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“Yes, this is perfect... Perfect... | think
I’ve got just the thing to put the green
back in this forest” — LANGFORD, Julie
(BioShock, 2007).
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RESUMO

Diversas espécies vegetais sdo exploradas por seu potencial ornamental, dentre estas,
Adenium obesum, popularmente conhecida como Flor do Deserto, € uma que vem
ganhando destaque mundial. O objetivo do presente trabalho foi determinar o melhor
ambiente de cultivo para a germinacdo in vitro de A. obesum. O experimento foi realizado
no Laboratério de Biologia Celular e Cultura de Tecidos Vegetais
(LABCULTIVE/DCB/CCA/UFPB). As sementes foram inoculadas em meio de cultura
.MS semissolido e colocadas nos seguintes ambientes de cultivo: sala de crescimento,
casa de vegetacdo sem uso de sombreamento, casa de vegetacdo com sob os
sombreamentos de 25%, 50%, 75% e 100%. O delineamento adotado foi o inteiramente
casualizado com seis tratamentos com 60 repeticGes cada, totalizando 360 sementes.
Avaliou-se a percentagem de germinagdo, oxidacdo e contaminacdo das sementes, 0
indice de Velocidade de Germinacdo (IVG), comprimento de raiz e folhas, comprimento
da parte aérea, nimero de folhas, didmetro do colo e peso de massa fresca. O inicio da
germinacdo in vitro ocorre de 2 a 4 dias em sala de crescimento e em ambiente telado, em
relacdo aos ambientes de cultivo, a maior taxa de IVG foi obtido para a sala de
crescimento, com 7,23/dia e em seguida o ambiente telado sem sombreamento, com
5,39/dia. A sala de crescimento e o0 ambiente telado sem sombreamento apresentaram as
maiores percentagens de germinacdo, 94,6% e 71,7% respectivamente, maior
comprimento de parte aérea, 3,49 cm e 2,88 cm e maior nimero de folhas, 3,65 e 3,05
respectivamente. As condi¢Ges de germinacdo in vitro favorecem a germinacdo das
sementes de A. obesum, principalmente em sala de crescimento e em ambiente telado sem
sombreamento.

Palavras-chave: Flor do deserto. Micropropagacgao. Sombreamento. Luz natural



ABSTRACT

Many plant species are exploited for their ornamental purpose, amongst them, Adenium
obesum, known popularly as Desert Flower or Desert Rose, is one that has been
highlighted worldwide. The aim of this work was to determine the best cultivation
environment for in vitro germination of A. obesum. The experiment was conducted at the
Laboratorio de Biologia Celular e Cultura de Tecidos Vegetais
(LABCULTIVE/DCB/CCA/UFPB). The seeds were inoculated in a “2MS semi-solid
culture medium and placed in the following cultivation environments: growth room,
greenhouse without use of shading, greenhouse with the use of shading at 25%, 50%,
75% and 100%. The adopted design was randomized with six treatments with 60
repetitions each, with a total of 360 seeds. Was evaluated the percentage of germination,
oxidation and seed contamination, Germination Speed Index (GSI/IVG), leaf and root
length, length of the aerial part, number of leaves, neck diameter and weight of fresh
mass. The in vitro germination starts in 2 to 4 days in a growth room and in a screened
environment, regarding the cultivation environments, the highest IVG rate was obtained
by the growth room, with 7,23/day, and followed by the screened environment without
shading, with 5,39/day. The growth room and the screened environment without shading
showed the highest percentages of germination, 94,6% and 71,7% respectively, the
longest aerial part length, 3,49 cm and 2,88 cm, and the highest number of leaves, 3,65
and 3,05 respectively. The in vitro germination conditions favor the germination of A.
obesum seeds, mainly in growth room and screened environment without shading.

Keywords: Desert Flower. Micropropagation. Shading. Natural light.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um pais com caracteristicas de clima diversificado, o que acaba
possibilitando o cultivo das mais variadas espécies de plantas. Nesse cenario, a
floricultura comercial € uma atividade profissional e empresarial de grande importancia,
representando um dos mais promissores segmentos do agronegacio brasileiro. Segundo
dados do BNB (2018), o segmento da producdo de flores no Brasil agrega mais de oito
mil produtores e movimenta cerca de 1,6 bilhdo de reais. No Nordeste ja sdo mais de
1.100 produtores de 1.297 municipios, que cultivam dois mil hectares de flores e plantas
ornamentais (BNB, 2018).

As espécies de Apocynaceae tém sido relatadas com grande potencial ornamental,
utilizadas em parques e jardins, como aquelas pertencentes aos géneros: Catharanthus,
Nerium, Plumeria e Thevetia. Esta € uma das familias mais representativas de
Angiospermas, com cerca de 255 géneros e 3700 espécies, com distribuicdo
predominantemente pantropical (MORALES 2005; ENDRESS et al. 2014), incluindo o
Brasil com 77 géneros e 753 espécies registradas (BFG 2015).

Adenium obesum, conhecida popularmente como a Flor do Deserto ou Rosa do
Deserto, é uma espécie da familia Apocynaceae distribuida em regides subtropicais, com
algumas representantes em regifes temperadas. Esta espécie vem ganhando destaque
como ornamental em virtude da presenca de ramos espessos com base caulinar dilatada,
além de folhas verdes escuras e flores em diversas coloragfes, que valorizam sua estética
(ROMAHN, 2012).

