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ALVES, Bruna Lais Nascimento. Germinacdo e viabilidade de propagacédo por
segmentos foliares de petunia (Petlnia x hybrida). 2017. 37f. Monografia (Graduacéao
em Agronomia). Centro de Ciéncias Agrarias - Universidade Federal da Paraiba.
Orientadora: Prof?. Dra. Nubia Pereira da Costa Luna.

RESUMO - A Petlnia x hybrida é de interesse ornamental da familia solanacea, cuja
origem é da América do Sul (Brasil, Argentina e Uruguai). As petunias podem ser
propagadas de forma sexuada ou assexuada. Objetivou-se com este trabalho, analisar a
germinacdo e desenvolvimento in vitro e ex vitro, como também, obter a formacéo de
brotacbes em explantes foliares de Petunia x hybrida. Os trabalhos in vitro
(germinacao e estaquia foliar) foram conduzidos no Laboratdrio de Biologia Celular e
Cultura de Tecidos e o ex vitro (germinagdo) em ambiente telado do Departamento de
Ciéncias Biologica do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba
— PB. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizados —
DIC, sendo que nos experimentos de germinacdo (in vitro em e ex vitro) utilizou-se
sementes, onde cada semente se constitui uma parcela experimental. No experimento in
vitro o meio foi reduzido a metade de sais MS Murashige & Skoog (1962) e 0 ex vitro
em substrato na proporgdo de 1:1 de palha de arroz e terra vegetal. Foram realizadas
observacdes diarias, contando-se o niimero de plantulas emergidas para avaliar o indice
de Velocidade de Germinagdo (IVG) e Porcentagem de Germinacdo, aos 14 dias
avaliou-se altura de planta, comprimento de maior raiz, didmetro de caule, comprimento
de caule e nimero de folhas. No experimento de propagacdo por estaca foliar em BAP
(Benzilaminopurina) nas diferentes concentracées de 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg/L™, sendo 4
tratamentos e 30 repeticdes, totalizando 120 parcelas, contendo trés explantes por
parcela. Avaliou-se aos sete e quatorze dias a porcentagem de contaminacédo total dos
explantes (%), explantes necrosados (%), explantes viaveis (%) e aos 14 dias foi
realizada a contagem das brotacdes desenvolvidas em cada explante. A semeadura ex
vitro permitiu uma melhor germinagdo e desenvolvimento inicial das plantulas de
Petlnia x hybrida; Explantes foliares de Petunia x hybrida formam brotos/calos na
auséncia e com 1,5 mg.L™ de benzilaminopurina; A presenca de tricomas, caracteristico
de folhas de Petlnia x hybrida contribui para a contaminacdo dos explantes, pois é
nessa estrutura onde os microrganismos se alojam.

Palavras-chave: Brotacdo; Ornamental; Sementes;
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ALVES, Bruna Lais Nascimento. Germination and viability of propagation by leaf
segments of petunia (Petunia x hybrida). 2017. 37f. Monograph (Undergradute
Agronomy). Center for Agricultural Sciences — Federal University of Paraiba. Advisor:
Profa. Dra. NUbia Pereira da Costa Luna.

ABSTRACT - The petunia x hybrida is of ornamental interest of the solanacea family,
whose origin is of South America (Brazil, Argentina and Uruguay). Petunias can be
propagated sexually or asexually. The objective of this work was to analyze the
°germination and development in vitro and ex vitro, as well as to obtain the bud
formation in Petunia X hybrida leaf explants. The in vitro studies (germination and leaf
cutting) were conducted at the Laboratory of Cell Biology and Culture of Tissues and
the ex vitro (germination) in the environment of the Department of Biological Sciences
of the Center of Agricultural Sciences of the Federal University of Paraiba - PB. The
experiments were conducted in a completely randomized design - DIC, and in the
germination experiments (in vitro and in vitro) seeds were used, where each seed
constitutes an experimental plot. In the in vitro experiment the medium was reduced to
half MS salts Murashige & Skoog (1962) and the ex vitro in substrate in the ratio of 1: 1
rice straw and vegetable soil. The number of seedlings emerged to evaluate the
Germination Speed Index (IVG) and Percentage of Germination, at 14 days, plant
height, root length, stem diameter, leaf length Stem and number of leaves. In the BAP
(benzylaminopurine) leaf cutting experiment at different concentrations of 0.0; 0.5; 1.0
and 1.5 mg / L-1, being 4 treatments and 30 repetitions, totalizing 120 plots, containing
three explants per plot. The percentage of total contamination of the explants (%),
necrotic explants (%), viable explants (%) was evaluated at seven and fourteen days,
and the counts of the shoots developed in each explant were counted at 14 days. The ex
vitro sowing allowed a better germination and initial development of the Petunia X
hybrida seedlings; Leaf explants of Petunia x hybrida form shoots/calli in the absence
and with 1.5 mg.L-1 of benzylaminopurine; The presence of trichomes, characteristic of
leaves of Petunia x hybrida contributes to the contamination of the explants, because it
is in this structure where the microrganisms are housed.

