na faixa do visivel,
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com a utilizagdo da leitura dos resultados nos comprimentos de onda de 500 e 750 nm,
através do método de Lowry et al (1951). Para obtengéo da curva padréo foi utilizado o
4cido cinamico.

Para determinagdo do antioxidante que melhor controla a oxidacdo dos explantes
foram utilizados os seguintes tratamentos:
1)Meio MS com adigio de 150 mgL™ de extrato de carotendide no extrato de cenoura;
2)Meio MS com 150 mgL™ de 4cido ascérbico;

3) Meio MS com 150 mgL™ de acido citrico;

4) Meio MS com 75 mgL™" de 4cido ascorbico + 75 mgL™ de extrato de carotendide de
cenoura;

5)Meio MS com 75 mgL™” de 4cido citrico + 75 mgL™ de extrato de carotendide de
cenoura;

6) Meio MS com 75 mgL™ de acido ascérbico + 75 mgL™ de 4cido citrico;

7)Meio MS sem a adi¢do de antioxidante.

As avaliagdes foram feitas apds 24, 48 e 64 horas do isolamento. O explante foi
retirado do frasco com o tratamento e colocado em solugdo de metanol para extracdo dos
fénois. Os explantes ficaram incubados naquele solvente por 48 horas, na auséncia de luz.
As aliquotas de extratos metano6licos de cada tratamento foram avaliadas pela
espectrofotometria na faixa do visivel para quantificagdo dos fendis.

Cada tratamento foi composto por trés repeticdes com oito explantes cada. Os
resultados foram submetidos 4 analise de varidncia (ANOVA) e para comparagdo das
médias o teste de separagdo o teste de Ducan (o= 0,05). Os dados foram transformados em
Vx+1. As equagdes relacionam-se com os dados transformados, porém, todas as discussdes

foram feitas com os valores dos dados nfo transformados.
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4.3-Resultados e Discussio

As analises de varidncia detectaram diferengas significativas pelo F (p<0,05) entre os
tratamentos para os dois comprimentos de ondas, (ABS 500 e 750 nm), nas trés espécies de
heliconias avaliadas. O periodo de avaliagdo também apresentou diferengas significativas .
O coeficiente de variagdo para H. angusta foi de 15.8 para comprimento de onda 500 nm e
20.8 para o comprimento de onda 750 nm. A H. psittacorum apresentou coeficiente de
variagdo de 18,2 para o comprimento de onda de 500 nm e 15.8 para 750 nm. Os explantes
de H. velloziana apresentaram respectivamente coeficientes de variagdo de 12,9 e 20,5.

As trés espécies de Heliconia apresentaram resultados muito similares o que indica
que provavelmente o processo oxidativo é um problema associado ao género. As respostas
aos tratamentos também foram semelhantes, a separagdo de médias (Quadro 5), para os
dois comprimentos de onda demostram que ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos de acido ascérbico; carotendides de cenoura + acido citrico; acido citrico;
carotendides de cenoura e a testemunha, apresentando somente diferengas significativas
entre os tratamentos com acido ascdrbico + 4cido citrico e carotendide de cenoura + acido
ascorbico para todas as espécies. Estes resultados indicam que os antioxidantes nestas
condi¢Bes ndo sdo eficientes no controle oxidativo dos tecidos das heliconias estudadas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Carvalho er al (1990) com segmentos
nodais de Eucalyptus grandis; por Siqueira & Inoue (1991) na cultura in vitro de coqueiro e
por Biasi et al (1994) com segmentos nodais de abacateiro.

Os tratamentos de carotendides de cenoura + acido ascorbico e acido ascérbico + acido
citrico demostram ser os tratamentos como os maiores teores de compostos fendlicos,
(Figura 14 e 15). No caso destas espécies, ¢ melhor ndo utilizar antioxidantes do que a
combinagdo entre eles. No foi possivel afirmar o que ocorreu, mas pode ter havido uma
interagdo entre os antioxidantes, e por esta razdo tornaram-se ineficientes no controle do

processo oxidativo.
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Quadro 5- Efeito de diferentes antioxidantes para o controle da oxidagdo de H. angusta, H.
psittacorum e  H. velloziana para ABS 500 e 750 nm. Experimento realizado no
LMBV/CCA/UFSC.