No processo de producdo de espécies ornamentais, inclusive a A. obesum, o0
plantio e germinacdo das sementes é uma das etapas mais importantes na producéo. Cabe
ao produtor ou a quem desejar produzi-la, a necessidade de utilizar médo-de-obra
experiente e tecnologias que maximizem a obtencdo de mudas de qualidade (LIMA,
2018). Inclusive, € notorio o interesse da comunidade cientifica na propagacdo de
espécies ornamentais, porém as pesquisas com a Rosa do Deserto ainda sdo escassas e
ndo h& um protocolo padréo para a germinacao da espécie.

A propagagcéo in vitro pode ser um meio bastante eficiente para o desenvolvimento
de mudas dessa espécie, pois para algumas ornamentais, essa forma de propagacéo €
bastante utilizada e difundida comercialmente. No entanto, h& poucas informacdes sobre
o cultivo in vitro da espécie A. obesum, o unico estudo realizado foi para protocolos de

meios nutritivos e o desenvolvimento de diferentes variedades da espécie.
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A propagacdo in vitro de plantas tem apresentado algumas vantagens, como
possibilitar maior controle sobre a sanidade do material propagado e também possibilitar
a obtencdo de um grande nimero de plantas, a partir de um Unico explante inicial,
independentemente de condicBes climaticas; reducdo do tempo e da area necessaria a
propagacao da espécie; melhores condicdes sanitarias por meio do cultivo de meristemas
previamente tratados por termoterapia, para eliminacdo de doencas; reprodugdo do
genotipo da mae, geralmente com fidelidade durante multiplicacdo e a propagacdo
vegetativa de especies dificeis de serem propagadas por outros metodos (CARVALHO
et al., 2006).

Os diferentes ambientes de cultivo, como o telado, por exemplo, podem auxiliar
numa melhor performance das plantas cultivadas in vitro, tornando o ambiente mais
préximo das condicdes em que elas crescem in vivo, aumentando assim a taxa de
sobrevivéncia. Na literatura ndo foram encontrados trabalhos de cultivo in vitro de A.
obesum fazendo uso de luz natural, é utilizada para o cultivo in vitro de algumas espécies
como banana, abacaxi, orquideas, violeta africana, crisantemo, entre outras (KODYM e
ZAPATA-ARAIAS, 1999; KOZAI; KUBOTA, 2001; AGRA et al., 2006; COSTA et al.,
2009; SILVA et al., 2008; BORGES et al. 2011; BRAGA et al., 2009, 2011; SANTOS,
2014).

Este trabalho tem por objetivo contribuir com informagdes sobre a germinagéo in

vitro de Adenium obesum sob diferentes ambientes de cultivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia das plantas ornamentais

O uso de plantas ornamentais é uma atividade praticada pelo homem desde os
tempos da antiguidade. Sendo assim, a floricultura, entendida como o conjunto das
atividades produtivas e comerciais relacionadas ao mercado das espécies vegetais
cultivadas com finalidades ornamentais, constitui-se em um dos mais novos, dindmicos e
promissores segmentos do agronegocio brasileiro. Iniciada comercialmente a partir da
década de 1950, pelo trabalho e iniciativa de imigrantes holandeses (ha regido hoje
pertencente ao municipio de Holambra/SP), japoneses (em Atibaia/SP) e alemaes e
poloneses (em Santa Catarina e Rio Grande do Sul), passou a receber forte impulso de
crescimento, notadamente na ultima década, o qual foi puxado pela evolucao favoravel
de indicadores socioecondmicos, pelas melhorias no sistema distributivo destas
mercadorias e pela expansao da cultura do consumo das flores e plantas, como elementos
expoentes de qualidade de vida, bem estar e reaproximacdo com a natureza. (SEBRAE,
2015).

A Floricultura é uma atividade econémica de grande importancia para o
Agronegdcio Brasileiro, as exportagdes nacionais somaram 11,50 milhGes de ddlares no
ano de 2018, com a participacdo de 71,9% do Sudeste, 19,8% do Sul e 5,5% do Nordeste,
que ficou em terceiro lugar, com as exportac6es saindo do Ceara (533 mil délares — o que
representa 83,8% da Regido) e Rio Grande do Norte (103 mil délares) (BNB, 2019).

