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PEREIRA FILHO, Tarciso Botelho. Propagacdo e Micropropagacdo de Lisianthus
(Eustoma grandiflorum SHINN). 2014. 34f. Monografia (Graduagdo em Agronomia). Centro
de Ciéncias Agréarias - Universidade Federal da Paraiba. Orientadora: Prof?. Dra. Nubia

Pereira da Costa.

RESUMO - O lisianthus (Eustoma grandiflorum SHINN) é uma espécie que comegou
a se destacar economicamente no Brasil na década de 90. E uma planta ornamental da familia
das Gentianaceas, originaria da América do Norte, sendo cultivada como flor-de-corte ou em
vasos. O objetivo no presente trabalho foi testar concentrages de acido indol-butirico (AIB)
em diferentes substratos para conhecer o potencial de propagacdo via estaca foliar do
lisianthus, testar ambientes alternativos para cultiva-lo in vitro e avaliar o desenvolvimento na
a aclimatizacdo. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Cultura de
Tecidos Vegetais do Departamento de Ciéncias Bioldgica do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba — PB e em telado anexo ao laboratério. Os trés experimentos
foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizados - DIC, sendo que no
experimento de propagacdo por estaca foliar obedeceu ao esquema fatorial (5x3) sendo 5
concentracfes de AIB (0,0 ppm; 1000 ppm; 2000 ppm; 3000 ppm e 4000ppm) em po e 3
substratos (vermiculita, terra vegetal + vermiculita e terra vegetal), avaliou-se 0 comprimento
de raiz, porcentagem de folhas vivas, nimero de raiz e namero de folhas vivas com raiz. O
experimento de micropropagacéo utilizou plantulas de lisianthus cultivada in vitro como fonte
de explantes em esquema fatorial (4x5) representado por quatro ambientes de cultivo (sala de
crescimento; sala de laboratério com luz artificial; sala de laboratério com luz natural e
telado) e cinco concentragdes de sacarose (0,0; 0,5; 10,0; 15,0 e 20,0 mg.L-"), com cinco
repeticGes provenientes da média de 10 tubos. Avaliou-se o nimero de explantes que
emitiram brotacbes e o ndmero de brotacBes por explantes Para o experimento de
aclimatizacdo de brotos de lisianthus obtidos do cultivo in vitro, testou-se a indugdo do
enraizamento utilizando-se cinco concentragdes de AIB (0,0; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg.L-!) e
transferiu-se para substrato vermiculita para aclimatizagdo em telado onde avaliou-se a taxa
de sobrevivéncia das plantulas, namero de folhas e nUmero de raizes, altura de parte aérea e
comprimento do sistema radicular, peso fresco e diametro do caule. Para o experimento de
estaca foliar verificou-se que a concentragdo de IBA que apresentou melhor desenvolvimento
de raizes foi de 4000 mg.L™ sendo a vermiculita o melhor substrato. E. grandiflorum pode
ser cultivado em condicdes fotoautotrdéficas, mas o numero de brotagbes é maior em meio

com a concentragdo de 20 mg.L-1 de sacarose. Ocorreu o desenvolvimento de E.
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grandiflorum in vitro em ambiente telado a partir da concentracéo de 10 mg.L™ de sacarose. A
concentracdo de 0,54 mg.L™" de IBA aumentou a taxa de sobrevivéncia das plantas na

aclimatizacdo das mudas.

Palavras chave: Cultivo in vitro. Ornamental. Aclimatizacéo.



PEREIRA FILHO, Tarciso Botelho Pereira. Propagation and micropropagation of
Lisianthus (Eustoma grandiflorum SHINN). 2014. 34f. Monograph (Undergradute
Agronomy). Center for Agricultural Sciences — Federal University of Paraiba. Advisor:

Profa. Dra. NUbia Pereira da Costa.

ABSTRACT - The lisianthus (Eustoma grandiflorum SHINN) is a species that began to stand
economically in Brazil in the 90s. It is an ornamental plant of the family Gentianaceas, native
to North America and is grown as a cut flower or in pots. The aim of this study was to test
concentrations of indole butyric acid (IBA) on different substrates to meet potential
propagation through leaf cutting lisianthus, test alternative environments to cultivate it in vitro
and evaluate the development in acclimatization. The work was developed in the Laboratory
of Cell Biology and Plant Tissue Culture, Department of Biological Sciences, Center for
Agricultural Sciences, Federal University of Paraiba - PB and greenhouse attached to the
laboratory. Three experiments were conducted in a completely randomized design - CRD, and
the experiment of cutting propagation by leaf obeyed factorial (5x3) and 5 concentrations of
IBA (0,0 ppm, 1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm and 4000 ppm) in powder and 3 substrates
(vermiculite, topsoil, vermiculite and topsoil), has been reported the root length, percentage of
live leaves, number of roots and number of live leaves to root. The experiment used
micropropagation lisianthus seedlings grown in vitro as a source of explants in factorial (4x5)
represented by four culture environments (growing room, laboratory room with artificial light,
laboratory room with natural light and greenhouse) and five sucrose concentrations (0,0; 0,5;
10,0; 15,0 and 20,0 mg L™), with five replicates from the mean of 10 tubes. Has been
evaluated the number of explants that emit shoots and number of shoots per explants. The
experiment of acclimatization of lisianthus shoots obtained from in vitro culture, tested the
induction of in vitro rooting in five IBA concentrations (0,0; 0,2; 0,4; 0,6 and 0,8 mg.L™) and
transferred to vermiculite for acclimatization in greenhouse which assessed the survival rate
of seedlings, number of leaves, number of roots, height of shoot and root length , fresh weight
and stem diameter. For the experiment leaf cutting it has been found that the concentration of
IBA presented better root development was 4000 mg.L™ being the best vermiculite substrate.
E. grandiflorum can be grown under photoautotrophic conditions, but the number of shoots is
higher in medium with a concentration of 20 mg.L™ sucrose. A development had occurred E.
grandiflorum in vitro in a greenhouse. The IBA increased the survival rate of plants in the

acclimatization of seedlings.

KEYWORDS: In vitro culture. Ornamental. Acclimatization.
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1. INTRODUCAO

O lisianthus, Eustoma grandiflorum SHINN, pertencente a familia das Gentianaceas,
nativo do norte do México e sul dos Estados Unidos, tem sido cultivado em grande escala na
Holanda, Japdo, Israel e Estados Unidos. No Brasil foi introduzida na década de 80
(BACKES et al. 2007). E uma planta muito utilizada como ornamental devido as suas
variedades hibridas possuirem flores de distintas cores, sendo comercializadas como flor de
corte e de vaso.

No ambito internacional da floricultura, a cultura de tecidos movimenta em torno de
US$15 dolares, sendo que, paises como Alemanha, Holanda, india, Inglaterra, USA, etc.
fazem dela uma poderosa ferramenta de propagacgdo vegetativa, visando inserir-se tanto no
mercado nacional como internacional com um amplo volume de negécios (CID, 2007).

