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RESUMO

Heliconia latispatha € uma planta ornamental adaptada ao clima tropical, cujas
inflorescéncias sdo muito exéticas e com boa durabilidade pds-colheita; € uma espécie
convencionalmente propagada vegetativamente através de seus rizomas. Entretanto,
dificuldades de produgdo em larga escala, mudas restritas a determinadas épocas do ano, além
de problemas fitossanitarios fazem com que pesquisas relacionadas a métodos alternativos,
como o cultivo in vitro, se tornem importantes para o setor de plantas ornamentais. Mesmo com
a cultura de tecidos, em especial a propagacao in vitro, tendo evoluido nos dltimos anos, muitos
estudos ainda utilizam formulagdes padrdes para os meios de cultivo e/ou fotoperiodos
inadequados, podendo acarretar em problemas morfolégicos e fisiolégicos no desenvolvimento
e crescimento de espécies que possuem requisicdes minerais e fotoperiddicas muito restritas.
Tendo isso em vista, objetivou-se neste trabalho avaliar as concentragdes de macronutrientes
do meio de cultivo para alongamento e enraizamento in vitro a partir de brotagdes de Heliconia
latispatha Bentham cv. Orange Gyro em dois fotoperiodos. O experimento foi realizado com
delineamento inteiramente casualizado em esquema 4 x 2, sendo 4 concentracdes de
macronutrientes do meio de cultura MS T1 (25%), T2 (50%), T3 (75%) e T4 (100%) e 2
fotoperiodos (12 horas e 16 horas de luz didria), totalizando 8 tratamentos. Foram utilizadas 6
repeticoes (frascos) por tratamento, sendo a unidade experimental constituida por um frasco
contendo 3 explantes (brotagdes). O tratamento que consistiu em 75% de macronutrientes da
concentracdo original do meio MS, no fotoperiodo de 12 horas, demonstrou ser o mais
adequado ao alongamento e enraizamento de mudas micropropagadas de Heliconia latispatha
Bentram cv. Orange Gyro, de forma a induzir as maiores médias de altura, ndo comprometendo
as massas fresca e seca das mudas, bem como o comprimento da maior raiz e o didmetro do
pseudocaule, ao passo que também ndo afetou a producdo de folhas, a producdo de pigmentos

fotossintetizantes nem a espessura foliar em relacao aos tratamentos.

Palavras-chave: Micropropagacao, histologia, clorofila.



ABSTRACT

Heliconia latispatha is an ornamental plant adapted to the tropical climate, whose
inflorescences are very exotic and with good post-harvest durability; is a species conventionally
propagated vegetatively through its rhizomes. However, difficulties in large-scale production,
seedlings restricted to certain times of the year, and phytosanitary problems make research
related to alternative methods, such as in vitro cultivation, important for the ornamental plant
sector. Even with tissue culture, especially in vitro propagation, having evolved in recent years,
many studies still use patterns formulations for the culture media and standard photoperiods,
which can lead to morphological and physiological problems in the development and growth
of species that have very restricted mineral and photoperiodic requirements. The objective of
this work was to evaluate the macronutrient concentrations of the culture medium for in vitro
elongation and rooting from shoots of Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro in two
photoperiods. The experiment was carried out with a completely randomized design in a
factorial scheme, 4 x 2, with 4 macronutrient concentrations of MS medium, T1 (25%), T2
(50%), T3 (75%) and T4 (100%) and 2 photoperiods (12 hours and 16 hours of daily light),
totaling 8 treatments. Six replicates (flasks) were used per treatment, the experimental unit
consisting of a bottle containing 3 explants (shoots). The treatment with 75% of macronutrients
in the photoperiod of 12 hours proved to be the most adequate for the elongation and rooting of
micropropagated seedlings of Heliconia latispatha Bentram cv. Orange Gyro, in order to induce
the highest averages of height, without compromising the fresh and dry masses of the seedlings,
as well as the length of the longest root and the diameter of the pseudocaule, while also did not
affect the production of leaves, the production of photosynthetic pigments and leaf thickness

in relation to the treatments.