Dentre as ornamentais, uma vem ganhando cada vez mais destaque na cadeia
produtiva, a A. obesum (Flor do Deserto), com uma demanda cada vez mais crescente,
solicitada principalmente por floricultores e paisagistas para utilizacdo na decoracdo de
ambientes internos e externos. O principal motivo da sua grande procura € por ser uma
planta ornamental com uma beleza Gnica em suas flores, e também da planta como um
todo. Segundo VARELLA, et al (2015), a Rosa do Deserto, como é popularmente
conhecida, é uma das plantas ornamentais mais cultivadas no Brasil, devido a arquitetura
diferenciada da planta, sua resisténcia a seca e flores vistosas que apresentam variagdo de
cor, forma e tamanho. A Adenium obesum é uma planta pertencente a familia das
Apocynaceae, é origindria do continente Africano e da Arabia, por serem plantas
suculentas, sdo encontradas principalmente em regi6es de clima tropical, subtropical e
temperado (SENNBLAD; BREMER, 2002). Adenium obesum possui frutos simples do
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tipo foliculo de 15 a 25 cm de comprimento e sua propagacao ocorre principalmente por
sementes (COLOMBO et al. 2015), no entanto, para obtencéo das sementes é necessaria
a polinizacdo natural por agentes bidticos ou manual feita pelo homem, uma vez que suas
flores apresentam estruturas reprodutivas com forte hercogamia, que evita a autogamia
nas espécies de Apocynaceae s.str. (SCHICK 1982). A planta apresenta caule engrossado
na base, uma adaptacdo para guardar agua e nutrientes em locais &ridos. Floricultores
relatam que o engrossamento da base do caule pode ser moldado e alcancar altos valores
de mercado, porém essa caracteristica ndo se manifesta quando a planta é propagada por
meio vegetativo. (PORTES et al, 2018)

A rosa do deserto ndo tolera temperaturas abaixo de 10°C e solos encharcados, por
tanto seu cultivo deve ser realizado sob sol pleno ou a meia-sombra e as regas devem ser
feitas somente quando necessario (VERDE, 2015). A propagacéo dessa espécie se da por
sementes, estacas ou transplantes (RASAD et al., 2015), o primeiro método ndo €
confiavel quanto a produgdo (VARELLA et al., 2015), j& o método vegetativo ndo
consegue manifestar a caracteristica de engrossamento da base do caule, atributo que pode
ser moldado para alcancar altos valores no mercado, segundo floricultores.

Estas caracteristicas diferenciadas conferem a planta um alto valor ornamental, no
entanto, existe uma escassez de informag6es em consequéncia acarreta uma dificuldade

de sua producdo em larga escala (SANTOS et al., 2015).

2.3 Cultivo in vitro de plantas

O principio do cultivo in vitro teve origem a partir de uma série de trabalhos de
Haberlandt, realizados em 1902, tem como base o principio da totipoténcia celular, que
indica que qualquer célula vegetal tem o potencial para regenerar uma nova planta
completa. Essa capacidade dos tecidos vegetais cultivados in vitro para formar gemas,
raizes ou embrides somaticos, tem despertado a atencdo de pesquisadores em virtude de
sua grande implicacdo pratica e importancia para o avango dos conhecimentos nas areas
de fisiologia, bioquimica e genética de plantas (KERBAUY, 1999). O cultivo in vitro
envolve um conjunto de técnicas, mediante as quais celulas, tecidos, 6rgéos e plantas
inteiras sdo cultivados de forma asséptica em um meio nutritivo, sob condigdes
controladas de densidade de fluxo de fotons, fotoperiodo e temperatura (CARVALHO et
al., 2011). Para COUTO (2003), SOUZA et al. (2006), GEORGE et al. (2008) e SILVA
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(2016), o cultivo in vitro possui entre as suas técnicas a micropropagacéo; o cultivo de
protoplasto e a conservagdo de germoplasma. Apresenta-se como uma possibilidade de
producdo de mudas de plantas em grande escala, manutencdo das caracteristicas
genéticas, mediar processos biotecnoldgicos e tudo isso, se constitui em um importante
instrumento no desenvolvimento da agricultura e consequentemente, da floricultura.

Nesse sentido, a germinacdo in vitro para algumas espécies permite maior
germinabilidade de suas sementes, possivelmente, em funcéo das condig¢des do cultivo in
vitro oferecer maior controle do que as condicGes de viveiro (NOLETO & SILVEIRA
2004). Além disso, as plantulas obtidas a partir da germinacdo das sementes in vitro
podem ser utilizadas para estudos alternativos que visem o desenvolvimento de
protocolos, para servir de base para outras técnicas biotecnoldgicas (Xavier et al. 2009).
Cabe ressaltar ainda, que a reproducéo das plantulas in vitro, embora apresente custo mais
elevado, permite um desenvolvimento mais rapido quando comparado com aquelas
obtidas por germinagdo em viveiros ou sistemas naturais (CORREIA et al., 2011).

O meio de cultura em que sementes séo colocadas para germinacao, fornecem os
macronutrientes e micronutrientes necessarios para o crescimento e desenvolvimento da
plantula in vitro. O meio de cultura apresenta de forma geral em sua composicao: agua
destilada e/ou deionizada, nutrientes minerais (macro e micronutrientes) e vitaminas,
além de uma fonte de carbono externa (comumente a sacarose, na concentracdo de 2 a 5
%). Outros componentes, tais como aminoacidos, carvdo ativado, antioxidantes e
misturas complexas (agua de coco, polpa de banana, etc.) também podem ser adicionados
ao meio a fim de otimizar determinada resposta, bem como fungicidas e antibiéticos para
o0 controle da contaminacdo (SILVA & FERREIRA, 2016).

Existem varias formulacdes diferentes de meio de cultura, uma vez que existe
variacdo em nutricdo para diferentes espécies de plantas. Porém, o meio MS, formulado
por MURASHIGE & SKOOG em 1962, € o mais conhecido e utilizado em trabalhos de
cultivo in vitro. Segundo SILVA & FERREIRA (2016), pelo fato deles terem trabalhado
com o tabaco, uma espécie que apresenta alta demanda nutricional, e terem sido
extremamente criteriosos na selecdo das diferentes fontes de nutrientes, o que acabou
permitindo a aplicacdo do meio MS para o cultivo de diferentes espécies, se tornando um
“protocolo padrao”.