A micropropagacao destina-se, principalmente, aquelas espécies de dificil propagacéo.
E uma importante estratégia para o melhoramento, clonagem e multiplicacdo de plantas em
larga escala e para obtengdo de plantas livres de virus, com alta qualidade fitossanitaria e
genética (VILLASLOBOS e THORPE, 1991).

No processo de cultivo in vitro tradicional em salas de crescimento, os cultivos séo
postos para se desenvolver geralmente, com o fornecimento de luz diario de 16h e em
temperatura em torno de 25°C, mantidos por luz artificial e arcondicionado. Atualmente veem
se buscando alternativas a essas condi¢Ges controladas, com a substituicdo das salas
totalmente climatizadas por condi¢cGes ambientais tais como o uso de luz natural e temperatura
ambiente no cultivo in vitro. Estas alternativas ja foram testadas com sucesso para algumas
ornamentais como crisantemos, orquideas (DIGNART et al., 2005) e violeta africana (AGRA,
2009).

As plantas de cultivo in vitro necessitam de aclimatizacdo, o que lhes dard maiores
chances de adaptar-se as condi¢Ges de cultivo em campo. A aclimatizagdo consiste
basicamente na retirada das mudas do meio de cultivo e transferéncia para recipientes
contendo substrato. Entretanto, a sobrevivéncia e o0 crescimento de plantulas
micropropagadas, apos a remogdo do meio de cultivo in vitro, estdo entre as principais
dificuldades encontradas em varias culturas.

Diante do exposto, o objetivo no presente trabalho foi testar concentragfes de acido

indol-butirico (AIB) em diferentes substratos para conhecer o potencial de propagacéo via
1
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estaca foliar de Eustoma grandiflorum SHINN; testar formas alternativas das condic¢des do
cultivo in vitro na micropropagacdo desta especie, bem como, avaliar o potencial de

aclimatizacao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da espécie e importancia econémica

O lisianthus (Eustoma grandiflorum Shinn.) pertencente a familia Gentianaceae, sendo
a terceira maior familia da ordem Gentianales, é uma planta originaria da América do Norte,
nativa precisamente do norte do México e sul dos Estados Unidos, sendo encontrado
principalmente nas pradarias Umidas do Nebraska e Colorado. O interesse atual da producéo
mundial desta espécie, ocorre principalmente pela grande diversidade de cores das flores e
alta produtividade (FOX, 1998). E uma importante planta ornamental, cultivada
principalmente na Europa, Japdo, Estados Unidos e em Israel como flor-de-corte ou planta de
vaso (HALEVY E KOFRANEK, 1984; ECKERET et al., 1994). No Brasil, apesar de ter sido
introduzida no final da década de 80, o interesse econémico pela espécie teve inicio somente a
partir da década de 90 (SALVADOR 2000; CAMARGO et al., 2004).

E uma herbacea bienal, cultivada como anual, de caule ereto, com folhas ovais e
oblongas, formando com as flores um grande atrativo ornamental. As flores, simples ou
dobradas, sdo grandes e duraveis. Tais caracteristicas tém atraido o mercado consumidor,
tornando-a uma espécie importante para o mercado mundial de flores (GRIESBACHET et al.,
1988; ROHET et al., 1989). Os floristas tém preferido o lisianthus para arranjos decorativos,
devido a durabilidade das flores e ao comprimento e firmeza das hastes (HANKINS, 2004
apud BACKES, 2005).

Sua propagacao é realizada geralmente por sementes, mas 0 seu pequeno tamanho de
aproximadamente 20.000 sementes por grama obriga uma cuidadosa e vagarosa manipulacéo
nas bandejas de germinacdo, apresentando particularidades quanto as exigéncias de
temperatura e luminosidade. Quando exposto a temperaturas acima de 25°C seu crescimento €
prejudicado e as plantas tomam a forma de roseta (entrends curtos, ocorrendo agrupamento de
folhas basais, sem alongamento visivel de entrends). Quando expostas a temperaturas baixas
as plantas alongam os entrenos rapidamente (TAKEZAKI et al. 2000).

O ciclo da cultura é longo, aproximadamente seis meses, sendo entédo dividido em dois
estddios desde a semeadura até o florescimento. O primeiro estadio tem inicio com a
germinacdo e sua duracdo, em média, é de trés meses. Durante esse estadio, as plantas

crescem em forma de roseta, formando somente quatro pares de folhas verdadeiras. O



segundo estadio tem inicio apds os trés primeiros meses e envolve a elongacdo da haste
finalizando com o florescimento (GRIESBACHET et al., 1988).

A maioria dos cultivares comerciais desta espécie tem haste com ramificacao
simpodial e as plantas ndo formam ramos basais, a menos que se faca uma poda acima do
terceiro n6 (HALEVY E KOFRANEK, 1984; STARMAN, 1991). Esta poda é uma prética
necessaria para estimular brotagdes laterais e, consequentemente, a producdo de maior
numero de hastes e de flores.

Apresenta basicamente trés cores distintas: azul, rosa e branca (HALEVY e
KOFRANEK, 1984). O mercado consumidor europeu prefere o azul-escuro, enquanto o
japonés e o brasileiro preferem o branco com bordas azuis. H& diferencas de preferéncia
também entre as cultivares de flores simples e dobradas, onde o mercado europeu e 0 japonés
preferem as simples, enquanto o americano e o brasileiro, as flores dobradas.

Sua aceitacdo no mercado de flores foi potencializada pelo trabalho de melhoramento
genético realizado na espécie, que resultou em cultivares com novas cores e tonalidades de
flores, diferentes estruturas da inflorescéncia, excelente vida de vaso e disponibilidade de
flores ao longo do ano (ECKER et al., 1994; OHKAWA,; SASAKI, 1999). Segundo Corr e
Katz (1997), sua producdo e popularidade tém crescido mundialmente, sendo considerada
uma das dez espécies de flores-de-corte mais comercializadas no sistema de leildo holandés.

Embora com grande potencial de producdo e de mercado no Brasil, o lisianthus é uma
planta pouco estudada em condices de clima tropical, diferentemente do que acontece no
Japdo, onde seu estudo tem sido feito ha mais de 30 anos (CORR E KATZ, 1997). O
lisianthus, sendo uma espécie ainda pouco conhecida no Brasil necessita de estudos para que
sua producdo seja otimizada, uma vez que nossas condi¢des de cultivo sdo diferentes das
encontradas nas regides com maior tradicao.

No Brasil ha escassez de informagdes técnicas e cientificas do cultivo principalmente
quanto a producédo e ao manejo da cultura, como, epocas de plantio e adaptacao de cultivares
a estas épocas, manejo da conducdo e da nutricdo mineral. Esta indisponibilidade de
informagdes leva os produtores a utilizarem técnicas de cultivo que ndo correspondem a todo
o0 potencial da cultura.

