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RESUMO

A espécie Impatiens balsamina Linnaeus € pertencente a familia Balsaminacea e
apresenta ampla adaptabilidade e grande variedade de cores e formas de flores,
conferindo um excelente desempenho paisagistico na composicéo de jardins. O trabalho
teve como objetivo definir a melhor concentracdo de sais do MS e de sacarose para o
crescimento inicial de plantulas de 1. balsamina e de BAP para a multiplicacéo in vitro.
Diferentes concentragdes de sacarose (0, 30, 60 g) e dos sais do meio MS (50% e 100%)
foram testadas para o crescimento inicial in vitro de I. balsamina. Para a multiplicacdo,
apices caulinares foram cultivados em meio MS, com diferentes concentragcdes de BAP
(0, 1, 2, 3, 4 mg/LY). Os experimentos foram implantados em delineamento
inteiramente casualizado. Foram realizadas as avaliagfes: comprimento da parte aérea,
nimero de raizes, numero de folhas e quantidade de plantulas normais para o
experimento (1). Numero de brotos, numero de folhas, comprimento de brotos,
comprimento da raiz principal e nimero de raiz para o experimento (2). Observou-se
que para a espécie |. balsamina, 0 meio de cultura MS com 50% dos sais e auséncia de
sacarose promoveu respostas satisfatdrias para as variaveis avaliadas. No segundo
experimento a concentragdo de 3 mg/L™* de BAP resultou em maior ndmero de brotos.
Para numero de folhas, comprimento de brotos, comprimento de raiz principal e nUmero
de raizes, a auséncia de regulador de crescimento foi satisfatorio. Conclui-se que a
auséncia de sacarose e meio de cultivo MS com 50% das concentracdes salinas é
suficiente para sustentar o estabelecimento in vitro e o crescimento inicial de plantulas
de I. balsamina. A adi¢cdo de BAP no meio MS é favoravel para a inducdo de brotacdes
em apices caulinares de I. balsamina, mas ndo é satisfatério para o desenvolvimento das
demais caracteristicas.

Palavras-chave: Impatiens balsamina. Meio de cultura. Fitorreguladores.
Micropropagacdo. Inducédo de brotacéo.
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1 INTRODUCAO

O campo da cultura de tecidos vegetais baseia-se na premissa de que as plantas
podem ser separadas em suas partes componentes (6rgdos, tecidos ou células), que
podem ser manipuladas in vitro e entdo cultivadas de volta a plantas completas. Essa
idéia de manejar plantas com a facilidade e a conveniéncia de técnicas da cultura de
tecidos tem trazido muitas possibilidades para o estudo e producdo de varias espécies
vegetais (CAPONETTI; GRAY; TRIGIANO, 2018), incluindo as flores e plantas
ornamentais. Para 0 éxito das técnicas de cultura de tecidos, alguns fatores sdo
fundamentais e devem atender as necessidades fisiologicas da espécie em estudo.
Dentre os fatores podemos destacar: meio de cultura, fonte e concentracdo do
carboidrato e aplicagdo dos reguladores de crescimento (RODRIGUEZ-FALCON et al.,
2006; AKSENOVA et al., 2011; DHITAL, 2012; ALVA; OROPEZA, 2013).

Os meios nutritivos utilizados na cultura de tecidos fornecem substancias
essenciais, para o crescimento e desenvolvimento in vitro, com algumas modificacdes
para atender as especificagBes in vitro. As mesmas vias bioquimicas e metabdlicas
basicas que funcionam nas plantas ex vitro, sdo mantidas em material vegetal in vitro
(CALDAS et al., 1998). Alguns trabalhos tem buscado desenvolver diferentes
formulacGes de meios de cultura na tentativa de se obter meios eficazes e protocolos
simplificados (DRONK, 2004; CAMPOS, 2004). Assim como 0s sais do meio de
cultura, a sacarose € outro componente indispensavel, pois é fonte de energia exdgena
para a construcdo de esqueletos carbonicos em condigdes in vitro (FERREIRA et al.,
2002), estando presente em meios de cultura em concentracdes variadas.