Durante o cultivo in vitro, as plantas sdo mantidas em recipientes fechados que
limitam o espaco e as trocas gasosas, onde ha uma alta umidade relativa do ar (UR >

95%), baixa intensidade luminosa (20 - 60 umol m-2 s-1), baixa concentragdo de CO- e
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acumulo de etileno. Além disso, 0 meio de cultura apresenta elevada concentracdo de
carboidratos; sendo assim, as plantas neste sistema exibem metabolismo heterotrofico ou
mixotrofico (KOZAI, 2010).

2.3 Uso da luz natural

Para o cultivo in vitro, o padrdo é o uso de sala de crescimento, pois proporciona
uma boa germinacéo e desenvolvimento das plantulas, para a maioria das culturas. Na
sala de incubacdo ou também chamada de crescimento, é usada com temperatura de 25
+2°C e 50 a 60 mmol.m2.s! de intensidade luminosa e fotoperiodo de 16 horas. Salas de
crescimento, geralmente, sdo equipadas com lampadas fluorescentes que emitem luz
branca de similaridade espectral entre as bandas. A irradiancia fornecida primariamente
na sala de crescimento afeta o desenvolvimento das plantas, principalmente por meio de
alteracdes fotomorfogénicas, alteragdes estas observadas, principalmente, na formagéo
dos tecidos do mesofilo e na ineficiéncia do mecanismo de abertura e fechamento dos
estdmatos, afetando sua funcionalidade (REZENDE, et al. 2008).

As salas de crescimento também representam um dos maiores custo na producédo
de mudas micropropagadas, tornando a técnica bastante onerosa. KODYM & ZAPATA-
ARIAS, (1999) afirmam que em 90% dos trabalhos cientificos as lampadas fluorescentes
brancas-frias sdo citadas como a principal fonte de luz utilizada na sala de crescimento.
Sendo que a iluminacdo é responsavel por, aproximadamente, 65% do total dos gastos de
energia elétrica utilizada no laboratério de micropropagacdo. Entre os fatores
relacionados a condic¢do heterotréfica das plantas in vitro, destaca-se a adicdo de fonte
externa de luz e carboidrato ao meio de cultura (KOZAI et al., 1991; REZENDE et al.,
2008; SANTANA et al., 2008). Para auxiliar na fonte de energia para as plantulas in vitro,
a sacarose € a fonte de carbono mais utilizado na cultura de tecidos e ela é incorporada ao
meio de cultivo para facilitar o crescimento. Essa condicdo heterotrofica de cultivo,
resulta em diversas alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas de plantulas cultivadas in vitro,
que sdo responsaveis por grande parte das perdas durante a aclimatizacao.

A micropropagacdo fotoautotréfica é o cultivo que consiste em um sistema de
cultivo in vitro em ambiente de luz natural (BRAGA et al., 2011). Trabalhos efetuados
tém demonstrado que a micropropagacao fotoautotrofica, ou seja, utilizando um aumento
de irradiacdo, tem apresentado algumas vantagens, quando comparada aos sistemas
convencionais de micropropagacdo (ROCHA et al., 2007; BRAGA et al., 2009)
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Sendo assim, a propagacao com uso de luz natural vem sendo estudada como uma
forma de reduzir os custos com a energia nas salas de cultivo. Para ERIG & SCHUCH
(2005), o uso do cultivo in vitro com o uso da luz natural, representa uma boa alternativa
na reducdo dos custos, por meio de reducdo dos gastos com a energia elétrica, melhorando
indiretamente a qualidade das plantas, consequentemente minimizando as mortes na etapa
de aclimatizacdo, que é quando as plantas saem da condicdo in vitro para a condigdo ex

vitro.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Obter a germinacéo e averiguar o melhor ambiente de cultivo para a germinacéo

in vitro de Adenium obesum (Flor do Deserto)

2.2 Especificos
e Caracterizar a germinagéo in vitro de A. obesum
e Averiguar se é viavel a germinacdo in vitro de A. obesum em condicdes de cultivo

em ambiente de telado;

e Averiguar qual a condi¢do de sombreamento ¢ mais favoravel a germinacéo in

vitro no cultivo de A. obesum em ambiente telado.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia Celular e Cultura de
Tecidos Vegetais (LABCULTIVE) e em casa de vegetacdo, ambos pertencentes ao
Departamento de Ciéncias Bioldgicas (DCB), do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), durante o periodo de janeiro a abril de 2020.

4.1 Obtencdo e preparo das sementes

As sementes de A. obesum foram obtidas de uma empresa produtora e fornecedora
de sementes de plantas ornamentais, localizada no Parana (OLIVEIRA N. SEMENTES).
Em seguida, foram levadas para o laboratorio, retiradas da embalagem e postas em placas
de petri, onde foram misturadas, homogeneizadas e padronizadas quanto a tamanho e

coloracdo (Figura 1).