Key words: Budding; Ornamental; Seeds;
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1. INTRODUCAO

O mercado mundial de flores e plantas ornamentais estd em plena fase de
expansdo e € uma importante engrenagem na economia brasileira (ANDRADE, 2016).
Atualmente, diversos paises emergentes tém atuado nesse segmento, como, por
exemplo, a Coldmbia. No contexto atual, vem ganhando destaque entre os produtos
ligados ao agronegdcio no Brasil. Isso se deve ao crescimento bastante significativo que
ocorreu na Ultima década, quando a floricultura se tornou uma atividade altamente
rentavel (RESENDE, 2014).

O Instituto Brasileiro de Floricultura- IBRAFLOR (2015) relata que no Brasil
existem aproximadamente 8.248 produtores de flores, possuindo um total de 14.992
hectares de area cultivada. Os estados das regides sudeste e sul apresentam 0s maiores
indices de producédo e comercializacdo (RESENDE, 2014). Segundo Batalha e Buainain
(2007), o maior produtor, consumidor e exportador de flores e plantas ornamentais do
Brasil ¢ o estado de Sdo Paulo. Dentre as plantas ornamentais o género Petlnia se
destaca com espécies promissoras economicamente. Estdo entre as plantas mais
populares no mundo devido a sua versatilidade, variedade, e cor da flor (KESSLER,
1998). Elas podem ser propagadas de forma sexuada ou assexuada.

As primeiras petanias de jardim sdo consideradas como hibridos
interespecificos entre P. axillaris (Lam.) e P. integrifolia (Hook.) (PAXTON, 1836). A
petlnia (Petunia x hybrida) apresenta atributos que favorecem seu uso como sistema
modelo secundario, devido a facilidade de crescimento e ao ciclo de vida relativamente
curto (cerca de quatro meses da germinacao a producdo de sementes) e a facilidade de
propagacao assexual (a partir de estacas ou de calo).

Para Filgueira (2003), a propagacdo vegetativa ou assexual baseia-se na
capacidade, inerente a certas estruturas de algumas espécies, de formar novos
individuos vegetais, completos e idénticos a planta matriz. Segundo o autor, 0 motivo
principal para este tipo de propagacéo ¢ a incapacidade de certos individuos de produzir
sementes botanicas, sendo definidas de plantas anuais aquelas que independem de um
intervalo de frio para que passem da etapa vegetativa para a reprodutiva. Descreve
ainda, que as espécies perenes, onde se enquadra a petunia, sdo plantas de ciclo muito
dilatado, que podem ocupar o terreno por um ou mais anos, e que enfrentam condicdes

termoclimaticas decorrentes da passagem de quatro estacdes.



Na micropropagacdo in vitro os explantes sdo cultivados assepticamente em
meio de cultura, permitindo uma interagdo controlada entre fatores abioticos e bidticos,
que pode dar origem a plantas geneticamente superiores multiplicadas massivamente.
Diversos explantes podem ser utilizados para o inicio de uma propagacdo in vitro de
uma planta, entretanto, procura-se selecionar explantes que contenham maior proporgéo
de tecido meristemético ou que tenham maior capacidade de expressar totipoténcia, tais
como gemas apicais, gemas axilares, sementes (TORRES et al., 2000), folhas, cambio,
raiz e polen (TORRES et al., 1998). Desse modo, objetivou-se com este trabalho,
analisar a germinacdo e desenvolvimento in vitro e ex vitro, como também, obter a

formacao de brotacdes em explantes foliares de Petlnia x hybrida.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos gerais da espécie

A familia Solanacea L. compreende 2930 espécies distribuidas em 147
géneros, incluindo espécies de interesse ornamental em géneros como Brunfelsia L.
(macana-de-cheiro), Cestrum L. (dama da noite), Datura L. (trombeteira) e Petunia Juss
(pettnia), (JUDD; COLS, 2009). O cultivo de Petunia para utilizagdo como ornamental
foi registrada em 1830 (MADER, 2008). Na década de 1990, os produtores encontraram
novos tipos, espalhando petdnias e as alterando significativamente (ANDERSON,
2006), para obtencdo de hibridos de interesse ornamental.

Maciel (2001) descreve a petlnia (Petlnia x hybrida) como sendo da familia
solanacea, cuja origem é da América do Sul (Brasil, Argentina e Uruguai). Petlnia
(Petunia hybrida Hort. Ex Vilm. também apresentada como P. Hybrida) é um hibrido
de interesse ornamental que tem sido amplamente utilizado, sendo referencia devido a
disponibilidade de ferramentas de genética molecular (GERATS; VANDENBUSSCHE,
2005), resultante do cruzamento de P. axillaris e P. integrifolia, que podem ser
artificialmente fertilizadas (WIJSMAN, 1983; ANDO et al., 2001).

