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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O Género Heliconia € constituido por plantas herbaceas rizomatosas, eretas,
de 0,5 a 10,0 m de altura, conforme a espécie, e com folhas de véarios tamanhos. O
pseudocaule é formado pela justaposicdo das laminas foliares. As espécies
possuem um rizoma subterraneo, comumente usado para propagacgdo. A
inflorescéncia emerge do ponto de crescimento terminal e apresenta um rapido
desenvolvimento. Esta consiste de um pedunculo alongado, no qual se inserem as
bracteas espatiformes de variado tamanho, textura e cor. A bractea inferior
apresenta-se frequentemente sem flores e as demais mostram flores que variam em
comprimento, forma e cor, conforme a espécie. As inflorescéncias podem ser eretas
ou pendentes. O fruto, tipo baga, geralmente abriga uma a trés sementes, com 1,5
cm de didmetro cada uma (Figura 1). As sementes variam em tamanho e forma
(DANIELS; STILES, 1979).

-~
-

Figura 1 - Fruto maduro de H. chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”.
EMBRAPA Amazo6nia Oriental, Belém-PA, 2009.

Originalmente incluido na Familia Musaceae, o Género Heliconia, em funcgéo
de suas caracteristicas préprias de individualizacdo, passou a constituir Familia
Heliconiaceae, como Unico representante. A primeira descricdo botanica de espécies
de Heliconia foi realizada por Plumier, em 1703 (KRESS, 1984). De acordo com
Castro, May e Goncalves (2007) esta € uma descricdo sucinta e genérica do Género
Bihai, denominacdo inicial do Género Heliconia. Posteriormente, em 1771, Linnaeus
descreveu o Género Heliconia designando como Espécie-tipo a Heliconia bihali,
caracterizada pelas bracteas vermelhas e flores amarelas. Castro (1995) reporta o

fato de que em 1771, o cientista Linnaeus batizou o Género Heliconia ao fazer
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referéncia ao Monte Helicon, situado na regido da Bedcia, na Grécia, local onde,
segundo a mitologia, residiam Apolo e suas Musas.

Estima-se que 250 espécies fazem parte desse belo e diversificado grupo,
porém, somente cerca de 180 foram, até o momento, descritas (BERRY; KRESS,
1991).

Esse género pertence a Classe Liopsida e a Ordem Zingiberales (Ordem a
gue pertencem as bananeiras (Musa spp)), de acordo com Cronquist (1988). Nativo
das regibes tropicais, é, dentre, os varios grupos de plantas, um dos que mais se
destaca. A beleza, a exuberancia, o colorido e a durabilidade de suas inflorescéncias
sédo de interesse crescente para o mercado de floricultura nacional e internacional.
As plantas deste género formam touceiras que devem ser divididas a cada dois anos
para multiplicacdo (CASTRO, 1995) e séo descritas por Marques et al. (2004) como
grandes herbaceas perenes.

As plantas do Género Heliconia sdo consideradas gedfitas, pois se perpetuam
nado somente pelas suas sementes, mas também pelos seus 6rgaos subterraneos
especializados, cuja funcéo principal € servir como fonte de reservas, nutrientes e
agua para o crescimento sazonal e, assim, assegurar a sobrevivéncia das espécies
(CASTRO, 1995).

A cultivar “Sexy Scarlet” (Figura 2) proveniente das Guianas, apresenta uma
linda inflorescéncia escarlate, pendente e com orientacao espiralada (MOSCA et al.,
2004; COSTA, 2009) e folhas musoides (semelhante a bananeira); cada
inflorescéncia é constituida por 4 a 14 bracteas (SBRT-SENAI, 2009), que
apresentam cerosidade (LOGES et al., 2005).



14

Figura 2 - Planta de H. chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”.
EMBRAPA Amazénia Oriental, Belém-PA, 2009.

As diferentes espécies de Heliconia tém sobrevivido e se propagado por anos,
devido a bem sucedida relacdo de troca com seus agentes polinizadores (beija-
flores) e dispersores de sementes (roedores e outros passaros) (SBRT-SENAI,
2009). As plantas deste género fornecem o néctar aos polinizadores e a polpa dos
frutos aos dispersores. Em retribuicdo, os beija-flores transferem o poélen, fazendo o
cruzamento natural, e os roedores e outros passaros dispersam as sementes,
espalhando as plantas pelo seu habitat (SBRT—SENAI, 2009).

A propagacao da-se, principalmente, via multiplicacdo de rizomas, 0s quais
apresentam um grande numero de fitopatégenos, o que possibilita alto indice de
disseminacao de doencas (DIAS; BARROS; CARVALHO, 2005; DIAS et al., 2006).

A propagacdo sexuada de Heliconia € limitada, pois embora ocorra
polinizacédo e fertilizacdo, as sementes podem conter embrides ndo desenvolvidos
ou pouco desenvolvidos que ndo germinam. Outras vezes, devido a dureza de uma
das camadas externas da semente, denominada de testa, os embribes n&o
conseguem germinar (TORRES et al., 2005a, 2005b) ou tém a germinagéo
dificultada (SIMAO; SCATENA, 2003).

Simdo, Scatena e Bouman (2005) descreveram, em seus trabalhos, a

formacdo dos embribes de seis espécies do Género Heliconia. Inicialmente, cada
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embrido apresentou um nucleo e um nucléolo proeminentes. A primeira divisdo
transversal conduziu a formacdo do proembrido, tornando-o globular apos diversas
divisbes e, posteriormente, reniforme. No fruto maduro ou quase maduro, o embrido
mostrou-se longitudinalmente alongado, ligeiramente curvado no apice e cilindrico
na secdo transversal, com o eixo hipocétilo-radicular, situado na porcdo basal,
bastante reduzido. Cada embrido apresentou-se, nos primeiros estagios, envolvido
por uma parede ligeiramente espessa. Esta parede da semente tornou-se cada vez
mais lignificada em estagios posteriores, tornando-se uma barreira fisica com alto
grau de dificuldade para a germinagao.

Essas limitagcbes na reproducdo deste e de outros géneros podem ser
contornadas pela utilizacdo da técnica de resgate de embrides (TORRES et al.,
2005b; DIAS; BARROS; CARVALHO, 2005). Esta técnica propicia a propagacao
rapida de plantas, a recuperacdo de plantas livres de doencas, a conservacéo e
intercambio de germoplasma, a introducéo de germoplasma como semente botanica
e a superacao da dorméncia de sementes (TORRES et al., 2005a).

Para o cultivo in vitro de embrifes jovens, uma das estratégias adotadas é a
incubacdo no escuro, quando a espessura dos tecidos envolventes in vivo for
suficiente para barrar a maior parte da penetracéo da luz incidente. Os embrifes das
fanerégamas estdo alojados em ovulos, os quais estéo protegidos pelas paredes do
ovario, 0 que constitui um ambiente estéril (HU; FERREIRA, 1998). Ao longo do
processo de embriogénese, o funiculo (estrutura que conecta o 6vulo a parede do
ovario), separa-se do 6vulo e este ultimo torna-se um sistema nutricional isolado
(RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).