Key-words: Micropropagation, histology, chlorophyll.
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1 INTRODUCAO

O comércio de flores e plantas ornamentais no Brasil, segundo Instituto Brasileiro
de Floricultura IBRAFLOR), é muito dindmico, buscando inovag¢des em produtos e servigos
para melhor atender a demanda do mercado por novidades, com qualidade a precos
competitivos. Além disso, enquanto outros ramos do agronegdcio utilizam tecnologias com
intensa mecanizacdo na fase da pds-colheita, o setor de flores e plantas ornamentais, inclusive
nos cultivos mais modernos, ainda utilizam considerdvel mao-de-obra, tendo em vista que o
manuseio e transporte de flores € menos automatizado, além de que atividades de elaboracdo
de arranjos e bouquets sdo essencialmente artesanais.

Dentre as espécies cultivadas no Brasil, os representantes do género Heliconia
destacam-se por seu exotismo e beleza, com inflorescéncias suntuosas e coloridas, além de boa
durabilidade pés-colheita. A espécie Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro, embora
ndo esteja entre as cultivares mais produzidas no pais, possui caracteristicas recomendadas
comercialmente, com suas bracteas firmes e alaranjadas em espiral ao longo da raque, sem a
presenca de pilosidades, facilitando o manuseio e o transporte de suas inflorescéncias
(CASTRO et al., 2006).

Contudo, antes de se alcancar a fase da pds-colheita, € necessaria a propagacio
vegetativa das plantas. No caso dos exemplares de heliconias, a propagagdo por via sexuada é
dificultada por varios fatores, tal qual o tempo de germinagdo das sementes, indo de 120 dias a
3 anos de acordo com a espécie, sendo que algumas outras espécies sequer frutificam, e na
conjuntura de plantio fora da regido de ocorréncia natural, a falta dos agentes polinizadores
ideais pode afetar a fecundacdo das flores (CASTRO, 1995; NANNETTI, 1994).

Atualmente, as helicOnias s3o majoritariamente propagadas através de seus
rizomas, porém esse método apresenta desvantagens quanto a questdes fitossanitdrias, a mao-
de-obra, a variabilidade genética, dentre outros. Dessa forma, outras formas de propagacao,
como o cultivo de tecidos in vitro, destacam-se como uma técnica biotecnoldgica que possibilita
a obtencdo de mudas em larga escala, livre de patégenos, durante qualquer época do ano
(MOREIRA et al., 2012). Necessitando de um ambiente controlado, recipiente estéril, um
explante, meio de cultivo contendo nutrientes, vitaminas, agente gelificante, 4gua e uma fonte
de carbono, a formulacao para obten¢do de uma muda micropropagada € bastante estabelecida,
porém ndo padronizada. Seria padronizada se todas as espécies tivessem as mesmas
necessidades nutricionais € ambientais, contudo essa ndo € a realidade observada (SMITH,

2012; PIERIK, 1997).



Um dos meios de cultivo mais utilizados atualmente é o meio MS descrito por
MURASHIGE e SKOOG (1962), possuindo altas concentracdes de nitrogénio e outros
macronutrientes, ¢ uma formulacdo nutritiva bem estabelecida, contudo alguns de seus
componentes requeridos em altas concentracdes podem ter efeitos de toxicidade, ao passo que
outros componentes se encontram em concentragdes menores do que as necessdrias para
algumas espécies.

Em relacdo a Heliconia latispatha, Rodrigues et al. (2016) identificaram que para
a indugdo in vitro de explantes, 2,5 mg L' de BAP com 1,0 mg L' de ANA no fotoperiodo de
12 horas foram tratamentos eficientes para a inducdo de brotacdes in vitro.

Para outras espécies de heliconias, como a Heliconia rostrata e Heliconia bihai, a
suplementagao do meio de cultivo MS com carvao ativado foi essencial para a germinacao de
embrides somadticos (SOUZA, 2010), enquanto para a propagagdo in vitro de Heliconia
psittacorum o meio MS suplementado com benzilamino purina (BAP) na concentragdo de 10
uM € suficiente para a multiplicacdo das brotagdes, contudo para o desenvolvimento das
brotagdes € requerido 40 uM de BAP (NATHAN et al., 1992)

Assim, tendo em vista que a variedade de espécies existentes é grande, seus
requisitos de fotoperiodo, intensidade luminosa, quantidade de sais minerais, vitaminas,
hormoénios, também sdo os mais variados, e se esses sdo fornecidos de forma inadequada em
concentracdes insuficientes ou mais do que necessdrio, podem acarretar em problemas no
desenvolvimento do explante, como em espécies mais sensiveis e exigentes (SANTOS, 2015).