Heliconia angusta Heliconia psittacorum Heliconia velloziana
TRATAMENTOS Média | Média Meédia Média Média Média
ABS ABS ABS ABS ABS ABS

500 nm 750 nm 500 nm 750 nm 500nm 750 nm

Acido ascorbico 1,00189 |a 1,00033 |a 1,00256 |a 1,00048 |a 1,00287 |a 1,00046
Cenou + Ac. citirco 1,002544 | a 1,00539 |a 1,00387 |a 1,00099 |a 1,00486 |a 1,00095
Ac. Citrico 1,003284 | a 1,00780 |a 1,00411 |a 1,00358 |a 1,00499 |a 1,00356
Carotenoide de cenoura | 1,005211 |a 1,01125 |a 1,00536 |a 1,00689 |a 1,00596 |a 1,00882
Testemnuha 1,017365 |a 1,02573 |a 1,00599 |a 1,01328 |a 1,00599 |a 1,05374
Ac. Ascor + Ac. citrico [1,250831 | b [1,19318 [ b [1,15899 | b [1,32897 | b [1,1299 b [1,19277
Carot. Cenou + Ac. asc. | 1,55974 b |1,41595 b |1,3289 b |[1,51114 b |[1,52124 b |1,39752

Médias seguidas da mesma letra ndio diferem significativamente pelo teste de Duncan 5% de probabilidade.

A Atividade do antioxidante varia de acordo com o composto e a sua concentragdo. No
caso deste experimento os resultados demostraram (Quadro 5) que estes antioxidantes e
nestas concentragdes sdo ineficientes no controle do problema.

Com relagdo ao tempo de inoculagdo, o teste de Ducan (Quadro 6) demostra haver
diferenga significativa no terceiro dia, para as trés espécies, havendo um incremento na
concentragdo de fendis nos tecidos. George (1996) cita que a oxidag@o tende a diminuir
apds haver cessado os ferimentos. Com o passar do tempo o processo oxidativo diminui,
mas neste experimento houve um aumento nos teores de fendis no tecido com o passar do
tempo. O aumento da oxidagdo, neste caso, pode ter sido causado pela concentragéo de sais
no meio, sendo que este era composto por todos os sais que compde o MS. Ainda, outro
fator que pode ter influénciado é o pH do meio que era de 5,8, pois Willlian (1995) afirma
que o pH influencia no processo de oxidagdo, que é favorecido por pHs mais alcalinos.
Como o processo oxidativo ocorre em maior intensidade no inicio do isolamento do
explante, é ativado pelos ferimentos causados na extragdo do mesmo, pode-se sugerir para
esta espécie que nos primeiros subcultivos utilize-se meios de cultura com uma menor

concentragdo de sais. Ja que para George, (1996) os explantes sobrevivem em meios com
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menores quantidades de nutrientes no inicio da cultura in vitro. Biasi et al (1994) afirmam
que com uma menor concentragio de sais no meio de cultura ocorre um melhor controle do
processo oxidativo do que o uso de antioxidantes, sugerindo que uma reducéo em 50 % na
concentragdo de sais do meio de cultura MS. Novos estudos devem ser conduzidos para
testar o comportamento dos explantes de H. angusta com niveis mais baixos de sais e
meios de cultura com pH mais bésico.

Também devem ser realizadas experimentos com a utilizagdo de substancias absorventes
como o carvio ativado, que ndo controla a oxidagdio mas absorve os compostos fendlicos
que estdio sendo produzidos nos tecidos, diminuindo o dano. Nestes experimentos deve-se
avaliar 0 tempo minimo e a dosagem em que esta substéncia consegue controlar a oxidagéo
dos tecidos sem causar danos ao desenvolvimento do explante, sendo que as substéncias
adsorventes ndo adsorvem somente os compostos fendlicos, mas também os demais

componentes do meio.
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Quadro 6- Separagio de médias dos periodos de avaliagdo do experimento com diferentes antioxidantes para o controle da oxidagéo

de H. angusta, H. psittacorum e H. velloziana, realizado no LMBV/CCA/UFSC - Florianépolis — SC.

Heliconia angusta Heliconia psittacorum Heliconia velloziana
Periodo Média Média Média Média Média Média
de ABS ABS ABS ABS ABS ABS
avaliagdo | 500 nm 750 nm 500 nm 750 nm 500nm 750 nm
1 1,0744 |a 1,0656 |a 1,110 |a 1,0478 a 1,0952 a 1,0598
2 1,1131 |a 1,0828 |a 1,099 |a 1,0974 a 1,1001 a 1,0872
3 1,1723 b 1,132 | b 1,182 b 1,1008 b 1,1899 b 1,1436
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan 5% de probabilidade.
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Niveis de fenol a 500 nm
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Figura 14- Teor total de fendis na fragdo metanolica extraida de tecidos de Heliconia
angusta segundo os tratamentos com antioxidantes (ABS 500nm). Ac.Asc: acido
ascorbico; Ac. Citric: acido citrico; Cent+AA: carotenoide de cenoura + acido ascorbico;

Cen+AC: carotenoides de cenoura + acido citrico; AA+AC: acido ascérbico + acido citrico;

Test: testemunha.