Diversos sédo os fatores que afetam a eficiéncia e o sucesso do cultivo de
embrides in vitro, tais como: a maturidade fisiol6gica da semente, a desinfestacdo da
semente, a remocao inadequada do embrido, a escolha do meio nutritivo adequado,
os reguladores de crescimento utilizados, as substancias fendlicas liberadas e as
condicdes ambientais de cultivo (CARVALHO; ARAUJO, 2007).

1.2 A IMPORTANCIA DA PROPAGACAO IN VITRO

A cultura de tecidos é o cultivo asséptico de qualquer parte viva da planta
(explante) em meio de cultura sintético sob condi¢bes controladas de temperatura,
umidade e luminosidade, para gerar uma nova planta (LAMEIRA et al.,, 2000).

Kerbauy (1997) destaca a importancia pratica e potencial dessa ferramenta



16

tecnologica nas &reas agricola, florestal, horticultural, bem como na pesquisa basica
em geral.

Os explantes podem ser fracBes de tecidos, 6rgdos ou células em suspensao.
Essa técnica baseia-se, principalmente, na totipotencialidade das células (CALDAS;
HARIDASSAN; FERREIRA, 1998). E tem sido especialmente util para espécies
propagadas vegetativamente (FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998). A técnica
mais difundida atualmente na cultura de tecidos vegetais € a propagacao in vitro ou
micropropagacdo e € assim denominada em funcdo do pequeno tamanho dos
propagulos utilizados como explantes (LAMEIRA et al., 2000).

A escolha do explante é determinada pelo objetivo final do projeto. E
imprescindivel observar as condi¢des fitossanitarias, fisiolégicas e nutricionais da
planta doadora de explante in vivo (LAMEIRA et al., 2000). Embrides zigoéticos sao
utilizados, atualmente, com muita frequéncia, como explantes, por serem
constituidos por tecidos de elevada totipoténcia (SILVA, 2005).

A germinacao de sementes in vitro é outra técnica que pode ser utilizada para
producédo de mudas ou como ponto de partida para obtencdo de explantes sadios
(plantulas), para posterior subcultivo. Mas o problema da segregacdo genética,
devido a grande variabilidade nas sementes, ocasionada pela ocorréncia de
fecundacdo cruzada, deve ser resolvido (MORAES, 2007), através de polinizacao
controlada.

Para a realizacdo da propagacdo in vitro, Grattapaglia e Machado (1998)
descrevem trés passos importantes: 1) selecéo de explantes, desinfestacéo e cultivo
em meio nutritivo sob condicbes assépticas; 2) multiplicacdo dos propagulos
mediante sucessivos subcultivos em meio proprio para a multiplicacdo; 3)
transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de enraizamento e

subsequente transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo (aclimatizacéo).
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1.2.1 Selegcdo de explantes, desinfestagcdo e cultivo em meio nutritivo sob
condi¢cdes assépticas

Diversos explantes podem ser utilizados para iniciar a propagacgéao in vitro de
uma planta. Na selecdo dos explantes devem ser considerados aspectos como o
nivel de diferenciacdo do tecido utilizado e a finalidade da micropropagacao.
Teoricamente, qualquer tecido pode ser utilizado como explante, em vista da
totipoténcia das células vegetais. Na prética, entretanto, procura-se utilizar explantes
gue contenham maior proporcdo de tecido meristematico ou que tenham maior
capacidade de expressar a totipoténcia (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O tamanho do explante utilizado depende essencialmente do objetivo da
propagacéo in vitro. Caso se pretenda eliminar algum microrganismo sistémico como
virus, bactéria ou micoplasma, considerar, evidentemente, que quanto menor o
explante isolado ou quanto mais isolado das regides subjacentes vascularizadas,
maior a chance de sucesso. Mesmo considerando microrganismos contaminantes
superficiais, o fato de levar menos tecido para condicdes assépticas reduz a
guantidade desses microrganismos. Outra vantagem de se trabalhar com
guantidades minimas de tecido € a reducao dos controles correlativos do restante da
planta, que podem diminuir a capacidade de resposta do explante in vitro. (BONGA,
1987 apud GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Portanto, a probabilidade de se isolar tecidos livres de virus e outros agentes
causadores de doencas esta inversamente relacionada ao tamanho do explante
(MURASHIGE, 1977, apud TORRES; TEIXEIRA; POZZER, 1998). Desse modo,
varios autores relataram que a proliferacdo de gemas axilares é preferida para
micropropagacao; além de reproduzir in vitro um fenémeno natural, esse sistema é
mais facilmente controlado e apresenta uma fidelidade genética muito alta
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Por isso, um fator limitante no estabelecimento do processo de
micropropagacdo é a obtencdo de explantes livres de contaminantes (LEMOS,
2003). Mas essa questdo tende a ser minimizada, pois as ferramentas
biotecnolégicas disponiveis viabilizam um grande avanco nas pesquisas sobre
patégenos (ALVAREZ et al., 2005).

A dificuldade maior na etapa de desinfestacdo reside em se obter tecido

descontaminado sem conduzi-lo a morte, quando isolado. Sdo determinantes os pré-
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tratamentos aplicados na planta-matriz para o sucesso dessa etapa de trabalho,
principalmente no que se refere aos microrganismos enddgenos. Varias substancias
com acdo germicida séo utilizadas para fazer a desinfestacdo dos explantes, 0s
mais comuns sdo etanol e os compostos a base de cloro (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgdos de
plantas fornecem as substancias essenciais para 0 crescimento dos tecidos e
controlam, em grande parte, o padrdao de desenvolvimento in vitro. Macro e
micronutrientes, vitaminas, inositol, fonte de aclUcar (geralmente sacarose) e,
eventualmente, outros compostos organicos constituem o meio basico. As variacdes
mais frequentes do meio basico dizem respeito a composi¢cdo de macronutrientes.
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Diversas formulacbes de meios basicos tém sido utilizadas no inicio do
cultivo. Nao ha uma formulacédo padrdo, mas o meio de cultura MS, de Murashige e
Skoog (1962) (ANEXO 1) é utilizado no cultivo in vitro da grande maioria das
espécies (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA, 1998). Sdo utilizados também os
meios de cultura Knopp, WPW e B5 (CARVALHO et al., 2008).

1.2.2 Multiplicag&o dos propagulos mediante sucessivos subcultivos em meio
proprio para a multiplicacéo

O principal objetivo da fase de multiplicacdo € produzir o maior numero de
plantas possivel no menor espaco de tempo. Além das altas taxas de multiplicacéo
sdo essenciais a qualidade e a homogeneidade das partes aéreas produzidas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Apés a regeneracdo das plantulas, as mesmas sdo submetidas a varios
subcultivos. O que implica sucessivas transferéncias das plantulas, apds retirada de
excessos foliares e radiculares, para meios de cultura enriquecidos com reguladores
de crescimento. (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para a multiplicacdo de brotos, a partir de gemas axilares ou apicais, de
plantas lenhosas ou herbaceas, é de elevada importancia a utilizacdo de citocininas,
gue tém como principal funcéo a divisédo celular (CID, 2000).