A existéncia de estudos e pesquisas que contemplem as varias etapas do processo
produtivo é necessaria, pois segundo Junqueira e Peets (2008), a producdo de flores tem
adquirido notavel desenvolvimento no Brasil, caracterizando-a com um dos mais promissores
segmentos da horticultura no campo do agronegécio. O que acarreta grande demanda por

produtos de alta qualidade, tanto no mercado interno como no externo.



Dentre os produtos exportados, destacam-se as flores tropicais (heliconias, bromélias e
anturios), as rosas, as flores secas, 0s gladiolos, os lisianthus, as gérberas, os bulbos, as mudas
de cordilines e dracenas, as folhagens, as sementes de palmeiras e as mudas de orquideas,
geranios e crisantemos. Esse volume exportado foi destinado principalmente para os Estados
Unidos, Paises Baixos, Portugal, Canada e Alemanha (AGRIANUAL, 2009).

Os efeitos do aumento gradativo da importancia econémica da floricultura mundial
podem ser visto em todo o territdrio brasileiro desde a Regido Sul até a Regido Norte. Essa
atividade movimenta uma grande parcela da economia de varios Estados brasileiros, como:
Santa Catarina, Pernambuco, Alagoas, Ceara, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Parana, Goiés, Bahia, Espirito Santo, Amazonas e Parad (BATALHA E BUAINAIN
2007, apud CAVASINI, 2013).

Desde 2006 o segmento de flores tem registrado altas de 8% a 15% em volume e de
15% a 17% em valor no Brasil. Em relacdo aos empregos diretos foram 206 mil. Dos quais
102.000 (49,5%) relativos a producdo, 6.400 (3,1%) relacionados a distribuicdo, 82.000
(39,7%) no varejo e 15.600 (7,7%) em outras funcGes, principalmente de apoio. Em 2012, o
faturamento do mercado de flores e plantas ornamentais, no pais, foi de R$ 4,8 bilhdes, com
cerca de 13,800 mil hectares de area cultivada (IBRAFLOR, 2013). Para o ano de 2014 o
IBRAFLOR estima um crescimento na ordem de 8 a 10%.

2.2. Propagacdo por estaca foliar

A reproducdo por meio assexual € comum entre as plantas superiores, devido
proporcionar a perpetuagio de genétipos. E possivel regenerar uma planta a partir de um
orgdo ou fragmento de 6rgao vegetativo que ndo seja especializado para a propagacdo, como
folhas, caules e raizes. Lajus et al. (2007) definiram estaca como sendo o segmento retirado
da planta-mae, com pelo menos uma gema vegetativa capaz de originar uma nova planta,
podendo ser estacas de ramos, de raizes e de folhas.

Embora a utilizacdo de estacas caulinares seja mais frequente, a especificidade da
espécie pode levar a multiplicagdo por estacas de folhas. As estacas foliares sdo feitas
utilizando a totalidade ou parte do limbo da folha, podendo ou ndo ter o peciolo. N&o foi
encontrado na literatura até o0 momento trabalhos sobre a propagacdo assexuada de lisianthus
via estaca foliar. Ornamentais comumente propagadas por estacas foliares sdo a violeta-
africana (Saintpaulia ionantha Wendl) compostas por uma folha e seu peciolo (LORENZI &

SOUZA, 1999; SOARES, 1998; TOMBOLATO, 1993); espada ou lanca de Sdo Jorge
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(Sansevieria sp. e Sansevieria trifasciata Prain) folhas laminares folhas semicilindricas
respectivamente (NASCIMENTO 2004) e zamioculcas (Zamioculcas zamiifolia Engl.)
segundo Dinalli et al (2013).

2.3 Substratos

O substrato, assim como a &gua, a temperatura, sdo os fatores externos que merecem
atencdo especial, pois atuam diretamente no enraizamento. O substrato utilizado pode limitar
0 processo de formacdo de raizes em estacas, podendo influir na qualidade das raizes
formadas e no percentual de enraizamento (KAMPF et al., 2006; LONE et al., 2010). De
acordo com Ruggiero (1987), o substrato € 0 meio onde ocorre o enraizamento e faz parte do
sistema, disponibilizando agua as estacas, permitindo a penetracdo das raizes e as trocas
gasosas, além de proporcionar um ambiente escuro na base da estaca.

Dessa forma, é fundamental a selecdo de substratos que possibilitem a retencdo de
agua suficiente para prevenir a dessecacdo da base da estaca e possuam espago poroso, para
facilitar o fornecimento de oxigénio, para a iniciacdo e desenvolvimento radicular. Dentre 0s
materiais comumente utilizados para enraizamento de estacas estdo a vermiculita. Por existir
poucas informacBes sobre o substrato ideal para o enraizamento de estacas de foliares e a
producdo de mudas, deve-se ressaltar a importancia da mistura de diferentes componentes
para a composicdo de um substrato estavel e adaptado a obtencdo de mudas de boa qualidade
em curto periodo de tempo.

Devido a elevada porosidade e boa retencdo de umidade, a vermiculita é cada vez mais
utilizada como substrato para o enraizamento de estacas herbaceas e semi-lenhosas
(GONCALVES & MINAMI, 1994). A vermiculita é uma mica (silicato hidratado de
magnésio, aluminio e ferro) que se expande acentuadamente quando aquecida. Contém
suficiente magnésio e potassio para suprir a maioria das necessidades das plantas. Apresenta
reacdo neutra e boa propriedade tampao. E insoluvel e capaz de absorver quantidades de agua.
Tem uma alta capacidade de troca de cations, podendo reter nutrientes em reserva e libera-los
mais tarde (HARTMANN & KESTER, 1975).



2.4 Micropropagacao e Cultivo Fotoautotrofico

Um método de propagacdo vegetativa amplamente estudado nas mais diversas
espécies vegetais é a micropropagacdo, sendo a modalidade dentro da cultura de tecidos, que
mais tem difundido e encontrado aplica¢Ges praticas comprovadas.

Para Paiva (1998), a micropropagacdo consiste em uma metodologia eficiente na
producdo de mudas com alta qualidade fitossanitaria e genética. Essa técnica vem sendo
utilizada com sucesso para a obtencdo de mudas sadias em grande numero de espécies
economicamente importantes ou com dificuldade de propagagdo, obtendo avancos
importantes nos campos de genética, fisiologia e patologia.

Entre as vantagens de sua utilizacdo, para Erig e Schuch (2005), esta a possibilidade
de obterem-se varias plantas a partir de um explante inicial, independentemente da estacdo do
ano; a reducao do tempo e da area necessaria a propagacdo da espécie; as melhores condi¢des
sanitarias por meio do cultivo de meristemas previamente tratados por termoterapia, para
eliminacdo de doencas; a reproducdo do genotipo da planta-mde, geralmente, com fidelidade
durante a multiplicagdo e; a propagacéo vegetativa de espécies dificeis de serem propagadas
por outros métodos. Entretanto, 0 emprego da micropropagacdo em escala comercial na
producdo de mudas pode ser limitado, devido, entre outros fatores, ao elevado custo para
obtencdo da muda.