Popularmente conhecida como “petunia-de-jardim” € normalmente cultivada
como planta anual em climas temperados, porém sob condigdes tropicais e subtropicais
é mantida como perene, embora, sob estas condigdes é negativamente afetada pelo calor
intenso, pela umidade e pelo ataque de fitopatdgenos e insetos. Recomenda-se seu

cultivo em floreiras ou canteiros a pleno sol, pois sob condi¢cbes de sombreamento a



planta apresenta um aspecto estiolado e cores palidas, tanto das partes vegetativas
quanto das flores (BERENSCHOT, 2008).

Morfologicamente, a arquitetura da parte aérea de Petunia x hybrida tem o
crescimento vegetativo monopodial, com héabito de crescimento continuo e o
desenvolvimento dos ramos reprodutivos ocorrendo por ramificagdo simpodial,
originando um ramo individual constituido de unidades repetitivas chamadas de
antoclados, que se desenvolve de uma posicdo axilar e termina em uma flor Gnica
(CHILD, 1979; WEBERLING, 1989).

As petlnias sdo plantas varidveis com ramos pubescentes e folhas ovaladas,
levemente viscosas, anfistomaticas, tricomas presentes uniseriados, de 15-30 cm de
altura. Suas flores sdo grandes, em cores variadas, formadas principalmente na
primavera (ARMITAGE, 1994). Segundo Lorenzi (2000), as flores podem apresentar

diversas tonalidades, brancas, vermelhas, roxas, listradas, franjadas, entre outras.

2.2. Germinacao

Em condi¢bes naturais a multiplicacdo de petlnia é feita basicamente por
reproducdo sexuada através da formacdo de sementes. O processo de germinacéo é um
mecanismo dependente da viabilidade das sementes e de condi¢des ambientais
favoraveis (BEWLEY; BLACK, 1984; GUI-FERREIRA; BORGHUETT]I, 2004).

O processo de germinacdo de sementes se inicia com a embebicao de dgua pela
semente e se completa quando uma parte do embrido, normalmente a radicula, se
estende para penetrar as estruturas que o cercam (BEWLEY, 1997). Outro fator
importante no processo germinativo é a temperatura, pois afeta na velocidade, quanto o
total e a uniformidade de germinacdo. Na auséncia de outro fator limitante, a
germinacdo ocorre dentro de certos limites de temperatura e seus extremos variam
conforme a espécie (TOLEDO; MARCOS FILHO, 1977; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000). Também ha uma necessidade de oxigénio, pois a respiracao é
muito ativa nas sementes. Em solos em que a aeracdo € reduzida, a germinacao pode ser
inibida pela limitagdo na difusdo de oxigénio imposta por estes solos (TOLEDO;
MARCOS FILHO, 1977). A luz do ambiente é importante na ocorréncia da germinacao
é detectada pelo fitocromo, um pigmento fotorreceptor. Quando exposto a diferentes
comprimentos de onda, o fitocromo se interconverte em duas principais formas: a forma

ativa (Pfr) quando este é exposto a luz vermelha, forma esta que induz a germinacao e,



guando o fitocromo é exposto a luz vermelho-distante ela se converte em forma inativa
(Pr) (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Sua propagacdo € realizada geralmente por sementes, assim como em
lisianthus o seu pequeno tamanho de aproximadamente 20.000 sementes por grama
obriga uma cuidadosa e vagarosa manipulacdo (PEREIRA FILHO, 2014), o que
dificulta o manuseio na forma de propagacédo a ser empregada.

A fase de germinacdo pode ser definida pelo desenvolvimento dos embrifes
somaticos em plantas de gendtipo idéntico ao do explante que Ihes deu origem, capazes
de se desenvolverem e crescerem ex vitro, tendo ja uma raiz, uma gema apical e 0s
orgaos formados (NAWROT-CHORABIK, 2012).

A germinacdo de sementes in vitro pode ser uma alternativa para a obtencao de
explantes livres de infestacdes para serem utilizados no processo de micropropagacao.
E quando comparada a germinacdo em condicBes naturais apresenta como vantagens:
evitar problemas de aborto embrionario, reduzir o tempo necessério a ocorréncia do
processo, aumentar a taxa de germinacdo, além de sincroniza-la (ENCINA; PADILLA,
1996).