Os reguladores de crescimento podem ser utilizados isoladamente, como
relatado por Barboza e Caldas (2001), que utilizaram 6-Benzilaminopurina (BAP)

para regeneracdo de brotos estiolados de abacaxizeiro ou em associagao com
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outros reguladores de crescimento, como ANA (Acido Naftaleno Acético), proposto
eficientemente por Guerra et al. (1999), para a multiplicacado de brotos das cultivares
de abacaxizeiro “Primavera” e “Perolera” e por Lemos et al. (1998), ao pesquisar a
mesma espécie, utilizando a cultivar “Cabeca-de-on¢ca”. Os autores observaram
maior multiplicacdo de brotos com a interagéo proporcionada pelos dois reguladores
de crescimento supracitados.

Piza, Lima e Brasil (2001) reportaram o fato de que o conjunto de dois ou
mais grupos de reguladores de crescimento, pode vir a maximizar a multiplicagéo de

brotos.

1.2.3 Transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de enraizamento

e aclimatizacao

Apoés obtencdo da planta completa (parte aérea + raiz) ocorre o transplantio
(embora para algumas espécies seja mais viavel a emisséo de raizes ex vitro), que
envolve a transferéncia da planta da condic&o in vitro para casa de vegetacao, onde
€ submetida a uma fase de aclimatizacdo e endurecimento (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998), adaptando-se as condi¢cdes ambientais de cultivo (FAUTH et al.,
1994), com o0 uso de substratos mineral-organicos apropriados (USBERTI FILHO et
al., 1995). A Alta taxa de sobrevivéncia, obtida em plantas aclimatizadas ex vitro,
depende do correto tratamento (CALVETE; KAMPF; SUZIN, 2002).

Os substratos sao utilizados isoladamente ou em diversas combinacdes,
como demonstraram as pesquisas desenvolvidas por Guerra et al. (1999) e Weber
et al. (2003) para a aclimatizacdo de plantas de abacaxizeiro obtidas in vitro.

Algumas espécies, durante o processo de propagacao in vitro, necessitam de
uma fase de alongamento, enquanto que em outras, a fase de enraizamento é
dispensavel, sendo assim, o esquema sofre adaptacbes de acordo com as
peculiaridades especificas (GRATTAPALIA; MACHADO, 1998).
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Em pesquisas com abacaxizeiro micropropagado, Piza, Lima e Brasil (2001)
verificaram o efeito benéfico da interacdo de BAP e ANA para o crescimento de
brotos; ressalta-se que o uso de giberelinas' é mais frequentemente relatado em
pesquisas sobre alongamento de brotos, pois um dos efeitos fisioldégicos basicos da
giberelina exdégena em planta €& a aceleragdo do crescimento caulinar
(MATSUMOTO, 2000).

Em estudos com curaud (Ananas comosus var. erectifolius L.B. Smith)
Lameira et al. (2000) relataram que essa espécie pode alongar-se sem a
necessidade de reguladores de crescimento, sendo o mesmo observado na fase de
enraizamento. Grattapaglia e Machado (1998) comentaram que o0s tipos e
concentracdes de auxinas® sdo os fatores que em geral mais influenciaram o
enraizamento. Esses mesmos autores explicaram que meios liquidos tendem a
estimular a formacéo de um sistema radicular mais completo.

Rodrigues et al. (2005), em suas pesquisas com a espécie Heliconia bihai,

observaram que a fase de enraizamento in vitro ndo se mostrou necessaria.

! Giberelinas: um dos hormdnios vegetais cujos efeitos bioldgicos relacionam-se com a estimulagdo de divisdo e/ou

alongamento celular ou outros efeitos fisiol6gicos.

2 Auxinas: termo genérico empregado para a classe de horménios vegetais e reguladores de crescimento que induzem o
alongamento celular e/ou outros efeitos fisiol6gicos. Dentre as auxinas destacam-se: AlA, AIB, ANA e 2,4 D.
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2 JUSTIFICATIVA

Por ser um cultivo relativamente novo no Brasil, poucos centros de pesquisa
tém se dedicado ao estudo do Género Heliconia, principalmente no que diz respeito
a propagacao in vitro (RODRIGUES, 2005; RODRIGUES et al., 2006b). Essas
limitagBes técnico-cientificas ocasionam perdas econémicas, incremento nos custos
da producéao e fechamento de mercados internacionais (RESTREPO, 2007).

O cultivo de Heliconia tem um importante papel social, pois demanda grande
mao-de-obra, principalmente, na colheita, onde o uso de maquinario é reduzido
(MARQUES et al., 2004), podendo ser praticada em areas de agricultura familiar
(CASTRO, 2007). Outra aplicacédo é a utilizacdo do residuo agricola, produto do
corte das flores das plantas de Heliconia, na producgéo de papel artesanal (SEBRAE,
2009).

No Brasil, a comercializacdo de flores e plantas ornamentais esta em franco
crescimento, onde o PIB do negécio esta estimado em US$ 1,2 bilhbes, entretanto,
as exportacdes brasileiras ndo tém ultrapassado os US$ 15 milhdes por ano, bem
abaixo da Colémbia (US$ 560 milhdes), do Equador (US$ 150 milhdes) e do
Zimbabwe (US$ 60 milh6es) (MARQUES et al., 2004).

A producdo nacional deste género tem crescido significativamente,
especialmente na Regido Nordeste, como relatado por Rodrigues et al. (2006a,
2006b), com destaque para o estado de Pernambuco (COSTA et al., 2006, 2009).
De acordo com Oliveira (2006), o Pard desponta como estado promissor na
producéo de flores tropicais.

A floricultura no Brasil € caracterizada por ser relativamente recente (ROCHA,
2007), com inicio na década de 70 (SILVA, 2005). E apesar de ter potencial de
crescimento, 0 setor precisa estar mais organizado para que haja integracdo entre
todos os elos da cadeia produtiva. Deve-se atentar para a falta de tradicdo e know-
how, especificamente em relacdo as exportacdes, para que, entdo, coloque-se o
produto brasileiro no exterior (OKUDA, 2000).

Além disso, o estimulo crescente a producédo de flores nas mais diversas
regides do pais estd ocorrendo, ainda que sem acfes coordenadas, quanto as
melhores variedades a serem utilizadas ou mesmo quanto a capacidade do mercado
em absorver a maior quantidade de flores, nem sempre de boa qualidade

(ZANELLA, 2006). Ressalta-se que ha grande interesse comercial pelas cultivares



22

“Sexy Scarlet” e “Sexy Pink”, da Espécie Heliconia chartacea Lane ex Barreiros
(DIAS; BARROS; CARVALHO, 2005).

