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CULTIVO IN VITRO DE GLOXINIA EM MEIO MS COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE FITORREGULADORES

IN VITRO MICROPROPAGATION OF GLOXINIA IN MS MEDIUM WITH DIFERENTS
CONCENTRATIONS OF GROW REGULATORS

Luciana Nogueira LONDE'; Elisingela Rodrigues FIGUEIRA?; Alcione da Silva ARRUDA?; Ana Maria
BONNETF; Denise Garcia SANTANA®

RESUMO: Foram analisadas as concentragdes do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) para o
cultivo in vitro de Sinninga speciosa (gloxinia) em escala comercial, variando-se as propor¢des de ANA e BAP com a
finalidade de obter o meio adequado. A micropropagacgao foi feita a partir de matrizes doadas pela Universidade Federal de
Lavras, Lavras — MG, as quais foram submetidas a varios subcultivos e, posteriormente, aos tratamentos testando-se
concentragdes de 0,00; 0,40; 0,80; 1,60 mgL-' de BAP em combinagdo com ANA nas concentragdes 0,00; 0,50; 0,75; 1,25
mgL!, para os meios MS 50% e 100%. O experimento foi conduzido em esquema fatorial, com delineamento inteiramente
casualizado e 5 repeti¢des. O meio MS 50% foi o mais eficiente para o enraizamento, enquanto que em meio MS 100%
obteve-se maior nimero e comprimento das brotagdes. A adi¢do de auxina aos meios promoveu a presenga de calos e a

perda de plantulas por contaminacéo ou por ndo diferenciagéo tissular ndo foi constatada.

UNITERMOS: Sinningia speciosa, Micropropagagdo, Planta ornamental

INTRODUCAO

A cultura de tecido vegetal pressupde técnicas que
visam obter plantas a partir de explantes, os quais podem ser
meristemas, partes da folha, raizes, caules, anteras ou proto-
plastos (MANTELL et al., 1994). Dentro do cultivo in vitro a
micropropagacao, € uma técnica importante para os programas
de melhoramento, ja que possibilita a produ¢do em massa de
clones considerados superiores (BRAGA et al., 1997) e, em
ambito comercial, a sua importancia deve-se ao fato de manter
o material livre de doengas e de acelerar os métodos conven-
cionais de propagacéo vegetativa (TORRES et al,1998).

Para o sucesso da propagacao in vitro, ¢ necessario
controlar variaveis como a composi¢do do meio de cultura,
a origem dos explantes utilizados e, as condi¢des fisicas
ambientais (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990). Se-
gundo esses autores ha necessidade de se definir protocolos
diferenciados, pois ocorre muita variabilidade na resposta
morfogenética, ndo apenas entre espécies, mas também
dentro de cada genotipos cultivados in vitro.

O meio de cultura onde se inoculam os explantes
pode conter reguladores de crescimento ou fitohormonios,
substancias que, in vitro, regulam o comportamento da
planta (RIBEIRO, 1999).

A regeneracgdo de plantas de gloxinia pelo cultivo
in vitro é realizada utilizando-se segmentos de tecidos folia-
res, inoculando-se em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) suplementado de fitorreguladores de crescimento
(HERNANDEZ; RUBIO, 2002).

No Brasil, com um mercado de flores em expansdo,
¢ desejavel a maior produgdo em escala comercial, em
fun¢do da crescente demanda para flores ornamentais.
Nesse sentido, o cultivo in vitro podera auxiliar na expansio
de mercado, uma vez que se tem maior produgdo de plantas
em menor tempo, quando comparado a produgéo convencio-
nal, com a vantagem de produzir plantas livres de patdgenos
(virus, fungos ou bactérias).

O presente trabalho analisou o meio de cultura MS
para o cultivo in vitro de Sinningia speciosa (Lood) Hiern
em escala comercial, sob variadas concentra¢des de regula-
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dores de crescimento BAP (6-benzilaminopurina) e ANA
(acido naftaleno acético).