O crescimento de plantas in vitro requer ainda a adi¢do ao meio de cultura de
reguladores de crescimento. A inducdo de brotacBes in vitro esta intimamente
relacionada com a divisdo celular e o crescimento do meristema, sendo as citocininas, a
exemplo do BAP (Benzilaminopurina), as responsaveis por essa resposta fisiologica
(REIS et al., 2008).

Para diferentes especies de flores e plantas ornamentais, como orquideas,
roseira, gloxinia, helicnia, copo-de-leite, bromélias, cactaceas, suculentas e outras, a
producéo in vitro ja é uma realidade. A planta beijo-de-frade (Impatiens balsamina) tem
merecido destaque e tem potencial para a producdo in vitro. A planta é caracterizada
pela sua ampla adaptabilidade, uma grande variedade de cores e formas de flores

conferindo um exelente desempenho paisagistico compondo jardins. O Beijo-de-frade
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tem preferéncia pela sombra, e se adpta aos mais diversos tipos de recipientes, fato que
favorece a popularidade da espécie, contruibuindo para que a planta fosse amplamente
conhecida e comercializada mundialmente (LIM, 2014).

O interesse em cultivar beijo-de-frade in vitro é visando maior eficiéncia do
processo de propagacdo, pois a producdo por cultura de tecidos é uma opcao potencial,
pois permite alcancar a qualidade desejada, além do consideravel aumento do nimero
de plantas dentro de curto espaco de tempo. O cultivo in vitro € uma importante
ferramenta no processo de propagacéo de plantas e diante disso, objetivou-se definir a
melhor concentracdo de sais do MS e de sacarose para o crescimento inicial de plantulas

de Beijo-de-frade e de BAP para a multiplicagéo in vitro.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Floricultura Tropical

O consumo de flores e plantas ornamentais tem se destacado nos ultimos anos,
aquecendo desta forma o mercado interno Brasileiro. Hoje podemos encontrar flores e
plantas ornamentais bem préximas a nossa casa, em feiras livres, mercados,
supermercados e floriculturas, facilitando assim o consumo e a produgdo de uma
diversidade de flores e plantas ornamentais.

A floricultura tropical € uma vertente que estd em ascensdo no Brasil, e no
mundo, por se destacar como uma cultura geradora de renda e fixadora de méo de obra
no campo, além de ser uma alternativa para pequenos produtores (LINS; COELHO,
2004). O Brasil possui um conjunto de microclimas favoraveis a producao de diversas
plantas ao longo do ano, como orquideas, bromélias, rosas, suculentas e outras espécies.

As espécies ornamentais tropicais diferem das tradicionais cultivadas por
apresentarem caracteristicas favoraveis a comercializacdo como a beleza, o exotismo,
cores e formas diversas, resisténcia ao transporte, durabilidade pds colheita, além de
grande aceitacdo no mercado externo (LOGES et al., 2005; BASTOS et al., 2013). As
flores tropicais sdo apreciadas em arranjos florais, pois apresentam caracteristicas que
compdem a arte floral, 0 que tem proporcionado um aumento no consumo destas
espécies no Brasil e no mundo. Além dos valores estéticos que as flores representam,

pode-se citar outros como, valores intelectuais, dados por sua arquitetura, seu perfume;
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valores medicinais, valores ecologicos, dados por sua capacidade de purificagdo do ar,
do solo e da agua; e valores econémicos, podendo ser utilizadas como enfeites, em
jardins e em presentes (SEBRAE, 2013).

No Brasil, existem grandes plantacbes de flores tropicais, especialmente na
regido Nordeste, com destaque para os estados de Pernambuco e Alagoas, que ja
exportam suas flores para outros estados Brasileiros. Em Pernambuco, as espécies
cultivadas de flores tropicais, pertencem a familia Musaceae, Heliconiaceae, Costaceae,
Maranthaceae e Balsaminaceae (LAMAS, 2002). No estado de Minas Gerais, as
principais regides produtoras de plantas ornamentais sdo: a regido de Barbacena, onde
encontram-se produtores de rosas, regidoes Sul e Central onde encontram-se produtores
de crisdntemo, na regido de Diamantina, onde encontram-se produtores de sempre-
vivas. Observa-se que Minas Gerais, também esta atuando na producdo de flores
tropicais, na qual ja foram identificados 29 produtores, com producdo de anturio,
alpinia, estrelicia, helicbnia, sorvetdo e zenziber (LANDGRAF, 2009). Dentre as
espécies  podemos  destacar a  beijo-de-frade  (Impatiens  balsamina),

espécie tipicamente tropical.