Considerando-se a caréncia de informagdes em relagdo a micropropagacao, ao
alongamento e enraizamento da espécie Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro, faz-se
necessdrio avaliar as condicdes de cultivo ao qual os explantes sdo submetidos, por meio da
modificacdo dessas condi¢cdes de forma a investigar quais fatores afetam o desenvolvimento e

como respondem a essas mudancgas, morfologicamente e fisiologicamente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultivo de plantas ornamentais

O comércio internacional de flores e plantas ornamentais movimentou mais de US$
21 bilhdes em 2013, quando somadas as exportagdes de todos os paises produtores e
exportadores. Essas exportagcdes envolvem principalmente paises da Europa Ocidental,
América do Norte e Japao, destacando-os pelas suas altas produtividade e demanda interna
(IBRAFLOR, 2017). O agronegoécio da floricultura € um mercado com cadeia produtiva de
médio a alto valor agregado, que busca inovacdo e diversificacdo de espécies e cultivares,
difundindo novas tecnologias no setor de producao e distribui¢c@o, além de ser responsavel por
um grande volume financeiro de transacdes entre diversos paises (BRAINER ; OLIVEIRA,
2006).

As exportagdes do setor concentram-se em quatro tipos principais de produtos:
bulbos (bulbos, tubérculos, rizomas, etc.), mudas (mudas de plantas ornamentais, de orquideas,
etc.), flores (flores cortadas para buqués, frescas ou secas) e folhagens (folhas, folhagens e
musgos para floricultura). Entre os anos de 1999 e 2013 o valor das exportagdes passou de US$
8,77 bilhdes para US$ 21,77 bilhdes, com um crescimento de 148,2% no periodo. Embora esse
crescimento seja positivo para o setor mundial, o Brasil possuiu um consumo per capita de
apenas R$26,00 em 2013, enquanto em mercados mais consolidados como o da Alemanha, o
consumo per capita de flores chegou a R$195,00, evidenciando que, apesar desse aumento
internacional das exportacdes, o consumidor brasileiro ainda nao possui o habito de compra,
seja por motivos culturais ou financeiros (IBRAFLOR, 2017).

O agronegécio de flores e plantas ornamentais no Brasil tem crescido
consideravelmente dos anos de 2012 a 2017, contando com cerca de 8 mil produtores, que
cultivam uma drea correspondente a 15 mil hectares, sendo responsdvel por 199.100 empregos
diretos relativos a producdo, a distribui¢ao e ao varejo. O faturamento em 2015 foi de R$ 6,2
bilhdes, enquanto que no ano de 2016 foi de R$ 6,7 bilhdes, demonstrando o desenvolvimento
do setor apesar da recente crise econdmica. Com a desvalorizagdo da moeda brasileira no
mercado financeiro internacional, o custo da importacdo de insumos para a produ¢do de mudas,
sementes e bulbos aumentou, de forma a evidenciar a necessidade de novas e melhores
alternativas para a producgdo de flores e plantas ornamentais no cendrio brasileiro, favorecendo
o desenvolvimento interno dos setores de pesquisa, desenvolvimento e inovacao (IBRAFLOR,

2017).



Mesmo sendo uma drea bastante promissora no campo do agronegdcio nacional,
ainda existe complexidade na obtencdo de dados estatisticos oficiais e atuais sobre a propor¢ao
que o setor de floricultura ocupa no mercado brasileiro JUNQUEIRA; PEETZ, 2005). Embora
quando comparado a base agraria brasileira, o comércio de espécies ornamentais evidencia-se
sendo de menor porte, e detém caracteristicas importantes como a geracao de renda e empregos,
mesmo com a recente estagnagcdo nos grandes centros comerciais. Nao obstante, esse setor
comercial impulsiona mercados regionais através de uma maior eficiéncia na produgao primaria
e pos-colheita, buscando adaptar suas estruturas as recentes modificagdes tecnoldgicas. Essas
modificagdes tém sido fundamentais para a reducao de custos, manutencao da competitividade,
atendendo principalmente a demanda interna, e empenhando-se para conquistar o mercado
internacional de floricultura (ESPERANCA, 2011).

