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Estabelecimento in vitro de Heliconia rostrata a partir de embrifes zigéticos.
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INTRODUCAO

O Brasil possui grande contingente de espécies nativas de flores e plantas
ornamentais tropicais, dentre elas se destacam as helicbnias. As helicbnias apresentam
bracteas de colorido brilhante, muito decorativas e utilizadas, principalmente, em projetos de
jardinagem e como flores de corte. As hastes possuem boa resisténcia ao transporte e longa
durabilidade apds a colheita, caracteristicas que tém contribuido para o aumento de sua
comercializagcdo nos mercados nacional e internacional (Castro, 1995).

A propagacao comercial de helicbnias é feita normalmente por via vegetativa, através
de mudas extraidas de plantas ja desenvolvidas, pela divisdo do rizoma, o que tem facilitado
a disseminacéao de certos patégenos. A necessidade de uma grande quantidade de mudas
para plantio e a baixa taxa de germinacdo das sementes (Criley, 1995) tém estimulado a
multiplicacao de clones promissores pelo uso de técnicas de propagacao in vitro (Rodrigues,
2005).

Técnicas de cultura de tecidos podem aumentar a oferta de mudas de diferentes
espécies, através da regeneracdo de plantas com bom estado fitossanitario. Em heliconia, a
técnica de cultivo in vitro de embrides zig6ticos, visando posterior inducéo de brotacdes, tem
sido utilizada para superar a frequente contaminacdo endofitica proveniente do cultivo de
gemas.

O objetivo deste trabalho foi adequar um protocolo para o estabelecimento de
Heliconia rostrata através de embrides zigoticos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados embrifes zigoticos oriundos de sementes maduras de H. rostrata.
As sementes foram desinfestadas em camara de fluxo laminar mediante imersdo em etanol
a 70% por 2 minutos, e em solucéo de hipoclorito de sédio a 50% e 10 gotas L™ de Tween
20 durante 15 minutos. Posteriormente, foram lavadas trés vezes com agua destilada estéril.
O pericarpo foi removido e os embrides (no estadio cotiledonar) foram excisados por uma
leve pressdo nas sementes e em seguida inoculados em placas de Petri contendo 40 mL de
meio de cultura MS (Murashige & Skoog 1962) solidificado com 0,8% de &gar e pH ajustado
para 5,8, autoclavado a 120°C durante 20 minutos, nos seguintes tratamentos: TO1 - 6%
sacarose; T0O2 - 6% sacarose + 0,25% carvéo ativado; TO3 - 6% sacarose + 1mg L™ BAP;
TO4 - 6% sacarose + 1mg Lt BAP + 0,25% carvdo ativado; TO5 - 6% sacarose + 1mg Lt
BAP + 1GA;; TO6 - 6% sacarose + 1mg L' BAP + 1mg L™ GA; + 0,25% carv&o ativado.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos e
sessenta repeticdes cada. Os embrides foram mantidos no escuro por quarenta e cinco dias
com temperatura de 27°C £ 1°C. Apdés a inoculacdo, avaliou-se a percentagem de
contaminacédo e de germinacgao, e o comprimento das plantulas aos 15 e 45 dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos sete dias de cultivo in vitro verificou-se o inicio da germinacdo e a emissao de
radiculas. Nao houve contaminacdo em nenhum dos tratamentos. Conforme apresentado na
Tabela 1, o tratamento T02, constituido de MS + 6% sacarose + 0,25% carvao ativado, foi o
que promoveu a maior percentagem de germinag¢do (100%) e comprimento médio de
plantulas aos 45 dias (23,6 cm).

Tabela 1. Percentagem de germinacao, intumescimento e formacéo de calo, comprimento
da plantula (mm) aos 15 dias e 45 dias dos embrides zigéticos de H. rostrata nos
diferentes meios de cultura.

Tratamento Germ.  Intum. Calo Comp. da plantula (mm)

(%) (%) (%) 15 dias 45 dias
TO1 - MS+6% sacarose 68 30 2 5,50 11,00
TO2 - MS+6% sacarose+0,25% carvao ativado 100 0 0 7,35 23,60
TO3 - MS+6% sacarose +1BAP 60 35 5 5,18 5,80
T04 - MS+6% sacarose +1BAP+0,25% carvao ativado 90 10 0 6,55 13,30
TO5 - MS+6% sacarose +1BAP+1GA3 20 70 10 4,81 5,23
TO6 - MS+6% sacarose +1BAP+1GA3+0,25% c. ativado 78 22 0 5,80 12,10

A sacarose geralmente € o carboidrato mais utilizado como fonte de energia (Hu &
Ferreira, 1998), uma vez que os explantes cultivados in vitro sdo heterotréficos e dependem
de uma fonte de energia e de carbono. Rojas et al. (1996), afirmam que a resposta do
desenvolvimento do explante é dependente de uma fonte de carbono. Torres et al. (2005)
utilizaram diferentes concentracdes de sacarose (0, 1, 2, 3, 6, 9 e 12%) e observaram que
no meio com 6% sacarose a percentagem de plantulas formadas foi mais baixa que nas
concentracdes de 1% a 3%, e que maiores concentracdes inibiram a germinacdo. Foi
observado, no presente estudo, que 6% de sacarose também promoveu baixa germinacao,
entretanto, com a adicdo de 0,25% de carvdo ativado ao meio 100% dos embribes
germinaram (Figura l1a).

O carvao ativado age promovendo adsorcdo dos exudatos liberados pelo explante,
0S quais provocam a oxidacdo, além de possuir as propriedades de adsorver e reduzir a
disponibilidade de auxina exdgena no meio de cultura e induzir o processo de rizogénese
(George, 1996). De Guzman & Manuel (1975), observaram que a adicdo de carvao ativado
no meio de cultura para o desenvolvimento de embrides zigbticos do coqueiro mutante
"Makapuno" resultou em um maior desenvolvimento das raizes.

Os embribes submetidos aos tratamentos sem carvdo ativado apresentaram
intumescimento, com desenvolvimento de raizes (Figura 1b) ou formacdo de calo ndo
embriogénico, e ndo germinaram até aos 45 dias apos a inoculagdo em meio de cultura.
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Figura 1. Desenvolvimento de embribes zigbticos de H. rostrata submetidos aos
tratamentos: a) T0O2 (MS + 6% sacarose + 0,25% carvao ativado) e b) TO5 (MS
+ 6% sacarose + 1mg L™ BAP + 1mg L™ GA;). Note que na presenca de carvdo
ativado houve a formacéo de raizes e parte aérea (a).

Dependendo da espécie, o crescimento dos embrides imaturos pode ser estimulado
pelo uso de alguns reguladores de crescimento, como a giberelina (Hu & Ferreira, 1998). No
presente estudo, foi testado o efeito da giberelina na germinacéo de embrides maduros de
H. rostrata, na presenca e auséncia de carvao ativado, mas este regulador ndo promoveu a
germinacgdo, além disso, em combinagdo com BAP, estimulou a formacdo de calo. Estes
dados concordam com os de Ulisses et al. (2005) que, trabalhando com embrides zigédticos
de H. bihai, observaram que a adi¢éo de acido giberélico ao meio de cultura ndo promoveu
a conversao do embrido imaturo em plantula.

CONCLUSAO

A adicdo de carvdo ativado ao meio bésico foi essencial para a germinagdo dos
embrides maturos de H. rostrata.

Os reguladores de crescimento BAP e GA; ndo tiveram um efeito positivo na
germinagéo dos embrides.
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