2.2 Beijo-de-frade

A espécie Impatiens balsamina Linnaues é uma planta de floracdo amplamente
cultivada e pertence a familia Balsaminaceae e nativa da india. O Beijo-de-frade é
comumente conhecido como bélsamo de jardim, balsamo de rosa, maria sem vergonha,
ciimes . E uma planta resistente, de dias curtos, floracio livre e apresenta porte
compacto. Podendo suportar chuvas fortes e alta umidade na atmosfera. A balsamina é
uma das espécies mais populares do norte da india (LIM, 2014).

As flores sdo usadas para preparar um corante vermelho (PAL et al., 2018) e
usado para pintar as unhas e como cosmetico, em substituicdo ao Henna (Lawsonia
inermis). O 6leo das semente pode ser usado para queima de ldmpadas e na industria de
revestimento de superficies.

A propagacdo para Impatiens balsamina pode ser realizada de forma sexuada e
assexuada. Na propagacdo sexuada originam-se individuos diferentes, com forte
presenca de variabilidade, o que é importante, uma vez que torna possivel a adaptacao

continua de uma determinada espécie ao meio. A germinacdo leva de uma a trés
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semanas (MACAYA-BERTI, 2015). A espécie também se propaga por partes
vegetativas, por exemplo, estacas, o que favorece a regeneracdo de uma nova planta,
idéntica a planta mée, essa técnica garante uniformidade nas populagdes.

Sabe-se que essa espécie se propaga com muita facilidade, sendo em alguns
casos considerada como planta invasora. Porém, diferente das técnicas convencionais, a
muda produzida por cultura de tecidos, permite alcancar a qualidade desejada, pois tem
certificada a qualidade genética e fitossanitaria, além do consideravel aumento do

numero de plantas dentro de curto espaco de tempo.

2.3 Cultura de tecidos: ImplicacGes sobre micropropagacéao

A cultura de tecidos tem como principal fundamento a “totipoténcialidade” das
células, caracteristica indispensavel para que ocorra a regeneracdo de plantas completas,
através da diviséo celular, crescimento e diferenciacdo (GAUTHERET, 1985).

A cultura de tecidos tornou-se uma técnica bem estabelecida para cultivar e
estudar o comportamento fisiologico de 6rgdos vegetais, tecidos, células e protoplastos
sob condicdes fisicas e quimicas controladas. Dentre as técnicas da cultura de tecidos, a
micropropagacédo € uma das aplicacfes mais importantes da cultura de tecidos vegetais.
Ela fornece numerosas vantagens em relacdo a propagacdo convencional, como a
producdo em massa de plantas, livres de doencas, de maneira altamente rapida,
independentemente da estacdo do ano (SHAHZAD et al., 2017).

A micropropagacdo € uma tecnica de cultura de tecidos que possibilita clonar
genotipos de interesse. Compreende diferentes etapas que se inicia no estabelecimento
da cultura in vitro, seguido da multiplicacdo, alongamento, e enraizamento, etapas que
necessitam da utilizacdo de reguladores de crescimento para induzir a resposta
fisioldgica desejada, finalizando com a etapa de aclimatizacdo da muda (BASTOS et
al., 2013).

A micropropagacdo de plantas ornamentais e sua utilizagdo em &mbito comercial
ja séo realidade em diversos paises do mundo, destacando-se Holanda, Franga, Espanha,
Japdo e, mais recentemente, o Brasil. Podemos citar alguns exemplos de espécies
ornamentais que ja podem ser obtidas pelo processo da micropropagacdo: Ave-do-
paraiso, Bastdo do imperador, Bromélia, Cactacea, Gladiolo, Gloxinia, Heliconia,
Lavanda, Orquidea, Rosa e Tango (PASQUAL; CHAGAS, 2016)
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Para que o processo de micropropagacdo obtenha sucesso é necessario utilizar o
meio de cultura adequado para atender as necessidades das culturas e definir o regulador
de crescimento que possibilitara uma multiplicagdo satisfatoria.

