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CAPITULO I

PROTOCOLO EFICIENTE PARA A OBTENC%O DE EXPLANTES DA
ESPECIE DO CERRRADO Sinningia allagophylla (Mart.)

Wiehler (GESNERIACEAE)



RESUMO

Este trabalhce teve comc objetivo a obtencdo de explantes
para o cultiveo in vitro da espécie nativa herbacea, Sinningia
allagophyllia, de ampla distribuicdo geografica nos cerrados.
Sementes coletadas de plantas crescidas em campo cerrado, na
Reserva Biolégica de Moiji-Guacu, S3oc Paulo, foram desinfestadas
e germinadas in vitro, sob condicdes estéreis, em meic basico
de Murashige & Skoog de 1962 (MS), suplementadc com sacarose 3%
{(p/v). Apbés 20 dias as sementes haviam germinado e apds 40 dias
as plantulas apresentavam em média 2,0 £ 2 cm de comprimento,
todas sem raizes. Foram obtidos, a partir das pléantulas,
explantes de segmentos nodais de aproximadamente 0,8 cm de
comprimento e com um par de folhas, 08 guais foram
distribuidos, individualmente, em tubos de ensaic contendo 6ml

de meic basico MS e utilizados posteriormente em diferentes

estudos de crescimento in vitro da espécie.

Palavras chaves: cerrado, cultive in vitro, explantes,

sementes.



SUMMARY

The objective of this study was to obtain explants for in
vitro culture of Sinningia allagophylla, a native herbaceous
species with a wide distribution in cerradoc vegetation. Seeds
were collected f{from plants growing in cerrado in the Biological
Reserve in Moji-Guacgu, S30 Paulc state, and were desinfected
and germinated in vitro, under sterile conditions, in Murashige
& Skoog (1962Z2) basic medium (MS), supplemented with 3% (w/v)
sucrose. After 20 days the seeds had germinated and after 40
days seedlings had a mean height of 2,0 + 0,2 cm, all without
roots. Nodal segment explants approximately 0,8 cm long were
obtained from the seedlings and individually distributed in
test tubes containing 6ml of basic MS medium and were

subsequently used for in vitro growth studies of this species.

Key words: cerrado, in vitro culture, explants, seeds.



INTRODUGAQ

Sinningia allagophylla (sinonimia Rechsteineria spicata) &
uma planta herbécea de caule ereto, simples, piloso, nascendo
de um a varios ramos de um grande 6rgdo subterrdneo; suas
folhas sdao pilosas, opostas duas a duas; as flores pequenas,
tubulosas, de corola cor-de-abdbora, ficam reunidas em cachos
terminais de 25-30 cm de comprimento e o fruto em capsula
oblonga {Ferri, 1969). E uma espécie nativa encontrada nos
estados de Goids, Minas Gerais, Rio de Janeiroc, S3c Paulo,
Paran&, Santa Catarina e Ric Grande do Sul; com ampla
distribui¢do nas regibes do cerrado. Encontrada também no
Paraguail, Argentina e Uruguai (Chautems, 1993).

Estudos realizados por Almeida {1%94) mostraram tratar-se
de uma espécie perene com ciclo anual, perdendo sua parte aérea
nas estagdes secas {(inverno e outono) e rebrotando, a partir de
gemas de seu orgdc subterraneo, na primavera.
ornamental, sendoc as espécies deste género bastante procuradas
por colecionadores de varios palses e pessoas interessadas em
plantas ornamentais. Além desta importéncia econdmica, ha a
importéancia ecolédgica, pelo fato de sua floragdo ser apreciada
por beija-flores, ©os guais sdo os polinizadores deste género
(Palazzo & Both, 1993). Este génerc possul um grande ©&rgdo

subterridneoc de onde partem os ramos, tendo =ido evidenciado no
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érgdc subterridneo de S. allagophylla altos contetdos de
agdcares, © dgue torna esta espécie interessante para estudos
eccfisioldégicos e bioguimicos (Figueiredo-Ribeiro et al. 19886).

O cerrade ¢é um ecossistema formado por um mosaico de
diferentes tipos de vegetagcdao e que refletem a diversidade de
climas, de solos e da topografia presente nesta wvasta &rea. Os
fatores ambientais: solo deficiente de nutrientes, acido e com
altos tecres do ion aluminic; a presenca constante do fogo e a
variagac estacional caracteristica, com uma estagdo quente e
chuvecsa, favorecendo o crescimento das espécies, alternada com
uma estacdo desfavoravel, de inverno seco e tépido (Goodland,
1979), sdc fatores determinantes deste ecossistema (Assad,
1996) . Estas condigdes adversas, ao longo do tempo,
determinaram estratégias adaptativas que tornaram a vegetacdo
do cerrado com caracteristicas préprias gque as diferenciam das
vegetagbes de outros ecossistemas.

A necessidade de maior producic de alimentos com o aumento
-ea--populagdo-mundial, -tem -estabelecidograndes empreendimentss
agricolas nas regides do cerrado, pois este se constitui a
maior fronteira agricola continua gue o planeta possui, com uma
extensdo de 2.100.000 km®’. Além da conversio nativa em &reas
agricolas ha também o extrativismo que tem garantide a
subsisténcia de camadas populacionais significativas (Ribeiro &
Silva, 1996). Segundo Resk (19%6) é possivel tornar este

ecossistema em um ecossistema maneiado, com producdo de grios,
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carne, fibras, madeira e energia, mantendo-se &reas destinadas
a preservacgéio.

A importdncia econdmica e ecolégica do ecossistema do
cerrado tTem tido um reconhecimento cada vez maior nas Wltimas
décadas, estimulando pesquisas voltadas para o melhor
conhecimento das estratégias adaptativas das espécies,
propagacao destas e recuperacdo de &areas do cerrado (Medina,
1993). Para a realizacdo de tais pesquisas sioc importantes os
estudos basicos de eco-fisiologia, biogquimica e de
biotecnolegia, com a micropropagagido de espécies nativas
(Zaidan & Ribeiro, 1995).

As técnicas de cultivo in vitro tém tido um papel cada vez
maicr nos Ultimos trinta ancs, em estudos bioldgicos, na
micropropagagdo de espécies vegetais, conservacado de
germoplasmas e na producdc de substéncias bioguimicas das
plantas, incluindoc enzimas e metabdlitos secundarios (Allan,
1993). Também tém sido utilizadas em programas de preservacdo
de--espécies selvagens, desenvolvidos em institutes e Yardins
botanicos de varios palises (Fay, 1992).

O cultivo in vitro de $. allagophylla tem importéncia por
tratar-se de uma espécie amplamente distribuida nc Brasil e
adaptada as condigbes do cerrado, sendo poucos os estudos in
vitro realizados com espécies selvagens nativas, ficando estes
mais voltados para as espécies de potencial econdmico agricola

e para algumas espécies ornamentais.



A espécie citada, como outras herbaceas nativas do cerrado,
pode se reproduzir por sementes, mas seu crescimento & lento,
~demorando dez meses do rebrotamento até o periodo de floracdo
em casa de vegetagdo, quando as sementes poderiam ser coletadas
para a obteng¢do de novas plantas. A propagagac vegetativa por
fragmentos do orgaoc subterrdneo ndoc pareceu ser possivel
(Almeida & Shepherd, 199%8). Com a micropropagacio pode-se
obter, em um curto espa¢o de tempo, material vegetal suficiente
para a realizacdo de estudos. com a elaboracdo de protocolos do
crescimento e da morfogénese in vitro desta espécie, bem como
estudes das estratégias adaptativas que apresenta como espécie
do cerradc.

Este trabalho fol realizado com o objetive de se obter
explantes de S. allagophylla, livres de patégenocs, a partir de
plantulas resultantes da germinagido in vitro, em condigdes

assépticas.



MATERIAL E METODOS

1-Material vegetal

Sementes da espécie S. allagophylla foram colhidas de
plantas crescidas em area de campo cerrado, setor destinado a
pesquisa nac perturbatéria, da Reserva Bioldgica e Estacac
Experimental de Moji-Guagu (SP-22°15-16"S e 47°8-12'W, 585-635m
de altitude) no Estado de S&c Paulo. As plantas a partir das
gquais foram feitas & coleta formavam uma populacdc de oito
individuos distribuides em duas &areas, cada uma de 5-10m°,
separadas por uma distdncia de 20-30 m.

As sementes foram colhidas no inicio do més de dezembro, de
diferentes frutos distribuidos em cinco plantas. Neste periodo
os frutocs se encontravam secos e a dispersdo das sementes pelo
vento ja havia iniciado, com poucos frutos ainda com sementes e
estas em pedguenc numero. Apds a colheita as sementes foram
colocadas em frascos escuros e no dia seguinte foram
aesiéfestadas e.inoculﬁdas em meio nutritivo para germinacdo;
as ndo utilizadas foram mantidas sob refrigeracio (temperatura

préxima a 10°C).



2-Método de desinfestacgio

A desinfestacdo das sementes foi realizada em capela de
fluxo laminar em condicdes asseéepticas, utilizando vidraria e
pingas previamente esterilizadas. Bas sementes, por serem
bastantes peqguenas, foram acondicionadas em um saguinho de
pano, amarrado levemente com linha.

Os seguintes passos e solucdes foram utilizados:

1w Oé saquinhos contendo as sementes foram imerses na
solugdoe fungicida Benlate 1% (p/v), sende mantidos
nesta solucdo por 10 min sob agitacso.

2- Em seguida a solugdo fungicida foi substituida por
solugao de etanol 70% onde o saquinho permaneceu por 20
min.

3- Com a retirada do etanol foi colocado no mesmo béguer a
sclucdo de hipoclorito de sédic 1% (p/v) com 1 gota de

Tween-20, ficandoc as sementes nesta imersio por 12 min

T R Yo 5o Yok ¥ S ——
4- Em seguida da retirada do hipoclorito de sédio, foram
realizadas trés lavagens em agua destilada estéril e as
sementes foram entdo retiradas dos saquinhos e
colocadas para secar em papel de filtro estéril, em

placa de Petri, por 3 h.



3-Gexrminagdoc e obtencic de explantes

As sementes esterilizadas foram colocadas em cinco frascos
de vidro com 9 cm de altura e 8 cm de di&metro, contendo 20 ml
do meic basico MS, no estado sélido e suplementado com sacarose
3% (p/v) (em torno de 90-100 sementes em cada frasco). O pH do
meio fol ajustado em 5,8 antes da autoclavagem em 120°C por 20
minutos.

Os frascos com as sementes foram mantidos em temperatura de
25 £ 2°C e luminosidade constante fornecida por duas lampadas
fluorescentes e apds guarenta dias da inoculacdo das sementes
no meio MS, das pléantulas resultantes da germinacdo, foram
obtideos explantes nodais de 0,8 cm de comprimento com duas
folhas. Os explantes foram transferidos, iscladamente, para
tubos de ensailos de fundo chato com 8 cm de altura e 2,5% cm de
didmetro, contendo 6 ml do meio basico MS no estado sélido e

suplementado com sacarose 3% (p/v).

 As plantulas escolhidas para a obtencdo dos explantes foram

as que apresentavam caule e folhas mais espessos, tendo sido
eliminadas &as gque possulam estes o6rgdos muito delgados, assim,
mais frageis. Ao total cbteve-se das plantulas em tornoc de 500

explantes.

Os explantes foram mantidos em temperatura de 25 % 2°C e

luminosidade constante fornecida por duas lampadas

fluorescentes durante dois meses. A partir deste periodo foram



10

utilizados como material vegetal para a realizacgdc de estudos
do crescimento in vitro da espécie. Uma fonte constante de
explantes foi mantida, atraveées de repiques, nas. . ..mesmas

condigdes de cultive dos primeiros, acima citadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Levantamentos realizados por Ferri (1961), citados por
Goodland (1979}, de estudos experimentais da germinacdc de
sementes das plantas do cerrade, indicaram gue sementes de
intmeras plantas apresentavam altas taxas de germinacdo, com
mesme 100% de germinacdo em certas amostras. O resultado obtido
por ndés na germinacdo das sementes de S. allagophylla indicou
este carater observado nas espécies do cerrado, pois embora nic
tenha sido guantificado o nimerc exatoc de sementes colocadas
para germinar, a germinagdo, apdés vinte dias da inoculacdo das
sementes no meio nutritivo, ocorreu em torno de 100%, n3o tendo
sido encontradas sementes no meio dos diferentes frascos guando
as pléntulas foram retiradas para a obtencdoc de explantes.

A protrusdc do embrido da semente & um dos passos
principais e de maior dificuldade no processo da germinacio,
sendo a radicula o 6érgdc de protrusdo mais comum, mas em
ralgumas espécles € o cotilédone e em -outras o “hipocdtilo
(Berlyn, 1872). A germinag¢doc da semente pode ser modificada por
fatores ambientais atuando durante o© desenvelvimento e a
maturagdo, por exemplo, a temperatura, luz, oxigénio e agua
(Gutterman, 1993).

A germina¢do ocorrida no meio MS no estado sélido,
utilizado neste experimento, foli andmala, pois ndo ocorreu a

protrusdoc da radicula. Em sementes nic estéreis, colocadas
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sobre papel de filtro uUmido em placa de Petri, ocorreu a
protrusdc da radicula. Para este trabalho a germinacidoc foi
considerada com a protrusdc da plamula.

A n3c protrusace da radicula, segundo Valio (comunicacio
pessoal, 12/98}, pode ter ocorrido devido a hipoxia neste meio
s6lide. Shepherd (comunicagac pessoal, 12/98) esclarece que a
presenga de horménios e de fitorreguladores no meio nutritivo
pode levar a naoc protrusdo radicular, como o fitorregulador 6-
benzilamincpurina (BA} gue causou esta germinacido andmala em
sementes de tomate. No presente trabalho ndo foram utilizadas
tais substéncias no meio nutritivo, mas outros fatores podem
ter ocorrido impedindoe a protrusdo da radicula, como talvez a
osmolaridade do meio, pois a pressdc osmbética do meio,
determinada por macreonutrientes e acglicares, pode inibir o
crescimento e a formacgcdo de oOrgdcs como resultadoe da nic
entrada de &agua (Pierik, 1987). Segundo Almeida (comunicacéoc
pessoal, 25/01/1999), o processo de esterilizacdoc das sementes,

pode -fer causade dano -no -tecido-meristematico- da-regide

pieal
da radicula, impedindo a sua protrusio.

As sementes tém sido preferencialmente utilizadas como
fonte para material de micropropagagéo por permitir que
variabilidade genetica seja mantida, entretanto em algumas
espécles as sementes ndo sdo disponiveis e outros Orgios
vegetals podem ser utilizados, como gemas apicais e laterais e

mesmo folhas e raizes (Fay, 1992). Nos estudes in vitro
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realizados por Almeida (1994) com S. allagophylla, os explantes

foram obtides de gemas laterais de plantas crescidas em casa de
vegetagao; tais explantes apresentaram um estabelecimento in
vitrce eficliente tendo sido utilizados em estudos realizados
pela autora.

Para este trabalhc, foram escolhidas as sementes como fonte
de material para os estudos 1in vitro da espécie, porque a
obtengdo de explantes a partir de plantulas apresentam algumas
vantagens, <omo & maior disponibilidade de explantes sem
contaminacdo e a pronta capacidade de crescimento e resposta a
aplicagdc de fitorreguladores, permitindo, assim, a condugdoc de
variocs testes de melos nutritives e condicdes ambientais
(Grattapaglia & Machado, 1990).

0 método agui descrito para a obtencidc dos explantes de S.
allagophylla, a partir de plé&ntulas resultantes da germinacgdo
in vitro, foi eficiente, pois houve alta taxa de germinacao,
obtendo-se um grande nimero de explantes. Embora tenha sido uma
-germinagde andmala, sem. a protrusio -da radicula, as plantulas. .
foram viavels e os explantes, obtidos de segmentos nodais das
plantulas e transferidos, isoladamente, para tubos de ensalos
contendo meic basico MS, foram 100% viaveis. Os explantes neste
meio formaram raizes adventicias curtas e em pequeno numero.

Outro dado gue torna este método eficiente para a obtengao
de explantes e que faz de S. allagophylla uma espécie

apropriada para estudos de crescimentc in vitre, € o fato de
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ndo ter ocorrido problemas fregilientes como a contaminacio por
microrganismos enddgencs Que aparecem posteriormente  nos
explantes e a liberacdc de compostos fenélicos durante o
isclamento do explante. Algumas espécies, especlialmente as
tropicais, contém altas concentracdes de substidncias fendlicas
que saoc oxidadas no momento da obtencao do material. Esta
oxidacdo faz com que o explante isclade torne-se com coloracéao
escura, ocorrendo a paralisac3o de seu crescimento (Hu & Wang,
1983) .