Figura 1: Sementes de Adenium obesum. (Fonte: acervo pessoal)

4.2 Meio de cultivo

O meio de cultivo utilizado para a germinacéo das sementes foi 0 meio de cultura
MS semissdlido proposto por MURASHIGE e SKOOG, (1962), em proporcdes reduzidas
pela metade. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da adigdo 2,0 g/L™ de
carvio ativado e de 7,0 g/L-! de 4gar. Em seguida, o meio foi distribuido em tubos de
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ensaio, cada um com 6 mL e posteriormente tampados com papel aluminio, e depois

foram autoclavados a 120 °C e na presséo de 1,5 atm, por 20 minutos.

4.3 Pré-inoculacdo das sementes e germinacao in vitro

As 360 sementes, apds a padronizacao, foram separadas aleatoriamente em seis
lotes distribuidas de acordo com os seis diferentes tratamentos. Em seguida, foi realizado
0 processo de desinfeccdo, onde ocorreu a lavagem das sementes trés vezes com agua
destilada autoclavada, depois imersas em alcool 70% agitando-se por um minuto,
posteriormente, as sementes foram lavadas mais trés vezes em &gua destilada
autoclavada, por altimo foram imergidas em solugdo de hipoclorito de sodio (2,5%v/v),
e mantidas sob uma agitacdo continua por 20 minutos no agitador automatico. Ainda na
solucdo, as sementes foram levadas para a capela de fluxo laminar, retiradas do
hipoclorito de sddio e lavadas mais trés vezes com dgua destilada autoclavada, a fim de
remover o0s resquicios do hipoclorito e de qualquer agente descontaminante
remanescente.

As sementes foram inoculadas nos tubos de ensaio e em seguida levadas para
incubagdo nos diferentes ambientes que constituiram os tratamentos, conforme descrito

na Tabela 1.

Tabela 1 — Descricdo dos tratamentos (ambientes de cultivo) utilizados para a germinacgéo
in vitro de A. obesum. Areia — PB, 2020

TRATAMENTOS DESCRIQAO
T1 Cultivo em sala de crescimento
T2 Cultivo em ambiente telado sem uso de sombreamento
T3 Cultivo em ambiente telado com sombreamento de 25%
T4 Cultivo em ambiente telado com sombreamento de 50%
T5 Cultivo em ambiente telado com sombreamento de 75%

T6 Cultivo em ambiente telado com sombreamento de 100%
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Os materiais utilizados para os sombrites foram: caixotes plasticos, grampos e as
telas de sombreamento AGRONET com bloqueio de 25% e 50% e sobreposic¢des para 0s

demais sombreamentos.

Figura 2: Estruturas com a tela de sombreamento utilizadas nos diferentes ambientes de cultivo
em condicdes de telado. (Fonte: acervo pessoal)

Apds a inoculacdo das sementes em capela de fluxo continuo, as amostras do
Tratamento 1 foram transferidas para a sala de crescimento, onde foram mantidas na
presenca de luz com um fotoperiodo de 16 horas com intensidade de 50 a 60 mmol.m?.s"
! e temperatura de 25+2 °C. Os demais cultivos dos tratamentos com os diferentes

sombreamentos foram levados para o ambiente telado.

4.4 Delineamento experimental e andlise estatistica

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo no total
de seis tratamentos (ambientes de cultivo) com 60 repeti¢des cada, totalizando 360 tubos
contendo uma semente cada.

As avaliagcbes ocorreram diariamente, onde foi avaliada a percentagem de
germinacdo, de contaminacdo e oxidacdo das sementes, sendo analisados diariamente
apos o inicio da instalagdo do teste.

Avaliou-se o IVG (indice de velocidade de germinacéo), sendo calculado segundo
a equacdo de Maguire (1962), em que: IVG=G1/D1 + G2/D2 + ... Gn/Dn. Onde:

IVG= indice de Velocidade de Germinag&o
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Gl1, G2, ..., Gn= n° de radiculas emergidas, observadas no intervalo da 12, 22, ..., Gltima
contagem,;
D1, D2, ..., Dn= n° de dias de semeadura a 12, 22, ..., Gltima contagem.

Com 30 dias ap6s a inoculagdo das sementes, as plantulas foram avaliadas quanto
desenvolvimento em relacdo ao comprimento da raiz, comprimento da parte aérea,
namero de folhas, comprimento da maior folha, didmetro do colo e peso de massa fresca.
Para temperatura, as médias méximas e minimas da casa de vegetacdo foram obtidas
através de leituras realizadas diariamente, com auxilio de termdmetros.

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott Knott ao nivel de 5% de probabilidade. O programa para a analise dos dados foi o
software estatistico SISVAR® versédo 5.6 (FERREIRA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
A curva de germinacdo (figura 3) mostra que houve a protusdo da raiz priméria
nas sementes de A. obesum a partir do segundo dia apds a semeadura.
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Figura 3 - Germinagéo de A. obesum nos diferentes ambientes de cultivo. T1 — Cultivo em sala de
crescimento; T2 —Telado sem uso de sombreamento; T3 — Cultivo em telado com sombreamento de
25%; T4 - Cultivo em telado com sombreamento de 75%; T5 — Cultivo em telado com sombreamento
de 75%: T6 - Cultivo em telado com sombreamento de 100%. Fonte: Mariana Dias

Para 0 T1, a germinacdo ocorreu do segundo dia até o décimo quarto dia ap6s a
semeadura, ocorrendo altos indices de emergéncia. Para o T2, as sementes comegaram a
germinar a partir do terceiro dia até o décimo nono dia. No T3, a germinacéo deu inicio
a partir do terceiro dia e se estendeu até o décimo oitavo dia. No T4, a germinacdo iniciou-
se a partir do quarto dia ap0s a inoculagdo e continuou até o decimo nono dia. No T5, a
germinacdo iniciou-se a partir do quarto dia e foi até o décimo terceiro dia. No T6, as
sementes germinaram a partir do quarto dia e se estenderam até o décimo quinto dia.