2.3. Cultura de tecidos

A cultura de tecidos, células ou 6rgdos excisados de plantas é caracterizado por
ser conduzida em condi¢Oes assépticas, desenvolvidas em meio nutritivo, e mantidas em
sala de crescimento com controle de luminosidade, fotoperiodo e temperatura. Alguns
termos técnicos como cultivo in vitro e micropropagagdo sao comumente usados como
sinbnimo de cultura de tecidos (TORRES et al., 2001). Explantes sdo segmentos
excisado de tecidos vegetais, com o objetivo de regenerar uma nova planta em meio de
cultura, idéntico a planta mée.

Ao se propor um determinado meio de cultura para a propagagdo de uma
espécie ha que se considerem diversos fatores. Dentre estes fatores destacam-se, pela
sua importancia, 0s nutrientes minerais e os reguladores vegetais que compde 0 meio de
cultura, e estes por sua vez, em associagdo com 0s outros fatores, como o estado fisico
do meio, véo interferir de forma efetiva para o estabelecimento da cultura, ou seja, vao
agir diretamente na propagacao da espécie (FORTES; PEREIRA, 2001).



O carvéo ativado muito utilizado no meio de cultivo se trata de um p6 bem fino
e de cor escura usada para eliminar substancias toxicas produzidas pelo explante além
de promover o escurecimento do meio de cultura (GUERRA; NODARI, 2006) e a
capacidade de adsorver substancias secretadas pelo explante ou presentes no meio de
cultura, que podem inibir o crescimento (HARTMANN et al., 2002).

O sistema padrdo de micropropagacdo, segundo Grattapaglia e Machado
(1998), baseia-se em trés estagios: a selecdo dos explantes, a desinfestacdo e a cultura
em meio nutritivo sob condigBes assépticas; a multiplicagdo dos propéagulos sob
sucessivas subculturas em meio adequado; a transferéncia dos explantes para meio de
enraizamento e subsequente aclimatizacéo.

No cultivo in vitro & comum ocorrerem perdas expressivas devido a
contaminagdo por microrganismos, ou quando a assepsia é dificil de ser executada,
devido as caracteristicas do explante, com isso € necessaria cautela no processo de
assepsia, visto que este € um aspecto que otimiza e justifica essa técnica, no sentido de
se obter um maior numero de plantas livre de doencas e patogenos. Na fase de
estabelecimento do cultivo, a contaminacdo pode comprometer o trabalho de
micropropagacdo (PEREIRA, 2011). Para minimizar a contaminagdo microbiana
inimeros protocolos de esterilizacdo sdo apresentados por diversos autores, quais sejam,
0 uso de substancias como hipoclorito de sodio (PEREIRA et al, 2009) e, em alguns
casos, a adicdo de antibidticos ao meio de cultura (PEREIRA et al, 2011). O hipoclorito
de sodio € geralmente o agente mais utilizado no processo de descontaminacdo dos
explantes, embora a sua concentracdo e tempo de exposi¢do dos propagulos a solucédo
possa danificar seus tecidos, de maneira que torne inviavel o desenvolvimento dos

explantes.

2.4. Reguladores de Crescimento

Os reguladores de crescimento na forma natural ou indutiva quando aplicados
em plantas influenciam no seu crescimento e desenvolvimento, diferentemente dos
horménios vegetais que proporciona 0os mesmos efeitos, mas, apenas na forma natural.

Os meios nutritivos utilizados na cultura de células, tecidos e 6rgdos de plantas
tem por finalidade disponibilizar as substancias necessarias ao crescimento e
influenciam o desenvolvimento in vitro. Normalmente € utilizado o MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Para Caldas et al. (1998), a presenca de reguladores



vegetais no meio de cultura bem como sua composi¢do e concentracdo tem papel
fundamental no crescimento e no padrdo de desenvolvimento na maioria dos sistemas
de micropropagacao.

O uso de 6-benzilaminopurina (BAP) tem se mostrado eficaz no processo de
multiplicacdo tanto de estruturas aéreas como na inducdo de gemas adventicias em
diversas espécies (HU; WANG, 1983). Para multiplicacdo em meio de cultura, em
geral, suas concentragdes variam de 0,1 a 5 mgL-! (TOMBOLATO; COSTA, 1998). O
enraizamento e a formacdo de brotos/calos sdo influenciados pelo meio de cultivo,

concentragdes e auxina que variam conforme a espécie.

3. MATERIAL E METODOS

No periodo de novembro a dezembro de 2016, os experimentos in vitro foram
conduzidos no Laboratorio de Biologia Celular e Cultura de Tecidos (LABCULTIVE) e
0 ex vitro em ambiente telado com cobertura de plastico branco leitoso (150 pm),
pertencentes ao Departamento de Ciéncias Bioldgicas, do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal da Paraiba (DCB- CCA - UFPB), Areia- PB.