Niveis de fenol a 750 nm
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Figura 15- Teor total de endis na fragdo metanolica extraida de tecidos de Heliconia
angusta segundo os tratamentos com antioxidantes (ABS 750nm). Ac. Asc: 4cido
ascorbico; Ac. Citric; acido citrico; Cent+AA: carotenoides de cenoura + acido ascorbico;
Cen+AC: carotenoide de cenoura + 4cido citrico; AA+AC: acido ascorbico + acido citrico;

Test: testemunha.
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4.4-CONCLUSOES

1- Os antioxidantes acido ascoérbico, 4cido citrico, carotendides de cenoura e suas
respectivas combinagdes ndo foram eficientes no controle da oxidagfio de explantes de
H. angusta; H. psittacorum e H. velloziana.

2- O tempo de avaliagdo demostrou que ndo houve diferencas nos teores de compostos
fendlicos com relag@io a 24 horas e 48 horas, ocorrendo diferenga somente no periodo
de 64 horas. Apds 64 horas ocorre um aumento significativo nos teores de compostos
fendlicos nos tecidos de todas as espécies estudadas.

3- As trés espécies de helicOnias estudadas apresentaram resultados muito similares, o que
leva a concluir que o problema oxidativo ¢ semelhante para as trés, nestas condigdes em

que este experimento foi realizado.
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5- CONTROLE DA CONTAMINACAO DOS
MERISTEMAS DE Heliconia angusta NA
CULTURA IN VITRO.

5.1- Introducao

A assepsia dos explantes é uma fase muito importante na cultura in vitro, pois a
dificuldade maior nesta etapa reside em obter tecidos livres de microorganismos sem
conduzi-lo 2 morte quando isolado.

Os passos necessdrios para desinfestagdo dependem da natureza do explante
(Riordain 1988). S&o determinantes os pré-tratamentos aplicados na planta matriz para o
sucesso dessa etapa do trabalho, principalmente no que se refere aos microrganismos
endogenos (Grattapaglia & Machado 1990). Os componentes do meio de cultura, bem
como as condicdes fisicas nas quais os explantes séo incubados, formam um ambiente que
favorece a proliferagio de microrganismos, principalmente bactérias e fungos, os quais
podem destruir totalmente as culturas ( Mroginski & Roca 1991).

Quando o meristema for extraido de partes como raizes, tiberas, cornos, e bulbos,
que sdo estruturas, que, normalmente, estdo mais contaminadas, sendo necessario fazer a
retirada de todas as particulas de solo ali existente. Uma pratica eficiente nestes casos, € a
imersdo da parte da planta utilizada ¢ uma solugdo aquosa de uma substincia com agdo
germicida por algumas horas. Esta desinfestagdo superficial pode auxiliar na reduggo dos
agentes contaminantes (George 1993). Apbs esta etapa, é utilizado o método de
desinfestagfio adequado para o tipo de explante, com os agentes quimicos ja recomendados
pela literatura (Grattapaglia & Machado 1990). Apdés a exposigdo as solugdes
esterelizantes, o explante deve ser lavado com dgua estéril para remover 0s residuos destas
solugdes (George 1993).

Existem vérias substincias com agfo germicida que podem ser utilizados na
desinfestacio dos meristemas, mas ¢ importante levar em conta a fitotoxicidade da
substancia utilizada. Normalmente, sdo utilizados o etanol e os compostos a base de cloro,

tais como hipoclorito de sodio e de célcio. Quando a desinfestagfio tem que ser mais severa
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sdo utilizados outros agentes como alguns metais pesados, fungicidas e antibidticos. Em
caso de contaminagdes mais sérias sd3o necessdrias as combinagdes de agentes
desinfestantes (Villalobos & Thorpe 1991). |