A germinacéo in vitro no T1, T2 e T3 houve uma antecipacdo em relagdo ao de
VARELLA et al (2015), que em seu experimento com germinag&o in vitro de diferentes
variedades de Flor do Deserto, conseguiram germinacgdo a partir do quarto dia apos a
inoculagdo e que também ap6s o décimo dia de cultivo, ja era possivel observar o

cotilédone e a expansdo foliar. A germinacdo in vitro mostrou-se também mais rapida em
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relacdo ao meétodo ex vitro. Observando os dados registrados por COLOMBO et al
(2015), a germinacéo da Flor do Deserto ocorreu 4 dias apds a semeadura, quando foi
registrada a ruptura do tegumento e a protusao da raiz primaria. No experimento realizado
por RODRIGUES (2017), a germinacdo pode ocorrer em até uma semana, com uma
temperatura de aproximadamente de 29 °C.

O IVG, taxa de oxidagdo e contaminacdo nos diferentes ambientes de cultivo
podem ser observados na Tabela 2. O T1, obteve o maior IVG (7,23) diferindo
estatisticamente de todos os outros tratamentos (tabela 3), em seguida vem o0 T2 com
5,39. Vale ressaltar que, quanto maior o IVG, maior a velocidade de germinacéo diéria.
Enquanto isso, as sementes submetidas a um maior sombreamento obtiveram maior

tempo para a germinacéo, consequentemente um menor IVG.

Tabela 2 — indice de velocidade de germinacdo (IVG), percentagem de oxidaco, e
contaminacdo das sementes de A. obesum nos diferentes ambientes de cultivo in vitro.
Areia— PB, 2020

Tratamentos IVG Oxidacao Contaminacéo
% %
T1 7,23a 5,00b 0,00c
T2 5,39b 21,67a 6,67¢
T3 5,24c 21,67a 10,00c
T4 4,21e 23,33a 16,67b
T5 4,32d 30,00a 16,67b
T6 4,22¢ 13,33b 33,33a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna sdo iguais entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-
Knott. T1= Sala de crescimento; T2= Ambiente telado sem sombreamento; T3 = Ambiente telado com
sombreamento de 25%; T4 = Ambiente telado com sombreamento de 50%; T5 = Ambiente telado com
sombreamento de 75%; T6 = Ambiente telado com 100% de sombreamento

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para germinacdo, oxidagdo, indice de
velocidade de emergéncia (IVG) e contaminagdo de A. obesum sob diferentes ambientes
de cultivo. Areia— PB, 2020

Fontes de GL Quadrado Médio
Variagéo IVG Oxidacdo  Contaminacdo
Tratamento 5 7,97* 458,33* 784,44*
Residuo 30 0,002362 66,11 57,77
CV (%) 0,10 185.65 243,57
Média 5,43 19,16 13,89

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; CV — Coeficiente de variacdo; GL —
Grau de liberdade.
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A oxidacdo e contaminacdo sdo variaveis indesejadas no cultivo in vitro, a
oxidacdo é causada pela reacdo das polifenoxidases sobre compostos fenolicos e pode
levar a morte do embrido da semente, ou prejudicar as fases iniciais de desenvolvimento,
causando anomalias em alguns casos (BEWLEY & BLACK, 1994). PREECE &
COMPTON (1991), caracterizaram as substancias encontradas em meio de cultura para
algumas espécies e as identificaram como sendo fenois, flavondides e taninos,
responsaveis pela oxidacdo. A reacdo é caracterizada pelo escurecimento da semente ou
apice caulinar, ou até mesmo do meio de cultivo (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998). No ambiente telado, as taxas de oxidacdo foram maiores do que no ambiente de
sala de crescimento, T1 apresentou apenas 5% de oxidagdo. A temperatura elevada junto
com suas oscilagdes, e a maior intensidade de luz, influenciaram a maiores taxas de
oxidacdo, ja que sdo fatores que aceleram rea¢fes quimicas. Foi observada uma média de
temperatura no ambiente telado no periodo do experimento de 27,05 °C, sendo a média
temperatura minima observada de 22,2 °C, e a maxima de 30,2 °C.

Os tratamentos realizados em casa de vegetacdo, apresentaram contaminacao por
nas amostras exclusivamente por fungos, enquanto que no T1, realizado em sala de
crescimento, a taxa de agentes contaminantes foi nula. A metodologia de desinfestacédo
de sementes também € primordial para manter um meio de cultura isento de
contaminacdo. De acordo com GEORGE (1993), o estabelecimento de uma cultura
asséptica € a fase mais critica da micropropagacdo. Segundo CARVALHO (2010), a
temperatura tem uma grande influéncia no crescimento dos microrganismos. A presenca
de fungos e bactérias é um fator que pode reduzir tanto a capacidade germinativa quanto
0 vigor das sementes e de acordo com SOUSA et al (2007), um dos maiores problemas
da producdo em escala comercial é a contaminacdo do meio nutritivo por fungos e
bactérias durante as etapas do cultivo in vitro.