Para que a aplicacdo da micropropagacdo na producdo de mudas torne-se viavel
comercialmente e possa competir com os métodos tradicionais de propagacdo € necessario
reduzir os custos de producdo (ALTMAN, 1999), que se devem em grande parte as perdas
causadas pela contaminacdo in vitro; por desordens fisioldgicas e morfoldgicas nas plantas; a
baixa percentagem de sobrevivéncia das plantas no estadio de aclimatizacdo as condi¢des ex
vitro; a necessidade de médo-de-obra especializada, para a intensiva manipulacéo dos frascos e
das plantas (KURATA E KOZAI, 1992; KOZAI E KUBOTA, 2001) e; principalmente, ao
elevado custo de funcionamento e manutencdo das salas de crescimento com regime de luz
artificial e temperatura controlada, onde as culturas in vitro sdo normalmente incubadas
(STANDAERT DE METSENAERE, 1991; KODYM E ZAPATAARIAS, 1999).

O desenvolvimento de sistemas de micropropagacdo fotoautotréfica (producdo de
micropropagulos sem adi¢do de sacarose no meio de cultura e sob condi¢cBes ambiente que
favorecam a fotossintese) (KUBOTA E TADOKORO, 1999) com o uso de luz natural,
surgem como possibilidades potenciais de aumentar a eficiéncia da micropropagacdo e

auxiliar na reducéo dos custos, viabilizando-a comercialmente.



Algumas vantagens da micropropagacdo fotoautotrofica associada a luz natural, em
relacdo ao método convencional de micropropagacdo, incluem aumento do crescimento das
plantas, reducédo do risco de contaminacdo microbiana, em virtude da remocéo da sacarose do
meio de cultura, melhoria das caracteristicas fisiologicas da planta, devido as condi¢bes
ambientais de cultivo serem mais naturais, redugdo do estresse da planta durante a
aclimatizagdo, aumentando a percentagem de sobrevivéncia das mudas (HEMPEL, 1994,
KOZAI et al., 2003 apud ERIG E SCHUCH 2005), eliminacdo dos custos com iluminacgéo e
reducdo dos custos com reparos e manutencdo, e ainda, possibilidade de utilizacdo de
instalagOes simplificadas reduzindo os custos das construgdes (KODYM E ZAPATA-ARIAS,
1999).

2.5. Reguladores de Crescimento

Uma distincdo pode ser feita entre os termos hormonio vegetal (também chamado de
Fitohormonio) e reguladores de crescimento. De acordo com a maioria dos fisiologistas de
plantas, o horménio vegetal é uma substancia natural produzida pela prépria planta. J& os
reguladores de crescimento ou reguladores vegetais, inclui a forma natural ou sintética que
quando aplicados em plantas influenciam no seu crescimento e desenvolvimento.

No meio de cultura, além das formula¢des basicas dos meios normalmente utilizados,
como o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), a utilizacdo de fitorreguladores ¢é
imprescindivel para que se obtenha sucesso na propagacdo de culturas in vitro. O tipo de
citocinina e a sua concentragdo sdo fatores que influenciam no sucesso da multiplicagéo in
vitro e, segundo Grattapaglia e Machado (1998), sdo fatores indispensaveis no auxilio durante
0 processo de superacdo da dominancia apical e inducdo de proliferacdo de gemas axilares.
Desse modo, ocorre um grande nimero de brotagdes por meio do crescimento de meristemas
laterais (SRISKANDARAJAH; MULLINS; NAIR 1982, Apud LEITZKE 2007).

A utilizacdo de 6-benzilaminopurina (BAP) tem revelado eficiéncia no processo de
multiplicacdo tanto de estruturas aéreas como na inducdo de gemas adventicias em diversas
espécies (HU E WANG, 1983), e vem sendo a citocinina a mais utilizada. Para multiplicacdo
em meio de cultura, em geral, suas concentragdes variam de 0,1 a 5 mgL-! (TOMBOLATO;
COSTA, 1998).

Os brotos desenvolvidos no cultivo in vitro geralmente ndo apresentam raizes. Eles
deverdo, portanto, passar por uma fase de enraizamento em meio propicio a inducédo de raizes,

preparando as mudas para o transplante do ambiente de cultivo para o ambiente em casa de
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vegetacdo e de campo (HARTMANN et al.,, 1997). Nesta nova etapa as substancias
promotoras de enraizamento mais utilizadas séo acido indol-acético (IAA), &cido naftaleno
acetico (NAA) e o &cido indol-butirico (AIB), provocando o mesmo efeito das auxinas
enddgenas.

Estes reguladores de crescimento sdo as auxinas e compreendem uma grande familia
de substéncias que tém em comum a capacidade de produzir crescimento celular e também
promover a divisdo celular em cultura de tecidos (KRIKORIAN, 1991), sendo, desta formar
utilizadas na estimulacéo de raizes adventicias, principalmente de espécies ornamentais, pois
as caracteristicas de interesse comercial sdo mantidas (Tagliacozzo, 1998). Entre elas, o AIB
tem sido o mais utilizado por néo causar fitotoxicidade aos explantes em uma larga faixa de
concentracdo, ser eficiente em uma grande variedade de espécies (HARTMANN et al., 1997)
e relativamente estavel, sendo pouco suscetivel & acdo dos sistemas de enzimas de degradacdo de
auxinas (PIRES & BIASI, 2003).

A vantagem desse tipo de enraizamento representa o melhor controle das condigdes
em que se trabalha e, com isso, a obtencdo de um alto percentual de enraizamento, sendo uma
das etapas mais dificeis da micropropagacdo. O tipo de meio de cultura, de auxina e suas
concentracdes sdo as variaveis que, em geral, mais influenciam o enraizamento, e variam

conforme a espécie e a cultivar.

2.6. Aclimatizacéo

Para que as plantas de cultivo in vitro tenham maiores chances de adaptar-se as
condigdes de cultivo em campo e se tornar uma planta adulta, necessitam de aclimatizacdo. A
aclimatizacdo é um evento de adaptacdo climatica que consiste basicamente na retirada das
mudas do meio de cultivo e transferéncia para recipientes contendo substrato.

Esta fase & muito delicada, uma vez que, as condi¢des de cultura “in vitro” modificam
caracteristicas bioguimicas, anatdmicas e morfologicas das plantas, alterando os processos
fisioldgicos normais (LUCAS et al., 2002). A temperatura instavel e a reducdo de umidade do
ar em que as plantulas sdo expostas as levam ao estresse e favorece o perigo de
contaminagfes por fungos e bactérias que podem se desenvolver neste estagio
(TOMBOLATO E COSTA, 1998).

Essa passagem critica, da fase in vitro para a casa de vegetacdo, deve-se basicamente
aos fatores de estresse hidrico, fotossintese, absor¢do de nutrientes e fitossanidade. No

entanto, existem poucos trabalhos que relatam os detalhes do procedimento de transplantio e
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aclimatacdo das plantas micropropagadas. Desse modo Campostrini e Otoni (1996), reforgam
que a transferéncia das condigdes assepticas e heterotrédficas (in vitro) para o crescimento em
ambiente externo deve ser realizada de forma gradativa e cuidadosa.