O cultivo do Género Heliconia despertou o interesse de varios paises pela
busca de conhecimento cientifico, como subsidio para a otimizacdo da producéo
comercial, pois trata-se de uma promissora vertente do agronegécio mundial. E, por
conseguinte, protocolos de propagacéo in vitro de Heliconia foram desenvolvidos na
Tailandia, por Aranynat, Sae-Lim e Phasurawong (2002); em Trinidad e Tobago, por
Cockburn (1996); na india, por Kumar e Sooch (2002), entre outros.

Sendo assim, a aplicabilidade da técnica de propagacéo in vitro, na producdo
de Heliconia, pode atuar na otimizagao da produtividade e na melhoria da qualidade
do produto, proporcionando a multiplicacdo rapida e em grande escala das mudas,
independentemente do periodo do ano. Assim como a multiplicagdo de hibridos e
matrizes de grandes potenciais, a producdo mais uniforme e a reducéo do periodo
até a colheita (NAKANO, 2008).

A propagacéao in vitro tem um papel importante, também, para a resolucao de
problemas relacionados a domesticacédo de Heliconia, a comecar pela aceleracéo da
germinacao, que pode demorar de trés meses até trés anos para acontecer, no que
concerne a propagacao natural, via sementes (ATEHORTUA, 1997).

Esses fatores reforcam a necessidade de desenvolvimento de um sistema de
cultivo que vise o aproveitamento do potencial econdmico desse género. Nesse
sentido, a aplicabilidade da propagacéo in vitro, com énfase na técnica de resgate

de embrides, surge como alternativa viavel para suprir tal necessidade.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo desenvolver metodologias eficientes para a

regeneracao in vitro de Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”.

3.20BJETIVO ESPECIFICO

Estudar os efeitos dos fatores, bactericida e concentracdo de regulador de
crescimento BAP, na eficiéncia de regeneracdo de plantulas in vitro, a partir de

embrides zigoticos, de Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”.
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4 HIPOTESE DE TRABALHO

Ho = a regeneragdo de plantulas in vitro de Heliconia chartacea Lane ex
Barreiros cv. “Sexy Scarlet” é influenciada pelo efeito do bactericida estreptomicina e
por diferentes concentracdes do regulador de crescimento BAP.
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia de Plantas da
EMBRAPA Amazo6nia Oriental, Belém-PA.

Foram utilizados como fontes de explantes, frutos maduros de coloragéo roxa
(Figura 1) da Espécie Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”,
provenientes de plantas adultas, cultivadas no Campo Experimental da EMBRAPA
Amazobnia Oriental, Belém-PA.

Os frutos obtidos foram imersos em hipoclorito de sédio comercial (NaOCI) a
2,5%, por 15 minutos, e em seguida, despolpados. As sementes foram lavadas com
agua destilada e detergente comercial neutro, imersas em alcool a 70%, por 2
minutos; posteriormente imersas em NaOCI| comercial a 0,5%, por 15 minutos, e
lavadas 3 vezes com agua *destilada e autoclavada. Os embrides zigoticos foram,
entdo, excisados das sementes com auxilio de *alicate de unha autoclavado.
Procedimento semelhante foi realizado por Dias, Barros e Carvalho (2005),
utilizando a mesma cultivar.

O embrido maduro das angiospermas consiste em um eixo, portando um ou
dois cotilédones (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). No presente trabalho,
apenas 0 eixo cotiledonar, que corresponde a um dos componentes do embrido

zZigatico, foi utilizado como explante (Figura 3).

Figura 3 — Eixo cotiledonar de H. chartacea Lane ex Barreiros cv.”Sexy Scarlet”,
mostrando (a) bainha cotiledonar e (b) haustério. Escala de 1 mm.
EMBRAPA Amazénia Oriental, Belém-PA, 2009.

Os explantes foram submetidos a assepsia e inoculados, com auxilio de *pinca
estéril, em frascos autoclavados de 200 ml com 30 ml de meio de cultura (MS),
solidificado com phytagel a 0,6%, autoclavado a 121°C por 20 minutos e com pH

ajustado para 5,8, os quais foram tampados e vedados com pelicula de parafilm e
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armazenados em sala para crescimento como descrito por Torres et al. (2005a,
2005b) em suas pesquisas com Heliconia rostrata. Nos dois primeiros dias, foram
mantidos sob auséncia de luz e, posteriormente, sob fotoperiodo de 16 h.luz.dia™
com intensidade luminosa de 25 pmol.m?s™ e temperatura de 25 + 3°C. Foram

testados quatro tratamentos (Tabela 1).

TABELA 1- Tratamentos testados.

Tratamentos Meio de Cultura Bactericida BAP

Estreptomicina a 500 mg.L™

T1 MS e
T2 MS X e

T3 MS X 0,5mg.L*
T4 MS X 1,0mg.L*

Nos tratamentos T2, T3 e T4, dentre as fontes de variacdo avaliadas, foi
testado o bactericida estreptomicina, na concentracdo de 500 mg.L™?, isoladamente e
em associacao ao regulador de crescimento BAP, nas concentracdes de 0,5 e 1,0
mg. L, respectivamente, para avaliar a eficiéncia do controle da assepsia e do
estimulo deste regulador de crescimento na regeneracao de plantulas.

Nestes tratamentos, o bactericida estreptomicina foi utilizado apos a etapa em
gque as sementes foram submetidas as trés lavagens com agua destilada e
autoclavada*, precedente a etapa em camara de fluxo laminar. A excisdo dos
embribes zigoticos ocorreu, imediatamente, apos a imersdo, por 15 minutos, das
sementes no bactericida supracitado.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado,
utilizando-se 4 tratamentos que constaram de 30 eixos cotiledonares cada,
distribuidos em 6 repeticbes constituidas por 5 frascos cada, contendo um eixo
cotiledonar por frasco. Cada tratamento foi composto por 30 unidades
experimentais, totalizando 120.

* Os instrumentos e a agua destilada, utilizados na assepsia, foram autoclavados a 121°C por 40
minutos.
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A avaliacdo, aos 60 dias, considerou a percentagem de plantulas
regeneradas. Os dados obtidos foram submetidos, sem transformacao, a analise de
variancia e ao teste de “Tukey”, para comparacdo de médias, ao nivel de 95% de
probabilidade, para avaliar a capacidade regenerativa dos embrides zig6ticos em

funcdo da assepsia e da concentracao de BAP.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes as médias de regeneracdo de plantulas em funcéo da
assepsia e da concentracdo de BAP foram obtidos aos 60 dias. De acordo com
analise de variancia (Tabela 2), foram observadas diferencas altamente significativas
entre os tratamentos testados (F=5,9556; p=0,0048).

As médias de regeneracdo de plantulas foram submetidas ao teste de

”

“Tukey”™ e foram observadas diferencas altamente significativas entre o0s
tratamentos T1 e T3 e diferencas significativas entre T2 e T3 e entre os tratamentos
T3 e T4. Contudo, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
tratamentos T1, T2 e T4, em funcdo da assepsia e da concentracdo de BAP (Figura

4).

TABELA 2 - Resumo da andlise de variancia para média de regeneracdo de plantulas aos 60 dias.