Geralmente o etanol é aplicado a 70 ou 80% (v/v), porque concentragdes maiores
sdo menos eficientes e ainda podem desidratar rapidamente os tecidos (Grattapaglia &
Machado 1990). Além da agéo germicida, o etanol ¢ surfactante, e, aplicado inicialmente,
facilita a a¢@o dos outros produtos. Juntamente com o etanol, o cloro é o principio ativo
mais utilizado, em geral na forma de hipoclorito de sddio, sendo facilmente encontrado em
formulagdes comerciais de 4agua sanitdria. O hipoclorito de calcio encontrado em po,
precisa ser dissolvido e filtrado. A concentra¢do final do hipoclorito de sédio deve ser de
0.25 a 2% (v/v), de acordo com o tipo de tecido usado e o tempo de exposi¢do (George
1993). O potencial germicida do hipoclorito, tanto de soédio como de calcio, esta
relacionado com a sua capacidade de oxidagdo. Segundo Van Waes & Debergh (1986) o
hipoclorito de célcio € menos toxico para os tecidos que o de sédio. Algumas gotas de
detergente sdo comumente adicionadas as solugdes a base de cloro para melhorar o contato
destas com os tecidos. O Tween 20 € o mais utilizado em concentrag¢des de 0,01 a 0,05%
(v/v), porém detergentes normais de cozinha séo bons substitutos (Grattapaglia & Machado
1990, Mroginski & Roca 1991).

A escolha do desinfestante e a duragéio do tratamento variam com o tipo; o grau da
infestacdo e a sensibilidade do tecido (Nathan et al 1992; Frey et al 1992; Roca &
Mroginski 1991;Grattapaglia & Caldas 1987). Levando-se em consideragéo a sensibilidade
do tecido a ser desinfestado, manipula-se a concentracéo da solugéo e o tempo de exposi¢édo
de maneira inversamente proporcional. Normalmente o tempo de exposi¢do ndo passa de
algumas dezenas de segundos, mas quando se trata de 6rgdos das plantas com tecidos mais
lignificados, pode chegar até alguns minutos (Lu & Thorpe 1987; Von Arnold & Eriksson
1991).

Quando o material a ser desinfestado apresenta superficies muito irregulares, como
reentrancias ou grande quantidade de pélos superficiais, algumas medidas podem ser
tomadas para permitir uma completa exposi¢do dos tecidos. Durante a imersdo dos tecidos

nas solug¢des, é necessario promover a agitagéo (Flanclet & Boulay 1982).
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O processo de desinfestagdo deve ser realizado em capela de fluxo laminar em
condi¢des assépticas, utilizando vidraria previamente esterilizada. Apds a desinfestaggio
deve ser feita a lavagem com 4gua destilada ou deionizada e autoclavada, sucessivamente.
Esta fase do trabalho deve ser executada com muito cuidado, uma vez que a permanéncia
de residuos de cloro pode ser prejudicial aos tecidos, comprometendo seu desenvolvimento
(Grattapaglia & Macahdo 1990).

Podem ser utilizados fungicidas e antibioticos durante a desinfestagfo, ou incorpora-
los a0 meio nutritivo de isolamento. A utilizagdo de antibiGticos € interessante para o
controle de bactérias endégenas que freqiientemente representam sério problemas no
estabelecimento das culturas.

O objetivo deste trabalho foi o de estudar os efeitos de substincias desinfestantes no
cultivo in vitro de Heliconia angusta, visando o controle da contaminacfo in vitro desta

espécie.
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5.2 — Material e Métodos

5.2.1-Combinac¢des de Antibioticos e Fungicida em Explantes de Heliconia
angusta, H. psittacorum e H. velloziana.

A vpartir de plantas matrizes de H. angusta foram obtidas no jardim do
CETRE/EPAGRI, em Florianépolis — SC, foram obtidos os explantes para o
estabelecimento dos experimentos. As plantas matrizes de H. psittacorum e H. velloziana
foram obtidas no morro do Canto da Lagoa — Florianépolis — SC.

Neste experimento testou-se o efeito de antibidticos e fungicida acrescidos ao meio de
cultura visando o controle da contaminagéo da cultura in vitro. O experimento foi dividido
em duas fases: a primeira que constituia na colocagéo dos explantes em solugio de sacarose
com o tratamento correspondente em agitag@o por 24 horas. Na segunda fase o explante era
retirado da solug@o de sacarose(3%) e introduzido in vitro com meio de cultura MS
adicionado do tratamento, por um periodo de 20 dias.

Na primeira fase, os explantes foram colocados numa solugdo de sacarose a 3%
adicionado do tratamento. A solug@o foi agitada por uma moto bomba (Better 250 I/h).

Ap6s as 24 horas os explantes foram transferidos para tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 15 ml de meio de cultura MS , com 7g. L™ de agar, acrescido do respectivo
tratamento. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento do LMBV-CCA-UFSC.

Os tratamentos foram compostos por antibi6ticos, fungicidas e a combinagdo deles. Os
antibidticos foram microfiltrados (Power & Chapman 1985) em filtro de 0,22pum e
acrescentados ao meio apds a autoclavagem antes da sua solidificacdo. O fungicida foi
adicionado ao meio antes da autoclavagem. A concentrag@o dos antibiéticos e fungicidas
foi de acordo com o indicado no catalogo da Sigma (1999).