Explantes desta espécie, obtidos das gemas laterais por
Almeida (1994), apresentaram a oxidagdoc e, assim, houve a

necessidade de serem mergulhados em sclucdo antioxidante.
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RESUMO

Os estudos in vitro foram realizados a partir de sementes
colhidas de 5. allagophylla, crescidas em campo cerrado, na
Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental de Moji-Guacu, em
Moji-Guagu, SP. Foram testados in vitro duas interfaces da
adaptacdo de uma planta as condigdes do cerrado: efeito dos
valores do pH e da concentragdoc de certos nutrientes,
notadamente fdésforo, magnésio e nitrogénio. Para tanto os
explantes foram mantidos in vitre em: (a) meio basico de
Murashige & Skoog de 1962 (MS), no estadoe ligquido, eﬁ um
gradiente de valores de pH iniciais, indo do valor 4,2 ao 5,8,
em intervalos de 0,2; (b) meio MS no estado liguido, com valor
inicial de pH 4,4 e concentragdes progressivamente menores de
KH,PQOs & MgSOs.7H20, com 1,25 mmoles.l ™! de KH,PO: e 3,1 mmoles.l™
b de MgSO¢. 7H20 (100% em relacdo ac meio MS), 0,125 mmoles.l ™ de

KHPOs & 0,31 mmoles.l™ de MgS04.7H20 (concentraciao foi reduzida

cem 10 vezes em relagdc ac melo MS), 0,01Z5 de KHzPOi € 0,031

mmoles.l ™t de MgS804.7H;0 (concentracdc foi reduzidaz em 100 vezes
em relagac ao meio MS} e auséncia total destes nutrientes; {(c)
meico MS no estade sélidc em concentracdes progressivamente
menores de KNO3 e em valoer inicial de pH 4,8, nas concentracdes
de 18,81 mmoles.l ™t (100% em relacdo ao meio MS), 9,40mmoles.l™*
(50% em relagdoc aoc meio MS) e 4,70 mmoles.l™ (25% em relacdo ao

meio MS) e (d) concentragdes nutricicnais totais em relacdo ao
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meio Gamborg et al. de 1968 (meioc B5) e reduzida & metade (B5
50%), em pH inicial 4,8. Os explantes foram cultivados in vitro
por 90 dias em luminosidade constante, fornecida por  duas
lampadas fluorescentes e a 25 % 2°C. O melhor crescimento para
todos os pardmetros avaliados fora obtido em valores iniciais
mais baixos de pH e em concentracgdes de nutrientes menores que
as dos meiocs padrdes (MS e B5). Estes resultados sao
consistentes com © conceitc de uma planta bem adaptada em
absorver nutrientes de solos do cerrado, solos estes dcidos,
pobres em nutrientes e ricos em aluminic. O que é corroborado

pelas analises quimicas do solo e do material vegetal crescido

no cerrado, onde foi realizada a coleta.

Palavras chaves - cultivo in vitro, pH &cido, aluminio.
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SUMMARY

In vitro studies on 5. allagophylla were carried out using,
as a starting material, seeds collected from wild plants
growing in “campo cerrado” vegetation at the Reserva Biolégica
e Estacdc Experimental de Moji-Guacu, SP Brazil. Two interfaces
of plant adaptaticon to cerrado conditions were tested in vitro:
effect of pH and the concentration of certain nutrients, mainly
phosphorus, magnesium and nitrogen. Explants were maintained in
vitro in {a) basic Murashige & Skoocg 1962 medium (MS), in
liquid form with a gradient of initial pH values ranging from
4.2 to 5.8 at 0.2 pH unit intervals; (b} liguid MS medium, with
initial pH wvalue 4.4 and progressively lower concentrations of
KH,PQs and MgSOs.7H:0, with 1.25 mmoles.l™® of KH2POs and 3.1
mmoles.1 ! of Mg304.7H20 (100% of MS medium), 0.125 mmoles.1l™ of
KH,PO. and 0.31 mmoles.l™ of MgSQ04.7H20 {10 times reduction of

MS), 0,0125 mmoles.l™ of KHzPO:s and 0.031 mmoles.l™t of

- Mg80e: TH20 (100 ~times reduction of  MS) -and total absence of -

these nutrients; (¢} solid MS medium with initial pHE of 4.8 and
progressively lower concentrations of KNO3 at 18.81 mmoles.1l™
{100% of M3), 9.40 mmoles.l™ (50% of MS) and 4.70 mmoles.l™t
(25% of M3) and (d) Gamborg et al. 1968 medium (B5 medium) with
initial pH 4.8 and standard or half-strength nutrients.

Explants were cultivated for 90 days in vitro constantly

illuminated by two fluorescent lamps at 25 + 2°C. Greatest in
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vitro growth for all parameters measured was obtained at lower
initial pH wvalues and at lower nutritional concentrations when
compered to standard culture medium as MS and BS%. These results
are consistent with a plant well adapted to absorb nutrients
from acid, nutrient poor, cerrado soils with high aluminium
concentrations as shown by chemical analyses of field-grown

material and of the surrounding soil.

Key words - in vitro culture, acid pH, aluminium.
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INTRODUGAC

C cerrado constitui-se na segunda maior formacio vegetal
brasileira, depois da Floresta Amazdnica, abrangendo
aproximadamente 25% do territérioc brasileireo, ou seja, cerca de
2 milhdes de km® (Ratter & Ribeiro, 1996). Apesar da alta
acidez e Dbaixa fertilidade dos sclos sob cerrado, este
ecossistema estd ameagadeo por constituir a principal fronteira
agropecudria do Brasil, em razdo de sua proximidade dos centros
consunidores, pela topografia plana, facilitando sua
mecanizagao e pela estrutura vidria satisfatéria, compensando
assim o© idnvestimento requerido para o estabelecimento de
culturas {(Ker et al., 1892).

A ocupagdc do cerrado pelo setor agropecudrio, somada ao
acentuado extrativismo, concorre para 0 processo de extincdo de
espécies, com a perda da ampla bicdiversidade de que é& formado
e gue nac € completamente conhecida; Estudos revelam gque o
cerrade  apresenta  um -grande--potencial -econdmico nas éress der
alimentos - espécies vegetais gue fornecem frutcs, sementes,
tubérculos, palmitc, chas, &leos e gorduras; industriais -
fornecimento de fibras, cortica, gomas, resinas e latex; uso
medicinal ~ mais de cem espécies conhecidas para tratamentos e
curas; € rigueza em plantas com elevado potencial ornamental

{Yexkiill & Mutert, 1985),.
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A vegetacgdo do cerrado apresenta caracteristicas préprias
que a individualiza dos outros tipos de vegetacio e tem sido
sugerida a importé&ncia dos estudos basicos de eceo-fisiologia,
bioguimica e de biotecnologia, com a micropropagacidc de
espéciles nativas, para um melhor entendimento dos mecanismos de
adaptacdo destas (Zaidan & Ribeiroc, 1995). A gqualidade do solo
do cerrado, fungdo de sua origem geolégica, é o fator gue
determina o tipo de vegetacdo, sendo este solo submetide a
intenso intemperismo e lixiviac#o, o gue ¢ torna um solo dcido,
pobre em nutrientes e com teores altos de ions aluminio. A
toxicidade do 1lon aluminic pode ser um dos fatores mais
importantes limitando o crescimento das plantas em tais solos
(Goodland, 1979). Na planta, o aluminio causa a inibicdoc do seu
crescimento, provavelmente por impedir o influxc de minerails,
como © calcic, magnésio e fosfato ou por afetar diretamente a
planta com & inibicdo do crescimento da raiz, sendo consideradoc
o Apice da raiz o sitio da toxicidade do ion aluminio (Meharg,

Estudos realizados por Haridasan (1987) com espécies
nativas do cerrado identificaram algumas como acumuladoras do
ion aluminio (acumulando mais de 1000 mg/kg), através da
analise da concentracao do ion aluminio e outros elementos em
suas folhas. Tais plantas demonstraram gue as altas
concentragdes do ion aluminic em suas folhas n3o estio

associadas com o baixo nivel de outros ions, indicando gque as
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espécies acunmuladoras de aluminico superam a interferéncia e
eliminam os efeitos do aluminio e gue possuem um mecanismo
eficiente para a absorgidc de nutrientes do solo. Varios
mecanismos foram propostos para a resisténcia de plantas ac ion
aluminio e tem sido bem documentado gue mnmuitas espécies
apresentam variabilidade genética significante & sua
habilidade para resistir & toxicidade pelo ion aluminio, sendo
esta resisténcia geralmente um trago dominante (Larsen et al.,
19898).

Sinningia allagophylla, espécie da familia Gesneriaceae, é
uma planta herbidcea nativa de ampla distribuigdc nos cerrados,
apresentando caracteres que s&do considerados comuns aos de
plantas adaptadas as condig¢des do cerrado, com o caule ereto,
simples, piloso, nascendo de um a varios ramos de um Orgao
subterraneoc; as folhas s&0 resistentes, com inervacgao
proeminente e as flilores reunidas em cachos terminais com a
corola cor—de—-abdbora {Ferri, 1969). Estudos fencldgicos
z@allzadas DOX-. DAlmeica {18924} o SR LTATEN FUe. 3. . .@3@.@@"@;@ . S
allagophylla & uma planta perene com ciclo anual, que cresce,
floresce e, em seguida, tem um gradual declinio, resultando na
perda de sua parte aérea durante as estacgdes secas (outono e
invernc} . As gemas dormentes permanecen nos drgéos
subterré&necs, com o brotamento ocorrende guando as condigbes se

tornam favoraveis (na primavera).
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A espeécie citada respondeu favoravelmente as condicgdes de
cultive in vitre (Rlmeida & Shepherd, 1998), obktendo-se
material vegetal, independente da época do ano, para a
realizacdo de estudos eco-fisioldgicos e, assim, a elaboragioc
de protocclos do crescimento in vitro desta, como uma espécie
adaptada &s condig¢gdes do cerrade.

O objetivo do presente trabalho foi o estudo in vitro da
adaptagéc da espécie §. allagophylla aos fatocres nutricionais,
tais como valores do pH e composicdo do meic, para embasamento
do conhecimento dos mecanismos de adaptacdio, bem cComo
aperfeigoar—se o protecolo de micropropagacdc desta espécie do

cerrado.
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MATERIAL E METODOS

i-Material Vegetal

0 material botdanico utilizado nos estudos (sementes e
felhas) foi coletado de plantas crescidas em &area de campo
cerrade, setor destinado a pesguisa ndo perturbatéria, da
Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji-Guacu (8P~
22°15~167S5 e 47°8-12'W, 585-635 m de altitude) no Estado de Sao
Paulo.

As folhas foram coletadas no periodo de dispersac das
sementes, ouU seja, um pericdo anterior ao da senescéncia das
plantas. A coleta £foil realizada neste periodec devido a
necessidade de esperar a floragdo, para a obtengdoc de sementes.
Amostra local do solo foi coletada em 20 cm abaixo da
superficie do solo.

A primeira abordagem do estude da adaptagdc de S.

aﬁiagﬁﬁ}ﬁ?ilﬁ f{}i ....... f@itfﬁi iﬁ'}Viﬁi‘“{?C@ﬁ“i E‘i{‘)bfﬁ@f?&i}‘@{}@ﬁ @ﬁ%it@d@ﬁ S

valores de pH do meioc e uma segunda abordagem com o estudo
nutricional in vitro. Para uma visdo eco-~fisicldgica mais ampla
da adaptagdo foram feitos no material crescido in situ
determinagdes de nutrientes presentes, tanto nas folhas de

plantas crescidas no cerrado, como da amostra do soloc do local.
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2~-Estudes in vitro

Explantes da espécie S. ... allagophylla, .. . obtidos
assepticamente a partir das sementes coletadas de plantas
crescidas na reserva citada, foram cultivados in vitro em meio
de cultura basico MS, com pH 5,8, suplementado com sacarose 3%
(p/v) e mantidos durante dois meses em tubos de ensaio de fundo
chato com &8 cm de altura e 2,5 cm de didmetro, contendo 6 ml do
meio, em luminosidade constante fornecida por duas lampadas

flucrescentes @ a uma temperatura de 25 % 2°C. A partir destes

obteve-se explantes com 0,8 cm de comprimentc, com um par de
folhas e sem a gema apical, para estudos do efeito de
diferentes valores de pH do meio e de diferentes concentracgdes
de nutrientes sobre o©s parametros: comprimento do eixo
principal, namero e comprimento das raizes, nuimero de folhas e

expansao foliar.

~ 2.1-Meioc com diferentes valores iniciais de pH

Explantes foram cultivados assepticamente durante 90 dias
em meio basico MS em estadec liguideo, suplementadc com sacarose
3% (p/v), scbre suporte de papel de filtro Whatman n° 1, num
gradiente de valores iniciais do pH. Os valores iniciais de pH
do meio feoram ajustados variando do pH 4,2 ao pH 5,8, em

intervalos de 0,2, totalizando nove tratamentos, com cinco
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repetigbes cada. A observagio da mudanga nos valores de pH
inicial foi possivel gracas a presenca do indicador verde

bromocresol (5 ml/l) adicionado ao meio gquando do seu preparo.

2.2-Meio com diferentes concentragdes de KH. PO, e

Mg 304 . 7H20

Explantes foram cultivados assepticamente durante 90 dias
em meic MS no estade ligquido e suplementadc com sacarose 3%
(p/v), utilizando-se como suporte papel de filtro Whatman n® 1,
em pH 4,4 e com diferencas nas concentracdes de KH.PO: e de
MgSOs.7H20, totalizando dezesseis tratamentos (tabela 1) com

cinco repeticdes de cada um.

Tabela 1. Tratamentos com diferentes concentracdes de

KH2POs & MgSO4. TH:0

KH.FOs4 {(mmoles.1™)

MgSGCy

(mmoles.17?) 123 0,125  0,0125 0,0
31 1 5 9 13
0,31 2 c o »
0,031 3 . 11 s
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2.3-Meic com diferentes concentragdes de nutrientes,

particularmente para o ion NO3~

Explantes foram incculados em meios no estado sélido com
pH 4,8 e suplementadec com sacarose 3% (p/v), totalizando cinco
tratamentos com cada um apresentandc cinco repeticdes: meio MS
(tratamento 1}, MS com *» de KNO3 (tratamento 2}, MS com ¥ de
KNO; (tratamento 3), BS5 (tratamento 4) e B3 30% (tratamento 5%.

O pH 4,8 foi escolhido por ser um pH mais acido e permitir a

geleificacdo do meio.

2.4-Métodos de avaliagdo

Nos resultados obtidos, ap6s 80 dias, em todos os
parametros observados, calculou-se a média, desvio padrio e
anadlise de variancia (ANOVA), entre os tratamentos e dentro dos

tratamentos (teste VARPC, elaborado pelo Prof. Dr. Ladaslav

O critério utilizade para a obtencdo dos dados foi o uso de
classes indicando um intervalo de valores, exceto para o
comprimento do eixo principal:

-Classes dos valores dos parédmetros ntmero de raizes,

namerc e de folhas- 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a 10; 4=10 a 15;

H=mais de 15.
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-Classes dos valores do comprimento das raizes- 1=0,0cm
2=0,1 a 1,0cm; 3=1,0 a 2,0cm: 4=2,0 a 3,0cm; 5=3,0 a 4,0cm.
-Classes dos valores da expansdo foliar- l=pouca expansao

(Area de 9-38mm°); 2=-média expansdo (38-66mm’) e 3=grande

expansioc (66-94mm’) .
-Classes dos valores da porcentagem de clorose- 1=0%; 2=5 a

10%; 3=10 a 20%; 4=20 a 50%; 5=50 a 70% e 6=70 a 100%.

3~Analise quimicas das folhas e do solo

Para a analise quimica da planta foram utilizadas as folhas
por serem elas os Orgdos gque refletem o melhor estado
nutricional da planta (Malavolta et al., 1997). 0Os métodcs
utilizados para a analise foliar exige uma quantidade minima de
100 g de matéria seca para ser efetiva, o gque inviabiliza a
analise do material vegetal cultivadoe in vitro. As anadlises do
solo e das folhas foram realizadas no Instituto Agrondmice de
Ca-mpi-ﬁa-s (IP&C},« "S@Qé@" @ Fertilidade —do —Solo e 'E’%ﬁ*ﬁ"ﬁ‘i{}é@' e

Plantas.

3.1~Anadlise do solo

A anédlise dos teores da matéria orgénica e dos nutrientes

da amostra do so0lo fol realizada através de métodos de rotina
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do Centro de Solos e Recursos Agroambientais do IAC (Ralj et
al., 1987).

Foram utilizados extratores, como a resina para o P, K, Ca
e Mg; agua dguente para o B (Abreu et al., 1994); sclucgéac
complexante DTPA para o Zn, Fe, Cu e Mn (Lindsay & Norvell,
1978, e o extrator KCl para o Al. A determinaci3c dos teores
destes nutrientes foi dada por métodos espectrométricos e o

valor do pH foi determinade em solucdo CaCly 0, 1M.

3.2~Analise das folhas

Apds a lavagem, secagem e moagem das folhas verdes, os
extratos para a determinacdco dos teores dos elementos foram
obtidos através da digestio pelo &cido perclérico, com extracio
separada para © N, por digestdoc sulfurica, e para o Al, por
digestd&oc seca (incineragio) (Bataglia et al.,1983). Para a

dererminagdoc dos teores dos elementos foi utilizada a

spe ctromatria. deapissioatdnica-comn ?i aoma. d@argénlo R .8 % = TR

AES} .
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RESULTADOS

1-Efeito dos diferentes valores do pH inicial

Os wvalores de pH do meio nos diferentes tratamentos
sofreram alteracdes durante os 90 dias de cultive, com uma
tendéncia a diminuicdo ja& nos primeiros 15 dias de cultivo. As
diferen¢as nos valores finals foram significativas aoc nivel de
0,1% (Duncan 5% para os tratamentos 3 e 8, gue apresentavam
valores iniciais do pH em 4,6 e 5,8 e apds os 90 dias passaram
a 4,0 e 5,1, respectivamente. Os demais tratamentos nao
apresentaram diferencas significativas entre eles, com o©Os
valores finais de pH variando entre 4,2 e 4,6 (figura 1).