Foram obtidas matrizes de petunia na Associacdo de Desenvolvimento
Sustentavel de Macacos e Furnas (ADESMAF) do mesmo municipio e, posteriormente,
transportadas em caixas ao laboratério. As mudas foram transplantadas em canteiro,
utilizou-se terra vegetal e esterco como fonte de substrato. Apés o desenvolvimento fez-
se a coleta de cépsulas e explantes.

As capsulas foram colhidas das plantas antes da antese e utilizadas para a
semeadura in vitro e ex vitro. A porcentagem de germinacdo foi dada pela férmula
proposta nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992):

G=NG * 100/NT

Onde: G = porcentagem de germinacgéo
NG = nlmero de sementes germinadas

NT = nlmero de sementes postas para germinar.



O indice de velocidade de germinagédo € determinado apos o numero de dias
transcorridos apés a semeadura, avaliando-se 0 nimero de plantulas. A determinag&o foi
conduzida conforme a expressdo matematica de Maguire (1962):

IVG=G1/N1+G2/N2+G3/N3+..+Gn/Nn

Onde: G1, G2, G3, ..., Gn = numero de sementes germinadas no dia da observacéo.

N1, N2, N3,..., Nn = nimero de dias ap6s a semeadura.

Considerou-se a media dos resultados obtidos para célculo da porcentagem de
germinacdo e IVG. Nao existiu necessidade de transformacéo dos dados originais para

atender aos pressupostos da ANOVA.

3.1. Experimento I: Germinacdo in vitro de Petlnia

Foram utilizadas sementes de Petlnia, que sequencialmente o protocolo de
desinfestacdo adotado foi a lavagem das capsulas em imersdo no alcool 70% durante 30
segundos, e em seguida a imersdo em solucdo de hipoclorito comercial (NaOCI 2%) a
20% (v/v) submetido a agitacdo continua durante 20 minutos. Depois, levadas para a
camara de fluxo laminar e lavadas por trés vezes seguidas com agua destilada
autoclavada. Logo ap0s, as capsulas foram abertas com auxilio de bisturi e as sementes
inoculadas em potes de vidro com capacidade de 250 mL com tampas de BIO SAMA ©
PP - 74 contendo 30 mL do meio de cultura.

O meio de cultura utilizado foi 0 meio Murashige e Skoog (1962), com reducéo
de 50% da concentracdo dos sais, suplementados com 20,0 mg.L™ de sacarose,
solidificados com 7g.L™ de Agar e com presenca de 1g.L™ carvdo ativado. O pH foi
ajustado para 5,8 e em seguida autoclavado a 120 °C e a pressdao de 1 atm por 20
minutos.

Ap0s a inoculagdo das sementes os potes foram vedados com filme policloreto
de polivinila — PVC, mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 horas
sob intensidade luminosa artificial de 35 pumol/m/s, a temperatura de média 25 °C +
2°C, mantida em ar-condicionado.

Foram realizadas observacfes diarias ap0s a instalacdo do experimento,

contando-se 0 nuimero de plantulas emergidas por dia, até que esse numero fosse



constante, observando-se a germinacdo com a protusdo das radiculas. Para o célculo do
IVG (indice de Velocidade de Germinacio), foi realizada a contagem diaria, do nimero
de sementes germinadas até que estacionasse, sendo calculado pela formula de Maguire
(1962), e os resultados expressos em porcentagem.

Para o0 experimento utilizou-se 70 sementes. O delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado, onde cada semente se constitui uma parcela

experimental.

3.2. Experimento I1: Germinag&o ex vitro de Petinia

Foram utilizadas 70 sementes distribuidas, em sacos plasticos de polietileno
(12 x 10 cm) proprios para mudas, contendo como substrato na proporgdo de 1:1 de
palha de arroz e terra vegetal. Os substratos a 120 °C e a pressdo de 1 atm por 20
minutos. Foram postos em ambiente telado com cobertura plastica de 150 um branco
leitoso, sob luz natural e temperatura controlada por termdmetro de bulbo seco e imido,
com também a umidade relativa do ar (UR%).

A avaliacao foi diaria de indice de velocidade de germinacdo (IVG), sendo
consideradas germinadas as que apresentavam protrusdo da radicula por dia até a
estabilizacdo e calculado pela formula matematica proposta por Maguire (1962). O
delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com uma semente em

cada saco plastico, compondo uma parcela.