Os ensaios com diferentes substancias para o controle da contaminagéo foram:
1-Benlate 3g.L";
2-Penicilina 100.000u/L;

3-Sulfa 50mg.L;

4-Tetraciclina 10 mg.L™";

5-Benlate 3g.L™ + Penicilina 100.000w/L + Sulfa 50mg.L" + Tetraciclina 10 mg.L™

6-Testemunha.
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Os parametros avaliados foram a presenga de contaminagdo. Também foi realizado
uma analise comparativa entre as espécies de helicOnias.

O experimento foi em delineamento experimental inteiramente causalizado, trés
repeti¢des por tratamento, sendo 8 explantes igual a uma parcela. As analises experimentais
e interpretagdes dos dados obtidos ao longo do trabalho foram baseados na Analise da
Variancia (ANOVA) e no teste de separagdo de médias Ducan a 5%. As avaliagdes eram
realizadas semanalmente, por um periodo de 21 dias.

Os microorganismos encontrados foram enviados ao Laboratério de Micologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S@o Paulo, onde estudantes de poOs-
graduac@o, sobre a responsabilidade do Dr. Jairo Ivo Dos Santos realizaram a identificagio

dos patogenos.
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5.2.1.2 —Resultados e Discussiao

A anélise de varidncia detectou diferengas significativas (P<0,05%) entre os
tratamentos e entre os periodos de avaliagdo, mas a interagdo entre os tratamentos e o
periodo de avaliagdo ndo foi significativa para as 3 espécies de heliconias (Quadro7).
Demostrando que o tratamento composto por todas as substincias antimicrobianas,
tratamento 6, foi o melhor tratamento independente do periodo de avaliagdo, sendo o

resultado igual para as trés espécies de heliconia.

Quadro 7- Andlise de varidncia para os dados referentes ao efeito de diferentes substincias
antimicrobianas relacionados aos dias de cultivo, para explantes de H. angusta, H. psittacorum e H.

velloziana. Experimento realizado no LMBV-CCA-UFSC- Floriandpolis —SC.

H. angusta | H. psittacorum | H. velloziana
Causa de Variacio GL oM QM QM
Tratamentos 5 456,018 * 413,98 * 487,45 *
Periodo de avaliagdo 2 1357,06 * 1259,95 * 1470,05 *
Tratamento x Avaliagdo 10 131,36 NS 131,89 NS 140,57 NS
CV 10,4

O coeficiente de variagdo foi de 10,4% para H. angusta, de 9,45% para H.
psittacorum e de 11,2% para H. velloziana. Haldemann et all (1987) obtiveram resultados
semelhantes com a utilizagdo de benlate em Camellia.

Na separacdo de médias (Ducan a nivel de 5%) ndo houve diferengas significativas
entre o tratamentos.

Com relagé@o ao periodo de avaliacdo (Quadro 8 e 9), o tratamento composto por

todas as substancia possibilitou um efeito maior durante o periodo de sete dias. Com este
dado ¢ possivel recomendar que apds sete dias € necessario realizar a troca do explante do

meio de cultura. Pode-se explicar a diminui¢do da eficiéncia das substincias utilizadas ao
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fato delas serem degradadas pelas luz, o que provavelmente aconteceu neste experimento.
Vianna ef al.(1997), no experimento com a utilizagdo de rifampicina na descontaminacio de

explantes de manoeiro, as contaminagdes surgiram a partir do 3%ia de cultivo prolongando-

se até 0 122 .

Quadro 8- Percentagem de contaminagio dos explantes de H. angusta, H. psittacorum e H.
Velloziana em experimento com diferentes antibidticos e fungicida, realizado no LMBV-CCA-
UFSC- Florianépolis — SC..

TRATAMENTOS H.angusta H.psittacorum H. velloziana
Todos 81.9444 A 83.001 A 81.988 A
Benlate 86.1111 AB 85.668 AB 82.055 AB
Sulfa 93.0556 BC |92.777 BC 93.002 BC
Penicilina 97.2222 C ]97.888 C 96.888 C
Tetraciclina 97.2222 C ]99.0111 C 97.999 C
Testemunha 100 C 199.6666 c 100 C

Quadro 9- Separagdo de médias de acordo com o periodo de avaliagdo para os tratamentos
com diferentes fungicida e antibidticos em explantes de H. angusta, H. psittacorum e H.
velloziana em experimento realizado no LMBV-CCA-UFSC- Florian6polis- SC .