Os diferentes valores do pH ndo apresentaram diferencas
significativas nos parémetros analisados, entretanto observou-
se uma tendéncia ©para valores mais altocs, em todos os

pardmetros, nos tratamentos 3, 4, 5 e 6, estes com valores

ety d i ST Ao pgg S %.f._.@.?. wodl f.g_.;...._g}..@ g 5.‘.' P Fdmat e em-4 }"@’a" "é’i 2 o "‘52}4 .

e 4,4, respectivamente, com diferencas mais evidentes nos
explantes cultivades no tratamento 3 (figura 2) para o
comprimento do eixo principal (figura 3), numero e comprimento
das raizes (figura 4), numero de folhas e expansdo foliar

(figura 5).
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Figura 4. Explantes de 5. allagophylla cultivados in vitro:
efeito dos valores iniclais de pH do meic sobre 03 pardmetros
nimerc (a) e comprimente das raizes (b)), apds 90 dias de
cultive (médias e respectivos desvios padrdes). (lasses dos
valores dos pardmetros: numero de raizes - 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a
10; 4=10 a 15; 5=acima de 15 raizes e comprimento das ralzes -

1=0,0cm; 2=0,1 a 1,0cm; 2=1,0 a 2,0cm; 4=2,0 a 3,0cm; 5=3,

<

a
4,0cm. Diferencas ndoc foram significativas entre oS
rratamentos, com uma tendéncia para malores valores dos

parametros no tratamento 3.
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-

igura 5. Explantes de §. allageophylla cultivados in vitro:

Fry

D

(D

feito dos valores iniciais de pH do meilo scobre os paradmetros

numerc de folhas (a) e expansdo foliar (b)), apds %0 dias de

cultive (médias & respectivos desvios padrdes). Classes dos
valores dos parametros: numerce de folhas - 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a
10; 4=10 a 15; 5S5=acima de 15 folhas e expansdc foliar - l=pouca

expansdo (Adrea de 9-38 mm’); 2=média expansdo (38-66 mm°) e
3=grande expansao (66-94 mm?) . Diferencas ndo foram

significativas entre o©s tratamentos, com uma tendéncia para
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2-Efeito das diferentes concentracgdes de KH,PO; e MgS0s.7H:0

Os valores de pH do meio MS com diferentes concentracdes de
KHpPOs e de MgS04.7Hz0, durante o¢s 90 dias do cultivo, ndo
apresentaram variagdes significativas, mantendo-se entre 4,6 e
5,0, 0s resultados do efeito das diferentes combinacdes de
concentragdes de KH:PCs e de MgS804.7H:0 sobre os parametros
evidenciaram Jque ©0s tratamentos 1 {meio MS com 100% da
concentracgdo de KH;PO:s e de MnS04.7H20) e 16 (meio MS com a
auséncia destes nutrientes] foram estatisticamente semelhantes
para todos 03 pardmetrcs, com o maior crescimento dos explantes
nestes tratamentocs.

Cs parametros analisados apresentaram valores
significativamente menores com diferengas ao nivel de 0,1%
(Duncan 5%) nos tratamentes 6, 7, 9, 12 e 13 para o comprimento
do eixo principal (tabela 2Z), nos tratamentos 6, 7 2 & para o

numero {(tabela 3) e comprimento de ralzes (tabela 4) e no

Ttratamento 6 para o nimerc de folhas (tabela 5). O pardmetrs
expansio foliar (tabela &) nao apresentou diferencas
significativas e a porcentagem de clorose fol

significativamente maicr, ao nivel de 5%, nos tratamentos 7 & 9
(tabhela 7). Em tails ratamentos o meilo era constituide de
menores concentragdes de KHePQOs e/ou de MgS0s.7H20 e/ou a
zuséncia de um deles, havendo uma tendéncia para valores médios

mais baixos nos tratamentos com KH;POs na concentracido de 0,125
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mmoles.l™ (dez vezes diluido em relacdoc ao meio MS) para o
comprimentc da estaca, nUmeroc e comprimento das raizes, numero
e expansdo foliar, e valores mais altos para a porcentagem de

clorose.

3-Efeito das diferentes concentragées de nutrientes,

particularmente em relagdo ao NOj3”

Nadc ocorreu diferencas significativas nos parémetros dos
explantes cultivados nos meics MS, MS com KNOs diluido em 50%,
MS {(diluido em 25%), meio B5 e B5 50% diluido. No meic B5 50%
poderia se dizer gque houve uma tendéncia para valores mais
altos em todos o©s pardmetros analisados, especialmente em
relacac a expansio foliar que apresantou valores

significativamente maiores neste meio (figura 6 e 7).
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Tabela 2. Valores médios (+ desvio padrac) do comprimento do
eixoc principal (cm) dos explantes de 5. allagophylla, apds 90
dias de cultive in vitro em meic MS com diferentes
concentracdes de KH;PO4(1,25 mmoles.l'l) e de MgS04.7H20 (0-3,1

mmoles.1l ).

KHPO, (mmoles.I") *

?fngnfggﬁﬁ 1,25 0,125 0,0125 0,0 é‘:::;i:f;s
3.1 312048ab  2,64050bc  1.85026de  1,84023de | 2,30,64
0.31 320,382 1,540,33e  2,60,58bc  23+047cd | 2.440.7]1
0,031 27:0.87abc  1,74022de  2,62070bc  2.940,56abc |  2,5%0,53
00 312085b . 264038be1,8:020de - 3,240.358b L 274064 o
t‘;ﬁfﬂi dos 302022 2,140,58 2,240.46 2,5+0,62

* Letras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel de
0,1% (teste de Duncan;.
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Tabela 3. Valores médios (f desvic padrio) das classes que
representam intervalcos de valores do numerc de raizes dos
explantes de S. allagophylla, apds 90 dias de cultive in vitro
em meic MS com diferentes concentracdes de KH;P0;(1,25 mmoles.

1) e de MgSO0:.7H:0 (0-3,1 mmoles.l™ ).

KH,PO, (mmoles.]”) *

hffﬂ%{;ﬁli? 1,25 0,125 0,0125 0,0 tﬁiﬁ:&
3,1 20£1,00abe  22+045ab  1,24045¢  144055bc | 17+0,47
0,31 2,0£0,71abc  124045¢  24+055a  1,640,55abc |  1,840,52
0,031 2040,00abc  124045¢  224045ab  22+084ab | 1,940.47
0,0 1,840,83abc  1,85045abc  2,040,71abc  22#045ab | 1,9+0,19
f::;iaeffjs s T

* lLetras diferentes indicam diferencas significativas aoc nivel de 5%
(teste de Duncan).

Classes — 1=0; 2=1 a 5; 3=5% a 10; 4=10 a 15; 5=mais de 15

raizes.
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Tabela 4. Valores médios (+ desvio padrdo) .das classes gue
representam intervalos de valores do comprimento das raizes dos
explantes de S. allagophylla, apés 90 dias de cultivo in vitro
em meio MS com diferentes concentracdes de KHzPOs«(1,25 mmoles.

1) e de MgS0:.7H:0 (0-3,1 mmoles.l™%).

KH,PO, (mmoles.I?) *

MgS04.7H0 1,25 0,125 0,0125 0.0 Média dos
(mmoles.I™) tratamentos
3.1 224130 abc  2,440,55ab  12045¢  1,44055be |  1.8+0.59
0,31 24t1,14ab  1240,45¢  2,060,00abc  1,6#0,55bc | 1,840.52
0,031 224045abc  1,24045¢c  22+045abc  2,4+0,80ab |  2,040.54
0.0 2,0¢122abc  2,060,71 abe  2.2+0.84abc  28+04d4a | 224038
Média dos 2,240,16 1,740,60 1,940,47 2,040,66

Letras diferentes indicam diferencas significativas ac nivel de
0,1% (teste de Duncan).

E

Classes — 1=0,C0cm; 2=0,1 & 1,0cm; 3=1,0 a 2,0cm; 4=2,0 a 3, 0cm;

5=3,0 a 4,0cn.
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Tabela 5. Valores médios (+ desvio padrac) das classes que

representam intervalos de valores do nlmero de folhas dos
explantes de §. allagophylla, apdés 90 dias de cultivo in vitro
em meio MS com diferentes concentracdes de KH2P0:(1,25 mmcles.

17" e de MgS0s.7H;0 (0-3,1 mmoles.l™ ).

KH,PO, (mmoles.I?) *

héirsn?j; i‘ﬁ? 1,25 0,125 0,0125 0,0 ;:;‘fejfjs
31 4840452  4,420,55abc  38+045cd  4,04071bed | 424044
0,31 5000008 2,84045e  4,60,55ab  4,640,55ab |  4.240.98
0,031 442055abc  3,620,55d  4,440,55abc 4840452 |  4320,50
0.0 4,840,452  4,630,55ab  4,4+0,55abc  5,040,00a | 4,740,25
- tiﬁ;i:@gf; v B

* Letras diferentes indicam diferencas significativas aoc nivel de

0,1% (teste de Duncan).

Classes — 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a 10; 4=10 a 15; 5=mais de 15

folhas.
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Tabela 6. Valores médios (f desvio padrido) das classes que
representam intervalos de valores da expansd3c foliar dos
explantes de 5. allagophylla, apdés 90 dias de cultive in vitro
em meio MS com diferentes concentracdes de KHoPC4 (1,25 mmoles.

1) e de MgSO:.7H20 {0-3,1 mmoles.l ).

KH,PO, (mmoles.]") *

3,1 2,0+1,00 1,840,84 1,6+0,55 1,2+0,45 1,610,34
0.31 2,440,55 1,040,0 1,8+0,84 1,440,55 1,640,59
0,031 2,0:40,71 1,4+0,55 2,020,71 1,840,45 1,8+0,28
0,0 1,8+0,84 1,840,45 1,420,55 2,0£0,71 1,740,25
iﬁiﬁf’; ._2._.,010325. e 1,5%38 B 1.57.:}—.{.).’2_6... 1"6;_;6,3'6“ e
Diferengas entre os tratamentos ndo foram significativas.
Classes — l1l=pouca expansao (area de 9-38 mmz); Z=média expansio

(38-66 mm®) e 3=grande expansio (66-94 mm?).



49

Tabela 7. Valores médios (t desvio padrdo) das classes que

representam intervalos de valores da porcentagem de clorose nas

folhas dos explantes de 5. allagophylla, apds 90 dias de

cultivo 1in vitro em meio MS com diferentes concentracdes de

KH2P04{1,25 mmoles.l ") e de MgS04.7H:0 (0-3,1 mmoles.l™?).

KH,PO, (mmoles.I} *

Tﬁ%ﬁfﬁ? 1,25 0,125 0,0125 0.0 oedia dos
3,1 1,040,00b  1,0:0,00b  1,740,89a  150,84ab | 13%035
0.31 1.0£0,00b  1,540,89ab  12:0,52ab  1240.52ab | 12022
0,031 1,0£0,00b  1,7:084a  1,120,89b  1,040,00b | 12:034
0,0 1,040,00b  1,14026b  1,340,72ab  1,14045b |  1,140,12
" gfi;i gf;s 1,040,00 131033 13i028 o 1','2&22”” |

* Letras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel de 5%
(teste de Duncan).

Classes — 1=0%; 2=5 a 10%; 3=10 a 20%; 4=20 a 50%; 5=50 a 70% e

=70 a 100%.
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Figura 6. Explantes de §. allagophylla cultivados in vitro:
efeito das diferentes concentracdes de nutrientes,
particularmente do NO;, sobre os pardmetros comprimenteo do
eixo principal (a) e numero de raizes (b), apdés 90 dias de
cultivo (médias e respectives desvios padrdes), com uma
tendéncia para ﬁra}_ores maiores destes pardmetros no tratamento
5. Classes dos valores do pardmetro nimero de raizes - 1=0; 2=1

a 5; 3=5 a 10; 4=10 a 15; 5wacima de 15 raizes.
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Figura 7. Explantes de 5. allagophylla cultivados 1in vitro:

efeito das diferentes concentragdes de nutrientes,

)

particularmente do NO:, sobre os pardmetros numerc de folhas

:

al e expansa i o), b S ias de cultivo {(média
pansdoc foliar (b} apd S0 d d 1t {médias &

respectivos desvios  padrdes). Classes dos valores dos
pardmetros: numero de folhas -~ 1=0; 2=1 a 5; 3=b0 a 10C; 4=10 a
15; bB=acima de 15 fclhas e expansdo foliar - l=pouca expansédo

(4rea de 9-38 mm®) ; 2=média expansdo (38-66 mm’} e 3=grande

expansdo (66~94 mm?) . Letras diferentes indicam diferencas
significativas ao nivel de 1% ({(teste de Duncan 5%, para a

Cekpariggec foliar
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4-Analise do solo

O resuitado da anadllise quimica da amostra do solo, da
Reserva Bicldgica de Modi-Guacgu, indicou ser U solo
extremaments acido, com o valor do pH em 3,9, com baixos teores
de Ca, Mg, Mn e Zn, teores muito baixos para P e K, médios para
B & Cu e extremamente altos para o Fe (30,0 mgfdms} e alto para
o Al trocével {7,08 mmolc/dm’). O nivel de matéria organica
apresentou-se dentro de valores considerados médios para solo
do cerrado, a capacidade de trcoca catidnica (CTC) com um valor

haixe e a saturacdo de bases com um valor extremamente baixo

(tabela 8).

S-Analise das £folhas

C resultado da andlise guimica das folhas maduras,
coletadas de plantas crescidas nesta reserva, foil de baixo teor
de P, teores médics de N e Zn, altos de K, Ca, Mg, B, Cu, Mn e

axtremamente altos paro o Fe (1211,0 mg/kg) e para o AL (Z9%1,9
mg/kg) (tabela 9). Os resultados foram comparados com a tabela

padrdo, da composicdo nutricional considerada adequada,

elabcrada por Epstein (1875).
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Tabela 8. Resultado da andlise guimica do solo de
campo cerrado, coletado na Reserva Bioldgica de
Moji-Guacu.

MO pH S.B. H+Al CTC vV
Mat. Orgénica Sol. CaCI2 Soma bases  Ac. Potencial Cap. Troca Cat.  Sat. bases
g/dm3 .......................... mmol/dm’ ..o %
i9 3,9 2,2 89 91.8 2
B Cu Fe Mn Zn P K Ca Mg Al
..................................... mE/Am” e corensrersieneannsnen, TMOL/AM® oo
0,24 6.4 30 1,1 0,2 2 0,2 i 1 7,08

Tabela 9.Resultadoc da andlise quimica das folhas
de plantas crescidas em campo cerrado, coletadas
na Reserva Bioldégica de Moji-Guacu.

N K P Ca Mg
............................................................... EIRE e s
15,1 19,7 0.9 10,8 6,0

B Cu Fe . Mn Zn Al
.................................................................. TEKE oottt rn s er s et n e s st
50,3 8,4 12110 96,7 22,2 29919
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DISCUSSAo

A variacd@o observada nos valores do pH do meio de cultive,
com a diminuigdo destes ao longo da subcultura, pode estar
relacionada com &a absorcdo diferencial de NH:s e NO3~ pelos
explantes ocu por produtos metabdlicos excretades para ¢ meio. A
tendéncia de valores maiores para os parametros analisadogs nos
tratamentos com mencores valores do pH, apéds 90 dias de cultivo,
demonstrou gque a espécie estudada tem um valor de pH étimo para
o cultive in vitro menor gue ¢ pH recomendado (pH 5,8) e gue
apresenta estratégias de adaptacdo para valores mais acidos do
pH. Sabe-se que baixos valores dc pH afetam o crescimentc das
plantas pelo efeito direto do excesso de hidrogénio e indireto
com =z mudanca na sclubilidade de varios elementos minerails
importantes (Islam et al., 1980).

A similaridade de resposta, estatisticamente

significativa, obtida entre os tratamentos meio MS com 1060% da

—concentracio R B PO e G MO EQ s TH2 O mero. MS. . .com  a2usdénelia.

destes nutrientes, para todos o©s par@metros analisados, com ©
maior crescimento destes em tais tratamentoes, ou seja, do
comprimento do eixo principal e das raizes, do numero de raizes
e folhas e da expansdoc foliar, indicou que a espécie 5.
allagophylla apresenta eficiéncia na utilizacgdo dos nutrientes
exbgenos presentes no meio  MS. Tambémn, parece possuilr

egtratégias de economia e utilizacgao de nutrientes,
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caracteristicas que vém sendc observadas em estudos com
diferentes espécies, onde sob controle genético espécies
adaptadas aos solos éacidos, pobres em nutrientes, possuem
eficiénecia em utilizar os nutrientes (Baligar et al., 1997). Ja
os tratamentos com combinacdes de menores ceoncentracgdes de
KH2POs e/ou de MgS80;.7H:0 e/ou auséncia de um deles resultaram
em um crescimento significativamente menor para todos os
parametros analisados. Talvez tenha ocorrido um efeito de
supressdo ou de competigdo na utilizacdo dos nutrientes pelos
explantes, provavelmente mais com relacdo ao KH2PO..

