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Todo mundo pensa em deixar um planeta melhor para nossos filhos.
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RESUMO

Hippeastrum reticulatum var. striatifolium (Herb.) Herb. é uma espécie nativa no
Brasil. Possui elevado potencial ornamental pela beleza de suas folhas perenes e floracédo
anual. Moderadamente tolerante ao sombreamento, a torna indicada para uso em interiores.
A producdo de mudas é pouco estudada, refletindo em indisponibilidade e baixa difusdo
dessa espécie no mercado produtor e consumidor. Este trabalho teve por objetivo
investigar aspectos relacionados a producdo de mudas por micropropagacdo e por
sementes. Bulbos de plantas existentes na Faculdade de Agronomia-UFRGS foram
desinfestados com NaClO e termoterapia para micropropagacdo. Variacdes na posicdo de
incubagdo (posigdo horizontal e vertical), concentragdes de sacarose, reguladores de
crescimento no meio de cultivo (BAP e ANA) e tamanho prévio dos bulbos foram
avaliadas em relagdo & organogénese in vitro. Mudas micropropagadas foram
aclimatizadas em diferentes substratos. Foi determinado o teor de umidade de sementes e
avaliado o pré tratamento com frio e sua implicacdo na germinagdo. A desinfestacdo com
NaClO 1,72% por 15° associada a imersdo dos explantes por 30 minutos em agua a 52°C
diminuiu a contaminacao in vitro sem ocasionar morte dos explantes. Explantes incubados
na posicdo vertical em relagdo ao seu eixo polar apresentaram maior nimero e didmetro de
brotacdes, nimero e soma do comprimento de raizes e nimero de folhas por explante, em
relacdo aos incubados na horizontal. Concentracdes de sacarose proximas e menores que
60g L™ aumentaram o nimero e tamanho de brotacdes, enquanto que menores que 50g L™
melhoraram o enraizamento e a formag&o de folhas. A concentracéo testada de 100g L™ foi
prejudicial. A utilizacdo de 6- benzilaminopurina (BAP) no meio de cultivo inibiu a
formacdo de raizes e o didmetro das brotacGes, enquanto a utilizacdo de &cido naftaleno
acetico (ANA) aumentou o nimero de brotacGes. A combinacdo de ANA e BAP foi
antagdnica em relacdo a média do comprimento de raizes e folhas, com maior média
observada na auséncia de ambos. A presenca de carvado ativado no meio de cultivo
diminuiu os efeitos inibitérios do BAP. Explantes originarios de bulbos com maior
didmetro formaram mudas maiores, mais numerosas e com maior massa de matéria fresca.
A aclimatizagdo de mudas micropropagadas foi eficiente em diversos substratos
(sobrevivéncia > 90%), com destaque qualitativo a casca de Pinus compostada e
quantitativo ao Comercial 1. Sementes maduras apresentaram teor de umidade proximo a
80%. A propagacdo por sementes foi possivel, sem a necessidade de quebra de dorméncia
com frio, com tempo medio de germinacdo em torno de 30 dias.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (75p.) Junho de 2014.
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ABSTRACT

Hippeastrum reticulatum var. striatifolium (Herb.) Herb. is a native species on
Brazil. Has high ornamental potential of its beautiful annual flowering and perennial
leaves. Moderately tolerant to shade, makes it suitable for indoor use. Seedling production
is poorly studied, reflecting in unavailability and low spread of this species in the producer
and consumer markets. This work was aimed to investigate aspects related to seedling
production through micropropagation and seedling. Bulbs of the plants conserved at the
Faculty of Agronomy, UFRGS were disinfected with NaCIO and thermotherapy for
micropropagation. Variations in incubation position (horizontal and vertical), sucrose
concentrations, growth regulators in the culture medium (BAP and NAA) and previous
size of the bulbs, were evaluated for in vitro organogenesis. Seedlings were acclimatized in
different substrates. The moisture content of seeds was determined and the pretreatment
with cold as well as their involvement in germination were evaluated. The disinfection of
the explants with 1.72% NaClO for 15' associated with the immersion of the explants for
30 minutes in water at 52 °C decreased contamination in vitro, without causing death.
Explants incubated in an upright position on its polar axis showed higher germinating
number and diameter as well as number and total root length and number of leaves per
explants compared to those incubated horizontally. Concentrations of sucrose close and
less than 60g L™ increased the number and size of shoots, while less than 50 g L™
improved rooting and leaf formation. The tested concentration of 100 g L™ was harmful.
The use of 6-benzylaminopurine (BAP) in the medium inhibited the formation of roots and
the diameter of shoots, while the use of naphthalene acetic acid (NAA) increased the
number of shoots. The combination of NAA and BAP was antagonistic in respect to length
of roots and leaves, with the highest average observed in the absence of both. The presence
of activated charcoal in the culture medium decreased the inhibitory effects of BAP.
Explants originated from bulbs with highest diameter formed larger, more numerous and
seedlings with more mass. The acclimatization of seedlings was efficient on various
substrates (survival > 90 %), highlighting qualitative to Pinus bark composted and the
quantitative to Commercial 1. Ripe seeds showed moisture content close to 80 %.
Propagation by seed is possible, without the need to break dormancy with cold, with
average germination time of around 30 days.

2 Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (75p.) June, 2014.
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1 INTRODUCAO

A area mundial cultivada com flores e plantas ornamentais € estimada em
aproximadamente 424 mil ha, sendo a maior parte desta localizada no Canadéa (96,172 mil
ha), principalmente para a producdo de arvores de Natal (51 mil ha). Em seus diversos
segmentos, a atividade da floricultura movimenta anualmente em torno de 100 bilhdes de
ddlares, sendo o principal produto a flor cortada, destacando-se rosas, cravos e
crisantemos, seguidos pelas plantas de flores e folhagens em vasos (Oliveira & Brainer,
2007).

No Brasil, segundo o Gltimo censo agropecuario realizado pelo IBGE em 2006,
existem mais de 3,5 mil estabelecimentos que produzem flores e folhagens para corte,
quase trés mil que produzem mudas de plantas ornamentais e, 2,3 mil que produzem
plantas ornamentais em vaso. Estas sdo as trés principais atividades dentre as que
compdem a cadeia produtiva da floricultura, somando mais de R$ 450 milhdes em valor
bruto da producdo, relativo a um total do setor de 632,86 milhdes de reais (IBGE, 2014). A
maior concentragdo da producdo nacional esta na regido Sudeste e Sul, que representaram
71% e 16%, respectivamente, do valor bruto da producédo de plantas ornamentais.

A floricultura brasileira utiliza em torno de 33 mil trabalhadores rurais diretos, dos
quais 19 mil s6 no estado de S&o Paulo, empregando uma média de 3,7 homens por hectare
de éarea cultivada (Kiyuna et al., 2002). Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Floricultura (IBRAFLOR), o setor da floricultura gera 209 mil empregos diretos no Brasil,
sendo 28,1% destes na producdo, 4% na distribuicdo, 64,6% no varejo e 3,3% em outras

funcdes (Opitz, 2013).
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A demanda por flores e plantas ornamentais depende da renda dos consumidores,
sendo que os gastos aumentam com a elevacdo da renda (Oliveira & Brainer, 2007). Os
paises europeus apresentam o maior consumo anual per capita, destacando-se: Suica (US$
174), Noruega (US$ 167), Alemanha (US$ 121), Austria (US$ 109), e Suécia (US$ 89)
(Oliveira & Brainer, 2007). Segundo Kiyuna et al. (2002), o valor do mercado da
floricultura brasileira foi estimado em R$ 500 milhdes a nivel de produtor, R$ 750 milhdes
a nivel de atacado e R$ 1,5 bilh&o em nivel de varejo.

Culturalmente, o habito de consumo de flores e plantas ornamentais é pouco
expressivo no Brasil, destacando-se em datas especificas, como dia dos hamorados, maes e
finados, e festividades, como casamentos e formaturas.

No primeiro semestre de 2011 ocorreu um crescimento de 15% no mercado
brasileiro de flores, quando comparado ao desempenho no mesmo periodo do ano anterior.
A esse crescimento sdo atribuidas, como principais razbes, o maior leque de opcdes e
variedades ao consumidor, aumento da durabilidade das flores, maior eficiéncia da cadeia,
aumento do consumo das classes C e D via supermercado e das classes A e B via internet
(IBRAFLOR, 2012), proporcionando um aumento estimado no consumo per capita de R$
8,50 ao ano (Kiyuna et al. 2002) para R$ 20,00 por habitante por ano (IBRAFLOR, 2012),
0 que significa um aumento de 135% em relacdo a 2002. Em funcédo da crise mundial que
afetou e ainda esta afetando os mercados consumidores europeus, as exportaces estao
sofrendo quedas ano a ano, a partir de 2009 (Junqueira & Peetz, 2011a, Junqueira & Peetz,
2011b, Junqueira & Peetz, 2010), apds recordes em 2006 e 2007, com aumento de 15 e
9%, respectivamente (Junqueira & Peetz, 2007).

No ano 2000 o Rio Grande do Sul possuia 560 unidades de producdo (UPs) de
flores e plantas ornamentais efetivas, que estavam distribuidas em 133 municipios, sendo
0Ss municipios com maior densidade de UPs: Pareci Novo, Sao Sebastido do Cai, Capela de

Santana e Santa Cruz do Sul, com um ndmero entre 70 e 23 UPs (Daudt, 2002). Segundo o
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censo agropecudrio de 2006 (IBGE, 2014), o valor da producéo de plantas ornamentais no
Rio Grande do Sul foi R$ 52,8 milhGes, com destaque especial para Santa Cruz do Sul (R$
21,5 milhdes), Vacaria (R$ 6,5 milhdes) e Pareci Novo (R$ 1,9 milhdes). O Rio Grande do
Sul vem se destacando na producéo de flores e plantas anuais tipo forracdo, sendo um dos
Estados com maior indice de consumo per capita de flores e plantas no pais, direcionando
sua producdo ao consumo interno (Schmiedt, 2012).

O Brasil tem uma das floras mais ricas do mundo, com mais de 56 mil espécies
descritas (Giulietti et al., 2005). A comercializacdo de plantas nativas para ornamentacéo,
apesar da diversidade disponivel, ainda € muito pequena. A diversidade e a amplitude de
climas e solos no Brasil permitem cultivos de inumeras espécies de flores e plantas
ornamentais, de origens nativas e exoticas, de origem de clima temperado e tropical
(Kiyuna et al., 2004).

Condic6es ambientais favoraveis fazem do pais, uma regido 6tima para a producao
de plantas ornamentais. Entre as familias botanicas de maior potencial ornamental
destacam-se: Bignoniaceae, Bromeliaceae, Cactaceae, Fabaceae, Liliaceae, Myrtaceae e
Orchidaceae, algumas delas com alto valor comercial (Veiga et al., 2009). Estes recursos
fitogenéticos, em muitos casos nativos, sdo alternativas na geracdo de novos nichos de
mercado, visto ser um setor que sempre almeja novidades. A reducdo no uso de espécies
exoticas ou sua substituicdo por espécies nativas de potencial ornamental é uma nova
tendéncia na floricultura, especificamente no paisagismo moderno, devido a baixa
necessidade de manutencdo, regionalismo, diversidade bioldgica e habitat para a vida
silvestre local (Buckstrup & Bassuk, 1997).

A Regido Sul do Brasil, composta pelos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana, caracteriza-se por apresentar uma ampla variedade de relevos, entre
planaltos, serras, planicies e depressdes, 0 que proporciona condi¢des geograficas

particulares refletidas no clima e na vegetacdo (Herrmann & Rosa, 1990). Estas condicbes
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particulares abrigam grande variedade de espécies vegetais nativas muitas com potencial
ornamental ainda ndo explorado. Coradin et al. (2011) detalharam 149 espécies da flora da
regido sul do Brasil, consideradas prioritarias para uso pelos diferentes segmentos da
sociedade, dentre essas, 20 ornamentais. Stumpf et al. (2009), em um trabalho descrevendo
espécies do Bioma Pampa com potencial ornamental, catalogaram 100 espécies, muitas
delas sem nenhum trabalho de domesticacao, propagacdo e/ou melhoramento.

O Hippeastrum reticulatum var. striatifolium (Herb.) Herb., planta bulbosa da
familia das amarilidaceas, nativa das florestas tropicais Umidas da Mata Atlantica. De
grande beleza estética, apresenta folhas quase perenes, de cor verde escura brilhante em
contraste com espessa nervura central esbranquicada. Floresce uma vez ao ano, sendo
verificada sua ocorréncia no final do verdo a inicio do outono para o hemisfério sul,
emitindo um escapo Unico que pode apresentar de trés a cinco flores de cor rosea em forma
de trompete, pendentes com duracdo efémera (cerca de uma semana), com floracdo que
pode passar de um més devido a sequencialidade da abertura de cada flor do mesmo
escapo. As plantas deste género vém sendo domesticadas e hibridizadas desde o final dos
anos 1700 em varios paises da Europa, para onde foram levadas as primeiras plantas
selvagens provenientes da America do Sul (Traub, 1958). Desde entdo, sendo uma das
plantas ornamentais mais apreciadas em jardins europeus, muitas variedades hibridas
recentemente desenvolvidas séo langadas no mercado mundial de flores, anualmente.

A conservacao da vegetacdo nativa é vital para a manutencéo da biodiversidade por
ser um elemento chave do funcionamento de paisagens e ecossistemas, e sua reducao ndo €
somente medida pela perda de arvores, arbustos, vegetacdo marinha, e demais espécies,
mas também pela sua inter-relagdo com especies de microorganismos, qualidade da agua,
fauna aquatica e outros aspectos como a qualidade de vida das pessoas (Williams et al.,

2001).



5

O processo de urbanizagcdo ameaca areas de ocorréncia de muitas espécies nativas,
que tém a possibilidade de se extinguirem antes mesmo de se tornarem conhecidas e ter
seu potencial utilizado (Leal & Biondi, 2006). Como a flora nativa permanece
praticamente ausente nos viveiros comerciais, torna-se relevante a introducdo de plantas
nativas em cultivo, pois esse processo consiste em instrumento de conservacdo dessas
espeécies (Leal & Biondi, 2006).