2.4 Meios de cultura

Os meios nutritivos utilizados para a micropropagacdo sdo baseadas em
formulacdes de solugdes nutritivas, inicialmente utilizadas para o estudo de nutrigéo
mineral de plantas; por isso fornecem as substancias essenciais para o crescimento dos
tecidos, e controlam em grande parte o padrdo de desenvolvimento in vitro (CALDAS
et al, 1998). Geralmente esses meios de cultura sdo formulados a partir de compostos
macro e micronutrientes, carboidratos, vitaminas, agente geleificante e reguladores de
crescimento.

Em 1962, o meio MS foi desenvolvido por Murashige e Skoog, que é
identificado como meio bésico, pois é utilizado na cultura de tecidos na maioria das
espécies vegetais, pois vem favorecendo o crescimento e desenvolvimento de vérias
espécies. A literatura tem mostrado que a utilizacdo de composi¢cdes salinas menos
concentradas, favorece melhores condicdes, e fornece melhores resultados para algumas
espécies. E proposto varias mudancas no padrdo das formulacdes, na tentativa de
otimizar o crescimento in vitro dessas espécies. Essas mudancas incluem o incremento
ou a reducéo de vitaminas, sacarose e compostos inorganicos (PASQUAL, 2001).

O crescimento e desenvolvimento dos propagulos in vitro sdo fatores regulados
pelas condicdes de cultivo, meio de cultura e pelo balanco dos reguladores de

crescimento adicionados ao meio de cultura.

2.5 Reguladores de crescimento

Reguladores de crescimento como auxinas e citocininas sdo importantes
controladores do desenvolvimento vegetal e amplamente utilizados no cultivo in vitro
(GEORGE et al. 2008, WEYERS; PATERSON 2001). O uso das citocininas que é
assunto do trabalho, em especial o Benzilaminopurina (BAP) podem contribuir para o
aumento da eficiéncia na producdo de mudas e a ampliacdo dos conhecimentos sobre a

fisiologia da espécie em estudo.
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A citocinina BAP age induzindo a quebra da dominancia apical e proliferacdo de
gemas axilares, promovendo o desenvolvimento da parte aérea. O BAP é a citocinina
disponivel comercialmente que apresenta os melhores resultados na micropropagacao
(MOURA et al., 2012).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O trabalho foi conduzido no laboratério de Biotecnologia do Centro de
Pesquisas em Ciéncias Agrarias (CPCA) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) campus Montes Claros, durante o periodo de 25 de outubro de 2017 a
fevereiro de 2018.

3.2 Material genético

Foram utilizadas sementes de Beijo-de-frade (Impatiens balsamina Linnaeus).
As sementes utilizadas foram doadas pela Universidade Federal de Lavras localizada
em Lavras, Minas Gerais. As sementes ficaram armazenadas em saco plastico em

geladeira (10°C) até a montagem do experimento.

3.3 Tratamentos

Foram instalados dois experimentos:

Experimento I: Crescimento inicial de Beijo-de-frade: influéncia dos sais do MS e
da sacarose: O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
em ensaio fatorial 3x2, sendo trés concentracdes de sacarose (0, 30 e 60 g.L™?) e duas
formulagcGes salinas do meio Murashige e Skoog (MS) (1962) (50% e 100%). Os
tratamentos foram constituidos de vinte repeticdes, com uma semente por tubo de

ensaio, totalizando 120 parcelas experimentais.

Experimento Il: Multiplicagéo in vitro de Beijo-de-frade: efeito da citocinina
BAP: O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, sendo
os tratamentos constituidos de cinco concentra¢fes de Benzilaminopurina (BAP): 0;
1; 2; 3 e 4 mg.L? para indugdo de brotagGes em apices caulinares de Beijo-de-frade,
oriundos de plantulas pré-estabelecidas in vitro (Figura 1). Foram utilizadas 13
repeticdes, sendo um explante por tubo de ensaio.
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Figura 1 — Apice caulinar utilizado na segunda parte do experimento, oriundas de

sementes.

Apke

caulinar

Fonte: Da autora, 2018.