Fonte de variacdo  GL S.Q. Q. M. F p
Tratamentos 3 8933,3 2977,778 5,9556 0,0048
Erro experimental 20 10000,0 500,0

Total 23 18933,3 -

GL= Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = Quadrado médio; F= Teste F;
p = probabilidade

Teste Tukey - Difereca entre as Medias

50
40
30

20

Médias dos Tratamentos
(%)

Ty 2 Ty 3 Ty 4 2y 3 2y 4 Iy 4

Comparacdo entre Tratamentos

Figura 4 - Resultado das comparac¢des entre as médias (%) dos tratamentos,

através do Teste ““Tukey” a 95% de probabilidade. * = significante;
** = altamente significante; ns = n&o significante
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Houve um aumento da média de regeneracédo de plantulas no tratamento T3,
com o acréscimo de regulador de crescimento BAP a 0,5 mg.L™, ao meio de cultura
MS, concomitante com a utilizacdo do bactericida estreptomicina a 500 mg.L™ na
assepsia das sementes.

A contaminagdo bacteriana tem sido abundantemente relatada em trabalhos
de fitopatologia de plantas. Entre estas bactérias estdo: Erwinia ananas (abacaxi);
Erwinia carotovora (batata); Pseudomonas syringae (soja); Xantomonas campestri
(feijao); Pseudomonas cepacia (cebola), enfim a lista € extensa e complexa demais,
(ROMEIRO 1995 apud CID; ZIMMERMANN, 2006). Por esta abundancia de
bactérias em plantas, é que nos Estados Unidos, por exemplo, o uso de antibiéticos
na agricultura comecou por volta de 1955, com o uso de sulfato de estreptomicina
(CID; ZIMMERMANN, 2006).

Em funcéo desta constatacdo é que o uso de antibidticos, como estratégia
terapéutica, na cultura de tecidos de planta e no ambito agronémico ainda é
persistente, apesar da existéncia de um olhar de desconfianga quanto ao seu uso
pela questéo da inducao de resisténcia plasmidial. Agrava tal desconfianca, o fato de
em agricultura, a quantidade de antibiético ou quimioterapicos usados esta sendo
maior que no campo da saude humana (AMABILE-CUEVAS, 2003 apud CID;
ZIMMERMANN, 2006).

Os antibioticos na sua definicdo classica sdo substancias produzidas por
microorganismos que inibem ou matam outros microrganismos. Em relacdo as
bactérias, os antibioticos, podem ser agrupados conforme seu modo de acéao:
inibidores de sintese de: parede celular (cefotaxima, penicilina), proteinas
(cloranfenicol, gentamicina, canamicina, estreptomicina, tetraciclinas, puromicina,
cicloheximida), DNA (Enoxacin), RNA (actinomicina D, rifampicina). Também
existem os que alteram a permeabilidade ibnica das membranas, mitocéndrias,
(valinomicina, gramicidina A). Por outro lado, eles também podem ser agrupados
conforme sua estrutura quimica: aminoglicosideos (canamicina, neomicina,
estreptomicina, gentamicina, G 418), quinolonas (enoxacin, ofloxacin); B-lactamicos
(penicilina, carbenicilina, ampicilina, cefalosporina); glicopeptideos, (vancomicina);
polimixinas (B-E), (REED e TANPRASET, 1995 apud CID; ZIMMERMANN, 2006).
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O inverso foi observado com o aumento da concentracdo de BAP a 1,0
mg.L’1, pois o uso de citocinina estimula maior producdo de partes aéreas até
determinada concentracdo, mas seu excesso € toxico (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Os mesmos autores citam a vitrificagdo, como um dos sintomas
gue mais caracteriza a toxidez, tal sintoma é conceituado por Pasqual et al. (1991)
como o aspecto brilhante ou vitreo apresentado por algumas plantas obtidas in vitro,
embora nédo tenha sido observado neste trabalho. Em contrapartida, Dias, Barros e
Carvalho (2005) obtiveram melhores resultados em meio de cultura MS
suplementado com BAP a 1,0 mg.L™, para regeneracdo de plantulas in vitro, a partir
de embrides zigobticos, da mesma cultivar.

E provavel que o gendtipo da planta tenha interferido diretamente nesta
divergéncia de resultados, pois o0 gendtipo determina diferentes respostas nos
diferentes estagios da micropropagacédo; além da idade e atividade fisiolégica da
planta-matriz (HARBAGE; STIMART, 1996, apud PEDROTTI; VOLTOLINI, 2001),

Torres et al. (2005b) comprovaram em suas pesquisas, com Heliconia
rostrata, que o embrido zigotico, em desenvolvimento, foi capaz de biossintetizar as
citocininas necessarias para sua regeneracdo, sem a necessidade de regulador de
crescimento complementar. Silva (2005) observou em suas pesquisas que 0S
embrides zigoéticos provenientes de frutos maduros de H. bihai cv. “(L.) L. Lobster
Claw Two” favoreceram a formacéo de embrides somaticos em meio de cultura MS,
sem regulador de crescimento.

O mesmo autor, em seus trabalhos com Heliconia chartacea, pesquisou a
embriogénese somatica, por meio da técnica de inducéo de calos, e a cultivar “Sexy
Scarlet” mostrou-se menos responsiva que a cultivar “Sexy Pink”. O autor relatou
gue mesmo sendo cultivares da mesma espécie, 0 genotipo exerceu uma influéncia
no comportamento in vitro e isso pode estar associado a recalcitrancia de
determinadas espécies de Liopsida (monocotiledéneas).

Em pesquisas com bananeira, Silva, Matos e Alves (1998) ndo comprovaram
eficiéncia da técnica de resgate de embrides. Mas Neves, Silva e Oliveira (2001,
2002) avaliaram com eficiéncia esta técnica na germinacao in vitro de embrides
zigo6ticos maduros, de bananeira, e comprovaram que nao foi necessaria a presenca
de reguladores de crescimento para tal finalidade. Resultado semelhante foi obtido
por Camolesi et al. (2007) que estudaram o namero de brotos obtidos e o grau de

oxidacdo para regeneracdo in vitro de bananeira cv. “Maga”, utilizando apices
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caulinares, como explantes, os quais foram submetidos a tratamentos com
substancias antioxidantes. O menor grau de oxidacdo foi obtido com o pré-
tratamento dos apices caulinares em 0,25 g L™ de &cido citrico e 0,75 g L™ de citrato
de potassio, sem a adi¢cdo desses antioxidantes ao meio de cultura MS constituido
pela metade da concentracdo dos sais (Y2 MS), sem reguladores de crescimento e
com a ocorréncia de regeneracao de brotos.