Uma das alternativas para aumentar o sucesso da aclimatizacdo € a passagem das
plantas por um periodo de rustificacdo ou pré-aclimatizacdo, que consiste em mudangas no
ambiente ainda in vitro para estimular a transicdo de heterotrofismo para o autotrofismo. Em
vista disso varios estudos e trabalhos vém sendo desenvolvidos com o intuito de minimizar os
danos causados pela transicdo de uma condicao a outra (JACKSON, 2003).

Souza et al (2006) sugerem a pré-adaptacdo a condicao autotrofica mediante reducao
da concentragdo de sacarose no meio de cultura, para promover a rustificacdo in vitro,
buscando aumentar a capacidade fotossintética das plantas. Outro fator que merece destaque é
a aeracdo dos recipientes de cultivo. A condicdo de esterilizacdo necessaria aos cultivos in
vitro e a manutencdo do ambiente asséptico no interior dos frascos de cultivo imp&e um
selamento severo dos recipientes, impedindo dessa forma trocas gasosas, tdo necessarias ao
bom desenvolvimento das plantas (JACKSON, 2003).

Outro fator importante na aclimatizacdo de mudas é o substrato (CALVETE, 2000),
devendo apresentar boa coesdo entre as particulas e adequada aderéncia junto as raizes
(TOLEDO, 1992). Esses substratos podem influenciar as respostas das mudas através de suas
caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas (GONCALVES, 1995). Desta forma, a selecdo
do substrato € fundamental no crescimento e desenvolvimento das plantas micropropagadas,

influenciando diretamente no sucesso da aclimatizacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de conducéo da pesquisa e obtencdo dos propagulos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Cultura de
Tecidos Vegetais - e em telado do Departamento de Ciéncias Bioldgicas - Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal da Paraiba (DCB/CCA/UFPB). Para a propagagdo por
estaquia foliar foram utilizadas plantas matrizes de lisianthus (Eustoma grandiflorum SHINN)
obtidas na ADESMAF (Associacdo de Desenvolvimento Sustentavel de Macacos e Furnas),
localizada em Areia, PB. Para os ensaios de micropropagacdo foram utilizadas como fonte de
explantes segmentos foliares de plantulas de lisianthus de primeiro subcultivo mantidas in

vitro no laboratorio.

3.2. Experimento 1: Propagacao por estaca foliar

Para o teste de enraizamento de estacas foliares foram utilizadas oito plantas matrizes
adultas produzidas a partir de sementes. Da parte mediana dessas plantas foram retiradas
folhas e padronizadas quanto ao tamanho, para serem utilizadas como fonte de propégulo.
Essas folhas passaram por uma lavagem em agua corrente de torneira e por uma secagem sob
papel toalha.

Em seguida, as estacas foliares tiveram seus peciolos mergulhados em cinco diferentes
concentracOes de acido indol-butirico (AIB) na formulacdo de pé e enterradas verticalmente
em trés diferentes substratos que formavam os tratamentos. Foram utilizadas 15 repeticoes
para cada concentracdo de AIB. Os substratos permaneceram por 30 dias com trés turnos de

regas em condi¢Oes de viveiro telado.

3.2.1. Tratamentos

Os tratamentos utilizados foram formados por diferentes concentraces de AIB (0,0
ppm; 1000 ppm; 2000 ppm; 3000 ppm e 4000 ppm) em pd em trés tipos de substrato,
conforme descrito a seguir:

Tratamento 1: vermiculita e AIB em p0 nas cinco concentrages;
Tratamento 2: terra vegetal + vermiculita (propor¢do de 1:1) e AIB em po6 nas cinco

concentracoes;
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Tratamento 3: terra vegetal e AIB em pd nas cinco concentragdes.

A terra vegetal obtida foi peneirada com peneira de malha 100. A vermiculita
expandida utilizada continha particulas com diametro entre 0,15 e 8,0 mm e densidade entre
80 a 170 kg/m* a 25 °C.

3.2.2. Parametros avaliados

No trigésimo dia foram avaliados o numero de folhas vivas, folhas vivas com raiz,

namero de raiz e comprimento de raiz, com auxilio de uma régua milimétrica.

3.3. Experimento 2: Micropropagacao

Como fonte de explantes foram utilizadas plantas provenientes de primeiro
subcultivo in vitro. Dessas plantas foram retiradas as folhas e cortadas em segmentos de
aproximadamente um cm? que constituiram os explantes. Estes explantes foram inoculados
em tubo de ensaio contendo o meio de cultura. Ap6s inoculacdo, todos os tubos foram
vedados com papel aluminio e filme policloreto de polivinila - PVC e dispostos em sala de
cultivo nos diferentes ambientes que formaram os tratamentos.

O meio utilizado para multiplicacdo foi o MS de Murashige e Skoog (1962) +
0,5mg.L-1 de BAP (Benzilaminopurina), 7g.L™ de Agar, pH ajustado para 5,8, com as

concentragdes de sacarose que formaram os tratamentos.

3.3.1. Tratamentos

Os tratamentos utilizados foram formados por diferentes ambientes de cultivos e
diferentes concentracdes de sacarose:
Ambiente 1: Sala de Crescimento - luz artificial 35 micro mol/m?/s, distanciadas em 15 cm,
com fotoperiodo de 16 horas de luz controlada por timer programador manual e temperatura
média de 25°C £1°C mantida por ar-condicionado nas concentracdes de sacarose em 0,0; 0,5;
10,0; 15,0 e 20,0 mg.L-".
Ambiente 2: Sala de Laboratério — luz artificial 35 micro mol/m?/s, distanciadas em 15 cm,
com fotoperiodo de 16 horas de luz controlada por timer programador manual e temperatura

ambiente nas concentrages de sacarose em 0,0; 0,5; 10,0; 15,0 e 20,0 mg.L-".
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Ambiente 3: Sala de Laboratério - luz natural incidente através da janela de vidro conforme
metodologia de Kodym e Zapata-arias, (1999) e temperatura ambiente nas concentragdes de
sacarose em 0,0; 0,5; 10,0; 15,0 e 20,0 mg.L-l.

Ambiente 4: Viveiro telado —luz natural, cobertura plastica de sombrite 50% e temperatura

ambiente nas concentracdes de sacarose em 0,0; 0,5; 10,0; 15,0 e 20,0 mg.L-".

3.3.2.Parametros avaliados

3.3.2.1.Avaliacéo de brotagéo

Foi avaliado o nimero de explantes que emitiram brotacdes aos 60 dias apds a
instalacdo do experimento. Os explantes que ndo brotaram ou que morreram foram
descartados e os que brotaram foram transferidos para potes com meio MS acrescido com 2
mg.L? de carvdo ativado sem regulador de crescimento, de modo a proporcionar o
alongamento e foram mantidos nos mesmos ambientes de cultivo e mesmas concentracdes de

sacarose por mais 20 dias para se proceder a avaliacdo do nimero de brotacdes por explante.