Dessa forma, o Brasil demonstra possuir grande potencial de desenvolvimento no
cultivo de espécies ornamentais, ndo sé pela capacidade de expansdo de mercado e geracdo de
renda, mas também pela alta adaptabilidade ao clima tropical de espécies importantes de
familias como Araceae (Anthurium andreanum Liden), Bromeliaceae (Tillandsia cyanea) e
Cactaceae (Pilosocereus azureos) além da ordem Zingiberales, com enfoque para as familias

Costaceae, Zingiberaceae e Heliconiaceae (SANTOS et al., 2007).

2.2 Caracteristicas Botanicas da Familia Heliconiaceae

A familia Heliconiaceae estd incluida na ordem Zingiberales, juntamente a outras
sete familias, nomeadamente: Cannaceae, Costaceae, Lowiaceae, Maranthaceae, Musaceae,
Strelitziaceae e Zingiberaceae (TOMLINSON, 1962; CRONQUIST, 1981; DAHLGREN et
al., 1985; KRESS et al., 1990a, b). Apresenta apenas um género, Heliconia L., caracterizando-
se por plantas monocotiledoneas herbaceas, perenes, rizomatosas, de porte ereto, com
pseudocaule composto pela sobreposicdo das bainhas das folhas, e variando, conforme a
espécie, de 0,5 m a 10 m de altura. Os rizomas subterraneos emitem brotagdes a superficie, e
cada planta é composta por pseudocaule, folhas e uma unica inflorescéncia terminal ereta ou
pendente (Figura 1), com forma, tamanho e cor variando com a espécie (BERRY; KRESS,
1991). As inflorescéncias sdo na forma tirséide (ou tirsiformes), ou seja, cada inflorescéncia
corresponde a um cincino, sendo assim denominado quando suas flores compdem a
inflorescéncia em planos diferentes, em lados alternados do eixo da raque (DAHLGREN et
al., 1985; ANDERSSON, 1998). As sindromes de poliniza¢do, caracterizadas pelo conjunto de
adaptacdes morfoldgicas, sensoriais, nutricionais € comportamentais para atrair e explorar tipos

especificos de polinizadores, variam de acordo com a localizacdo da espécie de heliconia. Nas



espécies neotropicais, 0s cincinos sao compostos por bracteas de coloragdo viva, enquanto nas
espécies paleotropicais as bracteas sdo verdes, com a coloracdo relacionada a ornitofilia e a
quiropterofilia, respectivamente (DAHLGREN et al., 1985; BERRY; KRESS, 1991;
ANDERSSON, 1998).

Figura 1- Aspecto morfolégico do género Heliconia spp
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As flores s@o hermafroditas e seus frutos, de cor azulada a violeta quando maduros,
contém sementes rigidas que podem levar de 120 dias a trés anos para germinar (MARQUES
et al., 2004). Sua propagacgao ¢ preferivel em solos areno-argilosos e profundos, com boa
drenagem e pH entre 4,5 a 6,5, pois em solos muito acidos, as plantas tornam-se amareladas e
pouco desenvolvidas. Sdo plantas de reproducdo sexuada e assexuada que t€ém na propagagdo
por meio de rizomas a principal forma de multiplicacdo com fins comerciais (PAIVA et al.,
1998).

A familia Heliconiaceae € nativa de regides tropicais que se estendem do norte da
América Central até a América do Sul. E composta por cerca de 200 a 250 espécies, com 41
espécies nativas do Brasil, em duas areas primdrias de distribui¢cdo: a bacia Amazdnica, com

cerca de vinte e uma espécies, e a floresta atlantica costeira, com vinte espécies. Essas regides



apresentam elevado grau de endemismo, o que aponta uma grande fragilidade do género com
relacdo a conservacao de germoplasma (KRESS et al., 1990a).

A maioria das espécies dessa familia habita regides imidas, mas eventualmente
algumas outras sdo encontradas em dreas sazonalmente secas. Apesar das heliconias atingirem
seu maior potencial de crescimento vegetativo nos tropicos imidos de varzea em altitudes
abaixo de 500 metros, o maior nimero de espécies € encontrado em habitats de chuva e

nebulosidade de altitude média (800 a 1.500 metros) (KRESS er al., 1990a).