A contaminagdo estabelece-se no meio de cultura e/ou material vegetal
competindo pelos nutrientes, produzindo substancias toxicas e inibindo o
desenvolvimento da semente, ocasionando assim, na sua perda e que a principio, existem
quatro fontes de contaminacdo: a fonte de explante, meio nutritivo, o ambiente e operador
(habilidade) (SOUSA et al, 2007). A contaminagdo apresentou suas maiores taxas no
ambiente telado, de acordo com MOLINARO et al (2009) fungos cosmopolitas estéo
presentes em varios locais, como por exemplo no ar e no solo, a casa de vegetagdo € um
ambiente mais propicio a proliferacdo desses fungos e alguns se desenvolvem e

reproduzem melhor em ambientes imidos e com menor intensidade luminosa.
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A figura 4 indica a percentagem total de germinacéo de A. obesum, onde pode-se
observar que houve diferenca estatistica entre os tratamentos (tabela 4), T1 e T2

apresentaram as melhores taxas de germinagéo.
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Figura 4: Percentagem total da germinagdo de A. obesum em diferentes ambientes de cultivo. T1 —
Cultivo em sala de crescimento; T2 —Telado sem uso de sombreamento; T3— Cultivo em telado com
sombreamento de 25%; T4 - Cultivo em telado com sombreamento de 75%; T5 - Cultivo em telado
com sombreamento de 75%; T6 - Cultivo em telado com sombreamento de 100%. Fonte: Mariana Dias

Tabela 4 - Resumo da andlise de variancia para germinacdo de A. obesum sob diferentes
tratamentos. Areia — PB, 2020

Fontes de Variagdo GL Quadrado Médio
Germinacao
Tratamento 5 1446.01*
Residuo 30 98,59
CV (%) 14,85
Média 66,86

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; CV — Coeficiente de variacdo; GL — Grau de liberdade.

O T1 apresentou a maior taxa de germinacao, 94,6%, o T2 atingiu com 71,7% de
germinacdo e os tratamentos 3, 4, 5 e 6 obtiveram menor percentagem de germinacao.
Isso mostra que A. obesum necessita de uma alta incidéncia de luz para sua germinacao,
mostrando ter sementes fotoblasticas positivas, ou seja, apresentam maior germinacao
e/ou maior velocidade de germinacdo na presenca de luz, além do fato de ser originaria

de regides aridas, onde ha grande incidéncia de luz e temperaturas elevadas. VIEIRA et



27

al (2004), obteve a maior germinacéo de Cryptostegia madagascariensis (Apocynaceae),
cerca de 90%, em luz ambiente (sem sombreamento) a uma temperatura de 30°C. Os
efeitos da luz no processo germinativo ocorrem pela chegada da luminosidade pelo
fitocromo que ativa os processos germinativos da semente (FERRAZ & TAKAKI, 2006).
SANTOS et al (2015), utilizando papel Germitest umedecidos com &gua a uma
temperatura de 30°C, obtiveram uma média de germinacdo de cerca de 71,25%,
semelhante ao resultado in vitro cultivado em telado sem sombreamento.

Os parametros fitotécnicos (tabela 5) foram analisados para o desenvolvimento in

vitro de A. obesum.

Tabela 5 — Médias obtidas para comprimento de raiz (C. Raiz), comprimento da parte
aérea (C. Aérea), numero de folhas (N° Folhas), comprimento da maior folha (CMF.),
didametro do colo (D.C) e massa fresca (M. Fresca), de A. obesum nos diferentes ambientes

aos 30 dias de cultivo in vitro. Areia — PB, 2020

Tratamentos C. C. N° CMF DC M. Fresca
Raiz Aérea Folhas
cm cm cm cm g
T1 3,20a 3,49 3,65a 0,98a 0,38a 0,31a
T2 196b 2,88a 3,05a 0,93a 0,37a 0,24a
T3 1,72b  2,65b 2,50b 0,64a 0,34a 0,25a
T4 2,02b  2,38b 2,10b 0,69a 0,29b 0,19b
T5 1,64b  2,08b 2,05b 0,68a 0,27b 0,17b
T6 1,26b  2,09b 2,05b 0,62a 0,21b 0,17b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna sdo iguais entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-
Knott. T1= Sala de crescimento; T2= Ambiente telado sem sombreamento; T3 = Ambiente telado com
sombreamento de 25%; T4 = Ambiente telado com sombreamento de 50%; T5 = Ambiente telado com
sombreamento de 75%; T6 = Ambiente telado com 100% de sombreamento.