Os resultados obtidos para o efeito particularmente do NO3
, para todos o©s pardmetros analisados, ndo mostraram diferencas
significativas quanto & concentracdc utilizada, o que indica
que a espeécie tem eficiéncia para utilizar o nitrogénio e
demais nutrientes em todos os tratamentos. O meio B5 diluido
50% provavelmente é o mais favoravel para o seu cultive in
vitro, devido a uma tendéncia para maiores valores dos
parametros citados e umd “diférerica significativamente maior
para a expansdo foliar nos explantes cultivados neste meio.
Resultados semelhantes foram obtidos por Almeida (1994) para
esta espécle, com malores valores para o peso seco da raizes e
parte aérea nos explantes cultivados em meio B5 diluido 50%.

A analise do solo mostrou que a espécie S. allagophylla
cresce em s0lo extremamente acido, pobre em nutrientes e bases

trocaveis, baixzxa CTC e com teores de Fe e de Al trocavel
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considerados t6xicos, caracteristicas encontradas em solo de
cerradec, pela sua origem geoldgica e a agdo do intemperismo e
lixiviagdo, que causam a perda por dissolugio de Ca®’, Mg, X7,
POy e N, resultando em um aumento da acidez do solo. Com esta
acidez ocorre a remocdo dos cédtions trocdveis dos locais de
troca catidnica e o aumento da solubilidade de ions Al
(Malavolta & Kliemann, 198%5)., 0Os valores absolutos de AL
trocavel nao foram extremamente altos (7,08 mmolc/dm3, sendo
considerados altos acima de 10,0 mmolc/dmg), entretante como os

valores de Ca“", Mg®

e K' sdc extremamente baixos, os valores
relativos do Al trocavel s&o considerados altos e téxicos. Ja o
valor obtido na amostra para a saturacdo de bases foi
extremamente Dbaixo, entretanto o valor para a CTC néoc foi
extremamente Dbaixo, indicando que provavelmente a matéria
orgénica, com teor de 19g/dm’, considerado médio para solos de

cerrado, seja a principal fracdc envolvida na formacdo de

cargas negativas e troca de cétions neste soleo. Resultados

rpemelhantes foram -observados em estudos realizados por Lepes”
(1984), com a analise de diferentes tipos de soclos sob
cerrados.

Pela andlise quimica das folhas verificou-se que os teores
dos nutrientes tenderam de médic para alto, com excecdo do P
gue apresentou concentracac de 0,9 g/kg (adequada é 2 g/kg),
evidenciando estratégias para alta eficiéncia na absorcio,

transporte e utilizagdo da baixa guantidade dos nutrientes
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disponiveis. J& os teores extremamente altos do Al e do Fe
encontrados nas folhas, evidenciam que a espécie tolera bem
tais elementos, podendc ser considerada uma acumuladora de Al,
pois apresenta em suas folhas uma concentracdo deste de 29291,9
mg/kg e cresce em solc com a concentracdc do Al trocavel de
7,08 mmole./dm®. Esta concentragic de Al trocavel no sclo pode
ser considerada alta e determinante do pH &cido do solo, como
também a planta ¢é considerada uma acumuladora de Al por
apresentar mais de 1000 mg/kg, conforme dados fornecidos por
Haridasan (1982). A espécie §. allagophylla provavelmente
apresenta como estratégia a formacdo de complexos do Al com
adcidos orgénicos e/ou proteinas e/ou outros agentes
complexantes (Kochian, 1995). Também, o0s altos tecores dos
nutrientes essencials presentes em suas folhas demonstram gue a
espécie provavelmente apresenta, comce forma de tolerdncia ao
Al, a habilidade em manter o¢ fluxo de ions e o potencial de
membrana nas células das raizes na presenca do Al {(Miyasaka et

calo; 1989) .
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CAPITULO III

MORFOGENESE E CRECIMENTO IN VITRO DE Sinningia
allagophylla (GESNERIACEAE): EFEITO DE NUTRIENTES,

SACAROSE, FITORREGULADORES E FOTOPERIODO




S ATIA

ANA

BA

B5

CCC

GA3

KIN

MS

ABREVIATURAS

acido 3-indelilacétice

acido naftalencacético
6—-benzilaminopurina

melo Gamborg et al. {(1968)

cloretc de 2-cloroetila trimetilaménia
dcido giberélico

kinetin (cinetina)

meioc Murashige & Skoog (1962)
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RESUMO

Explantes obtidos a partir de segmentos nodais de pléntulas
da espécie do cerrado Sinningia allagophylla crescidas in
vitro, foram cultivados em meios com diferencas nas
concentracgdes de nutrientes, de sacarose e de fitorreguladores.
Seis experimentos foram realizados em esquema fatorial: nos
guatro primeiros os explantes foram cultivados em meio BS,
diluido 50% e suplementado com sacarcse 3% (p/v), sendo
testados os efeitos das concentracgdes dos fitorreguladores:
leexperimentoc - combinacg¢des de BA (0,01 e 0,1 pg/ml) e de
cinetina (0,01 e 0,1 pg/ml) com AIA (0,1 pg/ml}); 2°experimento
- BA (0,01 e 0,1 pug/ml) com GA; (0,1 e 1,0 pg/ml);
3°experimentoe - BA (0,01 e 0,1 ug/ml) com CCC (0,1 e 1,0 pg/ml)
e 4°experimento - combinagdes de BA (0,005 e 0,01 ug/ml) e de
cinetina (0,01 e 0,1 upug/mi) com ANA (0,01 e 0,1 pg/ml). No
quinto experimento fol utilizado o meio MS no estado sélido e
foram observados os efeitos das razdes de fonte de nitrogénioc,

KNO::NHsNO:, € das concentracbes de sacarcse (3%, 4

e

; 8

o0

e 10

oo

p/v). No sexto experimento os explantes foram cultivados em
meioc B5 no estado liquido e observou-se o efeito da diluigdo da
composicdo mineral do meiloc (B5 100%, diluido em 50%, 75% e

auséncia total do meio) e das concentracdes da sacarose (3%, 4

o

e 6% p/v). Os meics acrescidos dos fitorreguladores induziram a
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formacdo de calo na base do explante e de clorose das folhas.
Os fitorreguladores BA e ANA, nas mais baixas concentracdes
testadas, induziram, sczinhos cu combinados, valores
estatisticamente maiores para o comprimento do eixo principal;
nimero e comprimento de raizes. GA3 sozinho teve efeito apenas
na indugdo do crescimento do eixo principal e combinado com BA
reverteu o efeito indutor deste Gltimo na formacdoc tantc de
raizes como no crescimento do eixo. AIA e CCC ndo apresentaram
efeitos significativos sobre os parametros analisados e
cinetina sd foil efetiva em fotoperiodo de 18h para o parametro
comprimentc do eixo principal. A maior concentracdo de NH.' das
razdes testadas do meio MS induziu o desenvolvimento da parte
aérea, ja a maior concentracido de NO3~ induziu o desenvolvimento
radicular. Quanto a sacarose, as malores concentracgdes (8% e
10% p/v) foram, ao mesmo tempo, tdxicas para a parte aérea e
indutoras de ralizes. As interacdes da concentrag3oc de
composigdc mineral com concentragdes da fonte de energia,
realizadas no melo B5 com auséncia total de fitorreguladores,
mostraram que o crescimento dos explantes (mais especificamente
o comprimento do eixo principal e o desenvolvimento radicular)
apresentou diferencas entre os tratamentos mais em relacic &
sacarose que a composigdoc mineral, isto porgque os resultados
foram igualmente satisfatdédrios no meio com composicdo mineral
total e suplementado com sacarose 3% (p/v) e nos meios diluidos

e COom concentracdes maiores de 3acarose. o cultivo no
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fotoperiodo de oito horas de luz resultou em promocdo do

crescimento da parte aérea e das raizes; J& no cultivo em

dezoito horas de luz os efeitos de toxicidade foram maiores nos

explantes, com uma porcentagem significativamente maior de

clorose das folhas neste fotopericdo.

Palavras <chaves: cerrado, cultivoe in vitro, nutrientes,

reguladores de crescimento,
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SUMMARY

Explants obtained from nodal segments of seedling of the
cerrado plant Sinningia allagophylla grown in vitro were
cultivated in media with different concentrations of nutrients,
sucrose and plant growth regulators. Six experiments were
carried out, using a factorial design: in the first four,
explants were cultivated in B5 medium, diluted 50% and
supplemented with 3% (w/v) sucrose to test effects of plant
growth regulators. Experiment 1 used combinations of BA (0.01
and 0.1 pg/ml) and KIN (0.01 and 0.1 pg/ml) with AIA (0.1
ng/ml); experiment 2- BA (0.01 and 0.1 pg/ml) with GA:; (0.1 and
1.0 pg/ml}); experiment 3- BA (0.01 and 0.1 pg/ml) with CCC (0.1
and 1.0 ug/ml) and experiment 4- BA combinations (0.005 and

0.01 pg/ml) and of KIN (0.0l and 0.1 pg/ml) with NAA (0.01 and

0.1 ug/ml). The fifth experiment used solid MS medium to

observe the effects of different proportions of nitrogen

fe

sources, KNOz:NH4NO3, at varyving sucrose concentrations (3%, 4%,
8% and 10% w/v). 1In the sixth experiment, explants were
cultivated in liquid B5 medium to study the effect of different
dilutions of the mineral component of the medium (B> - 100%,
50%, 25% and total absence of medium) and sucrose concentration

(3%, 4% and 6% w/v). Media with added plant growth regulators

induced callus formation at the base of the shoot and leaf
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chlorosis. The plant growth regulators BA and NAA at the lowest
concentrations tested together or separately induced
statistically significant increases in shoot length and. in
number and length of roots. GA; by itself only affected cutting
growth and when combined with BA, it reversed the effect of the
latter on root formation and cutting growth. IARA and CCC did
not present significant effects on the parameters measured and
KIN was effective only in 18h photoperiods for cutting growth.
A higher proportion of NH:" in the MS medium promoted growth of
aerial parts while greater proportions of NQOs~ promoted root
development. Higher concentraticns of sucrose (8% and 10% w/v)
simultaneously were toxic to shoot development and promoted
root growth. Interactions between mineral concentration with
sucrose concentration showed that growth (more specifically
shoot length and root development) responded more to sucrose
concentration than mineral concentration since equally

satisfactory results were obtained in full medium supplemented

with 3% sucrose and tr diluted media with higher coricentrationy
of sucrose. Cultivation in an eight hour photoperiod resulted

in promotion of root and shoot growth while in the eighteen

hour photoperiod, toxic effects were greater in explants, with

a significantly higher percentage of leaf chlorosis in this

photoperiod.

Key words: cerrado, in vitro culture, nutrient, growth

regulators.
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INTRODUGCAO

A cultura in vitro tem sido utilizada para a propagagido de
produtos agricolas, principalmente na Aarea de horticultura e
floricultura e também para a conservagdo de germoplasma e para
a propagagdo e conservacac de espéciles de plantas selvagens
e/ou ameacadas de extingdo. Apresenta maiores vantagens sobre
as técnicas de propagacdo convencional por produzir um grande
nlimero de brotes em condigdes controladas, livres de patdgenos,
a partir de pequena guantidade de material inicilal (Fay, 1993).

Para o sucesso do cultivo in vitro de plantas é necesséaria
a incluséaco no meio de cultivo de horméniocs & de
fitorreguladores (Gaspar et al., 1996}. A adigdo de um certo
fitorregulador pode modular o balan¢o hormonal enddgeno, bem
comoc a resposta celular aos hormdnics (Charriére & Hahne,
1998). A resposta de uma determinada planta, ou tecido, a estas
interagdes ndo & previsivel e depende de fatores genéticos e
.variéyeis“ fisioldgicas da planta, da interagioc receptor-
fitotregulador e do desenveolvimento pela planté, ou técido, da
tolerancia e sensibilidade pelec fitorregulador (Krikorian,
1995).

As auxinas e as citocininas sdo as classes de
fitorreguladores mais utilizadas na cultura de tecidos (Caldas
et al., 1990). O trabalho cléassico de Skoog & Miller (15957)

estabelece para o cultivo in vitro do tabace um balan¢o entre



72

niveis de citocininas e auxinas presentes no meio, com uma taxa
relativamente alta de AIA em relacldo & cinetina favorecendo =&
formagdo de raizes, © reverso favorecendo a formagio de brotes
e concentragdes Iintermedidrias a proliferacdoc de calos.

Segundc  Grattapaglia & Machade (reen); a adicdc de
citocininas & favoridvel e mesmo necessidria, sendo a citocinina
sintética BA geralmente a gque apresenta os melhores resultados.
Das auxinas, a auxina natural AIA é a menos estavel em
condig¢des de meio de cultura devido & fotooxidacio e a acéoc da
ATIA-oxidase nos tecidos dos explantes, sendo a auxina sintética
ANA a mais favordvel e bastante utilizada. J& a giberelina (na
forma de GAsz) ¢é pouco wutilizada como horménic exégeno,
suplementade no meio de cultivo, devido ao suprimento endégeno
ser suficiente.

Krikorian (1995) comenta que ndo apenas os horménics e os
fitorreguladores devem ser considerados nos resultados do
cultivo in vitro, mas também cutros fatores relacionados com as
ratividddes intra e extracelularés e, assim, com & cresciments’
das plantas, como os elementos nutriciocnais e suas
concentracdes no meic; a fonte de energia; o pH e a
temperatura.

A concentragdo de sacarose, ou de outra fonte de energia,
apresenta efeitc marcante sobre a multiplicacio e o crescimento
in vitro de plantas. A inclusdo da fonte de energia no meio

sempre fol considerada necessaria para o cultivo in vitro, pois
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a atividade £fotossintética dos tecideos in vitro é reduzida.
Hdider & Desjardins (1994) observaram que pléantulas realizam
fotossintese quando cultivadas in vitro em concentracdes de
sacarcose de 0-1% (p/v). Mas os mesmos autores observaram gue a
sacarose € lmportante em estadios iniciais de crescimente, por
elevar a atividade da fosfoenolpiruvate carboxilase (PEPC),
permitindo ¢ estabelecimento in vitro das pléntulas. Além
disso, a adicdo de diferentes concentracdes de sacarose no meio
e combinagdes destas com substéncias reguladoras de
crescimento, poden induzir diferentes respostas no
desenvolvimento do explante utilizado (Jeannin et al., 1995)
como, por exemplo, a dependéncia de GAz, para a indugdoc do
crescimento em expansdo, de um aumento na pressdo de turgor
determinada pela hidrdlise de sacarcse (Fry & Street, 1980).
Qutro exemplo do efeito da adicgdo de sacarose € a obtencdo de
microtubérculos em explantes de batata, cultivados em meio MS
sem adic¢do de reguladores de crescimento, mas induzidos por
TEorcerErdces Mgl g altds de sacarese {Garnery 'y Blake, 19g9y .

As duas formas de nitrogénico inorgdnice utilizadas pelas
plantas no sole - nitrato (NO:™) e amdénio (NH:) - sao
geralmente incluidas em meio de cultive in vitro. O efeito
destes ions sobre o crescimento e desenvolvimento de culturas é
bem evidenciado indicando ser a raz&o entre suas concentracdes
o fator determinante do crescimento, com a concentracic do

amdnio devendo ser, no maximo, um terco da do nitrogénio total
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(Caldas et al., 1990}. Embora o nitrato seja a principal fonte
de nitrogénioc para a maior parte das espécies, algumas utilizam
o amdnio, como exemplificado por aquelas crescende em solos
adcidos do cerrado, onde o amdnio ¢é predominante devido a
inativacdoc das Dbactérias nitrificadoras (Kozovits et al.,
1926).

A agricultura nos cerrados apresenta problemas devido ao
déficit da saturagdo do ar na estacgdc seca; fogo anual; solos
com valores do pH marcadamente baixoes, deficientes de
nutrientes e com a presengca do ion aluminio toéxico, além do
lencol de agua subterradneo ser geralmente profunde (Ferri,
1971). Entretanto, o cerrado como ecossistema estd atualmente
bastante ameagado com ¢0s grandes empreendimentos que vém sendo
instalado nesta regi&o, tornando 40% da extensao de
aproximadamente 2 milhdes de km® gue a regido ocupa, destinadas
as atividades agricolas e de pastagens (Dias et al., 1996).

Estudos scobre o desenvolvimento de espécies do cerrado s&o,

implantacdc de programas de recuperacio de &reas do cerrado
{Sassaki et al., 1996).

5. allagophylla é uma espécie herbicea perene que cresce
espontaneamente na regido do cerrado. Apresenta caracteristicas
de espécies adaptadas ao cerrado, ou seja, estratégias
adaptativas que superam o egsiresse térmico, hidrico,

nutricicnal e os efeitos do fogo {Mantovani & Martins, 1288). O
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sucesso desta espécie, como o de algumas outras herbéceas do
cerrado, € o desenvolvimento de um 6rgdo subterrineo espessado,
no gual as gemas ficam protegidas no solo durante as condicgdes
desfavoraveis do inverno seco e tépido e do fogo que ocorre com
freqiéncia em areas do cerradoe (Goodland, 1979).