Rodrigues (2005) obteve em seus estudos com o0s antimicrobianos
cloranfenicol, cefotaxima e a forma associada cloranfenicol + cefotaxima em
concentracdes de 50, 150, 250 e 500 mg.L™, aplicados ao meio de cultura MS
suplementado com 3,5 mg.L™ de BAP, melhor controle de endofiticos na assepsia
de apices caulinares de Heliconia rauliniana, utilizados como explantes , com o
bactericida cefotaxima a 500 mg.L™, isoladamente. Resultado semelhante foi obtido
por Shiau, Wang e Tsay (1999), em suas pesquisas com Heliconia psittacorum cv.
“‘Rhizomatosa”, utilizando apices caulinares. Foram testadas as concentracfes de
25, 50, 100 e 500 mg.L™" de Cefotaxima para controlar a contaminacdo nos
explantes. Menor taxa de contaminacdo foi observada nos brotos regenerados a
partir de &pices caulinares, submetidos & assepsia com cefotaxima a 500 mg.L™, por
um periodo de trés dias em meio de cultura MS liquido, sem regulador de
crescimento.

No presente trabalho, a utilizacdo de estreptomicina a 500 mg.L™ mostrou-se
eficiente no controle da assepsia de sementes de Heliconia chartacea Lane ex
Barreiros cv. “Sexy Scarlet”, contribuindo para o éxito da regeneracéo de plantulas in

vitro (Figura 5).
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Figura 5 - Plantula de H. chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”
regenerada aos 60 dias. EMBRAPA - Amazo6nia Oriental, Belém-PA, 2009.

E provavel que pelo fato dos explantes utilizados serem constituidos por
tecidos ndo vascularizados, os mesmos sejam livres de bactérias endofiticas
(LAMEIRA, 2000), provenientes da planta matriz fornecedora dos explantes
(NAKANO, 2008), provavelmente existentes.

Através de observacdo visual foi possivel perceber que a germinacdo dos
embrides zigoticos ocorreu entre o sétimo e o décimo dia em todos os tratamentos
testados. Periodo de tempo bem inferior a germinacdo das sementes de Heliconia
sob condicdes naturais.Todavia, ndo foi realizada andlise estatistica para esta
variavel de resposta, pois os embrides zigoéticos germinados foram regenerados, na
sua totalidade, em plantulas completas. Foi observado, também, que a regeneracao
dos embriBes zigoticos, em plantulas completas, ocorreu em torno do trigésimo dia,
apos inoculacdo in vitro. Nao foi observada a ocorréncia de oxidacdo, como
esperado, em funcdo da excisdo dos embrides zigoticos ter sido realizada sem
causar lesdo tecidual.

Os resultados obtidos neste pré-protocolo sinalizam os passos a serem
seguidos em futuros experimentos para otimizacdo das metodologias desenvolvidas.

No que concerne ao meio de cultura, estudos devem ser realizados em
relacdo ao seu estado fisico, na tentativa de diminuir os custos de produgéo, assim

como em sua composicdo, em relagdo as concentracdes dos sais, considerando,
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também, a viabilidade de desenvolver uma composi¢cao organica, mas de acordo
com o contexto ecoldgico atual. O que, consequentemente, implicara também a
utilizacéo de diferentes concentracdes e combinacdes de fitormonios.

Deve-se viabilizar, também, o desenvolvimento de metodologias de
polinizacdo controlada, o que possibilitard manter o carater clonal da técnica de
propagacéo in vitro, via resgate de embrides, em todas as suas etapas. Assim como
obter maior controle das caracteristicas agronémicas desejaveis das flores e mudas,
visando atender as exigéncias de mercado.

Estudos preliminares foram realizados para a execucdo deste trabalho que
objetivou identificar as condi¢fes in vitro mais viaveis para assepsia de sementes e
regeneracao de plantulas da cultivar “Sexy Scarlet”, testando concentracdes de BAP
e a presenca ou auséncia do bactericida estreptomicina. E, através desses estudos,

gue funcionaram como ponto de partida para este pré-protocolo, foi possivel definir:

a) a metodologia mais adequada para excisdo do embrido, como medida
preventiva para evitar ou minimizar a ocorréncia de oxidacao, observada nesses
estudos, e para a regeneracdo completa de plantulas, indicando a necessidade de

excisao sem lesao tecidual, preservando o embrido integro;

b) a inviabilidade de incluir o cotilédone como explante, pois devido a sua
constituicdo farinacea, o mesmo nao resistiu a pré-assepsia e foi naturalmente
diluido;

c) a necessidade de utilizacdo de um bactericida, devido a grande ocorréncia

de contaminacao, por bactérias, observada,;

d) o bactericida testado; optando-se pela estreptomicina, por apresentar um
historico de utilizacdo na agricultura, acessibilidade, amplo espectro de acdo e custo

de mercado reduzido;

e) a concentracdo de estreptomicina a ser testada, com base em trabalhos
cientificos de propagacdo in vitro de espécies de Heliconia e de Musa spp.
(bananeira), descritos na literatura, embora com a utilizagdo de outro bactericida. Foi
testado o bactericida cefotaxima, que apresenta maior custo de mercado e com

distribuicdo restrita a rede hospitalar, e cujos resultados indicaram a concentracéo
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de 500 mg.L™ como mais eficiente no controle da assepsia de &pices caulinares das

espécies supracitadas;

f) as concentracbes de BAP, testadas, considerando que, nesses estudos,
ocorreu regeneragdo em meio de cultura MS, sem a necessidade desse regulador
de crescimento; uma evidéncia de que o embrido foi capaz de se regenerar sem a
necessidade de regulador de crescimento exdégeno ou que a necessidade, caso

existente, seria em baixas concentragoes;

g) o tempo, em dias, suficiente para a regeneracao completa das plantulas e,
consequentemente, para uma eficiente coleta dos dados em todos os tratamentos

testados;

Descreve-se, portanto, como metodologia eficiente para regeneracao in vitro
da cultivar “Sexy Scarlet”’, a utilizacdo de embrides zigoticos, como explantes; a
assepsia das sementes com o bactericida estreptomicina a 500 mg.L™ e a utilizagéo
do meio de cultura MS, solidificado com phytagel a 0,6% e suplementado com
BAP a 0,5 mg. L™}, comprovando-se a hipétese de trabalho.

Em suma, a espécie Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”
apresentou, segundo os resultados obtidos nesse trabalho, adaptabilidade
satisfatoria as técnicas de cultura de tecidos utlizadas, comprovando-se ter

potencial para o processo de propagacao in vitro.
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7 CONCLUSOES:

a) A maior percentagem de plantulas regeneradas de Heliconia chartacea Lane ex
Barreiros cv. “Sexy Scarlet” ocorreu na presenca de 0,5 mg.L™ de BAP.

b) O bactericida estreptomicina, na concentracdo de 500 mg.L™, foi eficiente no
controle da assepsia de sementes de Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv.