3.3. Variaveis avaliadas

As variaveis analisadas para os Experimentos | e Il foram: comprimento de
maior raiz (cm), diametro do caule (mm), altura de planta (cm), comprimento de caule
(cm) e namero de folhas de plantulas, com auxilio de régua milimétrica e paquimetro
digital. O programa estatistico utilizado foi o Software Statistical Analisys
System (SAS®) e as médias dos fatores estudados foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade



3.4. Experimento I11: Formacao de brotos em estacas foliares

Foram coletadas folhas da parte mediana da planta, como fonte de explantes.
Estas foram lavadas em agua corrente e retiradas o excesso de umidade em papel toalha.
O protocolo de desinfestacdo adotado foi a lavagem dos ramos em agua corrente e
excisdo dos explantes, onde foram imersos em &lcool 70% durante 30 segundos e em
solucéo de hipoclorito (NaOCI 2%), a 20% (v/v) submetido a agitacdo continua durante
10 minutos. Em seguida os explantes foram lavados em trés vezes seguidas com agua
destilada autoclavada, cortadas em segmentos de aproximadamente um cm?, inoculados
em pote de vidro contendo 30 ml de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com
7g.L" de Agar, presenca de 2g.L™" carvdo ativado, acrescidos de diferentes
concentracdes de BAP (Benzilaminopurina) nas concentracdes de 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5
mg/L™. Sendo vedados com filme policloreto de polivinila - PVC e mantidos em sala de
crescimento com controle de temperatura em luz artificial 35 micro mol/m2/s,
temperatura média de 25°C + 2°C e fotoperiodo 16 horas de luz controlada.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
4 tratamentos e 30 repeticdes, totalizando 120 parcelas, contendo trés explantes por
parcela.

As observacbes foram realizadas aos sete e quatorze dias para contaminacéo
total dos explantes (%), explantes necrosados (%), explantes vidveis (%) e aos 14 dias
foi realizada a contagem das brotacGes desenvolvidas em cada explante. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e foram submetidos a
analise de regressdo polinomial, no programa estatistico Software Statistical Analisys
System (SAS®).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento | e Il — Germinagéo in vitro e ex vitro de Petinia

As condicGes de temperatura e umidade relativa para o periodo do experimento

ex vitro, em ambiente telado, pode ser observada (Tabela 1).



10

Tabela 1: Médias de temperatura e umidade relativa do ambiente telado do Departamento de
Ciéncias Biologicas DCB/CCA/UFPB. Areia — PB, 2016.

Més °C UR (%)
Novembro 25,8 69,5
Dezembro 25,4 67

Verificou-se, que nos meses de novembro e dezembro ndo houve diferenca
significativa para as varidveis: temperatura média e a umidade relativa.

Apds cinco dias de semeadura as primeiras plantulas emergiram na condi¢éo in
vitro, com a germinacdo até o décimo dia. Os maiores percentuais de emergéncia
ocorreram aos cinco dias ap0s a semeadura para 0 experimento ex vitro, com algumas
sementes de germinacdo mais tardia aos 14 dias. Que corroboram com as Regras de
Analise de Sementes — RAS (2009) em que a primeira contagem e inicio de germinacgéo
é dada a partir do quinto até o 14° dia. No geral, o desenvolvimento inicial de plantulas
in vitro é mais lento que ex vitro.

Os maiores valores para o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e % de
germinacdo ocorreu para a semeadura ex vitro (Figura 1). Segundo Ferreira et al. (2001)
as sementes de petlnia podem ser classificadas quanto ao tempo de germinacdo como
intermediarias (tempo médio de cinco a dez dias), pois o tempo médio de germinacao

foi de 5 dias/sementes.
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Figura 1: indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) (A) e Porcentagem de Germinagéo (%)
(B). Areia-PB, 2016.
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Analisando-se os valores de germinacédo para os diferentes ambientes, pode-se
observar que houve diferenca estatistica, entre as porcentagens de sementes de petinia
germinadas nos substratos terra vegetal + palha de arroz e meio MS Y. A porcentagem
de germinacdo foi maior na condicdo ex vitro, chegando a 92,9%, onde o valor foi
superior ao estabelecido pelo padréo nacional de germinacdo de sementes de tomate que
equivale a 70%, também solanacea (CASTELLANE et al., 1990). Xavier (2010) obteve
valor semelhante na germinacdo de Hamatocactus setispinus (74%), no cultivo em meio
MS % e com presenca de carvéo ativado.

O maior indice velocidade de germinagio (10,94) foi observado no ambiente
ex vitro, onde Vieira e Krzyzanowsky (1999), alegaram que para variavel IVG quanto
maior o valor apresentado, maior € capacidade das sementes expressarem seu potencial
germinativo.

A porcentagem de germinacdo das sementes também pode ser afetada por
mudancas fisiologicas, morfoldgicas e funcionais que ocorrem durante 0 processo de
desenvolvimento da semente, que é interrompido quando a planta cessa o fornecimento
de assimilados para as sementes, conhecido como maturidade fisiologica (LOPES et al.,
2005), Durante o cultivo in vitro, as solucdes de sais e aclcares que compdem 0s meio
de cultura, influenciam o crescimento celular e a morfogénese por meio de propriedades
osmoéticas (GEORGE, 1996).