Estudos fenoldgicos realizados por Almeida (19%4) indicaram
que S. allagophylla apresenta um periodo de dorméncia de 5-6
meses, tantc no campo como em casa de vegetagdo, com perda
total da parte aérea. Figueiredo-Ribeiro et al. (1986), visando
detectar plantas do cerrado de potencial para a exploracdo
econdmica dos compostos de reserva em orgdos subterraneos, ao
fazerem um levantamento c¢om dezessete espécies do cerrado,
encontraram no o6rgao subterrineo de §. allagophylia contetdos
de actcares maiores que aqueles relatados em plantas que séao
reconhecidas como fonte destes compestos. Segundo os autores
este ponto torna esta espécie, junto com Ruellia geminifolia e

Gomphrena officinalis, interessantes para 0S8 estudos

s tisitolbgicos e biloguimicosy

0s fatores envolvidos no processo de tuberizacgdo de
espécies do cerrado naéo sdo conhecidos, sendo os estudos de
tuberizacdo praticamente veltades apenas para Solanum
tuberosum. Talis estudos evidenciaram gque o© estimulc para a
inducdo de tuberizagdoc € produzido pelas folhas (Koda &

Okazawa, 1988) e gue sidc necessarias as condicgbes: fotoperiodo
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critice da planta e a temperatura, c¢om Dbaixa temperatura

geralmente inibindo a tuberizacdo (Ewing & Wareing, 1878).

_Reguladores de crescimento sdo geralmente utilizados para a

obtencdc in vitro de tubérculos. A inducdoc e o desenvolvimento
de microtubérculos sdc contrclados pela interacdoc de hormdnics,
com AIA e combinagdo de AIA com GAs nac tendo um efeito
significative na microtuberizagdo de §. tuberosum, e GAz
sopzinho sendo um importante fator controlando a iniciacdo do
tubérculo {(Escalante & Langille, 1995). Meic MS acrescido de BA
e AIA induziu & microtuberizacdo de S. tuberosum (Mader, 1995),
bem como meio nutritive com BA sozinho e suplementado com
sacarose 4% (p/v) (Banfalvi et al., 1997). Outras substéncias
como ¢ &cido jasmdénico (Koda et al., 1994) e poliaminas (Mader,
1095}, tem induzido a microtuberizacdo desta espécie, como
tampém meioc MS livre de hormdnios, mas com alta concentragio de

sacarose (8% p/v) (Garner & Blake, 1589).
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OBJETIVOS

Com o objetivo de se .obter . —maiores. informacdes das
estratégias envolvidas no processce de adaptagido de S.
allagophylla as condigdes de cerrado, bem como para a obtencdo
de um meio otimizado, foram estudados o crescimento e a
morfogénese in vitro desta espécie em relacdo aos efeitos de:
fitorreguladores; fonte de nitrogénio; composicdco nutricional
do melc de cultivo; concentragdo da fonte de energia e do

fotoperiodo.
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MATERIAL E METODOS

1-Material vegetal

Os explantes consistiram de estacas com O,8cm  de
comprimentc e um par de folhas, sem a gema apical, obtidas de
explantes da espécie com dois meses de cultive in vitro em meio
badsico MSE no estado sélidc e suplementado com sacarose 3%
(p/v). Tals explantes, por sua vez, foram obtidos de segmentos
nodais de plédntulas resultantes da germinacdo in vitro, sob
condi¢des assépticas, de sementes colhidas em &rea de campo
cerrado, setor destinado a pesguisa nic perturbatdria, da
Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji-Guacu (SP-
22°15-16"S e 47°8-12'W, 585-635m de altitude) no Estado de Sédo

Paulo.

2~Condicdes de cultura

A influéncia dos fitorrequladores, da razdc de NOs :NH: e
das concentracdes de nutrientes e sacarose, bem comc suas
interagdes sobre a morfogénese e ¢ crescimento e in vitro da
espécie S. allagophylla foram determinados em seils experimentos
fatoriais. Os experimentos foram realizados em temperatura
constante de 25 * 2°C e fotoperiodos de 8 e de 18 horas de luz

didria, sendo o material in vitro mantidc em camara de
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crescimento Forma Scilentific com intensidade luminosa de

35,49gmol.mQ.sﬂ, fornecida por duas lémpadas fluorescentes. O
valor do pH do meio de cultive, em todos os tratamentos, foi de
4,8 ( um valor de pH mais &acido e que permite a geleificacio do
melo) .

Para todos os tratamentos utilizaram-se tubcs de ensaio de
fundo chatc com 8 cm de altura e 2 c¢m de difmetro contendo 6 ml

do meic de cultive, em cince repetigbes, com um explante por

repetigdo.

3-Métodos de avaliacgdo

Neste trabalho foram analisados os seguintes parémetros:

- comprimento do eixo principal em cm;

- nimerc e comprimento das raizes;

- numero de folhas e expansdo foliar;

- numerc de brotos;

- porcentagem de clorose nas folhas;

- presen¢ga ou ndo da formagdo de calo.

Os efeitos dos diferentes tratamentos sobre os parametros
mencionados foram obtidos apds 90 dias do cultivo in vitro des
explantes. Nos resultados calculou-se a média, desvio padrdoc e
realizou-se a analise de varilncia {(ANOVA) , entre 08
tratamentos e dentrc dos tratamentos, e o teste de Duncan 5%

para a diferenciacgdo entre os dados obtidos (teste VARPC,
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elaborado pelo Prof. Dr. Ladaslav Sodek, do Depto de Fisiclogia
Vegetal, IB/Unicamp).

C critério utilizado para a obtencidoc dos dados foi o uso de
classes indicando um intervalo de valores, exceto para o
comprimento do eixo principal:

~Classes dos valores dos parametros nlUmero de raizes,

namero de folhas e de brotos- 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a 10; 4=10

a 15; b5=mais de 15.

-Classes dos valores comprimento das raizes- 1=0,0cm; 2=0,1

a 1,0cm; 3=1,0 & 2,0cm; 4=2,0 a 3,0cm; 5=3,0 a 4,0cm.

-Classes dos valores da expansdo foliar- l=pouca expansio

(area de 9-38mm?); 2=média expansdo (38-66mm’) e 3=grande

expansdo (66~94mm®) .

-Classes dos valores porcentagem de clorose- 1=0%; 2=5 a

10%; 3=10 a 20%; 4=20 a 50%; 5=50 a 70% e 6=70 a 100%.

~-Classes dos valores presenga de calo- 1=ndc presente;

2=presente.

4-Tratamentos com diferentes combinagdes de

fitorrequladores

Foram realizados quatro experimentos em esquema fatorial,
em meio B5 diluido 50%, no estado s6lido e suplementado com

sacarose 3% (p/v), e com diferentes interacdes de reguladores

de crescimento:
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(&) combinacdes de BA e de cinetina com AIA {tabela 1);
(b} combinacdes de BA com GAz (tabela 2);
~(c) combinagbes de BA e CCC (tabela 3);

{d) combinagdes de BA e de cinetina com ANA (tabela 4).

Tabela 1. Combinagdes de BA e de cinetina com ATA.

BA (ug/ml) Cinetina (pug/ml}
IA
A 0,0 0,01 0,1 0,01 0,1
{pg/ml)
0,0 1 3 5 7 9
0,01 2 4 6 8 10

Tabela 2. Combinacbes de BA e GAs.

BA (ug/ml)
GBAs (pglml)yoo . 0.0. 0,01 0,1
0,0 1 4 7
0,1 2 5 8
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O horménic GAs; foi acrescido ao meio de cultivo apds ser
esterilizado a fric com o filtro de acetatoc de celulose

(Millipore).

Tabela 3. Combinagcles de BA e CCC.

BA (pg/ml)
CCC (Mg/ml) 0,0 0,01 0,1
0,0 1 4 7
0,1 2 5 8
1,0 3 6 9

Tabela 4. Combinacgdes de BA e de cinetina com ANA.

BA {ug/ml) Cinetina (pg/ml)
A
AN 0,0 0,005 0,01 0,01 0,1
(pg/ml)
0,0 1 4 7 10 13
Gg,01 Z2 5 8 i1 14
0,1 3 & 9 12 15
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S-Tratamentos com diferentes razZdes de nitrato:aménic e

interagdes destas razdes com concentrag¢des variadas de

sacarose

Foram realizados 20 tratamentos em meio basico MS, no
estado sélide, com diferentes razdes de KNO3 e de NH4NOs,

combinadas com concentragdes variadas de sacarose (tabela 5).

6-Tratamentos com diferentes dilui¢des do meio BS e

interagdes destas diluigcdes com concentragdes variadas de

sacarose

Foram realizados 12 tratamentos em meio RB5, no estado
ligquido, com 100% dos nutrientes, e com diluig¢des mantendc 50%
dos nutrientes, 25% e auséncia total destes. Os diferentes
neios, quanto a sua diluicac, foram combinados Com
concentragdbes variadas de sacarose (tabela 6). Os explantes

foram cultivados sobre suporte de papel de f£iltro Whatman n®°l.
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Tabela 5. Interagcbes de KNO3;:NH4NO: com diferentes

concentracdes de sacarose.

Tratamentos
Sacarose ' 3 c D £
(p/v)
3% 1 5 9 i3 17
4% z 3] 1c 14 18
8% 3 7 11 15 19
10% 4 8 12 16 20

A=NH,NO; 20,62 mmoles.I"; KNO; 18,81 mmoles.I” (controle, com total de 27,53
mmoles.]! de NO;™ e 4,64 mmoles.I' de NH;" - 100% em relagiio a0 meio
MS- 85% NOs™: 15% NH,H.

B= NH;NO; 20,62 mmoles.1 "; KNO; 9,40 mmoles.1™" (com total de 21,75
mmoles.I'" de NO;™ e 4,64 mmoles.I" de NH," - 82% NO5™ 18% NH,").

C= NHNOy 20,62 mmoles. 17 KNO; 4,70 moTes . I (com total de 18,86
mmoles.1l™ de NO3~ e 4,64 mmoles." de NIH,™ - 80% NO5: 20%
NH").

D=KNO; 18,81 mmoles.1™"; NHsNO; 10,31 mmoles.l " (com total de 19,54
mmoles.I” de NOj3™ e 2,32 mmoles.I” de NH," - 90% NO5™: 10% NH,").

E= KNO; 18,81 mmoles.1™"; NHUNO; 5,16 mmoles.1™" (com total de 15,54

mmoles.I" de NOs™ e 1,16 mmoles.I" de NH;" - 93% NOs": 7% NH,").



Tabela ©. Interagdes entre diferentes diluicdes do meio

B5 com ceoncentracdes variadas de sacarose.

Tratamentos
Sacarose
A B C D
(p/v)
3% 1 4 7 10
4% 2 5 8 11
6% 3 & 8 i2

A= meio B5 com a composicido mineral total.

'B= meio B5 com a composicdo mineral diluida 50%.

C= meio BS com a composicdo mineral diluida 75%.

D= auséncia total do meio B5.
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RESULTADOS
1-Efeito das combinagdes de BA e de cinetina com ATIA

O fitorregulador BA apresentou um efeito significativamente

maior, em relacdoc ac controle e demais tratamentos, sobre o

crescimento dos explantes (figura 1). BA (0,01 e 0,1 pg/ml),

sozinho e combinado com AIA (0,01 pg/mi), estimulou a formaciao
de caloc na base do explante (figura 8), de brotos {figura 6) e
o mailor numero de ralzes e comprimento destas {(figura 3), nos
explantes cultivados em ambos fotoperiodos, com diferencas
significativas ao nivel de 0,1% (teste de Duncan 5%) em relacao
ao controle e demais tratamentos, os quais apresentaram
respostas semelhantes ao controle.

Para o comprimento do eixo princiapal e expansio foliar

houve diferencas no efeito dos fitorreguladores em relacidc aos

fotoperiodos. BA sozinho (0,01 e 0,1 pg/ml) e combinado com AIA

{g;di"#;)ﬁi) détéiﬁihéﬁ valores significativamente maiores, ao
nivel de 0,1%, para o comprimento do eixo principal (figura 2)
em fotoperiodo de 8h. O fitorregulador BA sozinhe (0,1 pg/ml) e
combinado com AIA {0,01 ug/ml) determinou valores
significativamente mailores, ao nivel de 0,1%, para a expansdo

foliar (figura 5) neste fotoperiodo. J& no fotoperiodo de 18h
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cinetina soczinha (0,01 e 0,1 pg/ml) foi guem induziu valores
significativamente maiores para estes pardmetros.

O numerc de fclhas ndoc apresentou diferencas significativas
entre os tratamentos em fotoperiode de 8h, entretantoc em 18h
houve uma diminui¢do significativa, ao nivel de 5%, das folhas
dos explantes cultivados em meios com BA sozinho (0,01 pg/ml) e
combinado com AIA (0,01 ug/ml) (figura 4).

A porcentagem de clorose nas folhas dos explantes foi

significativamente maior em cinetina (0,1 pg/ml} combinada com

AIA (0,01 pg/ml), no fotoperiodo de 8h (figura 1-B). Nio
ocorreram diferengas significativas, entre os tratamentos, para
este parametro no fotoperiodo de 18h, entretanto a porcentagem
de clorose nos explantes cultivados neste fotopericdo foi
significativamente maior, ao nivel de %, a ocorrida nos

explantes em 8h (figura 7).

2-Efeito das combinacdes de BA com GAs

¢ fitorregulador BA (0,01 e 0,1 pg/ml} sczinho e combinado

com GAz (G,1 e 1,0 ug/ml) apresentou efeitos significativamente
maiores, ao nivel de 0,1%, em ambos fotoperiodos, sobre a
formacdoc de calo na base do explante (figura 14) e de brotos

(figura 12} e na inibigidoc de formagdc de raizes (figura 11).
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Nos explantes em GA; sozinho os resultados foram semelhantes ao

controle, com raizes e sem formacio de calo.

O  comprimento do eixc principal dos explantes cultivados .
nos meiocs com GAs; (0,1 e 1,0 pg/ml), sozinho e combinado com BA
(0,01 pg/ml), £foi maior que nos explantes do controle. Os
explantes cultivados em BA (0,1 ug/ml) combinado com GA: (0,1 e
1,0 ug/ml) apresentaram ¢ comprimento do eixo principal
significativamente menor, ao nivel de 0,1% no fotoperiodo de 8h
e de 1% em 18h, em relacdo aos outros tratamentos{figura 10},
calo mais espesso e malor nUmero de brotos (figura 9).

O ntmero de folhas e a expansdo foliar ndc apresentaram
diferencas significativas entre 0s tratamentos, com oS
explantes apresentando mais de dez folhas e com expansdo média.
Houve uma tendéncia maior de clorose nas folhas dos explantes
em meio com o BA sozinho (0,1 pg/ml) e combinado com GA3z (0,1
ug/ml). No fotoperiodo de 18h a porcentagem de clorose foi

significativamente maior (figura 13).

3-Efeito das combinacdes de BA com CCC

¢ fitorregulador de crescimento BA (0,01 e 6,1 upug/ml),
sozinho e combinade com CCC (0,1 e 1,0 ug/mi), induziu

significativamente a formagdc de calc (figura 19), de brotos

(figura 17) e a clorose das folhas (figura 18). O numerc de
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brotos e a porcentagem de clorose foram significativamente

maiores, ao nivel de 5%, no fotoperiocdo de 18h.

O comprimentce do eixo principal foi significativamente
maior, ao¢ nivel de 1%, no meio com BA (0,01 pg/ml) sozinho no
fotoperiodo de B8h; no fotoperiodo de 18h foi maior, ao nivel de
5%, em BA (0,1 pg/ml) combinade com CCC (1,0 pg/ml) (figura
15).

Os valores para o© numero e comprimento das raizes foram
maiores nos melos com BA sozinho e combinado com CCC, sendo
significativamente maiores, ao nivel de 1% no fotoperiode de
8h, gquando sozinho (0,01 upg/mi) e, ao nivel de 0,1% no
fotoperiodo de 18h, quando sozinho (0,01 pg/ml) e combinado com
ccc (1,0 pg/ml) (figura 16).

C nOmero de folhas e a expansdo foliar ndoc apresentaram
diferencas significativas nos diferentes tratamentos, com o0s

explantes apresentandoe mais de dez folhas e média expanséo

destas.

4-Efeito das combinagdes de BA e de cinetina com ANA

Os meios contendoe BA (0,01 pg/ml) sozinho e combinado com

ANA (0,01 uMg/ml) foram indutores do crescimento em comprimento
do eilxo principal, em ambos fotoperiodos (figura 20), com

diferencas significativas, ao nivel de 0,1%, em relacdc aos
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outros tratamentos. O mesmc resultado fol obtido para o nimero
e comprimentc das raizes, com valcres significativamente
maiores nestes melos (figura 21). A c¢ombinacdo . cinetina. (0,01
pg/ml) e ANA (0,01 pg/ml) também induziu o nimero e comprimento

das raizes.

A combinacdo BA (0,005 pg/ml) e ANA (0,1 upg/ml) determinou
um namero e comprimento mencor de raizes e ntmero de folhas,
sendo o numero de folhas significativamente menor, aoc nivel de
5% em fotoperiodc de 8h, em relacd3c aos demais tratamentos
(figura 22 e 23).

Nos explantes cultivados nos meios com BA e ANA, sozinhos e
combinados mnas diferentes concentracgdes, houve formacdo de
calo, sendo significativamente maior, ac nivel de 0,1% em ambos
fotoperiodos, com relagdo aos demais tratamentos, nos guais nio
ocorreu formagaoc de calo (figura 24).