2.2.1 Heliconia latispatha

A espécie Heliconia latispatha possui altura em torno de 1,65 a 5,94 metros,
geralmente com inflorescéncias contendo bricteas vermelhas com uma pequena area amarela
ou dourada na base, e bractea basal com quilha verde (Figura 2), de vegetacao do tipo muséide,
muito semelhante as encontradas na familia Musacea, e folhas verde-escuro, disticas, com
longa bainha basal, pecioladas, longamente invaginantes na base, formando um pseudocaule.
A sua nervacdo obedece a um padrdo simples, com uma nervura mediana bem evidente e
nervuras secunddrias transversalmente paralelas, formando angulos retos ou agudos com
nervura mediana, atenuando-se em direcao as bordas (RIBEIRO et al., 2012). Seu habitat ideal
varia entre dreas com 50% de sombra até completa exposi¢do solar (RUNDEL et al., 1998;
MOSCA et al., 2005).

Figura 2- Inflorescéncia de Heliconia latispatha Bentham cv. “Orange Gyro”

Fonte: Castro et al. (2006)



A variedade Heliconia latispatha Bentham cv. “Orange Gyro” utilizada no presente
estudo possui flores amarelo-esverdeadas e inflorescéncias com brécteas alaranjadas, firmes,
sem a presenca de pilosidades, estando as bracteas dispostas em espiral ao longo de sua raque
amarela (Figura 2). Tais caracteristicas a evidenciam como uma espécie adequada a ser utilizada
como flor de corte, tendo em vista a recomendacdo para a selecdo de espécies de helicOnias
com inflorescéncias pequenas, leves e eretas, haste de menor diametro, sem pilosidades, de
forma a facilitar o manuseio durante a colheita e o transporte, e com grande durabilidade pos-
colheita de modo a preservar a qualidade do produto até o consumidor (WATSON ; SMITH,
1979; CASTRO et al., 2006).

Castro et al. (2006), avaliando 30 gendtipos de heliconias quanto a sua adequagio
como flor de corte, incluiram a espécie Heliconia lathispatha entre as classificadas como
moderadamente adequadas. Dentre as caracteristicas, a inflorescéncia da referida espécie tem
coloragdo laranja-claro, possuindo o florescimento distribuido pelos meses de verdo (janeiro a
marg¢o) e inicio do outono (abril), ocupando, portanto, um intervalo de 90 a 120 dias. Esses
autores mencionam que da mesma forma que as outras espécies de helicOnias classificadas
como moderadamente adequadas como flores de corte, H. latispatha ainda € pouco cultivada e
comercializada no mercado nacional.

Atividades de pesquisa tém sido desenvolvidas em diversas dreas buscando estudar
a espécie Heliconia latispatha, sobretudo com abordagens mais voltadas a agronomia e a
ecologia. Sendo uma espécie de interesse comercial, existe a necessidade de estudos mais
especificos quanto a sua propagacao e producao de mudas.

Foram realizadas pesquisas agrondmicas relacionadas a adaptacdo morfofisiologica
a densidade de fluxo de fétons, comparando H. latispatha, espécie com caracteristicas de
ambiente com alta densidade luminosa e lugares abertos, com outras sete espécies,
demonstrando que apesar da H. latispatha ser uma espécie capaz de suportar altas densidades
luminosas, condicdes de cultivo a pleno sol em locais abertos, tais como clareiras, podem
induzir fotoinibicdo em plantas tropicais, ocorrendo a recuperagdo dos niveis de fotossintese
durante vérias horas no periodo da tarde (RUNDEL et al, 1998).

Ademais, buscou-se estudar a relacdo de espécies de heliconia com a salinidade na
dgua de irrigacdo do solo, a resisténcia e a susceptibilidade a patégenos, demonstrando o
interesse na fase de plantio das mudas. No cultivo de alguns genétipos de heliconias, dentre
elas: H. rostrata, H. psittacorum “Suriname Sassy”, H. latispatha, H. Red Opol e H.

Nickeriensis, estudou-se a interacdo da salinidade na dgua de irrigacdo e a resisténcia das



mesmas. Esses estudos concluiram que nas varidveis de crescimento (altura de planta e nimero
de folhas) o genétipo de Heliconia latispatha foi maior estatisticamente que o gendtipo H.
rostrata, embora tenha sido a tinica espécie a nao emitir inflorescéncias sob condi¢des de meio
salino, colocando-a na categoria de resisténcia moderada (SOUSA et al, 2011).