3.3.1 Conducéao dos experimentos

Em todos os experimentos, o meio de cultura MS foi solidificado com 0,7% de
agar, com pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 120 °C e 1 atm, por 20
minutos. As culturas foram mantidas em ambiente de cultivo com fotoperiodo de 16

horas e temperatura de 26°C.

Experimento I: Sementes de Beijo-de-frade foram lavadas em agua corrente durante 20
minutos, imersas em alcool 70% (v/v) por 1 minuto e na sequéncia em hipoclorito de
sodio 1% por 15 minutos, mantendo agitacdo constante. Em cadmara de fluxo laminar, as
sementes passaram por triplice lavagem em agua destilada e autoclavada, para retirada
dos residuos dos desinfestantes. Com auxilio de ping¢a, as sementes foram inoculadas
individualmente em tubos de ensaio contendo 20 mL do meio de cultura, contendo os

tratamentos.

Experimento I1: Em camara de fluxo laminar e com o auxilio de bisturi e pinga, apices
apicais foram retirados de plantulas de beijo-de-frade pré-estabelecidas in vitro. Os
explantes foram colocados individualmente em tubos de ensaio contendo 20 mL de

meio de cultura MS, contendo os tratamentos.
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3.4 Avaliac0Oes

Ap06s 30 dias foram realizadas as avaliages para o crescimento inicial, com base
nas caracteristicas: NUumero de plantula normal, comprimento da parte aérea (CPA)
(mm), ndmero de raizes (NR) e numero de folhas (NF). Foram consideradas plantulas
normais, aquelas que apresentaram expansdo foliar e desenvolvimento de raizes (Figura
2). Plantulas com crescimento atrofiado da parte aérea ou da raiz primaria e auséncia de

expansdo foliar foram consideradas anormais.

Aos 30 e 60 dias foram realizadas as avaliagOes para multiplicag&o in vitro, com
base nas caracteristicas: nimero de brotos (NB), nimero de folhas (NF), comprimento

de brotos (CB) (cm), comprimento da raiz principal (CRP) (cm) e nimero de raiz (NR).

Figura 2 — Exemplificacdo de uma plantula normal.

hmmulm

w=

l

Fonte: Da autora, 2018.

3.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a 5% de
probabilidade, sendo as médias de fator quantitativo comparadas por regressdo
polinomial. O programa utilizado foi o Sisvar (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS

1° Experimento - Crescimento inicial de Beijo-de-frade: influéncia dos sais do MS
e da sacarose

Para a variavel plantula normal houve diferenca significativa de forma isolada
para os fatores avaliados, concentracdo de meio de cultura e concentracdo de sacarose.
Para o crescimento inicial de beijo-de-frade in vitro em resposta as concentra¢des dos
sais do meio MS pode-se observar a minima diferenca entre os meios, sendo o meio de
cultura com 100% dos sais 0 que apresentou resultado superior em relacdo ao meio 50%
dos sais para a caracteristica numero de plantulas normais. Ambos proporcionaram
condigdes adequadas para a germinagdo e crescimento inicial das plantulas, ou seja,
para a formacédo de parte aérea e raiz (Grafico 1 A).

Para o grafico (1 B) a resposta foi linear, observando um declinio na quantidade
de plantulas normais a medida que a concentracdo de sacarose aumenta. Observa-se que
a auséncia de sacarose é favordvel a obtencdo de plantulas normais. Enquanto a
concentragdo de 60 mg/L™ provocou um nimero muito baixo de plantulas normais. O
aumento de sacarose no meio de cultura pode ter alterado o potencial osmético do meio
de cultura e a plantula ndo respondeu bem a condicéo oferecida.

Em relacdo a variavel comprimento da parte aérea houve interacdo entre os dois
fatores avaliados. Observa-se que as duas linhas apresentaram valores similares,
contudo o estimulo mais favoravel foi obtido quando as plantulas foram cultivadas em
meio de cultura contendo 50% dos sais do MS, na auséncia de sacarose. Tal variavel
respondeu de forma inversamente proporcional para o fator sacarose, ou seja, quanto
maior a concentracdo de sacarose, menor foi o comprimento da parte aérea (Grafico 1
C).