MATERIAL E METODOS

Plantulas de gloxinia, in vitro, doadas pela
Universidade Federal de Lavras — MG, foram subcultivadas
a partir de brotos apicais, em condi¢des estéreis, por dois
subcultivos em meio MS 100%, para a produgo de matrizes
doadoras de explantes, os quais foram utilizados nos
tratamentos com reguladores de crescimento, apos atingirem
a altura de, aproximadamente, 1,5 cm.

O pH do meio foi ajustado para 5.8 = 1 antes da
autoclavagem e, foram distribuidos 15 mL de solugdo em
cada tubo de ensaio.

Apos a esterilizacdo dos meios de cultura em
autoclave vertical a temperatura de 121U C, sob pressdo
de 1 atm por 20 minutos, realizou-se a transferéncia dos
explantes, em camara de fluxo laminar.

Decorridos 45 dias do segundo subcultivo, procedeu-
se a selecdo dos explantes, os quais foram submetidos aos
tratamentos, com diferentes concentra¢cdes do meio MS:
50% (metade dos nutrientes) e 100% em combinagdo com
reguladores de crescimento BAP (6-benzilaminopurina) e
ANA (acido naftaleno acético). O BAP foi testado cujas
concentragdes foram: 0,0; 0,4; 0.8 e 1,6 mgL' em
combinac¢do com o ANA nas concentragdes 0,0; 0,5; 0,75
1,25 mgL!, para ambos os meios de cultura.

Os explantes inoculados foram mantidos em sala
de crescimento com temperatura 26 + 1°C e fotoperiodo de
16 horas de luz com intensidade luminosa de 2500 lux, por
45 dias.
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O experimento foi conduzido em esquema fatorial,
com delineamento inteiramente casualizado e 5 repeti¢cdes
por tratamento, sendo um tubo de ensaio com um explante
por unidade experimental.

Na analise estatistica foi utilizado o Teste de Tukey
e Regressdo Polinomial sendo que os dados foram
transformados em O x+0.,5.

As variaveis avaliadas foram: numero de brotag¢des
e raizes, altura dos brotos, presen¢a de calos e perda de
plantulas, em cada tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds dois subcultivos sucessivos, as plantulas de
gloxinia transplantadas produziram novos brotos em
quantidades e tamanhos variaveis e em alguns tratamentos,
houve a formagao de raizes e calos. Nao houve perda das
plantulas por contaminagdo ou néo diferenciacdo dos
tecidos.

Avaliando-se o numero de raizes formadas,
observou-se que houve a interagdo da auxina e meio, como
mostra a Tabela 1. O melhor meio para o formagao de raizes
foi 0o meio MS 50%, com maior niimero de raizes em presenga
de 0,75 mgL! de ANA, no entanto, na concentragdo de
auxina 1,25 mgL-!' o meio MS 100%, formou maior niimero
de raizes.

Ainda, no meio MS 50%, a medida que as
concentragdes de ANA foram aumentadas de 0,00 até 0,75
mgL!, observou-se um aumento de, em média, de 22 raizes
por explante inoculado. A partir desse limite houve queda
no enraizamento nas concentragdes avaliadas (Figura 1).

Tabela 1. Numero de brotos e raizes de gloxinia produzidos, in vitro, em diferentes tratamentos. UFU, Uberlandia/MG.

2002.
ANA (mgL™") Meio MS Numero de
Brotacgdes Raizes
0,00 50% 1.6457b 2,7747 a
100% 7,5012 a 1,7793 a
0,50 50% 7,7473 a 19,5434 a
100% 11,1134 a 1,6797b
0,75 50% 13,0096 a 22,8048 a
100% 9,0235a 89140 a
1,25 50% 9,5234 a 9,5446 b
100% 7,5429 a 38,9351 a

Meédias seguidas de mesma letra na coluna dentro de cada dose de ANA, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

ANA= Acido naftaleno acético
BAP= 6- benzilaminopurina
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Numero de raizes em meio MS 50%

y =-40,039x2 + 55,758x + 2,5913
R? = 99;31%
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Figura 1. Numero de raizes formadas em meio MS 50% com diferentes concentragdes de ANA. UFU. Uberlandia/MG.
2002.