De acordo com Stumpf et al. (2009), além de valorizar a biodiversidade local, a
insercdo de espécies nativas na floricultura é uma forma de fortalecer as identidades
regionais, representando um diferencial em um mercado altamente competitivo,
continuamente em busca de novidades, e cada vez mais inclinado a produtos considerados
de baixo impacto ambiental e ecologicamente corretos. A prospeccdo de novas plantas
ornamentais, a partir das espécies nativas, representa um grande potencial de producéo e
comercializacdo, tanto para o mercado interno quanto para a exportacao.

A valorizagdo e a apropriagdo do patriménio genético silvestre estdo dentre os
requisitos para o desenvolvimento social e econémico brasileiro. Contribuem para o
desenvolvimento e uso sustentavel, e para a contencdo do iminente processo de extingdo de
germoplasma, o dominio sobre as preferéncias ambientais e o conhecimento do potencial
das espécies da flora nativa (Fior et al., 2004). Estudos que visam gera¢do e difusdo do
conhecimento sobre utilizagdo comercial de plantas nativas sdo muito importantes, visto
que sdo o principio para a exploracao sustentavel de nossos recursos, de forma a beneficiar
diretamente a nacdo. Quando isto ndo acontece internamente, se repetem os tradicionais
procedimentos, em que plantas sdo, muitas vezes ilegalmente exportadas com sua
variabilidade genética original, melhoradas e selecionadas internacionalmente e revendidas
ao pais de origem com o acréscimo de patentes que beneficiam pesquisadores e instituicdes
estrangeiras. Hippeastrum spp., nativas da América do Sul, sdo exemplos, sendo mais

conhecidas internacionalmente que nacionalmente.
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Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo geral fazer uma breve descricéo
morfologica da espécie, investigar aspectos relacionados a producdo de mudas por
micropropagacdo, englobando a desinfestacdo dos tecidos para incubagdo, a composicao
do meio de cultivo e a aclimatizacdo de mudas, e producdo de mudas por sementes, pela
avaliacdo do teor de umidade e teste de germinacdo, a fim de subsidiar a producdo

comercial de mudas de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Descricdo da espécie

Hippeastrum spp. sdo espécies herbaceas pertencentes a familia Amaryllidaceae,
originarias da Ameérica subtropical, encontradas do leste do Brasil ao centro sul dos Andes
(Bailey & Bailey, 1976 apud Dole & Wilkins, 2004). Segundo a classificacdo Angiosperm
Phylogeny Group (APG-I1I) (Chase et al., 2009), a familia Amaryllidaceae é composta por
1605 espécies em 73 géneros, dentre eles o Hippeastrum, formado por 55 espécies.
Popularmente sdo chamadas de amarilis, muito comercializados mundialmente com a
principal finalidade de utilizacdo como plantas envasadas para usos em interiores, como
bulbos induzidos ao florescimento para plantio em jardins e até como flor de corte
(Tombolato et al., 2001). Uma caracteristica de facil identificacdo que distingue H.
reticulatum de outras espécies do género Hippeastrum, é que a primeira possui sementes
pouco numerosas e volumosas, enquanto as demais espécies do género possuem sementes
secas e achatadas (Meerow & Snijman, 1998). O grupo reticulata é composto por duas
espécies, H. reticulatum e H. blumenavia (K.Koch & C.D. Bouché ex Carrierre) Sealy
(Traub, 1958). Hippeastrum reticulatum esta dividido em duas variedades, H. reticulatum
var. reticulatum (Herb.) Herb. e H. reticulatum var. striatifolium (Herb.) Herb., sendo que
a diferenca bésica entre elas € que a segunda possui uma listra branca ou rosada no centro

das folhas (Traub, 1958).



2.2 Tratos culturais e cultivo

Hippeastrum reticulatum var. striatifolium € uma ornamental bela e pouco exigente
em tratos culturais, podendo ser cultivada em ambientes internos, desde que mantida
proxima a janelas para permitir um minimo de luminosidade para a sobrevivéncia da
planta. Quando cultivada em ambientes com baixa intensidade luminosa podera nao
ocorrer floracdo. Kampf (2005) classificou amarilis como uma planta de meia sombra, que
necessita estar exposta a nivel médio de iluminacdo. Traub (1958) recomendou que H.
reticulatum seja cultivada a sombra parcial para obter os melhores resultados.

O cultivo de plantas almejando o maximo de desempenho e o melhor custo-
beneficio € muito complexo, dependente de diversos fatores, dentre eles a adequada
disponibilidade de nutrientes, de acordo com as necessidades da planta. A disponibilidade
de nutrientes também ¢ afetada de modo geral pelo pH do substrato, porém, cada planta
possui melhor adaptacdo em uma faixa de pH. Cavins et al. (2000) classificaram
Hippeastrum spp. dentro da faixa ideal de pH para 4gua lixiviada na metodologia do teste
PourThru entre 6,1 e 6,4. Mateus (2008) avaliou o crescimento de H. hybridum,
verificando que o maior acumulo de massa seca se deu ao final do ciclo produtivo da
cultura (referente ao periodo entre 300 e 420 dias apds o plantio), sugerindo que seja o
momento de maior exigéncia nutricional, talvez pelo acimulo de reservas no bulbo para
formacéo do escapo floral.

VariagOes térmicas ambientais induzem o desenvolvimento de diferentes estruturas
em algumas plantas. Hayashi & Suzuki (1970) avaliaram o efeito de temperaturas durante
0 dia e a noite e a resposta no desenvolvimento de H. hybridum e concluiram que,
temperaturas de 28°/23°C (dia/noite) promoveram o crescimento de folhas, mas inibiram o
desenvolvimento do bulbo e o inicio da emissdo do escapo floral, quando comparadas com
temperaturas de 23°/18°C. O crescimento do bulbo foi mais rapido em temperaturas de

18°/13°C e 13°/8°C.



2.3 Inducao do florescimento

Vernalizacdo é a exigéncia de um periodo de frio para induzir a brotacdo ou
floracdo de bulbos e germinacdo de sementes (Hartmann et al., 1990, Nardi et al., 2004,
Dole, 2003). Yuri et al. (2004) avaliaram periodos de vernalizacdo no cultivo in vitro de
alho entre 40 e 90 dias a 5+2°C e encontraram reposta significativa e linear, com um
aumento de 1,4% no numero de bulbos obtidos por apice caulinar para cada dia de
vernalizacdo. Segundo Dole & Wilkins (2004), amarilis ndo necessita um periodo de
dorméncia antes do reflorescimento. Boyle & Stimart (1987) avaliaram a influéncia da
interrupcdo da irrigacdo por 2, 4 e 8 semanas sobre o florescimento de Hippeastrum x
hybridum ‘Red Lion’ e concluiram que quanto maior a duragdo do estresse hidrico, menor
foi o intervalo de tempo entre a retomada da irrigacdo e a emissao do escapo floral, sendo
que quando se aplicou um estresse com duracdo de oito semanas, o florescimento do
primeiro escapo ocorreu 60 dias ap6s a retomada da irrigacdo. Aos 160 dias apds a
retomada da irrigacdo 100% das plantas que passaram por estresse hidrico floresceram,

comparadas com 83% das que receberam irrigacdo continuamente (controle).

2.4 Micropropagacao

A propagacéo de plantas in vitro, ou micropropagacdo, possibilita a producéo de
mudas geneticamente homogéneas em tempo reduzido quando comparada com outras
técnicas de propagacdo, por se tratar de uma técnica de clonagem em um ambiente
propicio para maximizar o desenvolvimento e a multiplicacdo das mudas. A cultura de
tecidos é realizada dentro de frascos, onde os explantes se desenvolvem sobre um meio
nutritivo, requerendo para isto condi¢cbes de maxima assepsia. O meio de cultivo mais
utilizado atualmente é o0 MS (Murashige & Skoog, 1962), em sua composi¢do original ou

com algumas modificagcdes na concentracdo de algumas substancias.
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A Instrucdo Normativa n® 22, de 27 de agosto de 2012, define explante como o
“material utilizado para iniciar o processo de producdo de mudas ou de outras estruturas
de propagacéao obtidas por meio de cultura de tecidos de plantas” (Brasil, 2012, p. 2).

A contaminacdo microbiologica é um grande entrave na cultura de tecidos de
plantas, sobretudo quando os explantes sdo originarios de Orgdos em contato com o
substrato (Heintze et al., 2011), como bulbos. O solo e o substrato sdo meios naturalmente
ricos em uma biota diversificada de espécies de fungos, bactérias e leveduras, que entram
em equilibrio e normalmente ndo sdo patogénicos as plantas. Na cultura de tecidos, os
meios nutritivos, ricos em sais, vitaminas e acgucares, constituem um ambiente muito
favoravel ao desenvolvimento de plantas, mas também de microorganismos (Caldas et al.,
1998), se fazendo necesséaria a desinfestacdo do material a ser utilizado como explante.
Segundo Veltinari & Quisen (2012), sdo quatro as fontes de contaminacdo: o explante, o
meio nutritivo, o ambiente e o operador. Dentre estas, certamente a de maior variabilidade
e mais dificil de ser controlada é a primeira. Preventivamente, € recomendavel que as
plantas matrizes sejam mantidas em um local limpo que minimize contato com poeira,
plantas doentes e molhamento foliar, podendo ser obtido pelo cultivo em casa de
vegetacdo. Aliado a isto, é recomendada a aplicacdo periddica de fungicidas, sistémicos e
de contato, de principios ativos diversificados (Grattapaglia & Machado, 1998). Os
procedimentos de desinfestacdo mais utilizados consistem em imersdo em etanol com
concentracdo entre 70 e 80%, por 0,5 a 5 minutos, seguido de drenagem e imersédo em
hipoclorito de sédio (NaClO) 0,5 a 5% de cloro ativo por 5 a 30 minutos, com posterior
triplo enxdgue em agua deionizada esterilizada (ADE), em camara de fluxo esteril
(Grattapaglia & Machado, 1998). Tratamentos fisicos, como imersdo em agua quente,
podem ser utilizados aliados aos quimicos. Os tempos, concentracdes e temperaturas
variam de acordo com o tipo do tecido utilizado como explante. Existem diversas

substancias que podem ser utilizadas na desinfestacdo dos tecidos, além do NaClO, como o
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hipoclorito de calcio (Ca(ClO),), cloreto de mercario (HgCl,), timerosal (mertiolate)
(CoHgHgNaO,S) etc. (Grattapaglia & Machado, 1998).

Para desinfestacdo de bulbos de Hippeastrum hybridum para inoculagéo in vitro,
Tombolato et al. (2001), apos lava-los em agua corrente e detergente comum, removendo o
solo, partes escuras, raizes e escamas mais externas, mergulharam os bulbos em etanol
70% por 30 segundos, seguido de imersdo em Ca(ClO), 3% + 5 gotas de Tween 20 por 10
minutos. Vargas et al. (2006) lavaram os explantes com agua e sabdo comercial, trataram
com fungicida Vitavax (carboxim 17% e Thiram 17%) por trés horas, enxaguaram duas
vezes com agua destilada, seguido da colocacdo dos explantes por 30 minutos em solugéo
comercial de cloro 50% (que supostamente constituiu uma concentracdo de cloro ativo
entre 1 e 1,5%) + duas gotas de Tween 20, com posterior duplo enxague em agua destilada.
Estes autores classificaram este método de desinfestagdo como adequado, afirmando terem
observado 20% de explantes contaminados.

Métodos fisicos para desinfestacdo sdo utilizados com muita frequéncia. A
escovacao, anterior a desinfestacdo quimica, € um exemplo. Termoterapia € um método
fisico de desinfestacdo frequentemente descrito como parte de técnicas de eliminacdo de
virus em microenxertia (Ozudogru & Previati, 2010). Flores (2003) utilizou imersdo de
bulbos de Hippeastrum aulicum por 30 minutos em banho-maria a 54°C,
complementarmente a desinfestacdo com etanol e NaClO. A exposicdo dos bulbos a
temperaturas extremas pode ocasionar a morte dos meristemas. A verificacdo da
temperatura maxima tolerada pelos bulbos para tratamentos térmicos pode constituir uma
forma segura, ambientalmente correta e eficiente na desinfestagdo dos mesmos
previamente a inoculacgéo in vitro. Silva et al. (2008) avaliaram a viabilidade de sementes e
0 crescimento microbiano apés tratamento de termoterapia em Schlechtendalia luzulifolia

com o objetivo de controlar microorganismos endofiticos, e concluiram que o isolado
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bacteriano pode ser controlado através de termoterapia a com imersdo por cinco minutos a
60°C, sem que a viabilidade das sementes seja comprometida.

Explantes de bainha de bulbos de Hippeastrum podem apresentar diferencas no
numero de brotacdes produzidas, de acordo com sua posi¢do no bulbo. Tombolato et al.
(1994) trabalharam com propagacdo de H. hybridum por estaquia de dupla camada de
bainhas foliares com uma por¢éo do caule (prato), observando gque as estacas com posi¢ao
mais externa no bulbo produziram maior nimero de brotacdes e raizes, comparadas as
mais internas. Em estudo semelhante com H. aulicum, Flores (2003), obteve resultados
contraditérios ao de Tombolato et al. (1994), verificando que estacas de bainhas foliares
provenientes da regido central do bulbo apresentaram maior sobrevivéncia, producédo de
brotacdes e raizes.

Rodrigues et al. (1996) trabalhando com micropropagacdo de cebola, que como
Hippeastrum possui bulbos tunicados, a partir de bulbos, em meio de cultivo com
concentragOes variadas de sacarose, obtiveram melhores respostas quanto a frequéncia de
regeneracdo e nimero de brotacdes em concentracdes elevadas (entre 60 e 120g L™), e
respostas extremamente baixas quando utilizaram a concentracdo original do meio MS
(30g L™). De modo semelhante, trabalhando com H. hybridum, Sultana et al. (2010)
obtiveram o melhor percentual de regeneracdao, 0 maior nimero de tdnicas e 0 maior peso
de bulbos quando utilizaram 90g L™ de sacarose em meio MS, porém, o menor percentual
de brotacbes. O mesmo experimento apontou que o maior percentual de brotacGes foi
obtido no meio de cultivo suplementado com 30 g L™ de sacarose.