Para numero de raizes observa-se pelo grafico (1 D) que a suplementacdo do
meio até 30 g de sacarose ¢ favoravel para a variavel nimero de raizes, observando uma
reducdo dessa varidvel em concentragdes mais elevadas. Verifica-se que na
concentracdo de 30 g de sacarose o numero de raizes foi de aproximadamente 14,
porém, na auséncia de sacarose também se observou um nimero de raizes satisfatoria,
de cerca de 8 por plantula.

A varidvel numero de folhas apresentou comportamento semelhante ao
comprimento da parte aérea, pois tambeém é possivel observar que concentragdes

maiores de sacarose ndo promoveram a formacdo de um maior numero de folhas. Pelo
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gréfico (1 E) pode-se notar que a resposta € linear e diminuiu gradualmente, ou seja,
plantulas cultivadas em meio de cultura com auséncia de sacarose corresponderam a um

maior nimero de folhas.
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Gréfico 1 - Influéncia da concentracdo de sacarose e de sais do meio MS no crescimento inicial de
plantulas de beijo-de-frade cultivadas in vitro, (A e B) em relagdo ao nimero de plantulas normais
(PN), (C) comprimento da parte aérea (CPA), (D) nimero de raizes (NR) e (E) numero de folhas
(NF).
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2° experimento - Multiplicagéo in vitro de Beijo-de-frade: efeito da citocinina BAP:

Os resultados abaixo mostram as respostas da multiplicagdo in vitro de &pices
caulinares de beijo-de-frade em relagéo a diferentes concentracdes de BAP. Pelo grafico
(1 A e B) nota-se uma resposta linear aos 30 e 60 dias apds o cultivo, ou seja, 0 hiUmero
de brotacGes apresentou um comportamento crescente e gradual, sem evidéncias de
saturacdo. Na auséncia de BAP observa-se aproximadamente um broto por planta.
Observa-se que o aumento da concentracdo de BAP promoveu a formacéo de brotacdes.
A maior concentracdo de BAP deu origem a cerca de dois brotos por explante, mas a
auséncia de regulador de crescimento no meio de cultura ndo limitou o

desenvolvimento, pois observa a formacao de pelo menos um broto por explante.

Gréfico 2 - Influéncia da concentragdo de BAP em relacdo ao numero de brotacoes

obtidas no cultivo de apices caulinares de beijo-de-frade aos 30 (A) e 60 dias (B) de

cultivo.
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Para numero de folhas aos 30 e 60 dias ap0s o cultivo, a resposta foi decrescente,
ou seja, a medida que aumentou as doses de BAP, houve reducdo da variavel. Pelo
gréafico (2 A e B) pode-se observar que aos 30 dias 0 nimero reduziu de onze para oito
folhas e aos 60 dias de dezoito para doze folhas por explante.

Os dados indicam que a resposta aos 30 dias € uma pardbola invertida. A
auséncia de BAP induziu a planta a produzir maior quantidade de folhas quando
comparado as outras doses de BAP. O niimero de folhas diminuiu até a dose 3 mg/L?,
observando um leve aumento do nimero de folhas a partir da concentragio 3 mg/L™* de
BAP. No entanto foi uma resposta inferior se for relacionado com a auséncia de BAP no
cultivo in vitro de Beijo-de-frade.

Da mesma forma, a resposta aos 60 dias também foi uma parabola, observa-se
que a auséncia de BAP proporcionou maior numero de folhas, com leve aumento

também a partir da dose 3 mg/L™ de BAP.

Gréfico 3 - Influéncia da concentracdo de BAP em relacdo ao nimero de folhas obtidas

no cultivo de apices caulinares de beijo-de-frade aos 30 (A) e 60 dias (B) de cultivo.
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Aos 60 dias de cultivo foram realizadas as avaliagdes para comprimento de
brotos, raiz principal e nimero de raizes. Pelo gréafico (3 A) observa-se que a auséncia
de BAP no meio de cultura proporcionou maior comprimento dos brotos, reduzindo
com o aumento das concentracdes do regulador de crescimento no meio de cultivo. Na
auséncia de BAP os brotos apresentaram um comprimento aproximado de 8 cm e a
reducdo foi bem acentuada até a concentracio de 2 mg.L™? de BAP, estabilizando a
partir desse ponto.