Estudos realizados na condicdo ex vitro, independentemente da espécie,
revelam que o suprimento adequado em &gua, composicdo de gases, temperatura
convenientes sdo requisitos fundamentais para a germinacdo (TOLEDO; MARCOS
FILHO, 1977; MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1982; BEWLEY, 1984; BORGES;
RENA, 1993).

Tais constatacOes para Torres (1999), provavelmente, se devam ao fato de que
a semente ja possua em sua reserva nutritiva um teor de sacarose que lhe permita a
emergéncia da plimula e da radicula, com a adigdo de sacarose no meio extracelular
pode ter provocado uma maior perda de dgua devido a pressdo osmética exercida sobre
a semente.

Observa-se que, as variaveis altura de planta (AP) e numero de folha (NF)
diferiram estatisticamente, onde a AP e NF tiveram maiores valores médios no ambiente

ex vitro (Tabela 2).
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Tabela 2: Nimero médio de altura de plantas (AP), nimero médio de comprimento da maior
raiz (CR), nimero médio do didmetro do caule (DC), nimero médio de comprimento
de caule (CC) e numero médio de folhas (NF) de plantulas de Petunia x hybrida,
germinadas in vitro

Local AP (cm) CR (cm) DC (cm) CC (cm) NF (n°)
In vitro 0,70 b 0,48 a 0,04 a 2,22 a 2,66 b
Ex vitro 1,32 a 0,40 a 0,04 a 091a 4,07 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nédo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

Esses valores divergem de outros estudos para altura de planta (PASQUAL et
al., 2001; THOMAS, 2008) onde a adicdo de carvao ativado no meio de cultura
influéncia na diferenca de altura média das plantulas devido a adsorcao de substancias
inibitorias do meio ou a adsorcdo de produtos tdxicos liberados pelos explantes, pela
manutencdo do pH em valor 6timo para morfogénese e liberacdo de substancias
naturalmente presentes no carvao que poderiam promover o crescimento. As variaveis
de porcentagem de comprimento de raiz, diametro de caule e comprimentos de caule

ndo apresentaram significancia estatistica.

4.2 Experimento 111 - Formacdo de brotos em estacas foliares

Bezerra et al. (2014), constataram maiores indices de contaminacdo com a
adicdo de de BAP em explantes de M. caesalpiniifolia. Nesse sentido, possivelmente,
concentracdes elevadas de hormonio vegetal tenham apresentado efeito toxico, afetando
a multiplicacdo, desenvolvimento do explante e, assim contribuido para sua deterioracdo
ou necrose, favorecendo o surgimento de microrganismos endogenos.

Apesar do numero médio total de contaminagéo e necrose, observou-se aos 14
dias ainda um adequado percentual de estacas viaveis (75%) (Tabela 3). Provavelmente,
para essa espécie, a adicdo de BAP nas concentragcdes utilizadas favoreceu a
sobrevivéncia de estacas, em razdo de essa citocinina participar do retardamento da
senescéncia de tecidos e 6rgdo vegetais, portanto, aumentando a longevidade celular.
Resultado idéntico ocorreu em Morgante e Lombardi (2004), que ao estudarem as

concentracdes de 0 a 4,0 mg.L ™ de BAP no cultivo in vitro de horteld-pimenta (Mentha
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x Piperita L.), constataram ainda, aumento na porcentagem de sobrevivéncia dos

explantes ao elevarem a dose desse fitorregulador.

Tabela 3: Avaliacdo do estabelecimento in vitro aos 14 dias em estacas foliares de Petlnia x
hybrida. Areia-PB, 2016.

Contaminacdo (%) Necrose (%)  Estacas viaveis (%)

12,5 12,5 75%

O processo de inducdo de brotos/calos teve inicio na primeira semana de cultivo,
contendo células meristematicas conhecidas como células-tronco (totipotentes) capazes
de se diferenciar em outros tipos celulares (TAIZ; ZEIGER, 2004). Verificou-se maior
namero de brotos/calos no tratamento testemunha e em BAP na concentracdo de 1,5
mg/L ™ (Tabela 4).

Tabela 4: Médias de variavel nimero de brotos/calos de Petlnia x hybrida aos 14 dias de
cultivo in vitro, considerando a distribuicdo negativa binominal, em diferentes
concentragdes de BAP mg/L -1. Areia-PB, 2016.

Concentracg0es 0 0,5 1,0 1,5
NuUmero de Brotos/Calos 1,33 0,16 0,56 1,53

Observou-se a formacdo de brotacdes em todos os tratamentos testados. Os
tratamentos com as concentracdes de 0,5 ou 1,0 mg.L ™ de BAP proporcionaram baixo
indice de multiplicacdo dos explantes. De tal modo, que o uso de fitorreguladores no
meio de cultura, nas diferentes concentragdes de BAP mg/L ™, ndo se mostrou eficiente
para a inducdo de brotacbes em petinia, visto que o segundo maior numero de brotos
foi obtido em meio de cultivo sem reguladores de crescimento vegetal. No tratamento
sem BAP, o nimero médio de brotos foi de 1,3. Reis (2011), em estudo semelhante com
mangabeira constataram o menor nimero de brota¢Bes na auséncia de BAP (1,2 brotos)
e na maxima concentracao utilizada (1,46 brotos).