PERIODO DE AVALIACAO H. angusta H. psittacorum H. velloziana
7 dias 82.638 |A 81.987 A 80.888 A
14 dias 96.527 B 93.994 B 95.874 B
21 dias 98.611 B 100 B 98.999 B

Dois foram os principais patégenos que atacaram as culturas deste
experimento. O ataque de fungos do género Fusarium (Figura 16 a, b) e outro
microorganismo, que cuja a visualigdo era possivel aproximadamente 20 dias apds a

inoculagdo, pode ser uma levedura (Figura 17), sé que este microorganismo néo apresentou
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esporulagdo, dificultando a identificagdo. Os pesquisadores que realizaram a identificagdo
sugeriram que poderia ser um microrganismo de ambientes naturais, por esta razio pouco
conhecido e de dificil identificagdo. Este microorganismo foi encontrado em praticamente
todos os tratamentos. Simao (1999), relatou em seu trabalho que H. angusta e H. velloziana
apresentam fungos nas células corticais, sugerindo que a planta com estes microrganismo
realizam um mutualismo, permitindo que elas possam sobreviver em locais mais inospitos. A
presenca de fungos nas células do cortex das raizes de plantas que crescem em ecossistemas
complexos como a Floresta Atlantica pode estar relacionada com uma maior eficiéncia na
absor¢io de nutrientes ( Sajo & Menezes 1986; Scatena & Menezes 1996, Souza 1997).

Sandoval (1991) cita que os elevados percentuais de contamina¢io podem ser
atribuidos ao fato das plantas matrizes serem provenientes de campos com problemas de
drenagem. As heliconias utilizadas neste experimento sdo espécies de habitat bastante imido,
terrenos de baixadas com dificil drenagem, sendo que as plantas matrizes foram retiradas do
campo diretamente para a montagem do experimento. Litz & Conover (1978) afirmam que
95% dos explantes provenientes de plantas do campo, introduzidas in vitro, revelam
contaminagfo microbiana, mesmo ap6s a descontaminagéo.

Deve-se também realizar estudos de identificagdo dos microorganismos através de
técnicas de alta precisio como os métodos moleculares para identificagdo de patogenos de
plantas (Batista,1993), como sondas de acido nucléicos; restriction fragment lenght
polymorphismis (RFLP); polymerase chain reaction (PCR); marcadoresRAPD entre outras
técnicas determinando a espécie do patégeno. Apos a identificagdo dos patogenos realizar
experimentos com antibiogramas para determinacdo da substincia mais eficiente no seu
controle e qual a dosagem mais recomendada.

Com estes resultados podemos concluir que os agentes microbianos que atacam o
cultivo in vitro destas trés espécies, dentro destas condigdes, é semelhante. Os resultados
obtidos levam a concluir que provavelmente estes organismos sejam comuns ao género. E
necessario realizar mais experimentos para determinar um protocolo eficiente para este

género de plantas tdo importantes.
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Figura 16-a) Aspecto geral de um explante de H. angusta infectada por Penicilium.

b) Detalhe da col6nia de Penicilium em explantes de H. angusta.
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Figura 18- Aspecto geral do explante de H. angusta contaminada por microorganismo.
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5.2.1.3- ‘Conclusﬁes

01)O melhor tratamento foi o composto por bénlate 3g.L"! + penicilina 100.000 w/L + sulfa
50mg.L™" + tetraciclina. 10 mg.L™". '

*02)0 tempo de permanéncia dos explantes no meio de cultura deve ser de no méximo 7

dias.

03)Os microrganismos que contaminam as culturas in vitro foram semelhantes para os trés

tipos de heliconias.
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' ,5 2.2 —Experlmento com Hlpoclorlto de Calclo nos Rizomas de
Heliconia angusta » -

5.2.2.1- Material e Métodos

Virias substancias com acdo germicida sdo utilizadas para fazer a desifestagdo dos
| explantes. Os compostos a base de cloro sdo comumente utilizados com bons resultédos no
controle da contanﬁnaéﬁo dos cultivos in vitro. A concentragio e o tempo de exposi¢io
deve ser determinado pela sensibilidade dos tecidos (Grattapaglia-& Machado 1990).

Tripathi & Bitaillon (1985) besterilizaram rizomas de .Hedychz‘um roxburghi, uma
monocotiledénea da familia ’Zingiberaceae, utiliiando uma solugdo de 6% de hipoclorito
de calcio por 30 minutos. O experimento com rizomas de Hedychzum roxburghi foi
realizado com uma espécie da mesma familia das heliconias, por este motivo o experimento
foi repetido para Heliconia angusta. _

Neste experimento foram avaliados: concentragdes de hipoclorito de calcio € o tempo
de contato com o explante. A analise deste dois fatbres pemﬁte avaliar qual é a melhor
concentragfio a ser usada e também quanto tempo o rizoma deve ficar em cbntato com ela,
para otimizar o controle de patdgenos no cultivo in vitro desta espécie.