Segundo Paiva e Silva (1997) ha exigénciade auxina  fitorreguladores.
no meio para que o enraizamento em plantulas de gloxinia O numero de brotagdes de gloxinia foi influenciado
seja induzido, no entanto, Muangkaewn e Chato (1992) tanto pela concentragdo de BAP isolado (Figura 2) quanto
enraizaram brotos de gloxinia, in vitro, em auséncia de  pela adicdo de ANA aos meios (Tabela 1).

Numero de brotos para niveis de BAP

y =12,076x2 - 28,129x + 18,503
R2 =99,69%

(O ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,4 0,8 1,2 16
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Numero de
brotacio

Figura 2. Numero de brotos de gloxinia formados em diferentes concentra¢des de BAP (mgL"). UFU, Uberlandia/MG.
2002.

Quando analisadas as dosagens de auxina no meio  brotagdes de 0,00 até o valor de 0,75 mgL-' de ANA, com
MS 50% (Figura 3) verifica-se acréscimo no nimero de ~ média estimada de 11 brotos produzidos por explante.

Numero de brotos em meio MS 50%

oy =-12,033x2 + 21,478x + 1,8431
R2 = 88,62%
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Figura 3. Numero de brota¢des de gloxinia em meio MS 50% em concentragdes diferenciadas de ANA. UFU.Uberlandia/
MG. 2002.

Com relagdo a altura dos brotos verificou-se  50%, variando-se as doses de ANA em combinagdo com
dependéncia dos trés fatores em estudo, ou seja, houve = BAP, evidencia-se que na auséncia desse ultimo ocorre
interag@o da auxina, da citocinina e do meio. Em meio MS ~ aumento na altura das brotagdes, em média de 0,57 cm, em
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presenca de ANA, de 0,00 até 0,75 mgL.'; ja para a concen-
tracdo 0,80 mgL.! da citocinina, houve decréscimo na altura
dos brotos, em média de 1,00 cm, a medida em que a concen-
tragdo de auxina variava de 0,00 até a concentragdo de
1,50 mgL! (Figura 4). Segundo Skoog e Miller (1957) a
formacdo de raiz, parte aérea e calo em cultura de tecidos

LONDE, L. N. et al.

¢ regulada pela disponibilidade e intera¢do de auxina e
citicinina. A presenga de auxina no meio isento de citocinina
propicia a formagdo de brotos adventiceos e axilares. No
entanto, a interagdo dessas duas classes de reguladores de
crescimento anulam os efeitos organogenéticos uma da
outra.

Altura de brotos em meio Ms 50%
+ auséncia o BAP 0,80

15 y =-1,0035x + 1,5498

\\D

Altura de brotos
(cm)
=

~
y =-Alu59x2 +13945x+0,1358"  ~—

R2 = 86,96%

—

0 0,5

Doses de ANA (mgL-1)

Figura 4. Altura de brotos em meio MS 50% variando as concentragdes de BAP em combinagdo com ANA. UFU. Uberlandia/MG. 2002.

A altura das brotagdes ndo variou para as combina-
¢des 0,00 —0,40; 0,50 —-0,40; 0,50 —1,60; 0,75 —0,00; 0,75
—0,80; 0,75 — 1,60 mgL."' de ANA e BAP respectivamente
e, para todos os tratamentos envolvendo a dosagem de 1,25
mgL' da auxina. No entanto, o meio de cultura 50% propor-

cionou maior altura nas seguintes combinagdes: 0,00 — 0,00
e 0,50 — 0,00, de ANA e BAP respectivamente, enquanto
que para as combinagdes 0,00 — 0,80; 0,50 — 0,80 ¢ 0,75 —
0,40 mgL"' ANA e BAP, respectivamente, em meio MS 100%
proporcionou a melhor altura, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Altura de brotos in vitro em diferentes concentragdes de meio de cultura variando quantidades de ANA e

BAP. UFU. Uberlandia/MG. 2002.

