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RESUMO

A micropropagagao de Alstroemeria aff.
inodora através de meristema apical de hastes
vegetativas tornou-se possivel adicionando-
seao meio MS diversas combinagdes de ANA
(0,0;0,02;0,2e2,0mg/I) e 6-BA (0,0;2,0 € 10,0
mg/l). O melhor meio de cultura ainda est4
por ser definido, ficando demonstrada, atra-
vés desses ensaios, a viabilidade de uma téc-
nica simples de micropropagacio, na qual a
planta matriz nio é destruida e o indice de
contaminagido é baixo, em contraposigdo a
técnica, atualmente em uso, de micropro-
pagacéo pelo rizoma subterraneo.

Palavras-chaves: micropropagagao, Alstroe-
meria, meristema, cultura in vitro.

ABSTRACT

Alstroemeria micropropagation by
shoot-tip.

Alstroemeria aff. inodora (a Brazilian
Specie) micropropagation by vegetative stem
shoot tip became possible on several assays
Where the MS medium was added with sev-
eral combinations of NAA (0,0; 0,02; 0,2 e 2,0
mg/I)and 6-BA (0,0;2,0 10,0 mg/I). The best
culture medium is still to be established, but,
by these trials, it is showed the viability of an
easy micropropagation technique where the
mother plant is not destructed and the con-
tamination rate is very low.

Key words: micropropagation, Alstroemeria,
shoot tip, tissue culture.

1. INTRODUCAO

O interesse agrondmico da alstroe-
meria, principalmente como flor de corte,
tem sido crescente em nivel mundial. Um
dos motivos da expansio dessa cultura
deve-se a evolugdo das técnicas de micro-
propagacao que tém permitido a multiplica-
cdorapida e em larga escala de novos cultiva-
res selecionados.

Na bibliografia internacional nio exis-
te relato de micropropagacio de qualquer
espécie brasileira, como também nio existe
relato de sucesso na micropropagacio via
meristema apical de haste vegetativa. ZIV et
al. (1973), na micropropagacio de hibridos
dos tipos Parigo e Ligtu, utilizaram como
fonte de explante seccdes de hastes florais
distanciadas de 1a2 mm do meristema apical.
A regeneracéo foi obtida com o uso de 2 a 15
ppm de cinetina e, no maximo, 2 Ppm de
auxina, especialmente ANA (dcido-naftaleno-
acético). A alta concentracao de auxina resyl-
tou na formagio de raizes.

LIN e MONETTE (1987) inocularam
apices de rizoma, com e sem meristema de
plantulas obtidas de semente, em meio MS
suplementado com 0,22 M de Dglucose e 1,48
MM de vitamina B1. Os dpices de rizoma com
meristema desenvolveram maior quantidade



48 Sociedade Brasileira de Floricultura e Plantas Ornamentais

deraizes em relagio aos sem meristema. Hou-
ve maior regeneragao de brotos em ambiente
escuro, quando comparado a ambiente claro.

HAKKAART e VERSLUIJS (1988) tam-
bém usaram 4pices de rizoma de varios cul-
tivares, observando, ap6s seis a oito sema-
nas, a formagao de brotos que foram transfe-
ridos para um meio sem suplementagio
hormonal. O meio inicial ndo necessita de
citocinina, apenas auxina, sendo que a adi-
¢ado de 0,5 a 5,0 mg/l de AIB (4cido 3-
indolbutirico) promoveu os melhores resul-
tados quando comparados com AIA (4cido 3-
indolacético) e ANA. A formagio de raizes
ocorreu melhor em meio liquido.

PIERIK et al. (1988) utilizaram
meristemas do rizoma em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) (macro e
microelementos) + 25 mg/I de NaFeEdta + 30
g/l desacarose + 2-4 mg/l de 6-BA + 0,4 mg/
I de vitamina Bl e 7 g/l de agar. Para o
enraizamento a concentragao de sacarose foi
aumentada para 50 g/I, retirando-se o 6-BA
(6-benzilaminopurina) e acrescentando-se
0,5 mg/l de ANA.

Uma das grandes dificuldades encon-
tradas na micropropagacao da alstroemeria
é a esterilizagdo do meristema do rizoma que
é dificultada pela grande quantidade de im-
purezas e microrganismos.

O processo de esterilizagdo mais efi-
ciente é obtido através de uma combinagao
dos métodos de RUFFONI (1991) e de
PEDERSEN e BRANDT (1992), ou seja: - reti-
rar a planta do solo trés a cinco dias antes da
inoculagdo in vitro, lavando-se bem as partes
subterraneas. Em seguida, passa-se por um
tratamento com benomyl1 g/ e streptomicina
100 mg/1 por 15 minutos e, em um recipiente
limpo contendo vermiculita ou perlita, sdo
replantadas e mantidas em estufa; - no mo-
mento da cultura, esteriliza-se com hipoclorito
de célcio a 1% durante 10 minutos e retira-se
a primeira escama. Em seguida, esteriliza-se
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com solucdo de hipoclorito de célcio a 1%
durante 5 minutos, enxaguando-se por 3 ve-
zes em agua esterilizada.