3.3.2.2. Avaliacao de numero de brotacGes por explante

O numero de brotacdes por explantes foi avaliado aos 90 dias do inicio do cultivo em
todos os ambientes estudados através da contagem das brotacbes desenvolvidas em cada

explante.

3.4. Experimento de aclimatizacéo

Ap0s a avaliacdo de numero de brotagdes por explante, as brotacbes do ambiente Sala
de Crescimento, foram transferidas para potes com o meio MS com 2 mg.L™ de carvéo
ativado, na concentracdo 20,0 mg.L-' de sacarose e mantidos nessas condicdes por 38 dias
para eliminar possiveis residuos do indutor de brotacdes.

Em seguida estes brotos foram transferidos para potes de cultivo com 0 meio MS com
2 mg.L" de carvdo ativado, na concentracdo 20,0 mg.L-' de sacarose e diferentes
concentragdes de cido indol-butirico e mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de

16 horas de luz por 45 dias, visando estimular o enraizamento.
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ApoOs esse periodo os cultivos foram iniciados no processo de aclimatagdo em
condicGes de telado. Ao serem retiradas do meio de cultivo in vitro, as raizes dos brotos foram
lavadas para retirado o excesso de agar. Foram utilizados como recipientes, vasos preto
comercial com capacidade de 200 ml e garrafas de politereftalato de etileno - PET, para
formar a cdmara Umida, cortadas na altura de 13 centimetros e com furos na base . Em cada
tratamento as 23 plantas foram distribuidas em seis vasos. O substrato utilizado em todos 0s
tratamentos foi composto pela proporcao de 1:1 de vermiculita e terra vegetal.

Nos primeiros quatro dias se manteve um filme policloreto de polivinila- PVC sob os
furos existentes no recipiente de PVC para evitar a desidratacdo das plantulas. A camara
Umida permaneceu por mais 20 dias promovendo um microclima com elevada umidade,
assemelhando-se as condicBes do interior do recipiente de micropropagacdo. As regas
mantiveram-se constates de acordo a umidade do substrato. Com 15 e 30 dias da transferéncia
para o substrato foi realizada uma adubacéo foliar em todas as plantas com adubo NPK na
formulacéo 10-10-10.

As mudas permaneceram em telado até completa aclimatizacdo, sob sombrite
com 50% de sombreamento. Aos 47 dias foram realizadas as avaliacBGes relacionadas a

sobrevivéncia e ao desenvolvimento das plantas.
3.4.1. Tratamentos

Os tratamentos foram formados por cincos diferentes concentracdes de acido indol-
butirico (0,0; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg.L™") no meio de cultivo para enraizamento em sala de
crescimento e posterior aclimatizacdo no telado.
3.4.2. Parametros avaliados

Avaliou-se a taxa de sobrevivéncia das plantulas na aclimatizagdo, niamero de folhas e
numero de raizes, altura de parte aérea e comprimento do sistema radicular com o auxilio de

uma régua milimétrica, peso fresco em balanca analitica de precisdo e diametro do caule com

a ajuda de um paquimetro digital.
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3.5. Delineamento experimental e anélise estatistica dos experimentos

Os trés experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizados -
DIC, o experimento de propagacéo por estaca foliar obedeceu ao esquema fatorial 5x3, sendo
cinco concentragbes de AIB (0,0; 1000; 2000; 3000 e 4000 ppm) e trés substratos
(vermiculita, terra vegetal + vermiculita e terra vegetal). O experimento de micropropagacéo
em esquema fatorial 4x5, representado por quatro ambientes de cultivo (Sala de Crescimento;
Sala de Laboratorio com luz artificial; Sala de Laboratério com luz natural e o Telado) e cinco
concentracdes de sacarose (0,0; 0,5; 10; 15 e 20 mg.L-Y), com cinco repeticbes provenientes
da média de 10 tubos. Para o experimento do efeito de AIB na aclimatizagdo foi feito teste de
médias representado por cinco concentracdes de AIB (0,0; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg.L-}) no
substrato vermiculita + terra vegetal.

Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia e, para comparar 0S
substratos e os ambientes as médias foram comparadas pelo teste de Tukeya 5%, e com base
na significancia do teste F foram testados os modelos linear e quadratico para avaliar as doses

utilizando o Programa Computacional Sistema para Analise de Variancia — SISVAR 5.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Experimento de propagacao por estaquia foliar

Os resultados foram apresentados apenas em forma de tabela devido a ndo

significancia entre suas médias pelo teste de regressdo. Observa-se o efeito significativo das

concentracdes de AIB, substrato e da interagdo concentracfes de AIB x substrato para todas

as variaveis analisadas na estaquia foliar de E. grandiflorum, Tabela 1.

Tabela 1. Médias dos resultados obtidos para folhas vivas, folhas vivas com raizes, nimero e
comprimento de raizes, obtidos em diferentes concentracbes de AIB e substratos.
CCA/UFPB, Areia - PB, 2014.

Substratos
1 NUmero de Folhas vivas
AlBmg.L Vermiculita Verm + Terra veg. Terra vegetal
0 7bA 6aA 2aA
1000 8abA 3aA 4aA
2000 8abA 5aA 5aA
3000 5bA 4aA 4aA
4000 14aA 6aB 2aB
AIB ma. L NUmero de Folhas vivas com raiz
9. Vermiculita Verm + Terra veg. Terra vegetal
0 1bcA 0aA 0aA
1000 OcA 0aA 0aA
2000 4bA 2aAB 1aB
3000 1bcA 0aA 0aA
4000 8aA 2aB 0aB
1 Numero de raizes
AlB mg.L Vermiculita Verm + Terra veg. Terra vegetal
0 3bA 0aA 0aA
1000 ObA 0aA 0aA
2000 2,25bA 4aA 1aA
3000 1,25bA 0aA 0aA
4000 7aA 8,5aB 0aB
1 Comprimento de raiz (cm)
AlBmg L Vermiculita Verm + Terra veg. Terra vegetal
0 5,5bA 0aA 0aA
1000 ObA 0aA 0aA
2000 4,27abA 3,5aAB 3aB
3000 4,27bA 0aA 0aA
4000 3,53aA 6,65aAB 0aB

Médias seguidas de letras maiusculas nas linhas e minGsculas nas colunas sdo iguais entre si pelo teste de Tukey

a 5%.
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A concentracdo de 0,0 mg.L™ de AIB apresentou folhas vivas no substrato
vermiculita e no substrato vermiculita + terra, e folhas vivas com raiz no substrato
vermiculita, sugerindo que as mesmas apresentaram niveis enddgenos de auxinas suficientes
para induzir o enraizamento. No entanto, no substrato vermiculita a concentracdo de 4000
mg.L™ de AIB foi estatisticamente superior no nimero de folhas vivas e no nimero de folhas
vivas com raiz. Para 0 numero de raizes e 0 seu comprimento, este efeito ocorreu também na
concentracdo de 2000 mg.L™. Estes resultados demonstram a necessidade de AIBA para
complementar o teor enddgeno de auxinas presente nas folhas.