O balanco ideal de reguladores de crescimento em cada fase da cultura de tecidos
pode representar a diferenca entre 0 SuCesso e 0 insucesso na micropropagagdo. As
concentracdes de méaxima resposta sdo muito variaveis, mesmo de espécie para espécie.
Em geral, séo utilizadas concentracGes maiores de citocininas nas fases iniciais, quando o

objetivo € a maxima multiplicacdo, passando para uma maior concentracdo de auxinas
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quando se almeja a obtencdo de raizes, previamente a aclimatizacdo das plantulas
(Grattapaglia & Machado, 1998).

Tombolato et al. (2001), trabalhando com explantes de bainha foliar de H.
hybridum observaram que concentracdes de 2,5 a5 mg L™ de AIA (4cido 3-indolacético)
combinada com 10 mg L™ de BAP (6-benzilaminopurina), promoveram maior niimero de
bulbos e menor numero de raizes em relacdo as demais concentracdes avaliadas.
Observaram também que a presenca de AIA ndo exerceu qualquer influencia sobre os
explantes, nas concentracdes testadas. Flores (2003), trabalhando com H. aulicum e o
mesmo tipo de explante, obteve o maior niumero de brotacGes por explante e nimero de
bulbos por explante aos 210 dias, em meio MS suplementado com 0,043 mg L™ de BAP e
0,19 mg L de ANA (4cido naftaleno acético). Em relacdo ao nimero de raizes por
explante aos 210 dias, Flores (2003) obteve os melhores resultados quando o meio MS foi
suplementado com 0,043 mg L™ de BAP e 0,19 mg L™ de ANA ou 0,857 mg L™ de BAP e
0,035 mg L™ de ANA. Sultana et al. (2010) obtiveram o maior percentual de regeneracéo,
0 menor intervalo de inducdo de bulbos, 0 maior nimero de bulbos por explante de dupla
camada de bainha e os bulbos mais pesados quando adotaram, no meio MS com 90g L™ de
sacarose, as concentracdes de 500 mg L™ de CCC (cloreto de 2-cloroetil-trimetil amdnio) e
6 mg L™ de BAP. O mesmo estudo apontou que quando foi utilizado apenas CCC ou
apenas BAP os resultados foram, em geral, estatisticamente inferiores do que quando
ambos foram combinados. A nédo utilizacdo de BAP e de CCC promoveu, em geral, 0s
menores indices em cada variavel (Sultana et al., 2010). Ao utilizar apenas BAP, 0s
melhores resultados para percentual de regeneracdo, menor intervalo de inducdo, maior
numero por explante e maior peso de bulbos foi obtido quando utilizada a concentracéo de
4 mg L™ (Sultana et al., 2010).

O carvéo ativado é muito utilizado em diversos segmentos, incluindo a confeccao

de mascaras respiratdrias para gases toxicos, tratamento de agua. Segundo Guilarduci et al.
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(2006), o carvéo ativado € um componente que tem seu poder de adsorcdo explicado pela
sua alta area superficial e a presencga de grupos funcionais variados em sua superficie. Na
cultura de tecidos € utilizado para escurecer o meio de cultivo (Grattapaglia & Machado,
1998) e, principalmente, adsorver compostos fendlicos (Costa et al., 2006) liberados pelo
explante que causam a oxidacdo destes, porém, ao mesmo tempo, adsorve outros
componentes do meio de cultivo, como os reguladores de crescimento, fazendo-se
necessario aumentar a concentracao desses reguladores quando se utiliza carvao ativado.
Costa et al. (2006) verificou que ocorreu interacao entre carvdo ativado (3g L™) e BAP na
micropropagacdo de bananeira, sendo que quando foi utilizado carvao ocorreu aumento no
comprimento de brotacdes, vigor e niUmero de raizes por planta, e diminuicdo na taxa de
multiplicacdo e oxidacéo.

A micropropagacao gera um rejuvenescimento do material incubado (Klerk, 2002),
contudo, em seus experimentos, este autor observou que quando foram excessivamente
subcultivadas, microestacas apresentaram uma reducdo na capacidade de enraizamento. O
ndmero sucessivo de subcultivos pode gerar variagdes genotipicas nos explantes, chamada

de variagdo somaclonal (Santos & Rodrigues, 2004; Santiago et al., 2012).

2.5 Anadlise de sementes

A determinagéo do grau de umidade em sementes é descrita por Brasil (2009). A
umidade é determinada pela diferenca percentual de massa ap0os secagem a 105°C até peso
constante (Brasil, 2009).

Em relacdo ao comportamento no armazenamento, Roberts (1973) classificou
sementes como ortodoxas e recalcitrantes. Segundo Hong & Ellis (1996), ortodoxas seriam
as que podem ser conservadas por um longo periodo, ex situ, desde que em ambiente
apropriado. As recalcitrantes sdo as que podem ser armazenadas apenas por um curto
periodo. Ellis et al. (1990), identificaram uma terceira categoria, com comportamento

intermediario, que, como o0 nome diz, seriam intermediarias entre ortodoxas e
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recalcitrantes. O conhecimento dessa classificacdo € importante para determinar o
ambiente e 0 tempo maximo mais adequado para 0 armazenamento das sementes. Hong &
Ellis (1996) demonstraram graficamente, de maneira generalizada, que sementes
recalcitrantes morreriam quando a umidade das mesmas estivesse abaixo de 15 a 20%, e
maximo percentual germinativo com teores de umidade elevados, enquanto as ortodoxas,
mesmo com teores de umidade abaixo de 5% apresentariam um alto percentual de
germinacdo, contudo, os autores deixam claro que sementes que tolerem dessecacdo até
5% de umidade ndo apresentam necessariamente comportamento ortodoxo, visto que
podem apresentar um baixo percentual de germinacéo ap0s 0 armazenamento.

As sementes apresentam algumas caracteristicas que as classificam quanto a
germinacdo em relacdo ao desenvolvimento inicial e o comportamento em relacdo a
luminosidade. Rodrigues et al. (2007) avaliaram a germinacao de H. stylosum, constatando
ser uma planta hipbgea, como ocorre em outras monocotiledéneas. Ao compararem
germinacdo sob luz ou na auséncia dela, ndo obtiveram diferenca, concluindo que se tratam
de sementes fotoblasticas neutras. A germinacdo ndo foi afetada quando comparada a
retirada ou ndo do tegumento, e em H. stylosum a germinacao iniciou no 15° dia.

Em H. aulicum, Flores (2003) obteve resposta semelhante na germinacao, tanto sob
luz constante, quanto na auséncia de luz, a temperaturas de 25 ou 35°C, com percentual de
germinacdo entre 92 e 100% para esta espéecie, com inicio da germinacao rapidamente apos
a semeadura.

Testes de germinacdo podem ser realizados sobre areia, desde que esta satisfaca
alguns requisitos de padronizacdo, como o tamanho de particulas, as quais devem passar
por uma peneira de malha 0,8 e ficarem retidas em uma malha 0,05mm (Brasil, 2009). A
esterilizacdo pode ser feita em autoclave a 120°C por 60 minutos, ou em estufa a 200°C
por duas horas. A capacidade de retencédo de agua do substrato areia nas condi¢des acima é

de aproximadamente 20% (v:v). A metodologia de Brasil (2009) define que a quantidade
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Otima de &gua a ser adicionada seja 60% da capacidade de retencdo para sementes grandes,

como H. reticulatum.



3 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram executados no Laboratorio de Biotecnologia em
Horticultura, da Faculdade de Agronomia da UFRGS, e envolveram a espécie
Hippeastrum reticulatum var. striatifolium (Herb.) Herb., que sera denominada apenas

como “hippeastrum”.

3.1 Descricao morfoldgica da espécie
Plantas existentes no Laboratorio de Biotecnologia em Horticultura — UFRGS,

foram observadas e suas caracteristicas morfoldgicas classificadas.
3.2 Producédo de mudas por micropropagacao
3.21  Origem e desinfestacao dos explantes

3.2.1.1 Desinfestacao de tecidos de hippeastrum.

Bulbos de plantas de hippeastrum mantidos em vasos em casa de vegetacao,
tratados com fungicida Trifloxistrobina (0,199 L™ i.a.) + Ciproconazol (0,089 L™ i.a.) e
inseticida Fenitrothion (1g L™ i.a.) (0,5 e 2mL p.c. L™ de calda, respectivamente),
permanecendo sobre bancada em casa de vegetacdo por quatro dias. Apds isso, parte
desses bulbos foram transplantados para vasos de polipropileno com capacidade de 1,3L
com 1L da mistura dos substratos casca de Pinus compostada e casca de arroz carbonizada
(1:1, v:v), e a outra parte (30 bulbos) foram divididos em seis grupos de cinco bulbos, que

foram utilizados em trés experimentos espacados temporalmente em 30 dias um do outro.
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Nesse periodo os bulbos permaneceram sob refrigeracdo (5°C), em frascos de vidro
fechados, um bulbo por frasco, no escuro.

Ao inicio de cada experimento, os bulbos que o compunham foram novamente
tratados com o mesmo fungicida na mesma concentracdo anterior e apds seis horas foram
lavados em agua corrente, escovados com detergente neutro, seguido de remocao do terco
apical do bulbo, dos resquicios de raizes, além do catafilo mais externo (Figura 1). Na
sequéncia foram desinfestados com: imersdo em etanol 70% por um minuto (1”); NaClO
1,72% por 15°, seguido de triplo enxadgue com agua deionizada esterilizada (ADE) em
camara de fluxo laminar estéril. Em associacdo a isso foram aplicados tratamentos fisicos
com imersdo dos bulbos em agua a: 25°C por 30’ (TC) (controle); 52°C por 30’ (T1); 55°C
por 1’+52°C por 29’ (T2); 60°C por 1’+52°C por 29’ (T3), conforme apresentado na
Tabela 1.

TABELA 1. Experimentos, tratamentos fisicos com imersdo em agua e data da incubacéo
dos explantes in vitro.

Experimento Nome do tratamento Tratamento Incubacéo
1 E égg ggi gg 30/07/2012
. =
:n §0°C por 1°452°C por 2 SU0S12012

Depois dos tratamentos os bulbos foram divididos radialmente em seis a doze
partes, dependendo do tamanho, com os maiores divididos em mais partes e 0s menores em
menor namero de partes, e incubados em tubos de ensaio contendo meio de cultivo MS
(Murashige & Skoog, 1962) com metade da concentracdo de NH;NO3 e KNO3, 2% (m:v)
de sacarose, 0,15% (m:v) de carvao ativado, 0,8% de Agar e pH corrigido a 5,8. Os frascos
foram mantidos em sala climatizada a 26°C, no escuro nos primeiros sete dias, e sob
fotoperiodo de 16h (31pmol m™ s™) pelo restante do periodo. O delineamento experimental

foi em blocos casualizados. Aos 60 dias apds a incubacdo foi avaliado o percentual de
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contaminacédo (%C), sobrevivéncia (%S), e o0 de explantes que ndo sobreviveram mesmo
ndo tendo contaminado (%NSNC) em cada experimento.

Os bulbos que foram transplantados para vasos, foram irrigados de forma localizada
e adubados em doses supradtimas (zero a 0,4g de N, 0,11g de P,Os e 0,599 de K,O a cada
duas semanas por vaso, com sulfato de amonio, acido fosforico 85% e cloreto de potassio,
respectivamente) por trés meses, como teste piloto para determinar a resisténcia das plantas
a adubacdo. Trés meses apo6s, alguns desses bulbos foram retirados do substrato, e
repetidos os procedimentos de limpeza, desinfestacdo quimica, e de termoterapia com TC e

T1, tal como descrito acima, sendo avaliado o percentual de contaminacdo apds 60 dias.

FIGURA 1. Bulbo de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium apds a lavagem,
escovacao, remogdo do terco superior com parte aérea, das raizes e da Ultima
camada de tanica. Foto: Willian Heintze. Porto Alegre-RS-Brasil. 2012.

3.2.2  Variagdes no meio de cultivo

3.2.2.1 Organogénese in vitro em hippeastrum: concentracdo de sacarose e
posicao dos explantes sobre o meio de cultivo

Bulbos de plantas subcultivadas in vitro, com diametro médio de 7,7mm, tiveram

raizes e parte aérea removidos, sendo seccionados radialmente em quatro, cada parte

constituindo um explante, o qual foi incubado em tubo de ensaio de 20x2,5cm contendo
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15mL de meio de cultivo Murashige & Skoog (1962) com 50% da concentracdo de

NH;NO; e KNO3, pH=5,8, 0,75% de Agar, e as seguintes concentra¢des de sacarose :

1-  1ogL%
2-  25gL%
3-  s50gL%
4-  100gL™

Os explantes foram incubados em duas posi¢cdes em relacdo ao seu eixo polar:

1- Posicédo horizontal (PH);

2- Posicéo vertical (PV).

Os explantes incubados na PH ficaram com a camada mais externa da tlnica em
contato com o meio de cultivo, enquanto os incubados na PV ficaram com o caule e a base
da tunica mais externa em contato com o meio. O material foi mantido em sala de
crescimento a 25+2°C, por sete dias no escuro, seguido de fotoperiodo de 16h (irradiancia
de 31pmol m? s). Aos 53 dias, os explantes foram transferidos para novos tubos com
meio idéntico, momento em que foi realizada poda de todas as raizes, rente ao ponto de
insercdo das mesmas no explante.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial 4x2
(concentracdo de sacarose x posi¢cdo dos explantes), com seis repeticdes e seis tubos por
parcela, com um explante por tubo, totalizando 288 tubos. Aos 84 dias foi avaliado (por
explante): o numero de brotacdes (NBE); o numero de raizes (NR); a soma do
comprimento de raizes (SCR); a média do comprimento de raizes (MCR); a soma do
diametro das brotacdes (SDB); a média do didmetro das brotacdes (MDB); a soma do
numero de folhas (SNF); e, o nimero de folhas por brotacdo (NFB).

Para a contabilizacdo do numero, foram consideradas como brotagdo as gemas
axilares que se desenvolveram e formaram novos bulbos de tamanho minimo visivel a olho

nu. As medidas de comprimento foram realizadas com régua milimetrada, e o diametro dos
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bulbos tomados com o auxilio de medidor fixo confeccionado para tal finalidade (Figura
2), estabelecendo-se a classificacdo dos mesmos de acordo com o didmetro nos seguintes
parametros: PP (muito pequeno) quando era maior ou igual a 3mm; P (pequeno) quando
maior que 3 € menor ou igual a 5mm; M (médio) quando maior que 5 e menor ou igual a
7mm. Para fins de analise, considerou-se que o diametro das brotagdes o valor méedio de
cada classe: PP=2mm; P=4mm e M=6mm. Os dados foram submetidos a anélise de

variancia e de regressao.