A partir desses dados de revisdo bibli-
ogréfica, instalaram-se diversos ensaios com
meristema apical de hastes vegetativas de
uma espécie nativa do Brasil, Alstroemeria
aff. inodora, tendo como objetivo sua
micropropagagao.

2. MATERIAL E METODOS

Nos dois ensaios apresentados a se-
guir, foram utilizadas, como fonte de
explante, hastes vegetativas de Alstroemeria
aff. inodora, com aproximadamente 3 cm de
comprimento. Essas plantas estavam em
cultivo em condigdes de telado a 70%.

Ensaio 1

Para a esterilizagdo, as hastes foram
imersas por cinco segundos em alcool 70% e,
posteriormente, esterilizadas em solugao de
hipoclorito de calcio a 1% + 3 gotas de Tween
20 por 5 minutos, sendo em seguida enxa-
guadas por trés vezes em agua esterilizada.
Passou-se a retirada dos primérdios foliares
a olho nu, sem a necessidade de lupa, dado o
tamanho dos explantes.

Os meristemas com aproximadamen-
te 2 mm de comprimento foram inoculados
em meio MS + 30g/l de sacarose + 100mg/!
dehidrolisado de caseina + 1,5g/1 de gelrite +
interacbes entre o ANA (0,0; 0,02; 0,2 e 2,0
mg/1) e 6-BA (0,0; 2,0 e 10,0 mg/1). O pH do
meio foi ajustado para 5.75 antes de se acres-
centar o gelrite.

Apés 70 dias de inoculagdo, os explantes
foramavaliados e, em seguida, transferidos para
meio MS sem reguladores de crescimento.

Ensaio 2

O mesmo procedimento foi utilizado
para o segundo ensaio, porém os explantes,
ap6s 70 dias, foram transferidos para meio
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MS + 2mg/l de 6-BA + 0,01mg/! de ANA,
devido a clorose que vinham apresentando os
explantes dos tratamentos 2, 3 e 4, no ensaio 1.

Os ensaios foram mantidos em cadmara
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas
de luz, empregando-se uma lampada Gro-
Jux e uma lampada fluorescente de 20W por
prateleira, com luminosidade aproximada
de 1500 lux e temperatura de 25 + 2°C.

As seguintes medidas foram utiliza-
das paraas avaliagdes: comprimento da parte
aérea (cm); nimero deraizes e comprimento
da raiz de maior tamanho (cm).

O delineamento experimental utiliza-
do foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial com dois fatores 6-BA e ANA. O fator
6-BA foi estudado em trés niveis (0,0; 2,0 e
10,0 mg/1) e ANA em quatro niveis (0,0; 0,02;
0,2 e 2 mg/1), com 15 repetigoes.

Para fins de andlise de variancia, a
variavel de nimero de raizes foi transforma-
da em ¥V x + 0,5. Em seguida, realizou-se a
regressdo polinomial para os diferentes ni-
veis de ANA e 6-BA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido a semelhanga dos resultados,
apenas os dados do ensaio 1 encontram-se

apresentados neste trabalho.

Tabela 1. Ntimero de raizes produzida
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Numero de raizes

Pelos resultados obtidos no ensaio 1
(Tabela 1), foi possivel constatar que apenas
na presenga de ANA ocorreu 0 maior desen-
volvimento das raizes, porém com elevada
manifestacio de clorose da parte aérea. Na
presenca de ANA houve estatisticamente um
efeito quadratico para 6-BA no nimero de
raizes, sendo que o niimero maximo de rai-
zes foi obtido na auséncia de 6-BA com 2,0
mg/l de ANA. Na presenca de 6-BA nao
houve diferenca entre as doses de ANA. Na
auséncia de ANA, nio houve diferenca entre
as doses de 6-BA. No ensaio 2, 0 mesmo efeito
quadratico foi observado para 0s tratamentos
com ANA 0,2mg/le2,0 mg/Isendo o maior
nimero de raizes (5,07) encontrado na dose
0,2 mg/l.