Identificar cultivares resistentes € algo muito buscado principalmente dentre as
Zingiberaceas, ndo s6 devido ao interesse comercial, mas também pela busca da conservacao
de gendtipos ainda ndo catalogados, ou em risco de extincdo, que sdo afetados pela murcha,
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. cubense. Com esse intuito, foram selecionadas
para estudo as espécies: Heliconia bihai, H. psittacorum cvs. Golden Torch e Golden Torch
Adrian, H. rostrata, H. stricta cvs. Capri e Fire Bird, H. psittacorum cvs. Sassy e Alan Carle,
H. caribea, H. latispatha, H. wagneriana e H. chartacea cv. Sexy Pink. Dentre essas espécies,
apenas H. bihai, H. psittacorum cvs. Golden Torch e Golden Torch Adrian, H. rostrata, H.
stricta cv. Capri, H. psittacorum cv. Sassy e H. caribea foram consideradas resistentes,
constatando a auséncia de relacdo entre a resisténcia das espécies e a lignificagdo do
pseudocaule como mecanismo estrutural de defesa do organismo (CASTRO et al, 2010).

Dentre os estudos relacionados ao campo bioldgico, € relevante destacar anélises
filogenéticas, como por exemplo, o desenvolvimento floral da Heliconia latispatha, a fim de
compreender a evolugdo das flores na ordem Zingiberales. Essa busca de compreender a
evolucdo filogética ocorre porque a familia Heliconiaceae compartilha com a familia
Zingiberaceae a presenca de um estaminoide antisepaloso, uma sinapomorfia que tem sido
usada para relaciond-las quanto a ontogenia (origem e desenvolvimento) do estaminoide
(KIRCHOFEF et al, 2009).

Ademais, estudos relacionados a relacdes ecoldgicas entre insetos e Heliconia
latispatha foram realizados, de forma a identificar a resisténcia e a forma de controle da
densidade das espécies de insetos da familia Chrysomelidae, que utilizam a heliconia como
hospedeira. Embora os representantes da ordem das Zingiberales sejam provavelmente
alimentos pobres para os insetos fitofagos em geral, ndo hd mecanismo quimico protetor desses
hospedeiros que possa conferir controle da densidade sobre as populagdes de suas folhagens,
podendo essa regulacdo derivar de predadores como aves, para insetos adultos, e parasitoides
himendpteros para ovos e larvas. Essas caracteristicas levaram os autores a concluir que o
nimero de insetos que a heliconia comportar sem padecer poderia ser determinado pelo nimero
que a mesma pode "esconder" ou proteger de predadores ou parasitoides (STRONG, 1977;

GAGE ; STRONG, 1981).



Estudos relativos as estruturas das interagdes ecoldgicas sao salientados no trabalho
elaborado por Benitez-Malvido ef al (2014), em que os autores avaliam a comunidade de
invertebrados associados as Heliconia latispatha e H. collinsiana em habitats naturais e em
florestas tropicais que sofreram agdo antrdpica, concluindo que as propriedades da rede de
invertebrados associados as heliconias foram mantidas em ambos habitats, apesar das
diferencas na riqueza e composi¢do das espécies, possuindo uma ampla gama de ordens de
artrépodes e outros invertebrados. Os autores mencionam que além de fornecer alimentos e
habitat para a fauna associada e colonizag@o para varios microhabitats, as heliconias poderiam
ser usadas como elementos de habitat para a conservagdo de invertebrados em paisagens
impactadas por humanos.

Além disso, outros estudos se tornam importantes por revelar que espécies ja
relatadas na literatura, porém no século XX e em outros paises como a Costa Rica, foram
encontradas no Brasil com interagdo de herbivoria com Heliconia latispatha, como as lagartas
Antichloris eriphia e Calligo illioneus, devido a proximidade dos cultivos de helicOnias aos
cultivos de bananeiras. Essa proximidade pode ter favorecido a migragdo dessas espécies de
lagartas, sendo o ataque de C. illioneus o primeiro a ser constatado no Brasil, e alertando para
um cuidado maior no plantio e manutencao dessas espécies ornamentais (WATANABE, 2007).