O efeito quadratico foi observado para o nimero de brotos, no entanto foi
maior nas plantas provenientes do meio com auséncia de BAP e na concentragdo foi 1,5

mg/L ", verifica-se (Figura 2), que ndo difere estatisticamente da testemunha. No
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tratamento sem BAP, a porcentagem de brotagcdo foi de 50%, valor inferior na mesma
condigéo para Oliveira et at. (2016) que foi de 80% enquanto que, na concentragao de
1,5 mg.L * foi de 70%.

1,8
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Figura 2: Namero de brotos/calos em plantulas de Petunia x hybrida no cultivo in vitro em
diferentes concentraces de BAP mg L ™. Areia-PB, 2016.

O numero elevado de brotagfes por explante foi obtido com uso de TDZ
(Tidiazuron), de acordo (THIRUKKUMARAN et al.,, 2009) que obtiveram uma
maximo frequéncia de regeneracdo dos rebentos (52,1%) com explantes de petdnia.

Foi possivel observar, um decréscimo na taxa de brotacdo conforme a adicao
das concentracdes desses reguladores de crescimento e depois um aumento. Portanto,
teve uma grande emissdo de brotos na testemunha, uma reducéo em 0,5 mg.L * e com o
aumento de concentracfes, um crescente surgimento de brotacfes, que também ocorreu
nos experimentos de propagacdo in vitro com a inducdo de brotacbes em explantes
nodais de mangabeira, sobre o efeito de diferentes concentracdes de 6-
benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético (ANA), realizados por Oliveira et al.
(2016).

Observa-se (Figura 3), pontos que se expandem e recobrem a superficie dos
explantes. Percebe-se ainda, que para inducdo de brotagGes as melhores concentragdes

estdo na auséncia de fitorregulador e em BAP 1,5mg L ™.
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Figura 3: Formagcao de brotos/calos no cultivo in vitro de Petlnia x hybrida, nas concentragdes
de BAP 0,0 mg L™ (A), 0,5 mg L™ (B), 1,0 mg L™ (C) e 1,5 mg L™ (D). Areia-PB,
2016.

O comportamento observado evidencia que possivelmente ndo ha necessidade
de uma fonte exdgena de citocinina para estimular a divisdo celular e consequente
formacdo de brotos, devido a existéncia de concentracbes enddgenas de citocinina
suficientes para a indugéo de brotos (FERMINO JUNIOR; SCHERWINSKI-PEREIRA,
2012).

Embora a adicdo de uma fonte de citocinina (BAP) seja imprescindivel no
meio nutritivo para a formacao de brotacdes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998),
0 aumento na concentracdo de BAP nem sempre resulta no maior nimero de brotaces,
pois, Teixeira et al. (2004) avaliando o efeito das concentracdes de BAP (0; 0,5; 1,0;
2,0; e 4,0 mg L") na multiplicacdo do porta-enxerto de Prunus cv. Carelli, observaram
que ndo houve diferenca no numero de brotagcfes por explante entre as concentracdes de
05 e 4 mg L de BAP com média de brotacdes por explantes de 3,3 e 3,4
respectivamente. As varidveis de porcentagem de contaminagdo, necrose e taxa de

sobrevivéncia ndo possuem estatistica significativa.
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5. CONCLUSOES

e A semeadura ex vitro permitiu uma melhor germinacdo e desenvolvimento
inicial das plantulas de Petunia x hybrida;

e Explantes foliares de Petunia x hybrida formam brotos/calos na auséncia e com
1,5mg Lt de benzilaminopurina;

e A presenca de tricomas, caracteristico de folhas de PetUnia x hybrida contribui
para a contaminacdo dos explantes, pois € nessa estrutura onde 0s

microorganismos se alojam.
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7. ANEXOS

Tabela 1 - Estrutura da analise de variancia para a avaliacdo de diferentes
concentracdes de BAP mg.L ™, em estacas foliares de Pettnia x hybrida.
Areia-PB, 2016.

SAVAS G.L® F
BAP 3) 0,68
L 1 0,08 ™
Q 1 0,98
Falta de ajuste 1 0,98 ™

(1) Fonte de variagdo; (2) Graus de liberdade; ns: ndo significativa.



Figura 1: Germinag&o in vitro (A) e germinacdo ex vitro, de plantulas de Petunia x
hybrida cinco dias ap6s a semeadura. Areia-PB, 2016.
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