Comprimento de raiz

Foi observado um efeito quadratico na
interacdo de 6-BA para as concentragdes de
ANA entre 0,02 e 0,2 mg/1, no ensaio 1 (Tabe-
la 2), ou seja, a presenga do 6-BA afeta sensi-
velmente o crescimento das raizes. Houve
diferenca significativa entre as doses de 0,02
e0,2mg/lde ANA, com um efeito quadratico
para 6-BA, sendo o maior comprimento de
raiz obtido na auséncia de 6-BA. No ensaio 2,

s nos tratamentos de combinagdes entre 6-BA e ANA (mg/1),

no ensaio 1.
—_’4//’_1
6-BA

ANA 0,0 2,0 10,0 média Flin Fq. R2
00 0,00 0,53 0,00 0,18 s s :
L 002 3,20 0,07 0,27 1,18 - » 1,00
o2 | 37 0,47 0,00 140 & # 1,00
L 20 5,60 0,13 0,13 1,95 . w 1,00
20 | se0 | OB L~ ———
| média 313 | 030 o010
m—.—_ % ns ns
| Fgq. - ns ns
SN B g
T 0 S R

Flin. = teste F para regressao linear; Fq.
nivel de 1%

= teste F para regressao quadrética; ns = nao significativo; ** = significativo ao
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esse mesmo efeito foi observado apenas na
dose de 0,2 mg/l. No ensaio 1, a adigdo de
ANA no meio nao apresentou nenhum efeito
significativo, enquanto que no ensaio 2 hou-
ve efeito quadratico do ANA apenas na au-
séncia de 6-BA, sendo que as raizes mais
longas (média = 0,53 cm) foram observadas
em 0,2 mg/l de ANA.

Parte aérea

No ensaio 1 (Tabela 3) houve um efeito
quadrético de 6-BA nas doses 0,0 e 0,02 mg/
I de ANA e linear crescente para os demais
tratamentos, enquanto que no ensaio 2 o efei-
to foi quadratico para todas as doses de ANA.
Dessa maneira, um equilibrio ideal entre as
concentragoes de citocinina e auxina foi iden-
tificado, sendo que o maior desenvolvimento
da parte aérea foi observado nas doses 0,02
mg/lde ANA e 2,0 mg/l de 6-BA e, respecti-
vamente, nas doses 0,2 e10,0 mg/l. A auxina
ANA apresentou efeito linear para a dose de
2 mg/l de 6-BA e quadrético para 10mg/I,
evidenciando que o pico para o maior com-
primento da parte aérea encontra-se abaixo
da dose de 2,0 mg/l de ANA. No ensaio 2
nenhum efeito foi constatado.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Nos tratamentos com 6-BA, houve um
maior estimulo para o desenvolvimento da
parte aérea e essa permaneceu durante todo
o ensaio com uma coloragdo de verde intenso.
Foi verificado que a adicdo de apenas ANA
sem 6-BA proporciona o desenvolvimento de
raizes, porém sem rizoma e com alta freqiién-
cia de clorose, fato que leva a morte dos
explantes. Nos tratamentos com 6-BA ou 6-
BA + ANA houve maior desenvolvimento de
parte aérea. Plantas completas foram obser-
vadas nos meios que continham ambos os
reguladores de crescimento, porém sem defi-
ni¢io de qual a melhor combinacgao entre eles.

Em ambos os ensaios, na auséncia de

fitorreguladores de crescimento, todos os

explantes tornaram-se clor6ticos e sem raiz.

Considerando-se os resultados obtidos,
dentro das presentes condigdes experimentais,
verifica-se que é possivel propagar Alstroemeria
aff. inodora por via de meristema de hastes jo-
vens, fato jamais relatado na bibliografia. Como
vantagens desse método pode-se citar: a ndo
necessidade de destruigao da planta matriz; o

Tabela 2. Comprimento da maior raiz (cm) nos tratamentos de combinagdes entre 6-BA e ANA

(mg/]), no ensaio 1.

6-BA -
| ANA 0,0 2,0 10,0 média F lin Fgq. R2
00 0,00 0,10 0,00 0,03 ns ns L
002 | 297 0,07 0,47 1,17 ** - 1,00
02 | 1,80 0,07 0,00 0,62 - - 1,00
L20 L1000 007 0,07 0,41 ns ns ’i
 média | 148 | 0,08 0,13

F lin. ‘L‘__ ns Tl ns ns

l Fq. ns ‘ ns ! ns

ENEEE

| |

Flin. = teste F para regressao linear; F q. = teste F para regressao quadrética; ns = nao significativo; ** = significativo ao nivel de 1%.
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Tabela 3. Comprimento da parte aérea (cm) nos tratamentos de combinagdes entre 6-BA e ANA

(mg/1), no ensaio 1.

6-BA
ANA | 0,0 2,0 10,0 média F lin Fq. R2
0,0 0,50 7,73 7,50 5,24 v had 1,00
0,02 1,83 9,70 4,73 5,42 ns e 1,00
0,2 1,90 6,23 9,47 5,87 »e ns 0,83
2,0 2,43 3,00 6,17 3,87 * ns 0,99
média 1,67 6,67 6,97 -
F lin. ns b ns
Fq. ns ns e
R2 - 0,81 0,59

Flin. = teste F para regressao linear; F q. = teste F para regressao quadratica; ns = nao significativo; ** = significativo ao nivelde 1%.

indice de contaminagio baixo e a dispensa da
lupa durante a fase de inoculagdo, tornando-se
uma técnica de facil execucao.
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