Na édrea de cultura de tecidos, analisou-se a influéncia do fotoperiodo e de
reguladores de crescimento na inducao in vitro de explantes de Heliconia latispatha, concluindo
que 2,5 mg L'! de 6-benzylaminopurine (BAP) com 1,0 mg L' de ANA no fotoperiodo de 12
horas, foram tratamentos eficientes para a inducao de brotagdes in vitro (RODRIGUES et al,

2016).

2.3 Propagacao de plantas

A propagacdo de plantas pode se dar de duas formas: sexuadamente ou
assexuadamente. No método sexuado, novas plantas surgem ap6s a fusdo dos gametas parentais
e desenvolvem-se a partir de embrides zigdticos contidos em sementes ou frutos. Na maioria
dos casos, as mudas geradas serdo diferentes umas das outras, apresentando variabilidade
genética produzida durante a formacdo do embrido. Contudo, no método assexuado, as
caracteristicas de qualquer planta individual selecionada para propagacdo (denominada planta
matriz ou planta de estoque) sao geralmente perpetuadas devido ao processo de divisdo celular
denominado mitose, em que as células-filhas possuem material genético igual ao da célula-mae,

gerando clones (GEORGE et al, 2007).



10

2.3.1 Propagacao sexuada de Heliconias

A propagacdo sexuada ocorre quando a semente € utilizada como estrutura de
reprodugdo, sendo um meio comumente utilizado para se obter novas variedades. Em
heliconias, as sementes devem estar maduras e recém-colhidas, necessitando de luz para
germinar, tendo seu cultivo em ambientes timidos, ensolarados e quentes, com temperatura
ideal variando de 25 °C a 35 °C. Entre as principais vantagens da propagacdo sexuada,
destacam-se a possibilidade de obtencdo de plantas isentas de enfermidades, a conservagao de
bancos de germoplasma além de se tratar de um método pouco dispendioso (LAMAS, 2004).

Para a maioria das espécies, a germinacdo das sementes de heliconias ocorre no
prazo de 120 dias, mas algumas chegam a até trés anos. Essas também apresentam dorméncia
devido a restricdo mecanica, pois os frutos de algumas espécies sdo cobertos por um pericarpo
duro, impedindo a sua germina¢do. Consequentemente, o periodo para florescimento de mudas
propagadas por sementes se torna muito longo, além de que nem todas as espécies frutificam,
e a maioria dos cruzamentos interespecificos € incompativel (CASTRO, 1995).

Ademais, a propagacdo por sementes torna-se invidvel em locais em que ha
auséncia dos polinizadores especificos, além de ser um método inadequado quando se deseja
manter as caracteristicas fenotipicas acarretando em plantas e flores de corte de menor valor
comercial, ndo se obtendo uma uniformidade na producao, o que implica em adversidades como

o manuseio dificultado pelo peso da inflorescéncia (NANNETTI, 1994).
2.3.2 Propagacao assexuada de Heliconias

As mudas de plantas da familia Heliconiaceae sao convencionalmente propagadas
vegetativamente através de seus rizomas. Neste procedimento, segmentos do rizoma recém-
colhido sdo cortados em uma porcao de 15 a 30 centimetros do pseudocaule na vertical e, em
seguida, partes danificadas e raizes mortas sdo retiradas. Enquanto os préprios pseudocaules
morrerdo, as raizes crescerao de suas bases e novos pseudocaules se desenvolverdo a partir dos
brotos da base (CRILEY, 1988). As plantas matrizes devem apresentar alta produtividade,
vigor e sanidade, sendo considerado um rizoma ideal aquele que apresenta no minimo trés
gemas, podendo ser plantados diretamente no campo ou em sacolas plasticas, e colocados sob
irrigacdo e sombreamento entre 30% e 60%, facilitando o enraizamento (LAMAS, 2004).

Contudo, esta prética possui desvantagens tais como o acesso a mudas ser limitado
a determinadas épocas do ano (DEBIASI e al., 2004), dificuldade de produ¢do em larga escala
e nao possibilitar a variabilidade genética (NAKANO, 2008), além de problemas



11

fitossanitarios, como a disseminacdo de doencas causadas por patégenos (virus, fungos,
bactérias e nematodides), fato que resultou na imposi¢do de uma série de restricdes para a
importacdo de rizomas, principalmente apds a identificacdo de cepas de Pseudomonas
solanacearum (Smith) em plantas doentes obtidas a partir de rizomas (NATHAN et al., 1992).