O comprimento da raiz principal apresentou comportamento semelhante e
novamente a auséncia de BAP foi satisfatoria para a variavel avaliada. O aumento da
concentracéo até 3 mg.L* de BAP ja foi o suficiente para inibir o crescimento da raiz
principal, chegando préximo de 0 cm (Gréfico 3 B).

Para numero de raizes (Gréafico 3 C) a adicdo de BAP novamente foi prejudicial,
revelando que o maior valor foi obtido na auséncia de BAP. Até a concentracdo de 3
mg/L! de BAP a reducdo foi bem acentuada, observando um leve aumento da variavel a
partir da concentragéo citada acima.

Gréfico 4 - Influéncia da concentracdo de BAP em relacdo ao comprimento de brotos
(A) e da raiz principal (B) obtidas no cultivo de apices caulinares de beijo-de-frade

aos 60 dias de cultivo.
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5 DISCUSSAO

Os resultados mostraram que concentracdes dos sais do meio MS e de sacarose
promoveram o crescimento inicial das plantulas e o uso do BAP induziu a multiplicagéo
de beijo-de-frade, podendo ser observado pelo crescimento de plantulas normais,
namero de folhas e de raizes e do nUmero e comprimento de brotacdes. Esta conclusao
baseia-se nas seguintes evidéncias: (1) A auséncia de sacarose € meio de cultivo MS
com 50% das concentracdes salinas ja é suficiente para sustentar o estabelecimento in
vitro e o crescimento inicial de plantulas de beijo-de-frade; (2) A suplementacdo do
meio com a citocinina BAP mostrou ser favoravel para a inducdo de brotacdes em
apices caulinares de beijo-de-frade, mas ndo € satisfatorio para o desenvolvimento das
demais caracteristicas, como numero de folhas e raizes, comprimento de brotos e de

raiz.

Experimento | - Crescimento inicial de Beijo-de-frade: influéncia dos sais do MS e
da sacarose.

De acordo com as variaveis avaliadas e os fatores testados podemos inferir que a

espécie beijo-de-frade ndo requer um meio de cultura muito completo em termos de
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macro e micronutrientes e de uma fonte de carboidrato para sustentar sua germinacao e
crescimento inicial in vitro.

De acordo com Reis et al. (2008) para 0 comprimento da parte aérea na espécie
Melissa officinalis, 0 meio MS completo foi 0o mais satisfatério, seguido do meio MS
com 50% dos sais. Esse resultado difere do resultado encontrado no nosso trabalho, ja
que em relacdo ao comprimento da parte aérea, 0 meio MS suplementado com 50% dos
sais mostrou ser 0 mais indicado. Ainda para comprimento da parte aérea, resultados
obtidos por Bertozzo e Machado (2010) corroboram com o presente trabalho, uma vez
que os autores observaram que para espécies lenhosas o desempenho da variavel citada
acima foi melhor com a redugdo de macronutrientes no meio de cultura. Em relacéo ao
efeito da sacarose, diferentemente do presente trabalho, Reis et al. (2008) trabalharam
com Melissa officinalis e observaram que a concentracdo 1,5% proporcionou melhores
resultados para comprimento da parte aérea.

Nunes et al. (2008) trabalhando com embriBes zigdticos de Jatropha curcas
verificaram a necessidade da suplementacdo de sacarose no meio de cultura para
promover o comprimento da parte aérea e o numero de folhas e raizes em J. curcas.
Esse resultado ndo corrobora com os encontrados no trabalho, com excec¢édo do resultado
encontrado para nimero de raizes. A sacarose € um carboidrato que em condic¢des in
vitro é de fundamental importancia, uma vez que a fotossintese é praticamente nula na
condicdo in vitro, sendo a sacarose a fonte de energia disponivel para que as culturas
possam formar esqueletos carb6nicos para sustentar seu crescimento e desenvolvimento.