“Sexy Scarlet”, para obtencéo de plantulas in vitro.
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Composto Concentracéo
(mg. L%

Macronutrientes

NH;NO; 1, 650
KH,PO, 170
KNO; 1, 900
MgSO,. 7H,0O 370
CaCl,. 2H,0 440
Fe-EDTA

FeSO, 7H,0 27,8
Na,EDTA. 2H,0 37,3

Micronutrientes

MnSO,. 4H,0 22,3
ZnS0,. 7 H,O 8,6
H3BO; 6,2
Kl 0,83
Na,MoO,4 2 H,O 0,25
CuS0,. 5H,0 0, 025
CoCl,. 6H,0 0, 025
Vitaminas

Tiamina — HCI 0,10
Piridoxina —HCI 0,50
Acido nicotinico 0,50
Glicina 2,00
Mio-inositol 100,00

Fonte carbono

Sacarose 30, 000

pH 5,8
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ANEXO A - Composicédo do meio de cultura MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962).
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ANEXO B - Artigo cientifico extraido do plano de tese

CULTIVO IN VITRO DE Heliconia chartacea Lane ex Barreiros CV. “Sexy Scarlet” A
PARTIR DE EMBRIOES ZIGOTICOS - Heliconiaceae

RESUMO: O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia de Plantas
da EMBRAPA Amazébnia Oriental, Belém-PA. As fontes de explantes utilizadas
foram frutos maduros de Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”,
provenientes de plantas cultivadas no campo. Essa espécie é uma Heliconiaceae de
alto interesse econémico para o mercado de floricultura nacional e internacional. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias eficientes para propagacao in
vitro de plantulas, a partir de embrides zigoéticos, desta espécie. O experimento foi
constituido das etapas de assepsia, estabelecimento e regeneracdo de plantulas.
Os dados foram coletados aos 60 dias e foi observada menor taxa de regeneragao
de pléantulas em meio de cultura MS e maior taxa de regeneracdo de plantulas em
meio de cultura MS suplementado com bactericida estreptomicina a 500 mg.L™ e
regulador de crescimento BAP a 0,5 mg.L™.

TERMOS PARA INDEXACAOQO: Heliconia, Regulador de Crescimento, Propagac&o
in vitro, Cultivo de Embri&o.

IN VITRO CULTURE OF Heliconia chartacea Lane ex Barreiros CV. “Sexy Scarlet™
FROM ZYGOTIC EMBRYOS - Heliconiaceae

ABSTRACT: The experiment was made in the Biotechnology of Plants Laboratory
of EMBRAPA Amazonia Oriental, Belem-Para, with the objective to develop efficient
methodologies for in vitro propagation of Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv.
“Sexy Scarlet”, from zygotic embryos. This species is a Heliconiaceae of high
economic interest for the national and international flowers’s market. The sources of
explants were mature fruits of this species, proceeding from the field. The phases of
the experiments were the stages of asepsis, establishment and plants regeneration.
The data had been collected to the 60 days and it was observed minor tax of plants
regeneration in culture medium MS and bigger tax of plants regeneration, in culture
medium MS supplemented with 500 mg.L™* of bactericidal streptomycin and 0,5
mg.L™ of growth regulator BAP.

INDEX TERMS: Heliconia, Growth Regulator, Micropropagation, Embryo Culture.
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1 INTRODUCAO

A Familia Heliconiaceae, nativa das regides tropicais, é dentre os varios
grupos de plantas um dos que mais se destaca. A beleza, a exuberéncia, o colorido
e a durabilidade de suas inflorescéncias sao de interesse crescente para o mercado
de floricultura nacional e internacional.

Cerca de 250 espécies fazem parte desse belo e diversificado grupo, porém
somente cerca de 180 foram, até o momento, descritas. As inflorescéncias
apresentam coloragdo variada: amarela, vermelha, roxa, pink, alaranjada, entre
outras. Podem ser de tamanho pequeno, médio e grande, dependendo da espécie e,
ainda, pendentes ou emergir da base da planta. De acordo com Dias, Barros e
Carvalho (2005), existe grande interesse comercial pelas cultivares “Sexy Scarlet” e
“Sexy Pink”, da espécie Heliconia chartacea.

A propagacéo da-se, principalmente, via multiplicagdo de rizomas. Contudo,
de acordo com Dias, Barros e Carvalho (2005), os rizomas apresentam um grande
namero de fitopatdgenos, o que possibilita alto indice de disseminacao de doencas.

A propagacdo sexuada de heliconia é limitada, pois, embora ocorra
polinizacéo e fertilizacdo, as sementes podem conter embrides ndo desenvolvidos
ou pouco desenvolvidos que ndo germinam. Outras vezes, devido a dureza do
endocarpo, os embrides ndo conseguem germinar (TORRES et al., 2005).

Os mesmos autores comentam que essa limitacdo pode ser contornada pela
utilizacdo da técnica de resgate de embribes. Essa técnica propicia a propagacao
rapida de plantas, a recuperacdo de plantas livres de doencgas, a conservacdo e
intercambio de germoplasma, a introducdo de deste como semente botanica e a
superacao da dorméncia de sementes.

Por ser uma cultura relativamente nova no Brasil, poucos centros de pesquisa
tém se dedicado ao seu estudo, principalmente no que diz respeito ao cultivo in vitro
(RODRIGUES et al, 2006).

Esses fatores ressaltam a necessidade de desenvolvimento de um sistema de
cultivo que vise ao aproveitamento do potencial econdmico desta familia. Nesse
sentido, a aplicacdo da propagacao in vitro, com énfase na técnica de cultivo de
embrides, surge como alternativa viavel para suprir tal necessidade.

Este trabalho objetivou desenvolver metodologias eficientes para a

propagacéo in vitro de Heliconia chartacea cv. “Sexy Scarlet”.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia de Plantas da
EMBRAPA Amazo6nia Oriental, Belém-PA.

Foram utilizados como fontes de explantes, frutos maduros de coloragéo roxa
(Figura 1) da espécie Heliconia chartacea cv. “Sexy Scarlet’, provenientes de
plantas adultas, cultivadas no Campo Experimental da EMBRAPA Amazobnia
Oriental, Belém-PA (Figura 2).

Os frutos obtidos foram imersos em hipoclorito de sédio comercial a 2,5%, por
15 minutos e, em seguida, despolpados. As sementes foram lavadas com agua
destilada e detergente comercial neutro, imersas em alcool a 70%, por 2 minutos;
posteriormente imersas em NaOCI comercial a 0,5 %, por 15 minutos, e lavadas 3
vezes com Agua destilada e autoclavada a 121° C por 40 minutos. Os embrides
zigoticos foram, entdo, excisados das sementes com auxilio de alicate de unha
autoclavado a 121 ° C por 40 minutos. Procedimento semelhante foi realizado por

Dias, Barros e Carvalho (2005), utilizando a mesma cultivar.

Figura 1 - Fruto maduro de H. chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”.
EMBRAPA Amazénia Oriental, Belém-PA, 2009.
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Figura 2 - Planta de H. chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”
EMBRAPA Amazonia Oriental, Belém-PA, 2009.

Os explantes foram preservados e, posteriormente, inoculados, apos imersao
em NaOCI 0,5%, por 15 minutos, e 3 lavagens com agua destilada e autoclavada a
121° C por 40 minutos, em camara de fluxo laminar, sob condicdes assépticas, como
descrito por Torres et al (2005 a, 2005 b) em suas pesquisas com Heliconia rostrata.
No presente trabalho, apenas o eixo cotiledonar, que corresponde a um dos

componentes do embrido zigatico, foi utilizado como explante (Figura 3).