FIGURA 2. Medidor fixo para classificagdo dos bulbos pelo didmetro (&) em: M quando
7>@>5mm; P quando 5>@>3mm; ¢, PP quando @ <3mm, com bulbos nos
respectivos espacos. Foto: Willian Heintze. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

3.2.2.2 Concentracbes de Acido naftaleno acético (ANA) e 6-
Benzilaminopurina (BAP) no cultivo in vitro de hippeastrum
Bulbos de hippeastrum subcultivados in vitro tiveram as raizes e folhas removidas.
Estes bulbos foram classificados em trés classes de tamanho, controladas pelo
delineamento, sendo que os menores (classe PP) (@<3mm) (Bloco 3) foram incubados
inteiros, os medianos (classe P) (3<@<5mm) (Bloco 1, 2 e 4) divididos em duas e 0s
maiores (classe M) (5<@<7mm) (Bloco 5) divididos radialmente em quatro partes (Figura
2 e Figura 3), cada parte considerada um explante. Os explantes, foram incubados em

frascos de 150 mL contendo 30 mL de meio de cultivo MS, com 50% da concentragédo
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original de NH,NO3 e KNO3, 0,8% de agar (m:v), 2% de sacarose (m:v) e pH corrigido a
5,8, contendo as seguintes combinag6es de concentracdes dos reguladores de crescimento,
em mg L™ ANA (0,0; 0,4 e 0,8) e BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0).

Em cada frasco foram incubados quatro explantes (Figura 4). Os frascos foram
mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, por cinco dias no escuro,
seguido por fotoperiodo de 16h (31pmol m™ s*), sendo transferidos 35 dias apds para meio
idéntico. O delineamento experimental foi o de blocos completos casualizados em esquema
fatorial 3x5 (ANA x BAP), com cinco repeti¢bes, sendo cada parcela constituida por dois

frascos, totalizando 600 explantes.

FIGURA 3. Bulbos de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium classificados divididos
radialmente em quatro partes, quando originalmente com 7>@>5mm (classe
M), em duas partes quando com 5>@3>3mm (classe P), e mantidos inteiros
quando com @<3mm (classe PP). Foto: Willian Heintze. Porto Alegre-RS-
Brasil. 2013.
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FIGURA 4. Explantes de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium incubados em
frascos de 150mL sobre meio de cultivo. Foto: Willian Heintze. Porto
Alegre-RS-Brasil. 2013.

Aos 85 dias ap6s o inicio do experimento foram avaliados: o nimero (NR), média
(MCR) e soma do comprimento de raizes por explante (SCR); o nimero (NBE), média do
didmetro (MDB) e a soma do diametro de brotagdes por explante (SDB); nimero de
brotacGes por bulbo (NBB), o nimero (NFB), média do comprimento (MCF) e soma do
comprimento de folhas por brotacdo (SCF); a massa fresca de cada muda (MF); e, o
percentual de mudas aptas a aclimatizacdo (%A). A determinacdo das medidas das raizes e
folhas foi realizada com régua milimetrada, o diametro com paquimetro digital, e a massa
em balanca analitica. Para a avaliacdo da aptiddo a aclimatizacdo, foram considerados
como aptos as mudas que possuiam raizes, folhas e brotacdes visualmente desenvolvidas.
Os dados de NBB foram obtidos multiplicando o NBE pelo nimero de divisdes realizado
em cada bulbo. As médias foram comparadas pela analise de variancia e de regressao.

Também foi realizada anélise de correlacao.
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3.2.2.3 Concentracbes de 6-Benzilaminopurina (BAP) no cultivo in vitro de
hippeastrum na presenca de carvao ativado

Bulbos de hippeastrum subcultivados in vitro, tiveram as raizes e folhas removidas.
Estes bulbos foram classificados em trés classes de tamanho, controladas pelo
delineamento: classe P (3<@<5mm) (Bloco 5); classe M (5<@<7mm) (Bloco 1, 2 e 4); e,
classe G (@>7mm) (Bloco 3). Todos os bulbos foram divididos radialmente em duas
partes. Cada uma dessas partes constituiu um explante, os quais foram incubados em tubos
de ensaio de 150x25 mm contendo 16 mL de meio de cultivo MS, com 50% da
concentracdo original de NH,NO3; e KNO3, 0,8% de agar (m:v), 2,5% de sacarose (m:v),
0,05% de carvdo ativado (m:v) e pH corrigido a 5,8, contendo as seguintes concentracdes
de BAP, em mg L™: 0,0; 4,0; 8,0; 12,0; e, 16,0. Em cada tubo foi incubado um explante.

Os frascos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C,
por sete dias no escuro, seguido por fotoperiodo de 16h (31umol m?s).

O delineamento experimental foi o de blocos completos casualizados com cinco
repeticdes de cinco tratamentos e cada parcela constituida por 11 tubos, totalizando 275.
Aos 74 dias apos o inicio do experimento foi avaliado: o nimero (NR), média (MCR) e
soma do comprimento de raizes por explante (SCR); o nimero (NBE), média do diametro
(MDB) e a soma do diametro de brotac6es por explante (SDB); nimero de brotacdes por
bulbo (NBB), o nimero (NFB), média do comprimento (MCF) e soma do comprimento de
folhas por brotagdo (SCF); a massa fresca de cada muda (MF); e, o percentual de mudas
consideradas aptas a aclimatizacdo (%A). A determinacdo das medidas das raizes e folhas
foi realizada com régua milimetrada, o diametro com paquimetro digital, e a massa em
balanca analitica. Para a avaliagcdo da aptiddo a aclimatizacdo, foram considerados como
aptos explantes que possuiam raizes, folhas e brotacBes visualmente desenvolvidas. Os
dados de NBB foram obtidos multiplicando o NBE pelo nimero de divisdes realizado em

cada bulbo. As médias foram comparadas pela analise de variancia e de regressao.
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Também foi realizada analise de correlacdo inicial do bulbo e as demais variaveis

analisadas.

3.2.3  Aclimatizacdo de mudas

3.2.3.1 Aclimatizagdo de mudas em diferentes substratos

Mudas micropropagadas, com média de duas folhas e bulbos com 4,7 mm de
diametro foram transplantadas para bandejas de polietileno com 50 células de 50cm? cada,
contendo os substratos:

T1-  vermiculita expandida;

T2-  casca de arroz carbonizada (CAC);

T3-  comercial 1 (segundo especificacBes no rétulo era composto de “turfa de
Sphagno, vermiculita expandida, CAC, calcario dolomitico, gesso agricola e fertilizante
NPK (tragos)”);

T4-  fibra de coco; e,

T5-  casca de Pinus compostada.

Foi realizada andlise fisica e quimica dos substratos no Laboratorio de Analise de
Substratos para Plantas, Faculdade de Agronomia — UFRGS.

Apbs o transplante as bandejas foram mantidas durante 17 dias em casa de
vegetacdo com irrigacdo intermitente por nebulizacdo, no qual o acionamento do sistema
de irrigacéo era realizado durante 15 segundos a cada 5 minutos das 7 as 19h (dia), e por
15 segundos a cada 15 minutos das 19 as 7h (noite), mantendo a URA com média de
87,5% (o 7,7%) e temperatura media de 24,9°C (¢ 4,6°C). No restante do periodo (80 dias)
as bandejas foram mantidas sobre uma bancada em casa de vegetacdo nas condigOes de
URA média de 78,1% (o 13,0%) e temperatura média de 23,2°C (o 5°C), com irrigacao
intermitente por capilaridade (Figura 5), em que o sistema de irrigacdo liberava a agua

sobre a bancada por uma mangueira perfurada (furos com didmetro de 4 mm) durante dois
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minutos, duas vezes ao dia, de modo que a agua formava uma lamina de dois centimetros
sobre a bancada, lamina que diminuia gradativamente até ser drenada por completo por um
orificio localizado no centro da bancada, processo que durava aproximadamente cinco
minutos apds o desligamento do sistema. Durante estes curtos periodos de inundacdo o

substrato era reidratado pela parte inferior das bandejas.

FIGURA 5. Bancada com bandejas (blocos), cada uma com cinco substratos
(tratamentos) e dez mudas por parcela (fileira em cada bandeja). Ao centro
uma mangueira perfurada (M) que distribui a agua sobre a bancada, e sob a
peca metélica o orificio de drenagem da bancada (O). Foto: Willian Heintze.
Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com sete repeticdes e dez
mudas por parcela.

Ap6s 97 dias, as plantas foram avaliadas quanto ao percentual de sobrevivéncia
(%S), nimero de raizes (NR) e soma do comprimento de raizes por muda (SCR), soma do
diametro das brotacdes por muda (SDB), média do diametro de brota¢cdes (MDB), nimero
de folhas (NFB) e soma do comprimento de folhas por brotagdo (SCF), a massa fresca por
muda (MF) e o percentual de mudas selecionadas para o transplantio do total de mudas que
sobreviveram (%T). Considerou-se cada bulbo como uma brotagéo, visto que ocorreram

mudas com mais de um bulbo interligado, exceto para a varidvel %T, em que cada
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brotacdo foi destacada das demais e considerada como uma muda. As medidas de
comprimento foram tomadas com utilizacdo de régua, as de diametro com paquimetro
digital, e as de massa em balanca analitica. Para 0 %T, foram separadas as brotagdes
multiplas das mudas que as possuissem, e cada brotacdo passou a ser considerada como
uma muda, se calculando o %T pela razdo entre o numero total de mudas de cada parcela
sobre o total de mudas consideradas visualmente aptas e bem desenvolvidas.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas

pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3 Propagacao por sementes

3.3.1  Teor de umidade das sementes de hippeastrum

3.3.1.1 Determinacdo da umidade em sementes de hippeastrum

No Laboratério de Biotecnologia em Horticultura, Faculdade de Agronomia -
UFRGS, em junho de 2012 foram colhidas cépsulas de hippeastrum em inicio de
deiscéncia. As sementes foram divididas em trés lotes. O primeiro lote foi formado por
sementes colhidas de cépsulas verdes em inicio de deiscéncia. Os outros dois foram
formados por sementes oriundas de capsulas em inicio de deiscéncia colhidas e secas em
sala climatizada, com temperatura de 26°C e umidade relativa do ar (URA) de 60%, por
quatro dias. Em junho de 2013 foram colhidas sementes diretamente de cépsulas
totalmente deiscentes na propria planta.

A metodologia foi realizada de acordo com as normas de andlises de sementes
(Brasil, 2009). A media da massa de sementes utilizadas em cada lote em 2012 foi de 1,49
(5 a 6 sementes por lote), e em cada uma das trés repetices em 2013 de 1,7 g (6a 7

sementes por repeticao).
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3.3.2  Germinacao de sementes de hippeastrum
As sementes foram colhidas em junho de 2012, de plantas matrizes cultivadas em
casa de vegetacdo. Os tratamentos consistiram na manutencao das sementes por 30 dias no
escuro, em frascos de vidro hermeticamente fechados, nas temperaturas de 26°C
(tratamento controle) ou 5°C (tratamento com Frio).
Em caixas acrilicas do tipo gerbox foi colocado 180cm? de areia média umedecida a
60% da capacidade de retencdo de adgua, padronizada segundo as Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 2009). As sementes foram dispostas sobre a areia, sendo em seguida
mantidas em ambiente com temperatura de 26°C e fotoperiodo de 16 horas, com
irradiancia de 31umol m? s*. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
completos casualizados, com quatro repeticGes e 25 sementes por parcela. Como critério
para a avaliagdo da germinacdo (E1), foi utilizada a protrusdo do hipocotilo em, pelo
menos, dois milimetros, e para o estagio de formacdo de plantula (E2), a emissdo da
primeira folha. Foi avaliado o percentual de germinacdo, e calculados o tempo médio
(Silva & Nakagawa, 1995) e o indice de velocidade de germinacdo (Santana & Ranal,

2004). Os dados foram submetidos a analise de variancia.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Descricdo morfoldgica da espécie

Hippeastrum reticulatum var. striatifolium (Herb.) Herb. é uma erva bulbosa que
possui raizes fasciculadas. Conforme observado, entre cada catafilo de seu bulbo tunicado
(Figura 6A), no ponto de insercdo no caule, existem diversas gemas laterais dormentes,
sendo imperceptiveis a olho nu enquanto estiverem inibidas, das quais, em situacdes
naturais, algumas iniciam o desenvolvimento sob estimulos especificos. A filotaxia é
alterna distica, normalmente quatro a sete folhas por planta, as quais sdo planas,
oblanceoladas, glabras, coriaceas, com bordo inteiro e nervacdo paralelinérvea, sendo a
nervura central muito evidente na face adaxial, branca e central a um limbo verde escuro
brilhante (Figura 6B). Em espécies de Hippeastrum, um escapo floral oco e glabro é
emitido da parte central do bulbo em um ciclo de quatro folhas para a emissdo da
inflorescéncia (Hartmann et al., 1990; Dole & Wilkins, 2004). Em H. reticulatum var.
striatifolium o florescimento ocorre anualmente, normalmente do final do ver&o ao inicio
do outono, conforme constatado nas plantas cultivadas para este trabalho. A inflorescéncia
é do tipo umbela, com nimero de flores que varia de quatro a seis, frequentemente quatro
desenvolvidas mais uma ou duas atrofiadas. Do apice do escapo floral, protegidas por duas
bracteas maiores e quatro mais estreitas, abaixo das maiores, ocorre sequencialmente o
desenvolvimento das flores, que se inicia pelo desenvolvimento de um botéo floral cor
rosa-claro. O botdo se alonga e cerca de uma semana (em média) ap6s o inicio do seu

crescimento a flor se abre. Observou-se que concomitante ao desenvolvimento do primeiro
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botdo, outro ou outros botbes iniciam seu desenvolvimento (Figura 7A). A flor é
diclamidea homoclamidea, com perigbnio formado por seis tépalas de coloracao
predominante rosa-claro na base, que gradualmente escurece em direcdo ao apice,
contrastando com nervuras rosadas de tonalidade mais escura que formam uma rede
(“reticulatum”), em um conjunto delicado de textura drapeada, que reflete milhares de
minusculos pontos brilhantes de acordo com o angulo de incidéncia da luz sobre o tecido

das tépalas (Figura 7B e Figura 8).
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FIGURA 6. Hippeastrum reticulatum var. striatifolium: bulbo (A), folhas (B), flor (C) e
fruto com sementes (D). Fotos: Willian Heintze. Porto Alegre-RS-Brasil.
2012 e 2013.
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FIGURA 7. Inflorescéncia de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium (A), com
detalhe da textura e brilho das tépalas (B). Fotos: Willian Heintze. Porto
Alegre-RS-Brasil. 2012,

As flores s8o zigomorfas, trimeras, dialitépalas. Possuem seis estames
dialisttmones, com curvatura geotropicamente negativa, anteras dorsifixas, as quais séo
ditecas com deiscéncia rimosa (Figura 6C e Figura 9). O gineceu é gamocarpelar,
tricarpelar e trilocular, polispérmico, com placentacdo axial (Figura 8). O ovario é infero e
o fruto é uma cépsula loculicida (Figura 6D). Em 40 capsulas polinizadas manualmente,
das plantas utilizadas neste trabalho, foi obtida uma média de 12,3 sementes por capsula,
com um desvio padrdo de 6,1, sendo 26 0 maior numero de sementes obtido em uma

capsula. As sementes possuem testa negra brilhante (Figura 6D).