Observou-se no trabalho que altas concentragdes de sacarose adicionadas ao
meio de cultura podem ter aumentando o potencial osmético do meio de cultura e entéo
provocado uma maior perda de A&gua pelas plantulas, prejudicando assim o
desenvolvimento de plantulas normais. Segundo Neto e Otoni (2003), a contribuicdo
osmotica da fonte de carboidrato (sacarose) tem relacdo inversa com a concentracéo da

fonte de carbono.

Experimento Il: Multiplicagdo in vitro de Beijo-de-frade: efeito da
citocinina BAP.

Pelos resultados encontrados no presente trabalho podemos inferir que a adicéo
de uma citocinina no meio de cultura para multiplicacdo é essencial, porém, as
concentragOes utilizadas devem atender as necessidades da planta. Nossos resultados

mostram que para a inducdo de brotacGes se faz necessario o uso do BAP, mas é
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recomendado testar novas concentracGes que possam contribuir para o crescimento in
vitro das brotacOes obtidas. Observou-se diferenca significativa para numero medio de
brotos por explante aos 30 e 60 dias, com melhor resposta na concentraco de 4 mg/L ™.

O BAP é uma citocinina sintética frequentemente utilizada na micropropagacéo.
Na literatura é possivel encontrar resultados que mostram sua eficiéncia na
multiplicacdo de partes aéreas e na inducdo de gemas adventicias. O trabalho mostra
que o aumento das concentracfes de BAP é proporcional ao numero de brotacGes.
Resultados semelhantes foram encontrados por Jardim et al. (2010) que trabalharam
com Pau-rosa (Aniba rosaeodora Ducke) em meio de cultura MS acrescido de 4,0
mg.L de BAP, onde os autores obtiveram quantidades satisfatorias de brotacdes. Mas
resultados diferentes foram encontrados por Gutierrez et al. (2011) que trabalharam com
pata-de-vaca (Bauhinia cheilantha) em meio de cultura WPM, suplementado com 1,5
mg.L? de BAP e verificaram maior niimero de brotos.

Aos 30 e 60 dias apds o cultivo foi possivel observar que as caracteristicas
namero de folhas e raizes e comprimento de brotos e raizes ndo foram favorecidos com
a adicdo de BAP, sendo a auséncia de BAP o melhor tratamento para promover tais
caracteristicas. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), o alongamento do broto pode
ser inibido pelo efeito acumulativo do regulador de crescimento presente no meio, no
caso desse trabalho o BAP. O mesmo resultado foi observado por RODRIGUES et al.,
(2013) trabalhando com induc@es de brotages in vitro da espécie Physalis peruviana L.
onde verificaram maior comprimento de brotos na auséncia do regulador de
crescimento. Feitosa et al. (2015) trabalharam com Hyptis pectinata e também
observaram que o cultivo em meio MS sem o regulador de crescimento BAP é 0 mais
adequado para promover o crescimento e desenvovimento das brotacdes.

No presente trabalho ndo foi utilizado auxina, somente a citocinina BAP e
mesmo na auséncia desta verificou-se a formacdo significativa de raizes nos apices

caulinares de beijo-de-frade cultivados em meio para multiplicagéo (Figura 3).
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Figura 3 — As imagens correspondem aos cinco tratamentos de plantas cultivadas em

meio de cultura com diferentes concentragdes BAP aos 60 dias.
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Fonte: Do autor, 2018.

Estudos demonstram que a interacdo de citocinina exdgena com auxina
enddgena (hormonio natural produzido pela planta) ajudam a promover a indugdo de
raizes (TORRES; CALDAS; BUSO, 1999). Outro ponto que também podemos abordar
é que algumas espécies em condicOes in vitro ndo necessitam do estimulo exdgeno de

reguladores de crescimento para induzir uma resposta fisioldgica e podemos inferir que

a espécie em estudo apresenta tal competéncia.
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6 CONCLUSAO

A auséncia de sacarose e meio de cultivo MS com 50% das concentragdes salinas é
suficiente para sustentar o estabelecimento in vitro e o crescimento inicial de plantulas

de beijo-de-frade.

A suplementacdo com BAP é favoravel para a inducdo de brotacbes em apices
caulinares de beijo-de-frade, mas nédo é satisfatorio para o desenvolvimento das demais

caracteristicas, como numero de folhas e raizes, comprimento de brotos e de raiz.
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