N&oc houve diferenc¢as significativas quanto & expansaoc
foliar entre os tratamentos e ndo ocorreu um numero

todos o©s tratamentos. Ocorreu clorose em alguns explantes
cultivados em meio com ANA (0,1 pg/ml) sozinho e com BA (0,005
pg/ml e 0,01 pg/ml) sozinho ou combinado com ANA (0,01 e 0,1

pg/ml) nos fotoperiocdos de 8 e de 18h, sem apresentar

diferencas significativas com relacgdc aos demais tratamentos.
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Os wvalores para o comprimento da estaca e da expansio
foliar foram significativamente maiores, ao nivel de 5%, nos

.explantes cultivados em 8h em relacdo aos cultivados em 18h.
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Figura 3. Explantes de 5. allagophylla cultivados in vitro:

efeitc das diferentes combinacgdes de BA (0,0; 0,01 e 0,1 ug/mi)

I3

e de cinetina (0,01 e 0,1 ug/mil) com AIA (0,0; 0,1 ug/ml) sobre
o paridmetro numero de ralzes (médlas e respectivos desvios
padrdes), apds 90 dias de cultive em temperatura de 25 x 2°C e
fotoperiodos de 8h (A} e 18h (B). Classes dos valocres do
parametro ~ 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a 10; 4=10 a 15; 5S=acima de 15
raizes. Letras diferentes indicam diferencas significativas ao
nivel de 0,1% para os tratamentos em fotopericdo de 8h e ac
nivel de 5% em 18h ({teste de Duncan). N&o houve diferengas
significativas entre os resultados dos fotoperiodos de 8h e
18h. Resultados do paridmetro comprimento das raizes foi

semelhante.
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Figura 4. Explantes de 5. allagophyllia cultivados in vitro:
efeito das diferentes cocmbinagdes de BA (0,0; 0,01 e 0,1 ug/ml)
e de cinetina (G,01 e 0,1 pg/ml) com AIA (0,0; 0,1 ug/ml) scbre
o parametrc numerc de Zfolhas (médias e respectivos desvios
padrdes), apés 90 dias de cultivo em temperatura de 25 + 2°C e
fotoperiodos de 8h (A} e 18h (B}. Classes dos valores do
paradmetro - 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a 10; 4=10 a 15; 5=acima de 15
folhas. Letras diferentes indicam diferencas significativas ao
nivel de 5% (teste de Duncan) para ©s tratamentos em 18h. Nao
houve diferencas significativas entre os resultados dos

fotopericdos de 8h e 18h.
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Figura 5. Explantes de §. allagophylila cul

ot
-
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ot
-
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aefeito das diferentes combinagdes de BA (0,0; 0,01 = 0,1 ug/ml)
e de cinetina (0,01 e 0,1 pg/ml) com AIA (0,0; 0,1 ug/ml) sobre
o parametro expansdo follar (médias e respectivos desvios
padrdes), apds 90 dias de cultivo em temperatura de 25 £ 2°C e
fotopericdos de 8h (A) e 18h (B). Classes dos valores do
parametro - l=pouca expansdoc {drea de 9-38 mm®); 2:média
expansdo (38-66 mm?) e 3:grande expansido (66-94 mm®) . Letras
diferentes indicam diferengas significativas ac nivel de 0,1%
(teste de Duncan) para os tratamentos em 8h e ao nivel de 5% em
18h. Nio houve diferencas gignificativas entre o5 resultados

dos fotoperiodos de 8h e 18h.
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Figura 6. Explantes de §. allagophylla cultivados in vitro:
efeito das diferentes combinagdes de BA (G,0; 0,01 & 0,7 pg/mi)
e de cinetina (0,01 e 0,1 ug/ml) com AIA (0,0; 0,1 pg/ml) scbre
o parametro numero de brotos (médias e respectives desvios
padrdes), apds 90 dias de cultivo em temperatura de 25 * 2°C e
fotoperiodos de 8h (A) e 18h (B). Classes dos valores do
pardmetro ~ 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a 10; 4=10 a 15; 5=acima de 1°
brotos. Letras diferentes indicam diferencas significativas ao
nivel de 0,1% (teste de Duncan) para oS tratamentos em ambos
fotoperiodos. N&o houve diferencas significativas entre os

resulitados dos fotoperiodos de 8h e 18h.
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Figura 7. Explantes de §. allagophvlla cultivadeos in vitro:
efeito das diferentes combinacdes de BA (0,0; 0,01 e 0,1 ug/ml)
& de cinetina (0,01 e 0,1 ug/ml) com AIA (0,0; 0,1 ug/ml) sobre
o parametro porcentagem de clorose (médias e respectivos
desvios padrdes), apds 90 dias de cultivo em temperatura de 25
+ 2°C e fotoperiodes de 8h (A) e 18h (B). Classes dos valcres
do parametro - 1= 0%; 2=5 a 10%; 3=10 a 20%; 4=20 a 50%; 5=50 a
70% e 6=70 a 100% de «clorose. Letras diferentes indicam
diferencas significativas ao nivel de 1% (teste de Duncan) para
os tratamentos em fotoperiodo de Bh. Houve diferencas
significativas ac nivel de 5% entre a média dos resultados dos

tratamentos nos fotoperiodos de 8h e 18h.



SA 0.0 ug/ml
e AlA:

BA 0.01lug/mi
e AlA:

BA 0.1 ug/ml
e ALA:

KIN G Oug/mi
¢ AlA:

KIN O, Tug/mi
2 ALA:

03 60
B 00!

1 0.0
g 00!

B8 00!

[ 00
B o0l

B 60
B 001

Classes representando a porcentagem de

clorose

tad

o

abe

abe

L
FN

abc

Tratamento

VN

Classes representando a porcentagem de

clorose

ad

o]
[FX3

th

Tratamento

(B) |

105



106

Figura 8. Explantes de §. allagophylla cultivados 1in vitro:

]

feito das diferentes combinac¢des de BA (0,0; 0,01 e 0,1 upug/ml)

6}

e de cinetina (0,01 e 0,1 pg/ml) com AIA {0,0; 0,1 ug/ml) sobre
o pardametro presencga de calco (médlas e respectivos desvios
padrdes), apbs 90 dias de cultivo em temperatura de 25 % 2°C e
fotoperiodes de 8h (A} e 18h. Classes dos valores do parametro:
1= c¢alc n&c presente e 2= calo presente. Letras diferentes
indicam diferencas significativas ao nivel de 0,1% (teste de
Duncan) para o©s tratamentos em ambos fotoperiodes. NEo houve
diferengas significativas entre os resultados dos fotoperiodos

de 8h e 18h.




e AIA:

BA G0 ug/ml

e ALA:

BA G0lugml |BA DL ug/mi

e ALA:

e ATA:

FIN 001 com] KN 0, Lug/mt

e AIA:

M 6o
0,01

1 0D
B 00

B 001

3 00
g8 00!

0.0
2 0,01

Classes representando a presenga de calo

L

)

Tratamenio

(a)

Classes representando a présenga de calo

i

i)

Tratamento

(B)

10

107



108

Gos

10

i

nto 2

HEAES

resci

re & C

E

300

=

GA

ado com

i

comb

nado GA3

3

mh

co



110

7

VRG0S

17
Y

T
4
3
I3
opmf

fig

._Ew
Q
e
@

Letras

e

@

|
ot
-1

@
>
i

o

,

£

]



111

GA

=

e GA

BA 0.0 ug/mi |BA 0,01ug/mi|BA 0,1 ug/mi

(A)

be

o 4 —

(w2) jedrouird oxro op ewaumiduio)

"

Tratamento

(B}

PRS-

& -

() tedound oxiz op onmdtuduwo)

o~

Tratamento




112

Figura 11. Explantes de S. allagophylla cultivados in vitro:
efeito das diferentes combinacdes de BA (0,0; C,01 e 0,1 upg/ml)
com GA: {(0,0; 0,1 e 1,0 pg/ml; sobre o pardmetro nimerc de
raizes (médias e respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de
cultivo em temperatura de 25 * 2°C e fotoperiodes de 8h (A} e
18h (B). Classes dos valores do parametro - 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a
10; 4=10 a 15; 5=acima de 15 raizes. Letras diferentes indicam
diferencas significativas ao nivel de 0,1% (teste de Duncan)
para os tratamentos no fotcperiodo de 8h e ao nivel 1% em 18h.
Nio houve diferencgas significativas entre os resultados dos
fotoperiodos de 8h e 18h. O parametrc comprimento das railzes

apresentou resultados semelhantes.
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Figura 12. Explantes de S. allagophylla cultivados in vitr

O

efeito das diferentes combinagdes de BA (0,0; 0,01 e 0,1 ug/mi)

com GA; (0,0; 0,1 e 1,0 yg/ml) sobre ¢ pardmetro ndamerc de
brotos (médias e respectives desvios padrdes), apds 90 dias de
cultivo em temperatura de 25 * 2°C e fotoperiodos de 8h (A) e
18h (B). Classes dos valores do pardmetro - 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a
10; 4=10 a 15; S=acima de 15 brotes. Letras diferentes indicam
diferencas significativas ac nivel de 0,1% (teste de Duncan)
para os tratamentos em ambos fotoperiodos. Ndo houve diferengas
significativas entre os resultados dos fotopericodos de 8h e

i8h.
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Figura 13. Explantes de 5. allagophylla cultivades 1in vitro:
efeito das diferentes combinagdes de BA (0,0; 0,01 e 0,1 ug/mi)
com GA: (0,0; 0,1 e 1,0 pg/ml) sobre o parametro porcentagem de
clorose {(médias e respectivos desvics padrdes), apds 90 dias de
cultivo em temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodos de B8h (A) e
18h (B). Classes dos valcres do parametro -~ 1=0%; 2=5 a 10%;
3=10 a 20%; 4=2C a 50%; 5=50 a 70% e 6=70 a 100% de clorose.
Letras diferentes indicam diferengas significativas ac nivel de
0,1% (teste de Duncan) para os tratamentos no fotopericdo de
18h. Houve diferencas significativas, ao nivel de 5%, entre a
média dos resultados dos tratamentos nos foteopericdes de Bh e

138h.
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Figura 14. Explantes de &. allagephylla cultivadeos 1in vitro:
efeito das diferentes combinacdes de BA (0,0; 0,01 e C,1 ug/ml)
com GAs (0,0; 0,1 e 1,0 ug/ml) sobre o pardmetro presenca de
calc (médias e respectivos desvios padrdes), apds 20 dias de
cultivo em temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodos de 8h (4A) e
18h (B). Classes dos valores do parametro - 1= calo nédo
presente e 2= calo presente. Letras diferentes indicam
diferencas significativas ac nivel de 0,1% (teste de Duncan)
para ©s tratamentos em ambos fotoperiodos. Ndo houve diferencas
significativas entre os resultades dos fotoperiodes de 8h e

18h.
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Figura 15. Explantes de §. allagophylla cultivados in vitro:
efeito das diferentes combinagdes de BA (0,0; 0,01 e 0,1 pg/ml)
com CCC {(0,0; 0,1 e 1,0 ug/ml}) sobre o parametro comprimento do
eixo principal (médias e respectivos desvios padrdes), apds 30

dias de cultive em temperatura de 25 % 2°C e fotoperiodos de 8h

{A) e 18h {B). Letras diferentes indicam difsrencas
significativas ac nivel de 1% (teste de Duncan] para o0s

tratamentos em fotoperiodo de 8h e ao nivel de 5% em 18h. Houve
diferencas significativas, ao nivel de 0,1%, entre a média dos

resultados dos tratamentos nos fotopericdos de 8h e 18h.



BA 0,0 ug/ml |BA 0.01ug/ml]BA 0, lug/mi
e CCC: ¢ COC: e CCC:
300 100

B2 Lo

Comprimento do eixo principal (cmn)

A

(F5)

28]

(&)

0
1 3 4 3 6 7 4 g
Tratamento

5 (B)
=
3
&
&
(=9 o
. 3
#
D
=]
’g 2 . abe
=
5 |
£
2
E 1 -
<
&

D i

Tratamento

121



Figura 16. Explantes de §. allagophylia cultivados in vitro:
efeito das diferentes combinagdes de BA (0,0; 6,01 e 0,1 ung/ml)

com CCC (0,0; 0,1 e 1,0 pg/ml) sobre o pardmetro namerc de
raizes (médias e respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de
cultivo em temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodos de 8h (A) e
18h (B). Classes dos valcres do parmetro - 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a
10; 4=10 a 15; bS=acima de 15 raizes. Letras diferentes indicam
diferencgas significativas ao nivel de 1% {(feste de Duncan) para
os tratamentes em foteopericdc de 8h e aco nivel de 0,1% em 18h.
NiZo houve diferencgas significativas entre o©s resultados dos
fotoperiodos de 8h e 18h. O pardmetro comprimento das railzes

apresentou resultados semelhantes.



BA 0,0 ug/ml [BA 0,0lug/mi[BA .1 ng/ml
g CCC: e CCC: e CCC:
1 og o0

0.1

10 BE 10

Classes representando o niimero de raizes

Lh

[F%)

i

hed

abed

[

e
'

LA

Tratamento

(a)

Classes representando o nimezo de raizes

feed £

ad
=

Tratamento

{B)

123



124

Figura 17. Explantes de 5. allagophvlla cultivados 1in vitro:
efeito das diferentes combinacgdes de BA (§,0; 0,01 e 0,1 ug/ml)
com CCC {(G,0; 0,1 e 1,0 Hg/ml) sobre ¢ parametrc numero de
brotos (médias e respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de
cultivo em temperatura de 25 % 2°C e fotoperiodos de 8h (A) e
18h (B). Classes dos valores do parametro - 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a
10; 4=10 a 15; b=acima de 15 brotos. Letras diferentes indicam
diferencas significativas ac nivel de 5% (teste de Duncan) para
os tratamentos em fotoperiodo de 8h e ao nivel de 1% em 18h.
Houve diferencas significativas, ao nivel de 5%, entre os

resultados dos fotopericdos de 8h e 18h.
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]

antes de &. allagophvlla cultivados in vitro:

1%‘_!

Figura 18. Exp

£

efeito das diferentes combinacdes de BA {(0,0; 0,01 & 0,1 ug/ml)
com CCC {0,0; 0,1 & 1,0 ug/ml) scbre o pardmetro porcentagem de
clorose (médias e respectives desvios padrées), apds 20 dias de
cultivo em temperatura de 25 % 2°C e fotopericdos de 8h (A) e
18n (B). Classes dos wvalores do¢ pardametro - 1=0%; 2=5 a 10%;
3=10 a 20%; 4=20 a 50%; 5=50 a 70% e 6=70 a 100% de clorose.
Letras diferentes indicam diferencas significativas ac nivel de
0,1% (teste de Duncan} para oS tratamentos em ambos
fotoperiodos. Houve diferengas significativas, ac nivel de 5%,
entre a média dos resultados dos tratamentos nos fotoperiodos

de 8h & 18h.
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Figura 19. Explantes de 5. allagophylla cultivados in vit

efeito das diferentes combinacdes de BA (0,0; 0,01 2 0,1 ug/ml;
com CCC (0,0; 0,1 e 1,0 pg/ml) sobre o pardmetrc presenca de
calo (médias e respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de
cultivo em temperatura de 25 £ 2°C e fotoperiodos de 8h (A} e
18h (B}. Classes dos vwvalores do parametro- 1= c¢als ndo
presente; 2= calo presente. Letras diferentes indicam
diferencas significativas ac nivel de 0,1% (teste de Duncan)
para o©s tratamentos em ambos fotopericdos. Nao houve diferencas
significativas entre os resultados dos fotoperiocdes de 8h e

i8h.
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Figura 20. Explantes de §. allagophylla cultivados 1In vitro:
efeito das diferentes combinacdes de BA (G,0; G,005 e 0,01
ug/mi) e de cinetina (0,01 e 0,1 upg/ml} com ANA (0,0; 0,01 e
0,1 ug/ml} scbre o parametro comprimento do eixo principal
(médias e respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de cultivo
em temperatura de 25 % 2°C e fotoperiodos de 8h (A) e 18h (B).
Letras diferentes indicam diferencas significativas ac nivel de
0,1% (teste de Duncan) para ©s tratamentos em  ambos
fotopericdos. Houve diferencas significativas, ao nivel de 5%,

entre a média dos resultados dos tratamentos nos fotoperiodos

de 8h e 18h.
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Figura 21. Explantes de §. allagophylla cultivados 1in vitro:
efeito das iferentes combinagdes de BA (0,0; 0,005 e 0,01
ug/ml) e de cinetina (0,01 e 0,1 ug/ml) com ANA (0,0; 0,01 e
0,1 wug/ml) scbre o pardmetro numerc de raizes {(médias e
respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de cultivo em
temperatura de 25 % 2°C e fotoperiodos de 8h (A) e 18h (B).
Classes deos valcores do parémetro — 1=0; 2=1 & 5; 3=5 a 10; 4=10
a 15; B=acima de 15 railzes. Letrags diferentes indicam
diferencas significativas ac nivel de 5% (teste de Duncan) para
os tratamentos em fotoperiode de 8h. Nio houve diferencas
significativas entre os resultados dos fotopericdos de 8h e

18h.
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Figura 22. Explantes de §. allagophylla cultivados in vitro:
efeito das diferentes combinagdes de BA (0,0; 0,005 e 0,01
ug/ml) e de cinetina (0,01 e 0,1 ug/ml) com ANA (0,0; 0,01 =
0,1 ug/ml) sobre o pardmetro ndmero de folhas (médias e
respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de cultivo em
temperatura de 25 * 2°C e fotoperiodos de 8h (A) e 18h (B).
Classes dos valores do pardmetro — 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a 10; 4=10
a 15; b5=acima de 15 folhas. Letras diferentes indicam
diferencas significativas ac nivel de 5% (teste de Duncan) para
os tratamentos em fotoperiodo de 8h e ao nivel de 1% em 18h.
N&o heouve diferengas significativas entre o¢s resultades dos

fotoperiodos de 8h e 18h.
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Figura 24. Explantes de §. alagophylla cultivades in vitro:
efeito das diferentes combinacgdes de BA (0,0; 0,005 e (0,01
ug/mly e de cinetina (0,01 e 0,1 ug/ml) com ANA (C,0; 0,01 e
0,1 pg/ml) sobre o pardmetro presenca de calo {(médias e
respectiveos desvios padrdes), apds 90 dias de cultive em
temperatura de 25 % 2°C e fotopericdos de 8h (A) e 18h (B).
Classes dos valores do pardmetro - 1= calo nic presente; 2=
calo presente. Letras diferentes indicam diferencas
significativas ao nivel de 0,1% (teste de Duncan) para o0s
tratamentes em ambos fotoperiodos. Nao houve diferencgas

significativas entre os resultados dos fotoperiodos de 8h e

18h.
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5-Efeito das razdes de nitrato:aménioc e interacgdes destas

razdes com concentragdes variadas de sacarose

Os meiocs com ©s tratamentos em fotopericdo de 8h, com a
concentracao de NH4NO3 em 100% em relacdc ao meio MS e a do KNOz
em 100% e diluide 50% e 25%, induziram uma diminuicao
significativa, ao nivel de 1%, do comprimento do eixo principal
com o aumento da concentragdo de sacarose, independente das
razdes NHs :NO3 . J& nos meios com KNO; em 100% e NH4NO; em 50% e
25% o efeito da concentracio de sacarose nio foi significativo.
Os maiores valores para este pardmetro foram observados nas
proporgdes de NHs :NO3” em 100%:100% e 100%:50% acrescido de
sacarose 3% (p/v), com diferenca significativa ao nivel 1%
{tabela 7).