32

FIGURA 8. Flor de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium em corte. Em detalhe
ovario mostrando évulos. Fotos: Willian Heintze. Sdo Francisco de Paula-
RS-Brasil. 2014.

FIGURA9. Anteras de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Foto: Willian
Heintze. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.
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4.2  Producéo de mudas por micropropagacao

4.2.1  Origem e desinfestacédo dos explantes

4.2.1.1 Desinfestacao de tecidos de hippeastrum.

Os resultados das comparacGes de cada tratamento com imersdo em agua quente
contra os tratamentos controle (TC) estdo apresentados na Tabela 2. Tratar os explantes
com imersdo por 30’ em agua a 52°C (T1) foi eficiente na reducdo da contaminacéo,
comparando com a imersdo a 25°C (TC), sem comprometer a sobrevivéncia. No
experimento 1 ndo foi observado explante que ndo tenha sobrevivido por algum motivo
qgue ndo fosse a contaminagdo, porém, foram observados explantes que sobreviveram
apesar da contaminacgdo, o que possibilita a utilizacdo destas mudas para aclimatizacéo,
mas limita seu uso na cultura de tecidos. No experimento 2, ndo ocorreu diferenca entre
TC e T2 para percentual de contaminacdo (%C), possivelmente devido ao baixo indice de
contaminacdo obtido em TC (Figura 10). T2 afetou significativamente a sobrevivéncia dos
explantes, sendo que apenas 9,7% sobreviveram ao tratamento térmico. O dano ficou mais
evidente no experimento 3, quando foi aplicado o T3, ndo ocorrendo contaminagdo, mas
nenhum explante sobreviveu (Figura 10). Estes resultados se agregam aos encontrados por
Flores (2003), que utilizou 54°C por 30’ e obteve percentual de sobrevivéncia de 50%,
possibilitando a suposicdo de que a temperatura limite suportada pelo bulbo seja igual ou

levemente superior a 52°C.
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TABELA 2. Percentual de contaminagdo (%C), sobrevivéncia (%S) e de explantes ndo
contaminados que nédo sobreviveram (% NCNS) de Hippeastrum reticulatum
var. striatifolium tratados com termoterapia por imersdo em agua a 25°C por
30’ (TC) e: 52°C por 30’ (T1); 55°C por 1’+52°C por 29’ (T2); 60°C por
1’+52°C por 29’ (T3), incubados in vitro.

Experimento Tratamento %C %S %NCNS
TC 34,0% b 73,2%b 0,0%
1 T1 0,0% a 100,0% a 0,0%
p 0,0234 00316  -memeee-
TC 3,1% a 89,1% a 7,8% a
2 T2 0,0% a 9,7%0Db 90,3% b
p 0,3910 0,0020 0,0008
TC 20,8% a 76,0% a 3,1%a
3 T3 0,0% a 0,0% b 100,0% b
p 0,1942 0,015 <0,0001

Médias seguidas por letras distintas nas colunas dentro de cada experimento diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

FIGURA 10. Explantes de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium que nao
contaminaram, a esquerda, submetido ao tratamento com imersao por 30’ em
agua a 25°C (TC), e a direita, que foi submetido a imersdo em agua a 60°C
por 30’ (T3) e ndo sobreviveu. Fotos: Willian Heintze. Porto Alegre-RS-
Brasil. 2012.

Dentre os tratamentos testados, a maior eficiéncia na desinfestacdo e sobrevivéncia
de explantes foi obtida quando se utilizou tratamento térmico com imersao a 52°C por 30’
(T1), visto que nos tratamentos T2 e T3 ocorreu elevada mortalidade de explantes devido
exclusivamente ao tratamento, embora o resultado dos tratamentos controle (média geral
de 74,3%) ndo tenha sido tdo inferior, 0 que poderia compensar a utilizacdo de TC a T1,

em virtude do 6nus da realizagdo do tratamento térmico em T1.
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Em trabalhos posteriores, partindo dos bulbos daquelas plantas que foram
transplantadas e superadubadas (de modo nédo intencional), e utilizando-se o tratamento
TC, em um total de 30 frascos, 0 %C foi de 65%. Acreditando que a contaminagéo poderia
ser devido a manipulacéo, foi repetido com 63 frascos, obtendo 72,9% de contaminacé&o.
Uma terceira tentativa com o procedimento TC foi realizada, e todos os 11 frascos
contaminaram. Visto que o procedimento TC ndo estava sendo eficiente, se optou por
aplicar um método que seria de maior eficiéncia, T1, e, de 33 frascos, apesar do tratamento

térmico, 0 %C foi de 91%.

A desinfestacdo abrange um processo pontual dependente de outro muito amplo e
de igual importancia: os cuidados com as plantas matrizes (substrato, irrigacdo, adubacéo,
ambiente e tratamentos fitossanitarios). Frequentemente esta etapa prévia ndo é descrita
pelos autores na metodologia cientifica. Embora ndo tenha sido o objetivo deste trabalho,
fica evidenciada a importancia dos cuidados com as plantas matrizes e o grande efeito
desta etapa na obtencdo de explantes livres de contaminacdo, ao ponto de transformar uma
metodologia funcional, num primeiro momento, em uma metodologia ndo funcional.
Veltinari & Quisen (2012) ressaltam que a origem e a forma de manejo das plantas
matrizes sdo determinantes para o controle da contamina¢do por microorganismos,

principalmente endofiticos.

O estresse causado pelo erro de superadubacao pode ter afetado as plantas, de modo
a diminuir sua imunidade, desequilibrando a populagdo de microorganismos, no substrato,
ou mesmo endofiticos. E desaconselhavel a utilizagdo de explantes oriundos de plantas que
estejam passando sob qualquer tipo de estresse (Carvalho & Silva, 2012). Outra
possibilidade é a de que o substrato para o qual foram transplantadas possuisse algum
microorganismo que se instalou endogenamente nas plantas, sem lhes causar danos
aparentes in vivo. A confirmacdo destas hipdteses demandaria estudos complexos e

especificos, que ndo constituiram o objetivo deste trabalho.
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4.2.2  Variagbes no meio de cultivo

4.2.2.1 Organogénese in vitro em hippeastrum: concentracdo de sacarose e

posicao dos explantes sobre o meio de cultivo

Ocorreu interacdo entre os fatores de tratamento para numero de brotacbes por
explante (NBE), soma do diametro das brotacfes por explante (SDB), nimero de raizes
por explante (NR), soma do comprimento de raizes por explante (SCR), média do
comprimento de raizes por explante (MCR) e a soma do nimero de folhas por explante
(SNF), evidenciando efeito diferenciado da concentracdo de sacarose em relagdo a posicao

de incubacdo dos explantes no meio.

Para a varidvel numero de brotacdes por explante (NBE), foi observado efeito
linear quando foi realizada incubagdo dos explantes na horizontal (PH) (p<0,05), com um
acréscimo de 0,07 brotaces a cada 10 g L™ de aumento na concentracdo de sacarose, e
efeito quadratico para incubagdo na vertical (PV) (p<0,001), com ponto de méaxima
resposta estimada na concentracio de sacarose de 61,1 g L™, com NBE=3,8 (Figura 11).
Este resultado foi andlogo ao obtido por Rodrigues et al. (1996) em cebola, e oposto ao
obtido por Sultana et al. (2010) em H. hybridum e por Bruyn et al. (1992) em H.
belladonna, que verificaram que embora uma quantidade de sacarose, mesmo gque pequena,
foi necesséaria a regeneracéo, concentracdes elevadas (60 g L™) provocaram um efeito
negativo a regeneracdo dos explantes. A incubacdo na posicdo vertical proporcionou um
maior numero de brotagcdes em todas as concentracGes de sacarose testadas, contrapondo o
observado por Bruyn et al. (1992), que ndo obteve diferenca significativa entre o nimero
de brotacOes formadas por explante quando estes foram fixados ao meio de cultivo pela

base do caule ou pelo apice da tanica (base do caule voltada para cima).
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FIGURA 11. Numero de brotacBes por explante in vitro (NBE) aos 84 dias apds a
incubacdo, em funcdo da concentracdo de sacarose e da posicdo de
incubacdo de explantes sobre o meio de cultivo, na micropropagacdo de
Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

A maior soma do didmetro de brotacdes por explante (SDB) foi obtida quando
realizada incubacdo na posicao vertical para todas as concentracfes de sacarose testadas
(Figura 12). Foi observado efeito quadratico para SDB, com méxima resposta estimada na
concentracdo de sacarose de 57,8 g L™ associada & incubacdo na posicao vertical (0,94mm)

ede 71,1 g L™ associada & incubagéo na posicéo horizontal (PH) (0,66mm).
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FIGURA 12. Soma do diametro das brotacdes laterais por explante in vitro (SDB) aos 84
dias apds a incubacdo, em funcdo da concentracdo de sacarose e da posi¢cdo
de incubacdo de explantes sobre o meio de cultivo, na micropropagacéo de
Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

N&o ocorreu diferenca significativa nem interacdo entre os tratamentos para a
média do didmetro das brotacdes por explante (MDB), com média de 0,31mm por
brotacdo. Isto é importante por demonstrar que ocorreu um equilibrio entre 0 nimero e a
soma do diametro de brotacdes em todos os tratamentos, produzindo mudas de qualidade
idéntica em relacdo ao didmetro das brotacfes em todas as concentragdes, permitindo
assim a escolha do tratamento mais favoravel de acordo com o objetivo. Quando a intengéo
é multiplicar as mudas in vitro, a maior producdo de brotacdes por explante podera ser

obtida com a utilizacéo de 60 g L™ de sacarose associada & incubacéo na posicdo vertical.

Para a variavel nimero de raizes por explante (NR) ocorreu efeito quadratico
(p<0,001), com ponto de méxima resposta estimada na concentracdo de 54,7 g L™ de
sacarose, associado a incubacdo na posicao horizontal (PH), resultando em um NR=5,2, e,
com 53,1 g L™ associado & incubacdo na PV, resultando em um NR=7,5 (Figura 13). O

maior numero de raizes para cada concentracdo de sacarose foi obtido quando realizada a
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incubacdo na posicdo vertical, exceto ao ser utilizada a concentracéo 100 g L. Galdiano
Junior et al. (2013), em Cattleya loddigesii, observaram ponto de maxima resposta em
relacdo ao nimero de raizes por planta j4 na concentracdo estimada de 20,7 g L™
Bandinelli et al. (2013) ndo obtiveram variagdo no nimero de raizes de batata entre as

concentracdes de 30, 45 e 60 g Lt
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FIGURA 13. Numero de raizes por explante in vitro (NR) aos 84 dias ap6s a incubacéo,
em funcdo da concentracdo de sacarose e da posicdo de incubacdo de
explantes sobre o meio de cultivo, na micropropagacdo de Hippeastrum
reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

Observou-se efeito quadratico para a variavel soma do comprimento de raizes por
explante (SCR), com interacdo significativa entre os fatores de tratamento. Foi estimado
efeito de méxima resposta para SCR quando na concentracdo de sacarose de 42,6 g L™
com incubacdo na posicdo horizontal (PH) (SCR=19,2cm) e 48,4 g L™ com incubagdo na
posicdo vertical (PV) (SCR=27,2cm) (Figura 14). A maior SCR para as concentragdes

intermediarias de sacarose testadas foi obtida quando realizada incubacéo na vertical.
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FIGURA 14. Soma do comprimento de raizes por explante in vitro (SCR) aos 84 dias ap6s
a incubacdo, em funcdo da concentracdo de sacarose e da posicdo de
incubacdo de explantes sobre o meio de cultivo, na micropropagacdo de
Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

A média do comprimento de raizes por explante (MCR) é a razdo da soma do
comprimento de raizes (SCR) para nimero de raizes (NR). Este é um dado importante por
ser complementar ao nimero e soma do comprimento, permitindo a identificacdo da
concentragcdo que proporcionou, em média, as maiores raizes, 0 que muitas vezes pode ser
indesejado no momento da aclimatizacdo, fazendo-se necessaria uma etapa de poda para
evitar amassamentos, dobramentos e enovelamentos, prejudicando, assim, a muda. Quando
o0s explantes foram incubados horizontalmente, a maior média do comprimento de raizes
(MCR) foi estimada na concentragdo de 18,4 g L™, e 34,4 g L™ quando incubados na
posicdo vertical (Figura 15). A MCR foi maior em todas as concentragdes de sacarose
quando os explantes foram incubados na posicdo horizontal (PH). Em relacdo ao
enraizamento in vitro pensando em posterior aclimatizacdo das mudas, a incubacdo na
posicao vertical (PV) mostrou-se mais eficiente, produzindo explantes com maior nimero

e soma do comprimento de raizes, a0 mesmo tempo em que produziu raizes com
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comprimento médio menor que quando os explantes foram incubados na PH. Os resultados
mais favoraveis a aclimatizacdo de mudas foram estimados quando a concentracdo de
sacarose utilizada fosse proxima a 50 g L™ associada & incubacdo na vertical. Em Alocasia
amazonica, Jo et al. (2009) observaram maior nimero de comprimento de raizes na

concentracéo de 30 g L™
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FIGURA 15. Média do comprimento de raizes por explante in vitro (MCR) aos 84 dias
apos a incubacdo, em funcdo da concentracdo de sacarose e da posicdo de
incubacdo de explantes sobre o meio de cultivo, na micropropagacdo de
Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