O cultivo em sala de crescimento (T1), apresentou as maiores médias para
comprimento de raiz, cerca de 3,20 cm, comprimento da parte aérea com 3,49 cm, maior
quantidade de namero de folhas, maior média de diametro do colo, medindo 0,38cm e
maior peso de matéria fresca, com 0,31 gramas. O T2 (telado sem uso de sombreamento),
apresentando médias para comprimento de raiz de 1,96 cm, comprimento de parte aérea
com 2.88 cm, nimero de folhas com média de 3,05, didmetro do colo com 0,37 cm e teor
de massa fresca de 0,24 gramas. T1 e T2 n&o diferiram entre si estatisticamente na maior
parte das analises fitotécnicas, apenas em comprimento de raiz que houve diferenca entre
0s dois primeiros tratamentos, sendo assim estes dois tratamentos apresentaram oS

melhores parametros de desenvolvimento aos 30 dias de cultivo.
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VARELLA et al (2015), ap6s 30 dias do cultivo in vitro de Flor do Deserto,
encontraram uma média de 3,15 cm para maior média de altura da planta com a variedade
“Orange Pallet”, para nimero de folhas encontraram uma media de 2,7 e para a variedade
“Vermiliont” encontraram uma altura de planta de cerca de 3,82 e nimero de folhas com
média de 3,40. RODRIGUES (2017) obteve altura de planta de 3,08 cm, 3,67 para
namero de folhas e 0,64 cm cultivando a Rosa do Deserto ex vitro apos 60 dias de
semeadura, utilizando substrato casca de pinus 75% + himus 25%.

Conforme anélise de variancia (tabela 6), as caracteristicas comprimento de raiz,
comprimento da parte aérea, numero de folhas, diametro do colo e peso de massa fresca,
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos, enquanto que o comprimento

de folha, ndo apresentou resultados significativos.

Tabela 6 - Resumo da analise de variancia para comprimento de raiz (C. Raiz),
comprimento da parte aérea (C. Aérea), nimero de folhas (N° Folhas), comprimento da
maior folha (CMF.), diametro do colo (D.C) e massa fresca de A. obesum em diferentes

ambientes de cultivo in vitro.

Fontesde GL Quadrado médio
Variacdo C.Raiz C.Aérea N° Folhas CMF. DC M. Fresca
Tratamento 5 9,13* 6,26* 8,65* 0,50 0,08* 0,06*
Residuo 114 3,29 1,91 2,59 0,31 0,02 0,02
CV (%) 92,88 53,69 62,80 73,28 45,82 70,67
Média 1,95 2,58 2,56 0,76 0,31 0,22

ns, e *: ndo significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente; CV —
Coeficiente de variacdo; GL — Grau de liberdade.

No geral, o comprimento de parte aérea, nos tratamentos em casa de vegetacdo
sem sombreamento e com sombreamento, apresentou resultados inferiores aos
observados em sala de crescimento no laboratério. O mesmo foi observado por
DIGNART (2006) que obteve resultados semelhantes, sendo o ambiente sala de
crescimento mais eficiente no crescimento de parte aérea em plantulas de orquideas
cultivadas in vitro. Estes resultados podem ser explicados pela baixa luminosidade da sala
de crescimento em relagdo a luz natural, caracterizando um crescimento estiolado dessas
plantulas.

Porém, 0 T2, apresentou bons resultados, se aproximando dos valores obtidos em
sala de crescimento, tornando o uso da luz natural uma alternativa viavel para o

desenvolvimento de A. obesum in vitro, podendo baratear os custos de produgdo da
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técnica com o uso do ambiente telado. AHLOOWALIA & SAVANGIKAR (2004)
afirmam que muitas plantulas cultivadas in vitro séo capazes de tolerar altas flutuagoes
de temperatura e se adaptam melhor as condi¢des de campo, quando aclimatizadas, do
que aquelas que séo cultivadas sempre sob a mesma temperatura no ambiente de sala de
crescimento dos laboratdrios.

Na figura 5, verificam-se plantulas dos seis tratamentos aos 30 dias apo6s a

inoculagdo das sementes.

A

Figura 5: Plantulas de Adenium Obesum aos 30 dias de germinadas em diferentes ambientes de cultivo.
A — Cultivo em sala de crescimento; B —Telado sem uso de sombreamento; C — Cultivo em telado com
sombreamento de 25%; D - Cultivo em telado com sombreamento de 50%; E - Cultivo em telado com
sombreamento de 75%; F - Cultivo em telado com sombreamento de 100%. Fonte: acervo pessoal.

O T6, devido ao sombreamento total (100%), apresentou desenvolvimento
deformado em alguns individuos, VIEIRA et al (2004) observou com Cryptostegia
madagascariensis, que o niumero de plantas deformadas atingiu 56% na auséncia de luz
e 0% em luz ambiente.

Poucos trabalhos foram realizados com o cultivo in vitro de A. obesum, 0s poucos
existentes sdo com o objetivo de obter protocolos para meios nutritivos. Estudos sobre
niveis de irradiancia e uso de luz natural para o desenvolvimento in vitro da espécie

precisam ser aprofundados.
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6 CONCLUSOES

A germinacdo in vitro de Adenium obesum ocorreu nos diferentes ambientes de
cultivo;

O inicio da germinac&o in vitro ocorre de 2 a 4 dias em sala de crescimento e em
ambiente de telado;

Sala de crescimento (T1) e ambiente telado sem sombreamento (T2), apresentaram as
maiores percentagens de germinagdo e melhores médias no desenvolvimento das plantulas,
sendo que, T2 foi 0 que mais se aproximou dos resultados de sala de crescimento (ambiente

controlado), apontando o uso da luz natural como uma alternativa.
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