Verifica-se que o substrato vermiculita induziu um maior numero médio de folhas
vivas na concentracdo de 4000 mg.I™" de AIB quando comparado com os demais substratos.
Assim como o maior nimero de folhas vivas com raiz nas concentracfes de 2000 e 4000 mg.I"
! 0 maio niimero de raizes na concentragéo de 4000 mg.I™ e o maior comprimento de raiz nas
concentracdes de 2000 e 4000 mg.I™. Tal resultado reforca a teoria de que o substrato regula o
suprimento de agua e ar para as raizes, sendo a vermiculita importante por deixar o substrato
mais leve, facilitando a formacéo do sistema radicular das estacas (Sganzerla, 1995).

Para o enraizamento de estacas foliares de violeta africana (Saintpaulia ionantha),
Chen & Henny (2009) recomendam a aplicagdo de fitorreguladores. Mas estes autores ndo
recomendam a aplicacdo de fitorreguladores para enraizamento de estacas foliares de
Zamioculcas zamiifolia. No entanto, trabalho realizado Dinalli et al (2013) discorda dessa
assertiva ao concluir que a aplicacdo de 1.000 ppm de IBA via gel é vidvel na propagacédo por
estacas foliares de zamioculcas.

Constatou-se que a vermiculita sobressaiu aos demais substratos em todos o0s
parametros analisados. O substrato formado apenas por terra vegetal foi 0 que demonstrou
menor desempenho, pois apesar de manter as folhas vivas, durante o tempo de avali¢do, nao
proporcionou o desenvolvimento do sistema radicular, exceto na concentragéo de 2000 mg.L-
! Uma das explicacdes para o fato do mau desempenho pode ser encontrada no tipo de solo
utilizado para a confeccdo do substrato, provavelmente devido a pouca presenca de materia
organica, importante agente condicionante das estruturas fisicas do solo.

Gongcalves et al (1991) estudando o efeito de diferentes substratos no enraizamento de
estacas apicais e ndo apicais de Rhipsalis elliptica constataram que a vermiculita estava entre
os melhores tratamentos. Em trabalho de enraizamento com Crisantemo (Chrysanthemum
morjfolium cv. Polaris), Takeyoshiet et al (1983), verificaram que a vermiculita proporcionou

niveis satisfatorios de enraizamento, embora tenha exigido maior tempo para tal.
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A vermiculita, por apresentar boa aeracdo e drenagem, elevada porosidade, com
equilibrio entre macro e microporos e alta capacidade de retencdo de agua (KAMPF, 2000;
HARTMANN et al., 2002), favoreceu o enraizamento da estaca foliar de E. grandiflorum
mesmo na concentracdo de 0,0 mg.L'1 de AIB, 0 que ndo aconteceu com o0 substrato
vermiculita + terra vegetal e apenas terra vegetal.

Estes resultados estdo de acordo com os de Smiderle & Minami (2001), segundo o
qual ndo somente a dgua € necessaria para as plantas, mas também o ar é importante para o
crescimento radicular. Sendo assim, verifica-se a importancia da escolha correta do substrato

a ser utilizado para espécies ornamentais.

4.2. Experimento de micropropagacao

As percentagens médias de explantes que emitiram brotaces de E. grandiflorum, aos
60 dias de cultivo em diferentes ambientes e concentragdes de sacarose estdo apresentadas na
Figura 1. Observa-se que ocorreu formacdo de brotacdes em todos os ambientes e

concentragdes estudadas.
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Figura 1. Percentual médio de explantes de lisianthus que emitiram brotacdes em diferentes

ambientes de cultivo in vitro e concentracOes de sacarose. CCA/UFPB, Areia — PB, 2014.
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Observa-se interacao entre ambientes e doses de sacarose no nimero de explantes que
emitiram brotacbes. Para os ambientes sala de laboratorio com luz artificial, sala de
laboratério com luz natural e telado, observa-se comportamento quadratico a partir do
aumento nas concentragdes de sacarose com tendéncia a diminuigdo no ambiente sala de
laboratério com luz artificial a partir da dose de 15 mg.L". Apesar da falta de ajuste a0 modelo
de regressdo, 0 ambiente 1 manteve-se sempre superior aos demais, apresentando 100% de
brotag6es a partir da concentracéo de 10 mg.L" de sacarose.

Quando se avalia a concentracdo de sacarose, a sua auséncia levou a formacao de
brotaces em todos os ambientes, sugerindo que essas condi¢bes favorecem o inicio do
desenvolvimento fotoautotrofico dos explantes, embora no ambiente sala de crescimento
tenha ocorrido em maior expressividade. Agra et al. (2009) encontraram resultados similares,
ao estudarem a influéncia de ambientes e concentragdes de sacarose na micropropagacao de
violeta africana em diferentes tempos de cultivo, concluiram que as concentracfes de 10 e 20
mg L™ de sacarose possibilitaram um bom desenvolvimento de brotacdes, em sala de
crescimento e em sala com luz artificial e temperatura ambiente.

O ambiente sala de laboratério com luz artificial foi quem menos favoreceu o
desenvolvimento de explantes. Comparando com a sala de laboratérios com luz natural nas
concentracdes 0,0; 10 e 15mg L™ de sacarose, observa-se que o nimero de brotacdes foi
maior nos explantes mantidos em sala de laboratério com luz natural. Kodym e Zapata-Arias
(1999) afirmam que além dos reguladores de crescimento, a luz também influencia
consideravelmente a taxa de multiplicacdo e o crescimento de explantes cultivados in vitro.
Uma provavel explicacdo para a elevacdo dessas taxas € que a intensidade de luz elevada
poderia estar reduzindo as concentracBes de auxinas enddgenas das gemas através da
fotoxidagdo, provocando um deslocamento do balango hormonal em diregdo as citocininas
(RADMANN et al., 2001; SOONTOUNCHAINAKSAENG et al., 2001).

Na Figura 2 estdo as percentagens médias dos numeros de brotacdes por explantes de
lisianthus, aos 90 dias de cultivo em diferentes ambientes e concentragdes de sacarose, onde
se observa que a maior porcentagem de nimeros de brotacfes por explante ocorreu na sala de

crescimento na concentragdo de 20,0 mg.L-".
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Figura 2. Percentual média do niumero de brotac6es por explantes em diferentes ambientes de

cultivo in vitro e concentracfes de sacarose. CCA/UFPB, Areia — PB, 2014.

Houve interacdo entre ambientes e doses de sacarose no numero de brotacfes por
explantes. O comportamento quadratico é observado em todos os ambientes, mas com
tendéncia a diminuicdo na sala de laboratério com luz natural e no telado a partir da
concentracdo de 20 mg.L*. O que néo ocorre na sala de crescimento, pois neste ambiente foi a
concentragcdo que provocou expressivo numero de brotagdes por explante.