A maior soma do numero de folhas por explante (SNF) foi estimada quando
utilizada a concentragdo de sacarose de 40,4 g L™ associada & incubacdo na posicao
vertical (PV) (3,7 folhas por explante), e na concentragdo de 35,9 g L™ quando a incubacéo
for realizada na posicdo horizontal (PH) (2,8 folhas por explante) (Figura 16). Nas
concentracdes de sacarose acima destas, ocorreu acentuado decréscimo na soma do numero

de folhas por explante.
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FIGURA 16. Soma do niamero de folhas por explante in vitro (SNF) aos 84 dias apds a
incubacdo, em funcdo da concentracdo de sacarose e da posicdo de
incubacdo de explantes sobre o meio de cultivo, na micropropagacdo de
Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

Como em geral cada explante possui mais de uma brotacdo, com valores elevados
de nimero de brotacGes por explante (NBE) nas concentracfes intermediarias de sacarose
quando incubados na posicdo vertical, e nas mais altas quando incubados na posicéo
horizontal (Figura 11), a tendéncia é de decréscimo do nimero de folhas por brotagéo,
conforme obtido e apresentado na Figura 17. Sem distin¢do significativa entre as posi¢oes
de incubacdo, a elevacdo da concentragdo de sacarose no meio de cultivo reduziu
acentuadamente o numero de folhas por brotacdo, ao ponto que na concentracdo mais
elevada quase metade das brotacGes sequer apresentavam folhas. O maior nimero de
folhas por brotagdo (NFB) foi obtido na concentragcdo mais baixa de sacarose utilizada,

com média de 1,9 folhas por brotacéo.
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FIGURA 17. Numero de folhas por brotacdo (NFB) aos 84 dias apds a incubagdo, em
funcdo da concentracdo de sacarose, na micropropagacdo de Hippeastrum
reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

Genes promotores da fotossintese de células autotréficas sdo regulados pela
deplecdo de acucar (Koch, 1996). Baixos niveis de agUcar aumentam a atividade dos
orgdos onde ele € produzido, incluindo a fotossintese, mobilizacdo e exportacdo de
nutrientes, enquanto que altos niveis estimulam o crescimento e o armazenamento (Rolland
et al., 2002). Jo et al. (2009) observaram efeito inibitério na formacdo de folhas em
Alocasia amazonica na concentragdo de 90 g L™ de sacarose, e o maior nimero de folhas
na concentracdo zero, sem distincéo da concentracdo 30 g L™. J& Bandinelli et al. (2013) e
Galdiano Junior et al. (2013) avaliaram as concentracdes méaximas de 60 e 40 g L™ em
batata e em Cattleya loddigesii, respectivamente, observando redugdo na formagédo de
folhas nessas espécies nessas concentracdes, e 0 maior numero de folhas nas concentragdes
30 g L™ (a menor concentracéo avaliada), e 18 g L™, respectivamente, e, em relacdo a
utilizacdo de concentragcfes de sacarose com 0 objetivo de armazenar tecidos como banco
de germoplasma in vitro, os autores observaram que a concentracdo de 100 g L™ passou a
ser inibitdria, de acordo com os dados de soma do didmetro das brotacdes. Para Jo et al.

(2009), que também observaram crescimento lento em concentragdes acima de 60g L™,
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este pode ser atribuido ao impedimento das atividades metabolicas causado pelo estresse
osmotico, indicado pelo decréscimo do potencial hidrico. Nestes casos, a planta se tornaria
ineficiente em mobilizar este recurso abundantemente disponivel no meio de cultivo para
0s Orgdos de reserva. O impedimento das atividades metabdlicas em concentracdes
elevadas de sacarose pelo estresse osmotico também ajuda a explicar o grande decréscimo
no nimero e comprimento das raizes.

Ha uma faixa de concentracdo de sacarose no meio de cultivo, calculada pela
equacdo da curva, em que ocorre melhor resposta dos explantes ao enraizamento
(concentracdo de sacarose entre 40 e 50g L), formacdo de folhas (concentracdo de
sacarose < 40g L) ou brotacdes (concentracdo de sacarose proxima a 60g L™).

Concentracdes acima de 60g L™ (calculada) prejudicaram as plantas.

4.2.2.2 Concentraces de Acido naftaleno acético (ANA) e 6-
Benzilaminopurina (BAP) no cultivo in vitro de hippeastrum

As concentracdes de ANA em interacdo com as concentracOes de BAP alteraram de
forma significativa a média do comprimento de raizes por explante (MCR) (Figura 18) e a
média do comprimento de folhas por brotacdo (MCF) (Figura 19). A maior MCR e MCF
foi observada quando utilizada a concentracdo zero de ambos reguladores de crescimento.
O aumento nas concentracfes de BAP quando na auséncia de ANA diminuiu de modo
mais expressivo tanto a MCR quanto a MCF do que quando foi utilizada a concentracéo
0,8 mg L™ ANA. Ao mesmo tempo, a utilizacdo de ANA, quando a concentracéo de BAP
foi zero, afetou de forma negativa ambas variaveis, e de forma mais positiva conforme o
aumento da concentragdo de BAP. Em H. hybridum, Tombolato et al. (2001) também
observaram decréscimo acentuado no comprimento de raizes com o0 aumento da

concentracdo de BAP no meio de cultivo.



45

FIGURA 18. Gréfico de superficie de resposta para Média do Comprimento de Raizes
(MCR) (em cm) por explante em funcdo da concentracdo de acido naftaleno
acético (ANA) (em mg L™) e 6-benzilaminopurina (BAP) (em mg L™), na
micropropagacdo de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto
Alegre-RS-Brasil. 2013.
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FIGURA 19. Grafico de superficie de resposta para Média do Comprimento de Folhas por
brotacdo (MCF) (em cm) em funcdo da concentracdo de &cido naftaleno
acético (ANA) (em mg L™) e 6-benzilaminopurina (BAP) (em mg L™), na
micropropagacdo de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto
Alegre-RS-Brasil. 2013.
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Uma alta razdo de auxina:citocinina estimula a formacéo de raizes, enquanto uma
baixa razdo estimula a formacdo da parte aérea (Taiz & Zeiger, 2006). Estes mesmos
autores descrevem que auxinas induzem a biossintese de etileno pelo aumento da ACC
sintase. O aumento da concentracdo desse hormoénio gasoso pode causar epinastia,
senescéncia foliar e inibicdo do crescimento radicial (Cato, 2006). Para algumas plantas, o
fornecimento constante de auxinas pode prejudicar o enraizamento pela acéo do etileno ou
mesmo somente pela acdo inibitdria da auxina, sendo que o ideal seria a aplicacdo da
auxina apenas num primeiro momento, ou, a utilizacdo de auxinas degradaveis, como o
acido indol acético (AlA), que por ser fotossensivel se degrada no meio de cultivo e reduz
drasticamente sua concentracdo com a exposicdo a luz (Klerk, 2002), ao contrario do
ANA, fotoestavel. Além disso, a utilizacdo combinada de auxinas e citocininas,
dependendo da concentracdo de cada uma delas, pode induzir efeito antagdnico ou
sinérgico (Bielach et al., 2012). Foi observado efeito antagbnico para média do
comprimento de raizes (Figura 18) e média do comprimento de folhas (Figura 19), visto
que quando foram utilizadas concentragdes elevadas combinadas de ANA e BAP ocorreu
efeito inibitério menos acentuado que quando utilizado somente um desses reguladores de
crescimento, andlogo ao observado por Sultana et al. (2010).

A excecdo das variaveis “média do comprimento de raizes (MCR)” e “média do
comprimento de folhas (MCF)”, ndo ocorreu interacdo entre os reguladores de crescimento
testados para as demais varidveis avaliadas, apresentadas de modo isolado abaixo.

O numero de brotacbes e a soma do diametro de brotacdes por explante ndo foram
afetados pelas concentragdes de BAP. O mesmo foi observado por Bruyn et al. (1992) em
H. belladonna quando utilizou BAP e ANA, contudo, os explantes que ndo receberam
reguladores de crescimento produziram um menor numero de brotacdes por explante. Ja
Soares (2013) obteve decréscimo linear no comprimento de brotos de maracujazeiro

conforme o aumento da concentracdo de BAP no meio de cultivo MS.
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A variacdo na concentracdo de BAP afetou de forma significativa 0 numero de
raizes por explante (NR) (Figura 20), a soma do comprimento de raizes por explante (SCR)
(Figura 21), o nimero de folhas por brotacdo (NFB) (Tabela 3) e a soma do comprimento
de folhas por brotacdo (SCF) (Figura 23). A auséncia de BAP, independentemente da
concentracdo de ANA aumentou 0 nimero e a soma do comprimento de raizes, e a soma
do comprimento de folhas por brotacdo. O maior numero de folhas por brotacdo foi
observado nas concentracdes 0 e 1 mg L™ de BAP, ndo diferindo da concentragdo 3 mg L™
(Tabela 3).

TABELA 3. Namero de brota¢ées (NBE), média do diametro de brotacGes (MDB), soma
do didmetro de brotacdes por explante (SDB) e numero de folhas por
brotacdo (NFB) em funcdo da concentracdo de 6-benzilaminopurina, na

micropropagacdo de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto
Alegre-RS-Brasil. 2013.

BAP (mg L) NBE MDB (mm) SDB (mm) NFB

0 1,50™ 2,50 a* 3,50™ 167a
1 1,82 221D 3,67 172a
2 1,84 2,12 b 3,43 1,47 b
3 1,73 2,20 b 3,52 1,52 ab
4 1,81 2,20 b 3,76 1,46 b
Média 1,74 - 3,58 -

P 0,185 0,009 0,730 0,028

CV (%) 24,9 13,0 20,8 17,2

™ Nao Significativo. *Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Um esclarecimento importante a ser observado em relacdo ao niumero de brotagdes
por explante (NBE) é que embora a média tenha sido pequena, 1,74 brotacGes a partir de
cada explante, o que poderia inviabilizar a técnica de micropropagacao, os bulbos maiores
(M) foram divididos em quatro partes (explantes), os intermediarios (P) em duas partes e
0s pequenos (PP) mantidos inteiros, logo, a partir de um bulbo da classe M sdo esperadas
6,96 brotagdes, e a partir de um bulbo pertencente a classe P, 3,38 brotagcdes. Cada uma

destas brotacGes, reconduzidas, pode gerar pelo menos uma muda.

Para verificar a veracidade desta informacdo, foi realizada andlise de correlagdo

entre o diametro inicial do bulbo e as médias de numero de brotagdes por explante (NBE) e
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por bulbo (NBB). Ocorreu correlagdo positiva significativa (r=0,56 e p<0,0001) entre o
diametro inicial do bulbo e 0 NBB, com média geral de 3,39 brotaces por bulbo, sendo
que a media do NBB foi de 6,73 para bulbos da classe M, 3,55 para bulbos P, e 1,61 para
bulbos PP, valores muito proximos ao esperado. Ao mesmo tempo, nao foi verificada
correlacéo significativa entre o diametro inicial dos bulbos e o nimero de brotacbes por
explante (NBE), nem significativa com r>0,2 (valor de r muito baixo para ser considerado)
para nenhuma das outras variaveis analisadas, 0 que evidencia que a divisao realizada
originou explantes altamente homogéneos e com capacidade semelhante para produzir

brotacdes, raizes ou folhas.

Ocorreu decréscimo no namero de raizes por explante (NR) (Figura 20), soma do
comprimento de raizes por explante (SCR) (Figura 21), no percentual mudas consideradas
aptas a aclimatizacdo (%A) (Figura 22) e na soma do comprimento de folhas por brotacédo

(SCF) (Figura 23) pelo aumento da concentracdo de BAP no meio de cultivo.

Mesmo a concentragdo mais baixa de BAP inibiu a formacéo de raizes, diminuindo
em 5,8 vezes 0 nimero e em 14,2 vezes a soma do comprimento. A inibi¢do da formacéo
de raizes é um dos efeitos tipicos do BAP, contudo, este efeito foi muito evidente mesmo
em concentragbes baixas deste regulador de crescimento, evidenciando -elevada
sensibilidade de resposta dessa espécie ao BAP para a formacao de raizes. Este resultado €
interessante e aplicavel na propagacdo in vitro de hippeastrum em fases da
micropropagacao em que a presenca de raizes é indesejada, como a de multiplicacéo, e em
que ¢ desejada, como a de enraizamento em preparacdo a aclimatizacao. Fato analogo pode
ocorrer para a maioria das espécies na micropropagacdo, porém, cada espécie apresenta

respostas diferentes as concentragdes distintas desse regulador de crescimento.
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Numero de raizes por explante em funcdo da concentracdo de 6-

benzilaminopurina (BAP), na micropropagacdo de Hippeastrum reticulatum
var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.
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Soma do comprimento de raizes por explante em funcdo da concentragéo de

6-benzilaminopurina  (BAP), na micropropagacdo de Hippeastrum
reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

A presenca de raizes € uma das principais caracteristicas a serem observadas para

selecionar uma muda para aclimatizagéo. O enraizamento in vitro facilita a aclimatizagéo

por melhorar a fixacdo da planta ao substrato, a absor¢do de dgua durante o periodo inicial

de aclimatizacéo, além de possibilitar a adi¢cdo de nutrientes extras e compostos que podem
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melhorar o desempenho das mudas (Klerk, 2002). Neste experimento, a auséncia de raizes
na grande maioria das mudas em que foi utilizado BAP contribuiu para que um menor
numero de mudas fossem consideradas aptas a aclimatizacdo (Figura 22). Em outros testes
foi observado que mudas de hippeastrum sem raizes se desenvolveram (testes realizados
em ambiente adequado, com irrigacdo por nebulizacdo intermitente, mantendo elevada a

URA), porém de forma muito mais lenta que as mudas que sdo aclimatizadas com raizes.
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FIGURA 22. Taxa de mudas consideradas aptas a aclimatizacdo em funcdo da
concentragdo de 6-benzilaminopurina (BAP), na micropropagagdo de
Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

O tamanho das folhas reduziu com o aumento da concentracéo de BAP (Figura 23),

porém de forma menos acentuada que o observado com as raizes.
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FIGURA 23. Soma do comprimento de folhas por brotacdo em funcéo da concentracdo de
6-benzilaminopurina (BAP), na micropropagacdo de Hippeastrum
reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

A menor massa fresca por muda estimada foi na concentracdo de BAP de 3,13 mg
L™, com média de 0,05g por muda, e a maior massa foi obtida na auséncia de BAP, com

0,139 por muda (Figura 24).
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FIGURA 24. Massa fresca por muda em fungéo da concentracdo de 6-benzilaminopurina
(BAP), na micropropagacdo de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium.
Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.
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Na Figura 25 estdo ilustradas as mudas obtidas em cada tratamento com BAP.