Figura 3 - Eixo cotiledonar de H. chartacea Lane ex Barreiros cv. “Sexy Scarlet”,
mostrando (a) bainha cotiledonar e (b) haustério. Escala de 1 mm.
EMBRAPA Amazénia Oriental, Belém-PA, 2009.
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ApOGs assepsia, os explantes foram inoculados, com auxilio de pinga estéril,
em frascos autoclavados de 200 ml com 30 ml de meio de cultura MS, solidificado
com &gar a 0,6%, autoclavado a 121 ° C por 20 minutos e com pH ajustado para 5,8,
0s quais foram tampados e vedados com pelicula de parafilm e armazenados em
sala para crescimento. Nos dois primeiros dias foram mantidos sob auséncia de luz
e, posteriormente, sob fotoperiodo de 16 h.luz. dia™ com intensidade luminosa de 25
umol.m?.s™ de irradiancia e temperatura de 25 + 3°C.

Nos tratamentos T2, T3 e T4, dentre as fontes de variacdo avaliadas, foi
testado o bactericida estreptomicina, na concentracdo de 500 mg.L™, isoladamente e
em associagdo ao regulador de crescimento 6-Benzilaminopurina (BAP), nas
concentracdes 0,0, 0,5 e 1,0 mg.L™?, respectivamente, para avaliar a eficiéncia da
assepsia e do estimulo deste regulador de crescimento na regeneracao de plantulas.

Nestes tratamentos, o bactericida estreptomicina foi utilizado apds a etapa em
gue as sementes foram submetidas as trés lavagens com agua destilada e
autoclavada a 121° C por 40 minutos, precedente & etapa em camara de fluxo
laminar. A excisdo dos embrides zigoticos ocorreu, imediatamente, apds a imersao,
por 15 minutos, das sementes no bactericida supracitado.

Os tratamentos testados corresponderam a: T1= MS; T2= MS + estreptomicina
a 500 mg.L™?; T3= MS + BAP a 0,5 mg.L™ + estreptomicina a 500 mg.L™; T4= MS +
BAP a 1,0 mg.L™ + estreptomicina 500mg.L™.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, utilizando-
se 4 tratamentos que constaram de 30 eixos cotiledonares cada, distribuidos em 6
repeticbes constituidas por 5 frascos cada, contendo um eixo cotiledonar por frasco.
Cada tratamento foi composto por 30 unidades experimentais, totalizando 120.

A avaliacdo, aos 60 dias, considerou a percentagem de plantulas
regeneradas. Os dados obtidos foram submetidos, sem transformacédo, a analise de
variancia e ao teste de “Tukey”, para comparacdo de médias, para avaliar a
capacidade regenerativa dos eixos cotiledonares em funcdo da assepsia e da

concentracado de BAP.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes as médias de regeneracdo de plantulas em funcéo da
assepsia e da concentracdo de BAP foram obtidos aos 60 dias. De acordo com
andlise de variancia (Tabela 1), foram observadas diferengas altamente significativas
entre os tratamentos testados (F=5,9556; p=0,0048).

As médias de regeneracdo de plantulas foram submetidas ao teste de
“Tukey” (Figura 4), ao nivel de 95% de probabilidade, e foram observadas
diferencas altamente significativas entre os tratamentos T1 e T3 e diferengas
significativas entre T2 e T3 e entre os tratamentos T3 e T4. Contudo, n&o foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos T1, T2 e T4, em funcéo

da assepsia e da concentracdo de BAP.

TABELA 1 - Resumo da Andlise de Variancia para média de regeneracdo de plantulas aos 60 dias.

Fonte de variacdo GL S.Q. Q. M. F p
Tratamentos 3 8933.3 2977.778 5.9556  0.0048
Erro experimental 20 10000.0 500.0

Total 23 18933.3 -

GL= Grau de liberdade; SQ = Soma dos quadrados; QM = Quadrado médio; F= Teste F;
p = probabilidade

Teste Tukey - Difereca entre as Medias

P e P PP DR P PR PP EPREEPPEEPREPPED

Meédias dos Tratamentos
(%)

Ty 2 Ty 3 Ty 4 2y 3 2y 4 Iy 4

Comparacao entre Tratamentos

Figura 4 - Resultado das comparagfes entre as médias (%) dos tratamentos,

através do Teste ““Tukey” a 95% de probabilidade. * = significante;
** = altamente significante; ns = n&o significante.



49

Houve uma tendéncia no aumento da média de regeneracéo de plantulas no
tratamento T3, com o acréscimo de regulador de crescimento BAP a 0,5 mg.L™,
juntamente com a utilizacdo do bactericida estreptomicina a 500 mg.L™* ao meio de
cultura MS.

E o inverso foi observado com o aumento da concentragcdo de BAP a 1,0
mg.L ™, pois o uso de citocinina estimula maior producdo de partes aéreas até
determinada concentracdo, mas seu excesso € toxico (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Contudo, Dias, Barros e Carvalho (2005) obtiveram melhores resultados em
meio de cultura MS suplementado com BAP a 1,0 mg.L™, para desenvolvimento de
plantulas in vitro, a partir de embrides zigoticos, da mesma cultivar.

E provavel que o gendtipo da planta tenha interferido diretamente nesta
divergéncia de resultados, pois 0 genotipo determina diferentes respostas nos
diferentes estagios da micropropagacédo; além da idade e atividade fisiolégica da
planta-matriz (HARBAGE; STIMART,1996, apud PEDROTTI; VOLTOLINI, 2001),

Torres et al. (2005 b) comprovaram em seus trabalhos, com H. rostrata, que o
embrido zigotico, em desenvolvimento, foi capaz de biossintetizar as citocininas
necessarias para seu crescimento, sem a necessidade de regulador de crescimento
complementar.

Rodrigues (2005) obteve, com o bactericida cefotaxima a 500 mg.L™, melhor
controle na assepsia de apices caulinares de H. rauliniana utilizados como
explantes. No presente trabalho, a utilizacdo de estreptomicina a 500 mg.L™
mostrou-se eficiente na assepsia de sementes de H. chartacea cv. “Sexy Scarlet”,
contribuindo de modo decisivo para o éxito da regeneracdo de plantulas in vitro.
(Figura 5).
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Figura 5 - Plantula de H. chartacea cv. “Sexy Scarlet” regenerada
aos 60 dias. EMBRAPA- Amazdnia Oriental, Belém-PA, 2009.

4 CONCLUSOES:

a) A maior percentagem de plantulas regeneradas de H. chartacea cv. “Sexy Scarlet”
ocorreu na presenca de 0,5 mg.L™” de BAP.

b) O bactericida estreptomicina, na concentracdo de 500 mg.L™, foi eficiente na
assepsia de sementes de H. chartacea cv. “Sexy Scarlet’”, para obtencdo de

plantulas in vitro.
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