Nos tratamentos com Zfotoperiodo de 18h houve diminuicio
significativa do comprimento do eixo principal nos meios com

sacarose 8% e 10%, sendo os valores significativamente maiores,

ag-nivel-de Cy1%;- nos melos  comas proporcées de NH: N0y enm
100%:100% e 100%:25%, acrescido de sacarose 4% (tabela 8.

Para o nGmero e comprimentoc das raizes os resultados foram
o contrario do encontrado paraz o comprimento do eixo principal,
com os valores 0,1% significativamente maiocres, nos meios com
proporcdes de NO3 :NHs  maiores e sacarcse em 10%, gquandoc em
fotoperiodo de 8h (tabela 9) e de sacarose 4%, em 18h {tabela

10). © nGmeroc e comprimento das raizes foram significativamente
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maiores, ao nivel de 5%, nos explantes crescidos em fotoperiodo

de 8h.

Os valores para o nlmero de folhas ndo . apresentaram ..

diferencas significativas no fotoperiodo de 8h, com todos os
explantes com mais de dez folhas (tabela 11). Nos tratamentos
em fotoperiodo de 18h os valores foram significativamente
maiores, ao nivel de 0,1%, nos tratamentos com sacarose 3% e 42
{p/v), independente das proporcdes de NH; :NO:  (tabelza 12y .

A expansac foliar foi significativamente maior nos meios
com sacarose 8% (p/v) em fotoperiodo de 8h (tabela 13) e nos
meiocs com sacarose 3% e 4%, em 18h (tabela 14); sem o efeito de
NH: :NOC3 .

O numero de brotos (tabelas 15 e 16) e a porcentagem de
clorose (tabelas 17 e 18), apresentaram valores
significativamente maiores nas concentracdes maiores de
sacarcse (8% e 10% p/v), sem efeito significativo das razdes de
NH, 1 NO3 ™. A  porcentagem de clorose  das folhas foi
significativamente maior; -ac -nivel  de 1%,  nos Fotoperiodos de

18h em relagdo ao de 8h.
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Tabelas 7 e 8. Valores médios (+ desvio padrido)} do
comprimento do eixoc principal (cm) dos explantes de 5.
allagophylla, apds 90 dias de cultivo in vitro em meio MS com

diferentes concentragdes de KNO: e NHiNOs (fotoperiodo de 8h e

18h).

KNO3;:NHNO; (mmoles.I”) (8h) *

Sacarose % 27,53 NOE- 21,75 N()z' 18,86 NOi' 19,54 NOE" 15,54 NOi' Média
4,64 NH, 4,64 NH, 4,64 NH, 2,32 NHy 1,16 NH,
3 2,8+1,56 ab 2941,02a  2,140,39abed 2,040,571 abed  1,720,61 d 2,310,52
4 24%1,11abe 1,940,53bed  1,940,22bcd  2,240,43 abed  2,240,66 abed | 2,140,22
8 1,640.31ed  1,640,15¢d  1,740,25c¢d  2,440,16abc  2,040,71 abed 1,8+0,34
10 1,3£0,37d 1,540,22 cd 1,440,16 cd  2,240,72 abed  1,9%0,64 bed 1,640,38
Média 2,0:+0,69 2,040,63 1,8+0,29 2,240,16 1,940,21

* Letras diferentes indicam diferencas significativas ac nivel de 1%
(teste de Duncan).

KNO5:NH,NO; (mmoles.I'") (18h) *

g i?é?ﬁéjf e iﬁ%?ﬁ;i{ Z %ﬁﬁgﬁi }2252 4@3 - }fiﬁé " gﬁfi Medla S
3 L5302  ede  2,22£0,56bc  2,040,51 bed  1,740,55bede  2,3+0,57 be 1,940,346
4 2,5£1,03ab  2,040,17bed 3,440,852 2,240,32bc  2,630,61 ab 2,5+0,54 a
8 1,040,28 de 0,9+0,11 ¢ 1,0£0,20 e 1,0£0,30 e 1,5%1,1d4cde | 1,140,244 ¢
i0 1,2+0,43 de 0,9:0.88 ¢ 0,40,18 ¢ L1+0,29de  1,140,52 de 1,0+0,13 ¢
Meédia 1,5:40,66 1,540,70 1,8+1,16 1,540,56 1,9+0,69

* Letras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel de

0,1% (teste de Duncan).
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Tabelas 9

classes

ralzes dos

gue

10. Valores

médios

(+ desvic padrio)

das

representam intervalos de valores do nlmero de

explantes de 5. ~allagophylla, - apbs - 90 dias  de

cultive in vitro em meio MS com diferentes concentracdes de

KNGz & NH¢NOs

(fotoperiodo de 8h e 18h).

KNO;:NHNO; (mmole.I") (8h)*

Sacarose % 2153NOy  21L75NOy 1886NO; 19,54 NO; 15,54 NOy Médi
a °  464NH,S  464NHS  464NH;  232NH,  LI6NH, edia
3 1420,51c  1,84045bc  1,640,55¢  1,840.45bc  1,841,09bc | 1,740,18
4 2,0£0,00bc  1,640,55¢  1,6+0,55c  1,84045bc  2,0+1.0 be 1,840,20
8 1240,45¢  1440,55¢  1,24045¢  1440,55c  1,8+:045bc | 1,440,24
10 1240,45¢  1,84045bc  1,440,55¢ 3,000,008  2,640,55ab | 2,0+0.77
Média 1,440,38 1,640,19 1,440.19 2,0+0,69 2,020,38

*

0,1%

Letras diferentes indicam diferencas
{teste de Duncan).

significativas ac nivel de

KNO;:NH,NO; (mmoles.]™”) (18h)*

Sacarose % i?é?}ig ; ‘31 éZ;SNI\II% 148 éﬁﬁﬁﬁi gf;ﬁgi llf 1564@123' Meédia ***
T ma T e e T
4 1,6:0.89¢c  1,0£0,00c  1,84045bc  2,80,64ab  3040.87a | 2,0+084a
8 L0:0,00c  1,06000c  1,060,00c  1,040,00c  14:0,89c | 1,140,18b
10 1,040,00c  1,04000c  1,040,00c  1,040,00c 22+104abc | 1,240,541
Média**  1,130,30b  1,12020b  144046b  134051b 2410824

Letras diferentes indicam diferencas significativas:

0,1% (teste de Duncan), *ac nivel de 1% e ***ao0 nivel de 5%.

Classes -~ 1=0;

2=1-5;

3=5-10;

4=10-15;

*ao nivel de

5=mais de 1% raizes.
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Tabelas 11 e 12. Valores médios (¥ desvio padriao) das

classes gue representam intervalos de valores do numerco de

folhas dos explantes de S. allagophylla, .apds 90 dias de

cultive in vitro em meio MS com diferentes concentracdes de

KNO3 e NHsNOsz {(fotoperiodo de 8h e 18h}.

KNO;:NHNO; (mmoles.I') (8h)

Sacarose % 27,53 NO-?- 21,75 NOE' 18,86 NOE- 19,54 NOy 15,54 NOE' Média
4,64 NH, 4,64 NH, 4,64 NH,; 2,32 NH4" 1,16 NHy
3 4,820.45 4,84+0,45 4,2+0,84 be 4,4140,55 4,640,55 4,630,26
4 4,4+0,55 4,4+0,55 3,8+0,84 4,640,55 4,440,89 4,3+0,30
8 4,8+0,45 4,4+0,89 4,8+0,45 5,0+0,00 4,6+0,89 4,740,23
10 4,0+1,00 4,2+1,09 4,2:+0,86 5.0+0,00 4,8+0,45 4,410,43
Média 4,5+0,38 4,440,25 4,2+0,41 4,740,30 4,620,16
Diferencas ndo foram significativas entre os tratamentos.
KNO3;NHNO; (mmoles.I'h) (18h) *
et TS e he TR O e
3 L A8+H045a 5040002 . 50:000a 480453 5040003 1 49+011a
4 4,840,452  4,410,55abc 5,020,002 5,0£0,00 2 4,840,452 | 4,880,242
8 3,8£1,09bed  3,8+0,84 bed  3,840,84bed  4,2H0,45abc 4,640,55ab 4,043,36 b
10 2,840,84e  3,640,55cde 3,240,45de  3.,640,89cde 4.240,84abc | 3,540,52¢
Média 4,0+0,96 4,2+0,63 4,2+0,90 4,440,63 4,610,34

*
0,1%

Classes ~ 1=0; 2=

1-5;

3=5-10;

4=10~15;

Letras diferentes indicam diferengas significativas aoc nivel de
(teste de Duncan).

5=mais de 15 folhas.
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Tabelas 13
classes que

foliar dos

14. Valores médios
representam

explantes de

S,

intervalos

(x desvio padrao)

de wvalores da

allagophylla,

apds

das

expansao

90 dias de

cultive in vitro em meioc MS com diferentes concentracdes de

KNO3 e NH¢NOj

(fotoperiode de 8h e 18h).

KNO;:NH,NO; (mmoles.[)) (8h) *

Sacarose % 27,53 NOE' 21,75 NOE' 18,86 NOE' 19,54 NOE‘ 15,54 NOE“ Média
4,64 NH, 4,64 NH, 4,64 NH,4 2,32 NHy 1,16 NHy
3 L6:0,55bc  2,040,00 ab 1,040,00 ¢ 1,640,55bc  1,440,55be 1,520,36
4 1,4+0,55 be 1,0:0,00 ¢ 1,4+0,89 be 1,6+0,55 be 2,0+1,0 ab 1,510,36
8 1,8£0,84 abc  1,430,55bc  2,0::1,00 ab 2,640,55a 1,640,89 be 1,940,46
10 1,2+0,45 be 1,240,45 be 1,0+0,00 ¢ 1,8:0,45abc  1,440,89bc 1,3+0,30
Média 1,540,26 1,440,43 1,30,47 1,940,48 1,640,28

* Letras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel de 5%

{teste de Duncan).

KNO;:NH/NO; (mmoles.I") (18h) *

g ip’:’é}ﬁéz ﬁéiﬁﬁé};f fff lﬁiﬁ ; f}i 4 Iﬁﬁi‘ T iffj?;gﬁ TN e
3 1,040,004 1,840,45abc  1,430,55cd  1,640,55bcd 2,240,384 ab 1,620,451
4 1,4+0,55 cd 1,2+0,45 cd 2,440,552 224045ab  2,240.84 ab 1,940,54 a
8 1,0+0,00 d 1,040,060 4 1,0+0,00 d 1.0+0.004d 1,240,45 cd 1,0+0,89 ¢
10 1,240,45 cd 1,040,600 d 1,240,45 ed 1,040,00 d 1,240,45 cd Li+G, 11 ¢
Média 1,1+0,19 1,2+0,38 1,5+0,62 1,440,57 1,7£0,57

Letras diferentes indicam diferencas significativas:
(teste de Duncan);

0,1%

**ac nivel de 1%.

*ao nivel de
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Tabelas 15 e 16. Valores médios (% desvio padrdo) das
classes que representam intervalos do nimero de brotos dos
explantes de S. allagophylla, apds 90 dias de cultivo in vitro
em meioc MS com diferentes concentracdes de KNO: e NH¢NOs

{fotoperiodo de 8h & 18h).

KNO3;:NHNO; (mmoles.I') (8h) *

Sacarose % 27,53 NOy 21,75 NOy 18,86 NOy 19,54 NOy 15,54 NGOy Média *
’ 4,64 NH, 4,64 NH," 4,64 NH," 2,32 NH," 1,16 NH," edia
3 1,480,55¢  2,8+£1,04 abe [,640,55¢ 1,4+0,55 ¢ 2,2+1,05 be 1,940,610
4 1,640,55¢ 1,640,55 ¢ 1,6+1,04 ¢ 1,620,55 ¢ 1,640,55¢ 1,620,03 b
8 2,840,84abc  2,8%1,05abc  3,2+1,09ab 3,610,892 2,2£1,05bc 2,940,52 a
10 1,8+0,84¢  2,8+1,04abc  2,240,84bc  2,040,71bc  2,4+0.89abc | 2,2#0,38b
Média 1,9+0,62 2,5+0,60 2,1+0,75 2,140,99 2,140,35

* letras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel de 1%
(teste de Duncan).

KNO3:NH,NO; (mmoles.I") (18h)

A

T o M ek S Liew | e
4 2,080,771 1,4:+0,55 2,8+1,04 1,610,55 1,8+0,84 1,9+40,54
3 1,8+1,09 1,6::0,89 1,841,04 2,020,00 2,020,771 1,8+0,17
10 1,240,45 1,440,55 1,040,00 1,220,45 2,0+0,71 1,4+0,38
Média 1,630,34 1,620,38 1,840,74 1,640,34 2,020,156

Diferencas ndo foram significativas entre os tratamentos.

Classes — 1=0; 2=1-5; 3=5-10; 4=10-15; 5=mais de 15 folhas.



146

Tabelas 17

18. Valores

médios

(x desvio padrio)

das

classes que representam intervalos da porcentagem de clorose

das des explantes de S. allagophylla, apés 90 dias de cultivo

in vitro em meio MS com diferentes concentracdes de KNO; e

NH4aNOz {fotopericdo de 8h e 18h).

KNO3;:NH,NO; (mmoles.I') (8h) *
ot TSNS e RSNOT BENDT 1SN0 g

3 1,0£0.00 b 1,0£0,00 b 1,0:0,00 b 1,040,00 b 1,0£0,00 b 1,0:+:0,00 b
4 1.0£0.00 b 1,020,00b 1,240,45b 1,0+0,00 b 1,0£0,00 b 1,0:0,09 b
8 1,840,84 b 1,8+1,09 b 1,8+0,84 b 3.4%1,34a 1,410.89 b 2,0+0,78 a
10 1,4+0,89b 1,620,89b 2,0£1,00b 1,440,55 b 1,4+0,89b 1,620,26 ab

Média 1,3+0,38 1,3+0.41 1,50,48 1,741,15 1,240,23

Letras diferentes indicam diferencas significativas: *ao nivel de

0,1%

(teste de Duncan); **ac nivel de 1%.

KNO;:NH/NO; (mmoles 1) (18h) *

swcarses o007 ZISNOTISEENO, 0SNGy ISNOT |\
3. . LQiQQOd..” 1.240.45d . 1,040,004 188083 cd . 1240454 | 1,24033¢
4 1,240,45d 1,040,004 1,040,00 4 1,640.89 ¢d 1,6:0,89 cd 1,320,30 ¢
8 1,240,45d 224109bcd  2,8+1,08 be 5240,45a  2,6x1.04bed | 2,821,471
10 4,6+1,07a 3,8+1,04 ab 5,041,00 a 4,8t1,08a  2,6x1,08bed | 4,130,982
Media 2,0+£1,74 2,0+127 2,4+1,90 3,341,90 2,040,71

® TLetras diferentes indicam diferencas significativas ao nivel de 1%

(teste de Duncan).

os tratamentos nc¢ fotoperiodo de 8h e 18h.

Classes
100%.

- 1=0%;

2=5~10%;

3=10-20%;

4=20~-50%;

5=50-~-70%

Diferengas significativas ao nivel de 1% entre

e 6=70-
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6~Eeito das diluigdes do meio B5 e das interacdées destas

diluigdes com concentrag¢des variadas de sacarose

Os meios com auséncia total de nutrientes e com apenas
sacarcse induziram valores significativamente menores para os
parametros analisados e maiores para a poercentagem de clorose.
Entretanto, mesmo apdés noventa dias de cultive, ndoc ocorreu a
morte dos explantes.