Observa-se que na concentracdo de 10 e 15 mg.L', o ambiente com luz natural foi
superior ao ambiente com luz artificial, reforcando a ideia de que além dos reguladores de
crescimento, a luz natural também influencia a taxa de multiplicacdo dos explantes in vitro.

No ambiente telado a concentracdo de 15 mg.L' de sacarose proporcionou o maior
numero de brotos por explante, mostrando tendéncia a decair de acordo com a equacao.
Segundo Agra et al. (2009), a condicdo de luz nesse ambiente possibilitou, que os tecidos
desenvolvidos no meio com uma menor concentracdo de sacarose, fotossintetizassem
compensando a reducgdo de sacarose do meio, fazendo com que o numero de brotacfes fosse
superior as desenvolvidas em concentragdes superiores.

Em razdo do custo/beneficio e pelos dados de nimero de brotacGes por explante no
ambiente telado, pode-se afirmar que a micropropagacdo de E. grandiflorum utilizando a

concentracdo de 10 mg.L-' de sacarose no meio MS neste ambiente é possivel. Segundo
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Kodym e Zapata-arias (1999) a utilizacdo de luz natural apresenta varias vantagens, como a
eliminacdo dos gastos com luz artificial, reducdo dos custos de manutencdo, instalagdes
simplificadas, diminuindo os custos com construcdo e, durante a aclimatizacdo o estresse

causado a planta € menos intenso.

4.4. Experimento de aclimatizagéo

Para a variavel taxa de sobrevivéncia, a testemunha (sem AlB) apresentou 17,39% de
sobrevivéncia. Segundo Centellas et al. (1999) ha acimulo de auxinas enddgenas de origem
foliar, fator que provavelmente contribuiu no enraizamento destas estacas. Uma vez que, a
formacgdo de raizes esta relacionada com o acumulo de auxinas enddgenas, associado ao
aumento da atividade metabolica do tecido (Wareing; Phillips, 1981).

No entanto esse valor é baixo, pois 0 melhor resultado foi obtido utilizando-se 0,54
mg.L™ de IBA, registrando-se 68% de sobrevivéncia das mudas de E. grandiflorum durante a
aclimatizacdo sob temperatura média no telado de 34,21°C, (Figura 2). Tal desempenho pode
estar associado as caracteristicas desse fito-regulador, que proporciona condi¢bes favoraveis
para 0 melhor desenvolvimento das mudas, além do substrato e das condi¢des favoraveis de

umidade oferecidas.
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Figura 3. Média da taxa de sobrevivéncia de E. grandiflorum apos 47 dias em
aclimatizacdo. CCA/UFPB, Areia — PB, 2014.
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A partir da concentracdo de 0,54 mg.L™ de IBA a taxa de sobrevivéncia comeca a
diminuir até a concentracéo de 0,8 mg.L™ de IBA (Figura 2). Grattapaglia & Machado (1998)
afirmam que o crescimento das raizes pode ser inibido pela presenca de auxina. Estudos tém
preconizado que o aumento da concentracdo de reguladores aplicados em plantas provoca
efeito estimulador de raizes até certo nivel, a partir do qual, concentracfes maiores tém efeito
inibitorio (Fachinello et al., 1995), ou em outros casos fitotoxico, como o efeito observado de
IBA. A atividade fisioldgica das auxinas depende ndo apenas daquelas adicionadas ao meio,
mas também do AIB no interior dos tecidos cultivados e da interacdo entre os dois (Pasqual et
al., 2001).

18 -
16 «»
14
12
10 L

1 y=18,772x*-20,27x+15,359R*=0,9339

Numero de Folhas

o M s Oy 20
|

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Doses de IBA (mg.L?)

Figura 4. Média do nimero de folhas de E. grandiflorum ap6s 47 dias em aclimatizacao.
CCA/UFPB, Areia — PB, 2014.

O crescimento de uma plantula pode ser medido de varias maneiras, entre elas o
namero de folhas/planta e a altura da parte aérea, sdo duas variaveis importantes, inclusive em
desenvolvimento em condicdes de telado. Embora o que se observa é que o numero de folhas
foi maior nas plantas provenientes do meio com auséncia de AIB, ndo havendo diferenca
estatistica com o aumento da concentragdo nos demais tratamentos. Assim como nao houve
diferenga estatistica em todos os tratamentos quando se avaliou a altura da parte aérea das

plantas.
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Costa (2003) lembra que o nimero de folhas nem sempre é um critério adequado para
se estimar o crescimento vegetal, podendo ser muito varidvel em relacdo a idade da planta.
Por sua vez, a area foliar revela a capacidade fotossintética, demonstrando o vigor da planta e

sua capacidade de sobrevivéncia a campo (BAKKER, 1994).

7 y=2,906x2-4,2034x+4,8299 R?=(,7992
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Figura 5. Média do namero de raizes de E. grandiflorum apds 47 dias em aclimatizacao.
CCA/UFPB, Areia — PB, 2014.

O efeito quadratico também foi observado para o nimero de raizes, no entanto foi
maior nas plantas provenientes do meio com auséncia de AIB, decaindo progressivamente
com o aumento das concentracbes de AIB. J& Fukasawa et al (2003), avaliando o
enraizamento de estacas apicais de ramo da beg6nia cv. Carneval, tratadas com IBA observou
que, na formulacdo liquida, as estacas apresentaram 100% de enraizamento nos tratamentos
com 500, 1000, 1500 e 2000 ppm.

As variaveis altura da parte aérea, comprimento de raiz e diametro do caule ndo se
adequaram a nenhum modelo estatistico analisado, apresentando os seguintes valores médios
2,63 cm; 15,50 cm e 1,89 mm.

Em razdo do custo/beneficio e pela anélise estatistica de regressao pode-se atribuir que
a concentragdo de 0,54 mg.L™" de IBA é a mais indicada para o enraizamento de brotos de E.
grandiflorum in vitro. A diferenca significativa encontrada em relacdo a testemunha mostra

que o ganho de beneficios foi muito favoravel sem indicios de fitotoxidez.
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5. CONCLUSOES

A estaca foliar de E. grandiflorum apresentou melhor desenvolvimento de raizes na
concentrag&o de 4000 mg.L™ de AIB tendo e a vermiculita como o melhor substrato;

Verifica-se que apesar do surgimento de brotos em condices fotoautotréficas, o
namero de brotacdes foi maior em meio com a concentracdo mais elevada (20 mg.L-1) de
sacarose;

E possivel o desenvolvimento satisfatorio de E. grandiflorum in vitro em ambiente
telado a partir da concentragdo de 10 mg.L™ de sacarose;

A concentracdo de 0,54 mg.L™ de IBA aumentou a taxa de sobrevivéncia das plantas

na aclimatizacdo das mudas.
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Apéndice A - Experimento 1: Propagacdo por estaca foliar de Lisianthus (E. grandiflorum)

Apéndice B - Experimento de micropropagacdo fotoautotrofica de lisianthus (E.

grandiflorum)

Apéndice C - Experimento de aclimatizacdo de lisianthus (E. grandiflorum)
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