Os tratamentos eram o0s seguintes: | |

1) 1% (v/v) de hipoclorito de calcio por 24 horas de imersio;

2) 1% (v/v)‘ de hipoclorito de célcio por 48 horas de imerséo;

3) 5% (v/v) de hipoclorito de célcio por 24 horas de imérsﬁb;

4) 5% (v/v) de hipoclorito de célcio por 48 horas de imersgo;

5) 10% (v/v) de hipoclorito de calcio por 24 horas de imersdo;

6) 10% (v/v) de h_ipoclorito de célcio por 48 horas de imersio;

Os rizomas da Heliconia angustd foram colocados em solugdio de hipoclorito de célcio
e ficaram em agitag@io por 24 e 48 horas. Apds este periodo os rizomas foram levados a
cAmara de fluxo para extracdo do meristema. Os meristemas sofreram uma nova
desinfestagio, onde em solugdo de alcool a 70% o material vegetal permaneceu por 2

minutos e em seguida em solugdo de hipoclérito de s6dio. comercial a 33% (v/v), por 20
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minutos, sendo entfio enxaguada 3 vezes em agua 'des_tilada' autoclavada. Entdo foram
transferidos para o meio de cultura MS e colocados na cAmara de crescimento. _

Os tratamentos eram compostos por trés repetigdes com oito tubos de ensaio contendo
um explantes cada. A amostragem foi pequena pela falta de material vegetal para realizagdo
dos experimentos. _ | o
0 experimento foi avaliado a cada sete dias por um periodo de vinte um dias. Os dados

foram submetidos a analise de varidncia e ao teste de separagio de médias (Ducan 5%),
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5.2.2.2- Resultados e Discussio

A analise de varidncia demostrou haver diferenca significativa (P< 0,05%) entre os
tratamentos e entre os periodos de avaliagdo. A interagio entre os tratamentos € o periodo
' ndo foi Signiﬁcativa; 0 que demonstra que os tratamentos se comportarafn da mesma forma
em todos os periodos, ou seja, o tratamento que foi o melhor na primeira avaliagio
comportou-se assim durante todas as outras avaliagdes. O erro experimental foi de 83.912,
provavelmente devido ao niimero reduzido de amostras. - |

Na separagdo de médias (Ducan 5%) o tratamento que apresentou melhbr
desempenho foi o tratamento 10% dé h_ipoclérito de calcio por 24 horas diferindo |
estatisticamente dos demais tratamentos. Nos outros tratamentos o teste de separagdo de
médias demonstrou que ndo hé diferengas significativas entre eles (Quadro 10).

~ Com relac@io ao periodo de inoculagéo o teste de separagdo de médias (Ducan 5%)
demonstré que o melhor periodb éode7 dias, mas ndo ha diferenc;as significativas com
relagéio ao segundo melhor periodo de 14 dias, que por sua vez ndo apresenta diferencas
significativas com periodo de 21 dias, que apresentou maior fndice de contaminagio
(Quadro 11). o

A andlise de varidncia para o melhor periodo (7 dias) demostra haver diferengas
. signiﬁcativés entre os tratamentos para este periodo (Quadro 12). Na separag:ﬁd de médias
dos tratamentos no primeiro periodo o de 10% de ﬁipocldrito de célcio por 24 horas nfo
apresentou diferengas significativas do ‘t'ratamento de 10% de hipoclorito de célcio por 48
* horas. »

Com este experimento conclui-se que o melhor tratamento € o 10% de hipocloritb
de calcio por 24 horas por um periodo- de 7 dias, € necessario a realizagdo de mais
éxperimentos, com uma amostragem maior . Gorecka (1987) com a utilizagdo de
hipoclorioto de calcio a 2,75% (v/v) consegui controlar a contaminagéo de Cochilearia
armoracia L. por um periodo de 28 dias, e no caso da H. angusta nio respondeu da mesma

- forma ao tratamento, o que pode ter influéncia no resultado € que o rizoma da heliconia tem
uma camada de cortex bastante lignificada, dificultando a assepsia.
\ Os resultados obtidos neste trabalho servem como os primeiros passos para o

controle da desinfecgfio na cultura in vitro de H. angusta, muitos estudos devem ser feitos
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~avaliando o efeito do hipoclorito de calcio sobre os patégenos que atacam esta espécies

inviabilizando o cultivo in vitro.