Nesta figura fica mais evidente o decréscimo no numero e comprimento de folhas e raizes
com o0 aumento nas concentracoes deste regulador de crescimento.
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FIGURA 25. llustracdo da resposta das mudas de Hippeastrum reticulatum var.
striatifolium. as concentracdo de 6-benzilaminopurina (mg L™) adicionadas
ao meio de cultivo na micropropagacdo dessa espécie. Parte sombreada nas
mudas representa uma fracdo inexistente. Arte: Willian Heintze. Porto
Alegre-RS-Brasil. 2013.

A variacdo na concentracdo de ANA afetou de forma significativa o nimero de
brotacfes por explante (NBE) (Tabela 4), com o menor numero obtido na auséncia deste
regulador de crescimento. Este resultado é contraditorio ao observado por Okubo et al.
(1999), que obtiveram maior nimero de brota¢Ges por explante de dupla camada de bainha
com uma porcdo do caule na auséncia de ANA. Uma ressalva importante € que esses
autores fizeram a utilizacdo de diversas substancias “anti-auxinas”, as quais produziram
efeito inibitorio sobre o nimero de brotacbes por explante. J& ao avaliar a formacdo de
protocormos, verificaram que, além do efeito prejudicial do ANA, explantes de dupla
camada de bainha com uma porcdo do caule na base ndo foram capazes de se diferenciar

nestas estruturas, ao contrario das camadas simples de bainha com uma por¢do do caule na



53
base. As demais variaveis ndo foram alteradas pelas concentracbes desta auxina,
analogamente ao observado por Tombolato et al. (2001), com AIA. A soma do diametro de
brotacdes por explante (SDB) e o nimero de brotacdes por explante (NBE) ndo foram
afetados de forma significativa pelos tratamentos.

TABELA 4. Ndmero (NBE) média (MDB) e soma do diametro de brotacdes por explante
(SDB), nimero (NR) e soma do comprimento de raizes por explante (SCR),
e numero (NFB), soma do comprimento de folhas por brotacéo (SCF), massa
de matéria fresca (MF) e percentual de mudas consideradas aptas a
aclimatizacdo (%A) em funcdo da concentracdo de acido naftaleno acético
(ANA) no meio de cultivo na micropropagacdo de Hippeastrum reticulatum
var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

ANA NBE MDB SDB NR SCR NFB SCF MF %A

(mg L) (mm) (mm) (cm) m (@ (%)
0 156b* 2,27 329" 055 1,95 1,58™ 2,00® 0,079 52,6™
0,4 185a 225 379 071 222 155 190 0080 556
0.8 18la 223 364 065 188 157 216 0082 654
Média - 225 358 064 201 157 202 008l 579
p 0041 0849 0,056 0172 0,740 0908 0,348 0927 0,064

CV (%) 24.9 130 20,8 481 855 17,2 315 278 341

"™ Nao Significativo. *Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Na Figura 26 estdo ilustradas as mudas obtidas em cada concentracdo de ANA. A
parte sombreada nas mudas representa uma fracao inexistente, tornando claro que somente

0 numero de brotacGes foi afetado pela concentracdo desta auxina.
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FIGURA 26. llustracdo da resposta das mudas de Hippeastrum reticulatum var.
striatifolium. as concentracdo de 4cido naftaleno acético (mg L™)
adicionadas ao meio de cultivo na micropropagacdo dessa espécie. Parte

sombreada nas mudas representa uma fragdo inexistente. Arte: Willian
Heintze. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

4.2.2.3 Concentragdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) no cultivo in vitro de
hippeastrum na presenca de carvao ativado

A soma e a média do comprimento de raizes reduziram com o aumento da

concentracdo de BAP (Figura 27 e Figura 28). Ocorreu formagdo de raizes mesmo nas

concentragfes mais altas de BAP, ao contrério do observado no experimento anterior

(4.2.2.2).
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FIGURA 27. Soma do comprimento de raizes por explante em funcdo da concentracédo de

6-benzilaminopurina  (BAP), na micropropagacdo de Hippeastrum
reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.
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FIGURA 28. Média do comprimento de raizes por explante em funcdo da concentracao de

6-benzilaminopurina  (BAP), na micropropaga¢cdo de Hippeastrum
reticulatum var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

As concentracfes de BAP ndo alteraram de forma significativa o numero de
brotagdes por explante (NBE), a soma do diametro de brotagdes por explante (SDB), o
namero de folhas por brotacdo (NFB), a média do comprimento de folhas por brotacéo

(MCF) e a soma do comprimento de folhas por brotagdo (SCF) (Tabela 5), com média
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geral de 1,01 brotacGes por explante, soma do didametro de 7,44 mm nas brotacfes de cada

explante, 0,74 folhas por brotacdo com média de 0,80cm de comprimento e soma de 0,81

cm, respectivamente. Costa et al. (2006) observaram que a utilizacdo de carvao ativado

(3 g L) manteve constante o niimero de raizes nas concentracdes de BAP entre 0 e 6 mg

L, enquanto que quando ndo foi utilizado carvdo ocorreu decréscimo linear no nimero de

raizes. Resultado similar foi obtido no experimento anterior, quando ndo foi utilizado

carvao ativado, conforme pode ser observado na Figura 20.

As concentracGes de BAP afetaram significativamente: a média do didametro de
brotacdes por explante (MDB), com a maior média de diametro observada na auséncia de
BAP (sem distingdo das concentragdes 4 a 12 mg L™); o nimero de raizes por explante
(NR), com maior numero observado na auséncia de BAP (sem distin¢cdo da concentracao
12 mg L™); a massa de matéria fresca (MF), com maior massa obtida na concentracdo zero
de BAP (sem distincéo da concentracdo 8 mg L™); e, o percentual de mudas consideradas
aptas a aclimatizacdo (%A), com maioria absoluta de mudas consideradas aptas quando
ndo foi utilizado BAP no meio de cultivo.

TABELA 5. Numero (NBE), média do diametro (MDB) e soma do diametro de brotagdes
por explante (SDB), nimero de raizes por explante (NR), e nimero (NFB),
média do comprimento (MCF) e soma do comprimento de folhas por
brotacdo (SCF), massa de matéria fresca (MF) e percentual de mudas
consideradas aptas a aclimatizacdo (%A) em funcdo da concentracdo de 6-

benzilaminopurina (BAP), na micropropagacgédo de Hippeastrum reticulatum
var. striatifolium. Porto Alegre-RS-Brasil. 2013.

BAP NBE MDB SDB NR NFB MCF SCF MF %A

(mg L") (mm) _(mm) (m) (cm)  (g) (%)
0 0,98™ 758a* 7,64™ 115a 086™ 117" 118" 050a 54a
4 093 744ab 744 073bc 078 09 090 039b 26b
8 100 743ab 7,67 056c 076 071 072 O044ab 29b
12 113 69lab 741 087ab 065 066 068 039b 29b
16 102 68b 706 054c 063 055 055 036b 29b
Média 1,01 - 744 - 074 080 081 - -

p 031 004 042 <001 08 033 032 003 003

CV (%) 1418 6,92 7,18 2980 47,00 6088 59,72 16,16 40,27

"™ Nio Significativo. *Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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A analogia entre os dois experimentos realizados com a utilizacdo de BAP, embora
ndo possibilite a comparacao estatistica, € possivel, devido a expressividade da diferenca
entre os resultados. Enquanto no primeiro a média do comprimento de folhas por brotagédo
(MCF) tendeu a zero com o aumento da concentracdo de BAP (Figura 19), no segundo
sequer ocorreu diferenca entre as concentracdes (Tabela 5). A mesma analogia foi
observada em relacdo a soma do comprimento de folhas por brotacdo (SCF) (Figura 23 e
Tabela 5). Este resultado coincide com o obtido por Costa et al. (2006) em relacdo ao
comprimento de brotacdes. O numero (NR) e a soma de raizes por explante (SCR) reduziu
com o aumento da concentracdo de BAP em ambos os experimentos, contudo no segundo
esta reducdo foi de forma muito menos acentuada (Figura 20, Figura 21, Tabela 5 e Figura
27). Este efeito pode ser explicado pela presenca do carvdo ativado no meio de cultivo,
adsorvedor de nutrientes e reguladores de crescimento (Costa et al., 2006),explicando parte
da diferencas entre as resultados do primeiro e do segundo experimento, em que quando 0
carvdo ativado esteve presente na composicdo do meio de cultivo, as curvas referentes a
variaveis relacionadas com raizes ndo tenderam a zero, mesmo em altas concentracGes de

BAP.

Foi observada correlacdo significativa positiva entre o diametro inicial e: o nimero
de brotacGes por bulbo (NBB) (r=0,47 e p<0,0001); média do didmetro de brota¢des por
explante (MDB) (r=0,65 e p<0,0001); soma do diametro de brotacGes (SDB) (r=0,64 e
p<0,0001); numero de folhas por brotacdo (NFB) (r=0,16 e p=0,01); média do
comprimento de folhas por brotacdo (MCF) (0,18 e p=0,004); soma do comprimento de
folhas por brotacdo (SCF) (r=0,18 e p=0,005); massa de matéria fresca (MF) (r=0,70 e
p<0,0001); e, percentual de mudas consideradas aptas a aclimatizacdo (%A) (r=0,17 e
p=0,005). O namero de brotacdes por bulbo (NBB) foi de 4,00 para os bulbos maiores (M),
2,37 para os intermediarios (P) e 1,20 para os bulbos pequenos (PP), o que representa uma

reducdo expressiva em relacdo ao primeiro experimento. Um dos fatores que pode ter
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afetado esta reducdo no NBB €é que no segundo experimento, independentemente do
tamanho, cada bulbo foi dividido apenas em duas partes. Outro fator a ser considerado é o
numero de subcultivos, maior no segundo experimento. Segundo Klerk (2002) o nimero
de raizes adventicias formadas em microestacas de macieira diminuiu ao longo dos
subcultivos, atribuindo parte deste efeito ao amadurecimento progressivo dos tecidos

incubados ao longo dos subcultivos.

4.2.3  Aclimatizacdo de mudas

4.2.3.1 Aclimatizagdo de mudas em diferentes substratos

Na aclimatizacdo sob irrigacdo por nebulizacdo, se almeja um substrato que drene
rapidamente o excesso de agua, ou seja, com um elevado espaco de aeracdo (EA) (Calvete
et al., 2000), o que foi obtido principalmente em T1 a T4 (Tabela 6). Quando este quesito
ndo é atendido de forma satisfatdria, podem ocorrer danos as mudas pelo excesso de agua e
consequentemente deficiéncia na aeragdo das raizes, que sob este sistema de irrigacdo pode
conduzir inclusive ao acimulo de &gua sobre as bandejas, situacdo que ndo foi observada
neste experimento.

Ao transferir as bandejas para bancadas com irrigacdo intermitente por
capilaridade, o ideal é um substrato que armazene a agua de forma disponivel para as
plantas, com elevado percentual de agua disponivel, valor obtido pela soma da agua
facilmente disponivel (AFD) e agua tamponante (AT) (Kampf, 2005). O substrato T3 foi o
gue apresentou os maiores volumes de agua disponivel (Tabela 6).

Para permitir uma troca gasosa eficiente e evitar a falta de oxigénio para a
respiracdo das raizes (K&mpf, 2005), a porosidade total em um substrato ideal deve ser em
torno de 85% (De Boodt & Verdonck, 1972). Somente o substrato T5 se destacou aquém

ao ideal em relacdo a porosidade total (Tabela 6).
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Em relacdo ao pH, apenas o substrato CAC apresentou valor destacado acima do
recomendado (5,0 a 5,8) (Kampf, 2005; Wilkerson, 2014) (Tabela 6), porém este substrato
apresenta pouco poder tamponante, ndo sendo o pH um fator limitante neste caso.
Somente o substrato Comercial 1 apresentou valores de condutividade elétrica (CE)
acima do limite superior da faixa de CE considerada nomal (0,65 mS cm™) (Tabela 6),
quando determinado pelo método 1:5, apresentada por Cavins et al. (2000). Valores muito
elevados de CE na aclimatizacdo podem ocasionar mortalidade de mudas. Apesar de
Hippeastrum sp. ser citado como um género que ndo é muito exigente em fertilidade
(Cavins et al., 2000; Dole & Wilkins 2004), apresenta boa tolerancia a teores de salinidade
na 4gua lixiviada para o teste PoutThru (Cavins et al., 2000) na faixa dos 4 mS cm™, desde
que o fornecimento de agua seja adequado.
TABELA 6. Analise dos substratos utilizados no experimento de aclimatizacdo de mudas
de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium. Laboratério de Andélise de

Substratos, Departamento de Horticultura e Silvicultura, Faculdade de
Agronomia Faculdade de Agronomia, UFRGS, Porto Alegre, 2012.

Determinagdes Tratamento

T1* T2 T3 T4 T5
pH HO 5,84 6,73 5,51 5,72 5,29
CE mScm™ 0,12 0,08 0,81 0,19 0,16
DU kgm? 473,60 216,97 304,83 132,17 580,60
DS kgm? 162,03 139,56 153,74 69,75 465,22
UA % 65,79 35,68 49,56 47,24 19,93
PT % 93,12 85,42 88,35 83,55 54,92
EA % 39,79 62,50 35,32 44,78 12,76
AFD % 8,83 12,52 20,42 12,34 10,15
AT % 2,42 0,84 3,27 1,13 1,57
AR % 42,08 9,56 29,33 25,30 30,44

*T1-Vermiculita; T2-Casca de Arroz Carbonizada (CAC); T3-Comercial 1 (CAC + Vermiculita + Turfa);
T4-Fibra de coco (FC); e, T5-Casca de Pinus Compostada (CPC); pH = determinado em agua, diluicdo 1:5
(v/v); CE = condutividade elétrica obtida em solucdo 1:5 (v/v); DU=Densidade Umida; DS= Densidade
seca; PT=Porosidade total; EA=Espaco de Aeragio; AFD=Agua Facilmente Disponivel; AT=Agua
tamponante; AR=Agua remanescente.