MEIO MS
ANA BAP 50% 100%
0.00 0.00 0.9962 a 0.1335b
0.40 0.5750 a 1.1807 a
0.80 0.4382b 1.6033 a
1.60 0.1287b 0.6762 a
0.50 0.00 1.4244 a 0.5656 b
0.40 0.5975a 0.4572a
0.80 0.0759b 1.1583 a
1.60 0.4394 a 0.3617a
0.75 0.00 0.6645 a 0.5425a
0.40 0.6709b 1.5259a
0.80 0.4758 a 0.4983 a
1.60 0.4594 a 0.2219a
1.25 0.00 0.6502 a 0.1377a
0.40 0.6083 a 0.4690 a
0.80 0.1782a 0.4307a
1.60 0.1335a 0.2195a

Meédias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

ANA= acido naftaleno acético
BAP= 6-benzilaminopuria
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A maior indugéo dos calos foi verificada em meio
MS 100%, com ocorréncia em todos os tratamentos
independente da concentragdo do fitorregulador ANA

(Tabela 3). Segundo Paiva e Silva (1997) a presenga de
ANA, independente da concentracdo de BAP, induz a
formag@o de calos.

Tabela 3. Numero de calos, totais por tratamento, em explantes de gloxinia cultivados em meio MS 100% contendo ANA

e BAP em diferentes concentra¢des (mglL'). UFU. Uberlandia/MG. 2002.

BAP mgL"! 0,00 0,40 0,80 1,60
ANA mglL!

0,00 0 0 0 0
0,50 5 5 5 5
0,75 5 5 5 5
1,25 5 5 5 5

ANA= acido naftaleno acético
BAP= 6-benzilaminopuria

CONCLUSOES

O enraizamento, in vitro, foi melhor quando metade dos
nutrientes do meio MS foi utilizada.

A concentragdo de 1,25 mgl' de ANA, em meio MS
100%, induziu o melhor enraizamento in vitro.

O maior nimero de brotagdes ocorreu em auséncia da
citocinina, enquanto que a concentracéo de 0,75 mgL"!
da auxina, em meio MS 50%, proporcionou acréscimo
no nimero de brotos produzidos.

concentragdo de 0,50 mgL-' de ANA em meio MS 50%,
isento de BAP.

A presenga de ANA em todas as concentragdes utiliza-
das, independente da concentragdo de BAP provocou a
formagdo de calos, em meio MS 100%.

Verificou-se maior formagao de calos em meio MS 100%.
Em escala comercial, o melhor meio para o cultivo in
vitro de Sinningia speciosa (gloxinia) ¢ o MS 50%,
que proporciona maior formagéo de raizes, garantindo
conseqlientemente, melhor aclimatagdo, com gastos

A melhor altura das brotac¢des foi observada com a reduzidos.

ABSTRACT: To analyzed the adequate culture medium concentration MS for in vitro Sinningia speciosa
(gloxinia) cultivation in commercial scale, varied the growth regulators concentrations BAP and ANA . The micropropagation
was made from explants donated by Universidade Federal de Lavras, which ones were going submitted to replications
and, afterwards, to the treatments testing the concentrations 0,00; 0,40; 0,80; 1,60 mgL-1 of BAP in association with ANA
in the concentrations 0,00; 0,50; 0,75; 1,25 mgL-1, to the medium MS 50% and 100%. The experiment was going installed
in factorial outline, with 5 replications. The rooting was better in MS medium 50%, while in MS medium 100% obtained
larger shoots number and length. Calluses presence was going observed when it added auxin to the middles and any plants
are loss for contamination or for not differentiation by tissues.

UNITERMS: Sinningia speciosa, Micropropagation, Ornamental plant
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