Quadro 10 - Separagdo de médias dos tratamentos com diferentes concentrag:oes de hipoclorito de

célcio para rizomas de H .angusta para o controle da desinfegéo.

| TRATAMENTOS Medlas
10% por 24 horas 81.944 A

| 10% por 48 horas 94.444 B
1% por 24 horas 100 B
1% por 48 horas 100 B
5% por 24 horas 100 lB
5% por 48 horas 100 B

Quadro 11 - Separagdo de médias dos tratamentos por periodo de tempo diferentes para rizomas

de H. angusta para o controle da desinfe¢io.

Periodo de Avaliagdo Médias

7 dias 91.666 A

14 dias 97.222 AB
|21 dias 99.305 B

Quadro 12 - Separagdo de médias dos tratamentos com diferentes concentra¢des de hlpoclorlto de

calcio para o periodo de 7 dias dos rizomas de H. angusta.

TRATAMENTOS Meédias

10% por 24 horas 62.50 A
10% por 48 horas 87.50 AB
1% por 24 horas 100 B
1% por 48 horas 100 B
5% por 24 horas 100 B_ '
5% por 48 horas 100 B
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5.2.2.3 - Conclusdes
01)Com os resultados obtidos neste experimento conclui-se que o melhor tratamento é o
10% -de hipoclorito de célcio por imersdo dos rizomas por 24 horas em agitagdo.-

02) Nas condigdes deste experimento conclui-se que o periodo com melhores resultados no

controle de desinfestag@io dos explantes de Heliconia angusta na cultura in vitro é o de 7

dias.
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6-CONSIDERACOES ~ FINAIS E ~ PERSPECTIVAS
FUTURAS | | |

Heliconia angusta é uma espécie pouco estudada, por esta razio € de
fundamental importancia a realizagdo de estudos sobre ela, conhecer sua rhorfo-_anatorrﬁa,
ﬁsiologia, intera¢do com seu habitat, entre outros, pdssibilitando assim realizar c_orrelag:6es
que auxiliaram no desenvolvimento de protocolo para sua propaga¢do em massa sem causar
danos ao meio ambiente. Muitos passos ainda devem ser realizados até a obtencdo de um
protocolo vidvel de cultivo in vitro para esta espécie, mas os estudos devem continuar
devido ao seu grande potencial econémico.

Este trabalho permitiu evidenciar que a propagagéo vegetaﬁVa através da divisdo de
rizomas ¢ viavel. Os experimentos moStraram que € possivel propagar vegetativamente esta
espécie utilizando algumas técnicas simples, como ferti_rrigag:éo e cultivo protegido. Sendo-
que, estas técnicas podem perfeitamente ser utilizadas nos viveiros comerciais. Mas, ainda
hé necessidade de melhorar esta técnica, determinando, por exemplo, o tamanho ideal de
rizoma .para uma obten¢do de um numero maior dé mudas como ocorre na producéo de
mudas de banana. | » » \

No entanto, os resultados | indicam a necessidade de - serem estabelecidos
experimentos futuros visando otimizar os processos de prbpagagéo vegetativa através da
divisdo de rizomas e as técnicas de cultivo in vitro.

k O cultivo in vitro tem fundamental importincia para esta espécie, pois através desta
técnica torna-se possivel a obtengfio de mudas 'geneticarr'mntes selecionadas, livres de
" patogenos para produgio de plantas matrizes para formagdo de cultivos comerciais de H.
angusta, bem como a sua conservaggo génética. ‘

No cultivo in vitro deve-se elucidar aspectos fisioldgicos e bioquimicos dos
explantes visando avaliar o comportamento desta espécie perante esta técnica. Realizar
também, experimentos com os de curvas de dissimilagdo determinando o crescimento do
explante e a necessidade de nutrientes e outros componentes do meio.

- O controle do processo oxidativo é de fundamental importdncia para o

estabelecimento desta espécie in vitro. Estudos realizados com outras formas de controle



_ CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

,devem ser mstalados Testando as diferentes concentracGes de a(;ucares no melo
“concentragdes de sais; pH do meio e a utilizagdo de substancms absorventes

Outro ponto fundamental é a desmfestagao, com pesquisas que possam identificar -
os agentes patogénicos. E apds a identificacdo a r¢aliza(;50 de antibiogfamas qué
determinem os produtos. e sua dosagem para o controle destes micrborganismos.

Os estudos realizados com Helzconza angusta neste trabalho podera servir de base

para estudos mais aprofundados com esta espec1e e outras do genero
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