O percentual de sobrevivéncia foi elevado em todos os substratos testados, 96%,
sem distin¢do estatistica significativa entre os tratamentos. O fato da espécie estudada ser
uma bulbosa contribui para a homogeneidade das mudas entre os tratamentos, mantendo a

planta nutrida as custas das reservas dos bulbos mesmo quando o substrato n&o oferece os
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nutrientes necessarios, refletindo principalmente no nimero de mudas sobreviventes ao
processo de aclimatizacdo. N&o ocorreu diferenca significativa entre os substratos para
soma do diametro de brotacdes (SDB), com soma do didametro dos bulbos de cada muda de
11,33mm. As plantas cultivadas no substrato CAC foram as que apresentaram a menor
média do diametro de brotagdes (MDB) (8,1, ndo diferindo de Vermiculita). O substrato
casca de Pinus compostada foi o que proporcionou o maior: nimero de raizes (NR) (5,5,
ndo diferindo de Vermiculita, Comercial 1 e Fibra de coco); soma do comprimento de
raizes (SCR) (56,5cm); nimero de folhas por brotacdo (NFB) (2,5, ndo diferindo de
Vermiculita); soma do comprimento de folhas (SCF) (17,60cm, ndo diferindo de
Vermiculita, CAC e Comercial 1); e massa de matéria fresca (MF) (2,16¢g) (Tabela 7). A
média do numero de brotacGes por muda foi de 1,23. Apesar do substrato T5 apresentar
porosidade total aquém da ideal, as mudas se desenvolveram muito bem nesse substrato
durante a aclimatizacao.

Na producdo comercial de mudas, ap6s a aclimatizacdo, as mesmas S&o
selecionadas visualmente, de modo dindmico e rapido, levando em consideracdo todos os
fatores apresentados acima, separando as mudas em aptas e ndo aptas ao transplantio. Com
base nisso, 0 maior percentual de mudas selecionadas para o transplantio (%T) foi obtido
no substrato Comercial 1 (97,7%, ndo diferindo de Vermiculita e Fibra de coco) (Tabela

7).
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TABELA 7. Resultados da avaliagdo de mudas de Hippeastrum reticulatum var.
striatifolium aclimatizadas em cinco substratos: T1-Vermiculita; T2-Casca
de Arroz Carbonizada (CAC); T3-Comercial 1 (CAC+Vermiculita+Turfa);
T4-Fibra de coco; e, T5-Casca de Pinus Compostada (CPC). Percentual de
sobrevivéncia a aclimatizacdo (%S), soma do didmetro de brotacbes por
muda (SDB), média do diametro de brota¢Ges por brotacdo (MDB), nimero
(NR) e soma do comprimento de raizes por muda (SCR), e nimero (NFB) e
soma do comprimento de folhas por brotacdo (SCF), massa fresca por muda
(MF), e percentual de mudas selecionadas para o transplantio do total de
mudas que sobreviveram (%T).

Subs- %S  SDB MDB NR SCR NFB SCF MF %T

trato (%) (mm) (mm) (cm) (cm)  (9) (%)
T1 957" 11,10™ 836ab* 52ab 47,8b 24ab 158ab 167b 888ab
T2 986 1218 810b 50b 476b 22bc 155ab 1,74b 80,8b
T3 957 10,88 886a 52ab 473b 23b 162ab 1,73b 97,7a
T4 929 1054 878a 52ab 463b 2l1c 146b 159b 905ab
T5 971 1194 893a 55a 565a 25a 176a 216a 852b

Média 96,0 11,33 - - - - - - -
CV (%) 6,84 1513 8,48 12,55 1523 8,81 12,79 19,80 10,86

"™ Nio Significativo. *Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem estatisticamente entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

O substrato CAC (T2) apresentou destaque negativo para diversas variaveis
relacionadas ao crescimento das mudas. De modo analogo a isso, Calvete et al. (2000)
observaram que as mudas de morangueiro que cresceram nos substratos com 0s menores
valores de espaco de aeracdo (EA) se destacaram em todos os pardmetros com oS
resultados melhores. Este destaque negativo também pode estar relacionado ao fato de
CAC ser um substrato inerte, que além de apresentar elevado EA em relagdo aos demais
avaliados, também foi o que apresentou a menor media absoluta de condutividade elétrica.

Apesar de sempre ser desejada a maximizacdo do processo produtivo, a
aclimatizacdo das mudas micropropagadas foi eficiente em todos o0s substratos,
especialmente em casca de Pinus compostada, em termos qualitativos, que além de ser um
substrato barato apresentou excelentes resultados. O nimero de raizes foi normal em todos
0s tratamentos, bem como a qualidade do sistema radicial, com muitas raizes longas por
muda, se fazendo necessaria a poda das raizes de todas as mudas ao transplantio para

vasos, apés a avaliacdo do experimento. Todos 0s substratos possibilitaram um elevado
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percentual de mudas adequadas ao transplantio (%T), acima de 80%, com destaque
especial neste quesito ao Comercial 1. A presenca de nutrientes minerais, segundo o rotulo,
na formulacdo do substrato Comercial 1, pode ter contribuido para o crescimento das
mudas, especialmente as mais debilitadas inicialmente, aumentando o %T, porém, a
presenca de fertilizantes na composicao pode ser prejudicial para aclimatizacdo de espécies
mais sensiveis, sobretudo as que ndo possuem estruturas para armazenamento de reservas,

como as bulbosas.

4.2.4  Outros aspectos observados

Apesar do objetivo ndo ter sido obter a maxima taxa de multiplicac&o, visto que se
trata de experimentos, em que muitas vezes mudas sdo propositalmente descartadas e néo
h& uma repicagem em intervalos de tempo adequados, a partir de 40 bulbos iniciais (dos
quais 12 foram destruidos ja no primeiro experimento, sobrando 28) foram produzidas
aproximadamente 1230 novas mudas em menos de dois anos, 0 que resultou em uma taxa
de multiplicacdo de 44 mudas por bulbo, mostrando o grande potencial de producdo de

mudas.

4.3 Propagacio por sementes

4.3.1  Teor de umidade das sementes de hippeastrum

Né&o foram encontrados estudos que avaliaram o teor de umidade de sementes de H.
reticulatum, e, avaliagdes com outras espécies deste género podem ndo ser representativas,
visto que, conforme apresentado por Meerow & Snijman (1998), é caracteristica nesta
especie as sementes serem volumosas enguanto o restante do género apresenta sementes
secas e achatadas.

As sementes colhidas em 2012, da repeticdo em que nado foi realizada secagem da
capsula em sala climatizada, apresentaram 85,4% de umidade em sua composicdo. As

sementes oriundas de capsulas secas em sala climatizada por quatro dias apresentaram
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média de 79,3£1,7% de umidade. As sementes colhidas em 2013, de capsulas que
completaram a deiscéncia na planta, apresentaram média de 78,0+0,5% de umidade, teor
elevado justificavel pela morfologia das sementes dessa espécie (Meerow & Snijman,
1998). Apesar de nédo ter sido avaliada a germinacdo ap6s a reducdo da umidade das
sementes e 0 armazenamento, o fato das mesmas apresentarem este elevado teor de
umidade ap6s a maturacdo fisiologica pode indicar que se tratem de sementes
recalcitrantes, conforme os parametros de classificacdo sugeridos por Hong & Ellis (1996).
Se esta classificacdo se confirmar, as sementes desta espécie de hippeastrum perderdo a

viabilidade ao serem secas e armazenadas por periodos relativamente longos.

4.3.2  Germinacao de sementes de hippeastrum

N&o ocorreu diferenca significativa entre o percentual de germinagdo dos dois
tratamentos, obtendo-se média de 61,7%. O tratamento Frio, no qual as sementes foram
mantidas a 5°C por 30 dias antes do inicio do teste de germinacdo, aumentou o tempo
médio de germinacdo em 7,5 dias, comparado ao tratamento controle (sementes mantidas a
26°C por 30 dias antes do inicio do teste de germinacdo), e diminuiu o indice de
velocidade de germinacdo médio (Tabela 8). Em H. stylosum Rodrigues et al. (2007)
obtiveram percentuais de germinacédo entre 90 e 92, e TMG entre 19,78 e 22,47 dias, bem
maior e menor, respectivamente, que o observado em Hippeastrum reticulatum var.
striatifolium. Flores (2003) também obteve elevado percentual de germinacéo (92 a 100%)

em H. aulicum.
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TABELA 8. Percentual de germinacdo e vigor calculado pelo tempo médio de
germinacdo (TMG) e indice de velocidade de germinagcdo (IVGM) em
sementes de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium germinadas sobre
areia e submetidas a dois pre-tratamentos térmicos durante 30 dias no escuro.
Porto Alegre-RS-Brasil. 2012.

Tratamento Germinacao (%) TMG (dias) IVGM
Frio (5°C) 60,0 a* 410Db 0,028 b
Controle (26°C) 63,3 a 335a 0,036 a
p 0,711 0,056 0,074
CV (%) 23,8 18,8 19,8

*Meédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
ao nivel de 7,5% de probabilidade de erro.

Ocorreu contaminagdo de algumas sementes ao longo do experimento, que afetou
negativamente a germinagdo destas. A desinfestacdo previa das sementes poderia ter
diminuido ou retardado a contaminag¢do. Nenhuma semente formou plantula (E2), visto
que as mesmas ndo conseguiram fixar a radicula ao substrato (Figura 29), a qual morria
apos alguns dias. A elevada densidade do substrato pode estar relacionada a este fato, visto
que quando a germinacdo foi realizada em substrato comercial (composto por turfa de
Sphagno, vermiculita expandida, CAC, calcario dolomitico, gesso agricola e fertilizante
NPK (tragos)) a germinacdo e a posterior formacdo de plantula ocorreu normalmente,

assim como quando as sementes foram postas para germinar sobre meio de cultivo in vitro.
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FIGURA 29. Sementes de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium: teste de germinacao
sobre substrato areia (A); protrusdo do hipocétilo (B); hipocotilo com
radicula, a qual ndo consegue se fixar ao substrato (C), e semente
contaminada por microorganismo (D). Fotos: Willian Heintze. Porto Alegre-
RS-Brasil. 2012.



5 CONCLUSOES

e Desinfestacdo com NaClO 1,72% por 15 minutos associada a imersdo dos
bulbos de Hippeastrum reticulatum var. striatifolium por 30 minutos em agua a 52°C
diminuiu a contaminacdo dos explantes in vitro sem diminuir a sobrevivéncia dos mesmos;

e A incubacdo dos explantes na posicdo vertical em relacdo ao eixo polar
melhorou a resposta na maioria das varidveis mensuradas.

e Na fase de multiplicacdo, concentracbes de sacarose no meio de cultivo
proximas e menores que 60g L™ (estimada) foram mais adequadas, por auxiliarem no
aumento do numero e tamanho das brotagdes.

e Na fase de enraizamento, concentracdes de sacarose menores que 50g L*
foram mais eficientes por melhorarem o enraizamento e a formacéo de folhas, em geral.

e A concentracdo de sacarose de 100g L™ (testada) foi muito prejudicial as
mudas.

e A utilizacdo de BAP no meio de cultivo inibiu a formac&o de raizes, sem afetar
0 numero de brotagdes, e com o Onus de diminuir um pouco o didmetro médio das
brotacdes.

e A utilizacdo de ANA no meio de cultivou aumentou levemente o nimero de
brotacdes por explante, sem afetar outras caracteristicas de forma muito expressiva.

e ANA e BAP foram antagonicos em relagdo & média do comprimento de raizes
e de folhas. As maiores médias de raizes e folhas foram observadas na auséncia de ambos

reguladores de crescimento.
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e A multiplicacdo e o enraizamento em meio sem reguladores de crescimento
foram satisfatorios.

e A presenca de carvao ativado no meio de cultivo diminuiu os efeitos inibitorios
do BAP.

e Explantes originarios de bulbos subcultivados com maior diametro formaram
maior quantidade de mudas, mudas maiores, com maior massa de matéria fresca e nimero
de folhas, que quando utilizados como explante bulbos com menor diametro.

e A aclimatizacdo de mudas foi eficiente em diversos substratos, sob irrigacao
por nebulizacdo intermitente, com sobrevivéncia acima de 90%.

e As mudas aclimatizadas no substrato casca de Pinus compostado se destacaram
qualitativamente (raizes, folhas e massa de matéria fresca).

e Mudas aclimatizadas no substrato Comercial 1 se destacaram
quantitativamente, com maior percentual de mudas aptas ao transplantio.

e O percentual de umidade das sementes maduras foi proximo a 80%.

e A propagacdo por sementes €& possivel. A germinacdo independe de
tratamentos de quebra de dorméncia frio.

e O tempo médio para inicio da germinacao foi de 37 dias ap6s a semeadura.



6 CONSIDERACOES FINAIS

e Fatores anteriores a desinfestacdo sdo determinantes para o sucesso da
desinfestacdo. Estes fatores estdo relacionados aos cuidados com a planta matriz.

e Conforme analises paralelas a estes experimentos, a autopolinizacdo € possivel,
produzindo sementes férteis e vidveis. E interessante a realizacdo de testes avaliando a
segregacdo de caracteristicas morfoldgicas de plantas obtidas por propagacdo sexuada,
com e sem autopolinizag&o.

e A producdo de mudas por sementes ndo foi possivel nos experimentos de
germinacdo, com a morte recorrente apos a germinacdo, sobre ou entre areia, ao contrario
do que ocorreu em substrato Umido, recipiente aberto e casa de vegetacdo. Para testes de
germinacao, areia nao foi considerado um bom substrato.

e Estudos que identifiquem condicdes para armazenamento com variacGes no
tempo, umidade e temperatura, com posterior germinacdo dessas sementes, S&o
importantes para avaliar a possibilidade de armazenamento destas.

Ha caréncia de estudos relacionados ao cultivo dessa espécie em vasos, sobretudo
relacionados a adubacéo e niveis de sombreamento para cultivo, visto que foi identificada

sensibilidade a insolagéo direta.
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