Os resultados obtidos nos demais tratamentos nao foram
diferentes, com valores altos para os pardmetros relacionados
com o crescimento radicular e da parte aérea nos explantes; sem
a ocorréncia de clorose, de brotos e de calo. Observou-se uma
tendéncia de valores mais altos para tais parametros tanto nos
meios sem diluig¢doc da composicdo mineral, acrescidos de
sacarose 3% (p/v), como nos meios com a composicidoc mineral
diluida e acrescidos de maiocres concentracdes de sacarose (4% e

6% p/v) {(figuras 25, 27, e 28). Em tais meics também ocorreu um

mtmnerorosigniTicativenente mgicr de T raiveys o geeundarigs ones

explantes, pardmetro este nio observado nos outros experimentos
realizados com a espécie (figura 26 e 29).

Ndo houve diferencas significativas no nuimero de raizes
entre os tratamentos em meio BS {com a composicdoc mineral total
ou diluida), todos com valcres altos deste parametro mais de

dez raizes).
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Figura 25. Explantes de S. allagophylla cultivados in vitro:
efeito das diferentes concentracdes do meio B5 (100%, 50% e 25%
da composicdo dos nutrientes) sobre o parametro comprimento do
eixo principal (médias e respectivos desvios padrdes), apdés 90
dias de cultivo em temperatura de 25 t 2°C e fotoperiodos de 8h
(A) e 18h (B) . Letras diferentes indicam diferencas
significativas ao nivel de 0,1% (teste de Duncan) para os
tratamentos em ambos fotopericdos. Houve diferencas
significativas, ao nivel de 1%, entre a madia dos resultados

dos tratamentos nos fotopericdos de 8h e 18h,
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Figura 26. Explantes de §. allagophylla cultivados in vitro:
efeito das diferentes concentracdes do meio B (100%, 50% e 25%
da composigdo dos nutrientes) sobre o pardmetro numerc de
raizes (médias e respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de
cultivo em temperatura de 25 % 2°C e fotoperiocdos de 8h (A) e
18h (B). Classes dos valores do pardmetro - 1=0; 2=1 a 5; 3=5 a
10; 4=10 a 15; b=acima de 15 raizes. Letras diferentes indicam
diferencas significativas ao nivel de 0,1% (teste de Duncan)
para o©s tratamentcs em ambos fotoperiodos. Houve diferencas
significativas, ao nivel de 1%, entre as medias dos resultados

dos tratamentos nos fotoperiodos de 8h e 18h.
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Figura 27. Explantes de 5. allagophyIla cultivados in vitro:
efeito das diferentes concentragdes do meio B5 (100%, 50% e 25%
da composigdo dos nutrientes) sobre o parametro comprimento das
raizes (médias e respectivos desvios padrdes), apds 90 dias de
cultivo em temperatura de 25 x 2°C e fotoperiodos de 8h (A} e
18h (B). Classes dos valores do pardmetro - 1=0; 2=0,1 a 1,0cm;
3=1,0 a 2,0cm; 4=2,0 a 3,0cm; 5=3,0 a 4,0cm. Letras diferentes
indicam diferengas significativas ao nivel de 1% (teste de
Duncan) para ©s tratamentos em fotoperiodo de 8h e ao nivel de
0,1% em 18h. Houve diferencas significativas, aoc nivel de 1%,
entre a média dos resultados dos tratamentos nos fotoperiodoes

de 8h e 18h.
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Figura 28. Explantes de S. allagophylla cultivadeos in
vitro: efeito das diferentes concentracdes do meio B5 (100%,

50

e

e 25% da composigdoc dos nutrientes) sobre o parametro
expansdo foliar (meédias e respectivos desvios padrdes), apds 90
dias de cultivo em temperatura de 25 % 2°C e fotoperiodos de 8h
(A} e 18h (B). Classes dos wvalores do pardmetro -l=pouca
expansdo {drea de 9-38 mm®); 2=média expansdoc (38-66 mm?) e
3=grande expansdoc (66-94 mm°). Letras diferentes indicam

diferengas significativas ac nivel de 0,1% (teste de Duncan)

para ©s tratamentos em fotoperiode de 8h e ao nivel de 1% em

A Bhe NEG. house.diferengas.. Slgﬂlfl G2E LRS- BT e B TR R B T e e

resultados dos tratamentos ncos fotoperiodos de 8h e 18h.
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DISCUSSAQ

As técnicas de cultive in vitro tém sido amplamente
utilizadas em pesquisa basica e aplicada, com a identificacaoc e
caracterizacgdo do papel dos horménios e de fitorreguladores no
desenvolvimento da planta (Krikorian, 1995}, bem como de
fatores como a concentracdo de nutrientes, pH e temperatura.

No estabelecimento inicial de uma cultura de tecidos de
material ndo estudado, recomenda-se a utilizacdoc de diversas
combinac¢8es de auxinas, citocininas e, a partir dos resultados
obtidos, pode-se, em estudos posteriores, eliminar tratamentos
(Handro & Floh, 1990). A concentracdo requerida de cada
fitorregulador varia bastante de acordo com a espécie sendo
cultivada, as condicdes de cultura e o fitorregulador
utilizado.

Os tratamentcs com fitorreguladores realizados neste

trabalho evidenciaram alteracdes no crescimento in vitro de S.

allagophylla, com-a formacdc de calo na base do explante e de
clorose nas folhas, bem como um aumento no ntumerc de brotos.
Nos explantes cultivados nos tratamentos com interacdes de BA e
ANA os calos foram menos espesscs, em relacdo aos formados nos
tLratamentos com combinacdes de BA e AIA e BA com GAz; ocorreu
pouca brotacio @ a porcentagem de clorose nao fol

significativa. Menores concentrac¢des dos hormdénics ou mesmo a
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auséncia deles devem ser utilizadas nos experimentos onde a
formagdo de calo ndoc seja desejada.

Os efeitos cbservados nos tratamentos com fitorreguladores
indicaram gque ¢ BA foi o Jue apresentou maicr efelto na
morfogénese e no crescimento dos explantes, determinando,
sozinho ou em interacdc com outros fitorreguladores, valores
significativamente maiores em relacdo ac controle e demais
tratamentos para os par@metros: formacdo de calo e brotos:
aumentoc no numerc e comprimentc das raizes e do comprimento do
explante. C fitorregulador ANA também mostrou ser um indutor de
tais parémetros, sozinho ou combinado, exceto na formacé&o de
brotos. AIA e CCC n&o tiveram efeito significativo guando
sozinhos e cinetina induziu o nimerc e comprimento de raizes
quando combinado com ANA.

C efeito indutor de BR e ANA sobre a morfogénese foi obtido
em estudos com outras espécies, com a formacdo de brotos em

Rauwolflia micrantha na combinac3o de BA e ANA e enraizamento em

-~ BNPesozinho - 4fSudha- & Beeni; 18996 inducio na Formacia e
<

raizes e de brotos em lLens culinares em meioc com ANA, e de calo
e Dbrotos na combinacdo de GAs e BA (Ahmad et al., 1997).
Indugdo de calo e brotos em Centella asiatica em concentracgdes
variadas de BA ou cinetina com ANA e de raizes em meio com ANA
sozinho (Patra et al., 1998). Grattapaglia & Machado (1990}

citam wum trabalho reazlizado por Hu & Wang (1983), onde
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verificaram que ¢ BA fol &z citocinina utilizada em 68% dos
meios para cem espécies, cinetina em 23%.

O uso de BA na multiplicacdo in vitro de kiwi foi
eficiente, elevando o namero de folhas, numerc e comprimento de
brotagdes (Zecca et al., 1993) e a combinacdo BA/ANA foi
favoravel para a indugdo de calo em Titheonia diversifolia
{Pereira et al., 1993). Mercier et al. (1992) obtiveram a
formagdo de calos e brotacdc em explantes da folha e do entrend
de Gomphrena officinalis, mantidos em meic MS com BA sozinho ou
combinado com ANA e o© enraizamento em brotos excisados e
crescidos em meio com ANA sozinho. Estudos demonstrando a
inducac do¢ enraizamento pelo fitorregulador BA, observada nos
experimentos agqul demonstrados com S. allagophylla, ndo foram
encontrados.

Sendo a espécie §. allagophylla possuidora de um &rgio
subterraneo, as combinacdes de GA:; com BA e BA com CCC foram

realizadas objetivando principalmente a formagéo de

microtubdrculos e assinm a-obtengic. de um-proteeele eficiente de

microtuberizac&o. Lopez-Delgado & Scott (1997) citam gque um
método largamente utilizado para a inducido de microtubérculos é
o uso de uma citocinina e de um retardante do crescimento que
inibe a biossintese de GAsz (no caso deste trabalho a interacéo
BA e CCC). Xu et al. (1998), em estudos com microtuberizacdo de
batatas demonstraram gue giberelinas, em baixas concentracdes,

possuem um papel regulador na microtuberizacgdc e citocininas um
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papel indutor, sendo a interacdc GAs e BA favoravel. Almeida
(1994) obteve um numerc pequeno de microtubérculos em S.
allagephyila em tratamentos com BA e fotopericdo de 18h. Nos
experimentos por nds realizados nio ocorreu a microtuberizacéo
e outros fatores devem ser avaliados como, por exemplo, a
concentracdo de sacarose.

O efeito indutor do GA3;, quando sozinho, no comprimento do
eixo principal, estd em concordancia com resultados de alguns
estudos (Krikorxian, 1995) indicande o efeito de GAz no
crescimentc em extensdc de eixos caulinares. A inibicdo do
crescimento da parte aérea e de raizes, gquando GA; esta
combinade com BA, pode indicar uma inversac causada por GAs
sobre o efeito indutor de BA para estes parametros. Gaspar et
al. (1896) citam que giberelinas podem alterar os efeitos de
auxinas, provavelmente o mesmo pode ter ocorrido guanto ao BA,
J& o aumento na espessura do calo e do nUmerc de brotos

observadc nos explantes da figura 9, em meio com tais

. - 2 b 1 S i g
oomhbh s nngr‘sq‘\s e Bh g LB o + _1_ P 3\.,_'7&"'.x_t‘:iﬁ'u.‘i.'tﬁ"lu'\_'@ ‘th‘:‘ TUEIET T TE Lo

concentragdao de agucar fornecide pelo GAs, elevando a inducdo
destes parametros pelo BA. Em Chrysanthemum GA; induziu a
brotacdo em calos devido ao seu efeito de armazenar o agucar
como amido, gque € requerido pelo calo na formacdoc de broto
(Endress, 1984).

O efeito indutor do crescimento da parte aérea quando a

-

razdo NH; :NO3™, em relacdo &s concentra¢des no meio MS, &
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maior, sugere que a espécie 5. allagophylla utiliza o aménio
como fonte de nitrogénio. Segundo Furlani (198%) a absorcio
preferencial de NH4" parece estar envolvida com o comportamento
diferencial de espécies do cerradc em relacdo a tolerdncia ao
ion aluminio e $. allagophylla indicou ser uma espécie que
cresce em solo acido, com alto teor do ion aluminioc e que
acumula este ilon em suas folhas (capitulo 2, tabela 2 e 3.
Para estes resultados o pH do meioc também deve ser considerado,
pois os efeitos das interacbes entre amdnio e nitrato podem ser
resultantes dos valores opostos no pH que estes sais determinam
(Caldas & Caldas, 1976); sendo que para S. allagophylla valores
mais baixos do pH do meio de cultive in vitro é o adeguado
(capitulo 2, figura 1), provavelmente por determinar as
condicbes para as quais esté adaptada em seu habitat natural, o
cerrado.

A indugdo no numerc e comprimento das raizes quando a razdo

NO3 :NE;" & maior pode estar relacicnada com os valores mais

+

efeitos prejudiciais do icn H no crescimento de raizes em
varias espeécies crescidas em baixos valores de pH. Nesta razio,
de concentragdo de NO3” maior que NH;", em relacdc ac meio MS,
ndo ocorreu o efeito téxico da maior concentracido de sacarose
sobre o crescimento da estaca, ocorrido quande na razdo do meio
meio MS e neste com maior concentracido de NH. . Isto leva a

pensar que talvez a menor concentra¢do de NHs induz a planta a
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utilizar a sacarose, por exemplo, para a formacdo de raizes e
brotos.

A sacarose, além de ser uma fonte adeguada de energia, em
concentragdes mais altas que a de 3% (p/v) comumente utilizads
no cultivo in vitro, fornece osmeolaridade favorivel para o
desenvolvimento de érgics como, por exemplo, de microtubérculos
(Khuri & Moorby, 18994). Nos experimentos agqul apresentados as
concentragOes de 8% e 10% foram téxicas para a parte aérea e
indutoras de raizes e brotos a partir da base do explante.
Respostas semelhantes foram obtidas por Jusatis (1997) com o
aumento da concentracdo de sacarose elevando o numero de brotos
em Sawainsona formosa e da aveia em estudos realizados por
Romano et al. (1985). Snir & Machado (1980), citados por
Grattapaglia & Machado (1990), verificaram uma dependéncia de
sacarcse para o enraizamento de macieira e Sassaki et al.
(1998) observaram qgue o nivel de carboidratos foi maior nas

raizes do gue nas partes aéreas em plantas crescendo em solo do

~GRErado.. . Provavelmente -a-maior-concentracdo da - sacarose ranta e

ocorrido na base do eixo principal, induzindo a remobilizacgdo
de substancias de reserva para esta regldc, permitindo, desta
forma, o enraizamento e formacio de brotos. HA& evidéncias gue
regides de crescimento possuem altas concentracdes de sacarose
(Salisbury, 1992).

Os resultados acima indicam que para se obter raizes em S.

allagophylla é necesséario o aumento da concentracdo de sacarose
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no meio de cultivo; & para a microtuberizagdo provavelmente
seja mals adequadeo o cultive de explantes em meic com
~concentragdes mais altas de  sacarcse. . combinadas . com.
fitorreguladores indutores da microtuberizagdo. Alizadeh et al.
(1998) verificaram que o meio MS acrescido de sacarose 8% e das
auxinas ANA e AIB foi o indutor da microtuberizacido em
Dioscorea composita.

Os resultados obtidos nos tratamentos em meio B5, ndo
suplementado com fitorreguladores, indicaram ser este meio
adequado ac melo de cultivo desta espécie, concordando com os
resultados encontrados em estudos anteriores (capitulo 2,
figura 8). As interacdes tantc de maiores concentracdes de
nutrientes (B5 100%) com menores de sacarcse (3% p/v) quante de
mencres concentragdes de nutrientes (B5 diluido 50% e 75%) com

maiores concentragdes de sacarcse (4% e 6

o

p/v), induzindo
igualmente um maior crescimento dos explantes {(em especial para

o comprimento do eixo principal, ndmeroc e comprimento das

~rakzes)y folum-dado dnteressantey indicands a  necesgigads e

maior gquantidade da fonte de energia quando em meios mais
pobres de nutrientes. Outra resposta interessante cbtida em
tals tratamentos fol a formagdo de raizes secundarias, carater
ndo observadc em nenhum dos tratamentos realizados com a
espécie.

A agao do fotoperiodo no cultive 1in vitro tem sido

cbservado em estudos de floragdo (Floh & Handro, 199%0) e de
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microtuberizagdo (Ewing & Wareing, 1978; Charles & Rossignol,
1992), variando as espécies quanto ao requisitc de dias curtos
ou longos. Em S. allagophylla, a microtuberizacdo foi obtida em
trabalho realizade por Almeida {1894), quando explantes foram
cultivados em fotoperiocdo de dezoito horas de luz di&ria. Nos
experimentos realizados, aqui citados, observou-se que os
explantes cultivados ne fotoperiodo de dezoito horas
apresentaram significativamente maior clorose nas folhas. FEsta
resposta talvez seja um indicic que o fotoperiodo de dezoito
horas de luz diaria possivelmente ¢é o favoravel para a
microtuberizacido desta espécie, com a inibicio do crescimento
da parte aérea em favor da inducdo de formacdo de
microtubérculos, com a remobilizacdo de nutrientes para este
6rgaoc. O reaproveitamento dos nutrientes das folhas na preducio
de oérgdos subterrdneos & uma estratégia adaptativa de plantas

do cerrado (Mantovani & Martins, 1988).
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CONCLUSAO

No presente trabalho fol observado que os fitorreguladores
auxina, citocinina e giberelina, bem como a concentracdoc de
sacarose, de nutrientes e a razdo NOs :NH., possuem efeitos na
morfogénese e no crescimento in  vitre da espécie 5.
allagophylla. Os resultados evidenciaram que para a morfogénese
in vitro desta espécie o fitorreguladore BA & o indicado e que
a fonte de energia (neste casc a sacarose) & um fator
importante para o seu crescimento in vitro.

Os resultados observados nos explantes cultivados no meio
B5 (diluido ou ndc), com auséncia de fitorreguladores, reforcam
os dados obtidos em estudcos anteriores, estabelecende gue este
meio & o adequado para a manutencido in vitro de explantes da
espécie S. allagophylilia.

Como estratégias adaptativas S. allagophylla demonstrou ser

uma espécie de crescimento lento, adaptada aos substratos

é{:ide Epeei G oo b&i}{& Cf}ﬁ@@ﬁ”’ir&gé@ . de ﬁ“ii"i‘lfiéﬁ“tes ’ s apr@sentan@a L

eficiéncia na reserva e utilizacloc dos nutrientes.
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