Outro método de propagacdo vegetativa € a cultura de tecidos in vitro (Figura 3) um
conjunto de técnicas em que se utiliza pequenos fragmentos de uma planta, denominado de
explantes (células, tecido ou 6rgao), cultivados em um meio nutritivo sob condi¢des assépticas,
e com luminosidade e temperatura controladas (SMITH, 2012; PIERIK, 1997). Como plantas
cultivadas in vitro possuem metabolismo heterotréfico, logo elas necessitam de d4gua, macro e
micronutrientes e carboidrato, como fonte de carbono, para poderem crescer e se desenvolver

(CARVALHO et al., 2003).

Figura 3 - Principio geral da cultura de tecidos vegetais.
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Este método se baseia no principio da totipotencialidade, em que uma tnica célula
¢ capaz de desenvolver um organismo completo (COOPER, 2001). Teoricamente, €
considerado que todas as células vegetais sdo capazes de responder aos estimulos e expressar
totipoténcia, porém € possivel que apenas algumas células de um explante se desenvolvam nas

condigdes in vitro as quais foram expostas.
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Diferencas na composicdo do meio de cultivo, temperatura, idade do explante,
origem celular e taxas de crescimento podem explicar o0 comportamento de um determinado
explante e ndo precisam representar uma caracteristica geral das células vegetais em cultura. A
capacidade de uma célula ou grupo de células de responderem a estimulos especificos €
chamada de competéncia, enquanto que a determinacdo celular € o processo pelo qual a célula
¢ direcionada a um desenvolvimento especifico (TORRES et al., 2000).

A cultura de tecidos tem sido uma excelente ferramenta ao longo dos anos,
auxiliando e colaborando para o desenvolvimento da biotecnologia, atuando em diversas
finalidades, tais quais: o crescimento de massas de células desorganizadas (calos) em dgar ou
em suspensdo liquida, amplamente empregadas em estudos bioquimicos e de crescimento
(STREET, 1973 e 1966; BUTENKO, 1968; CAREW; STABA, 1965; PUHAN ; MARTIN,
1971; DAGLA, 2012; BHOJWANI; RAZDAN, 1986); cultura de segmentos de caules, raizes,
folhas ou calos fornecendo sistemas para estudar diferenciacdo, morfogénese e regeneracdo de
plantas (VASIL, L. K. ; VASIL, V., 1972; MURASHIGE, 1974; DIAS et al., 2016); métodos
de cultura de meristema apical que induzem a regeneragao do organismo t€m sido adotados
para micropropagacdo de plantas e producdo de estoques livres de virus (QUAK, 1972;
IKEUCHI et al, 2016; RADHAKRISHNAN et al, 2018); a cultura de anteras e pdlen,
fornecendo novas abordagens para a formacao de plantas hapléides (KASHA, 1974; DWIVEDI
et al, 2015; HOVEIDA et al, 2017); o isolamento e a cultura de protoplastos vegetais
empregados na fus@o e na hibridizagao de células somaticas (TEMPE, 1972; COCKING, 1972;
GAMBORG et al, 1974; CHALEFF ; CARLSON, 1974).

Muito além de uma técnica somente com objetivos comerciais, a cultura de tecidos
oferece a possibilidade de obtenc¢do de novos genétipos, de linhas celulares e hibridos que nao
poderiam ser obtidos por vias naturais devido as barreiras sexuais (CARVALHO; VIDAL,
2003), além de ser uma importante ferramenta para a producao de compostos ativos, como
metabolitos secunddrios e moléculas modificadas por engenharia genética (ESPINOSA-LEAL
et al., 2018), bem como no melhoramento de diversas culturas que possuem baixa
produtividade, dependéncia sazonal, alta suscetibilidade a doencas e baixa variagdo genética,

como por exemplo, a de especiarias indianas (ALI; RAY, 2018).
2.3.3 Micropropagacao de Heliconias

A micropropagacdo ou propagacdo clonal in vitro é uma técnica de multiplicagcdo
rapida de plantas selecionadas utilizando o método de cultura de tecidos previamente descrito.

Segundo Debergh e Zimmerman (1991), para uma micropropagacao bem sucedida € necessario
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seguir 5 estdgios: o estidgio preparatorio, em que se busca cultivar as plantas matrizes
selecionadas para a micropropagacdo em condi¢des higi€nicas, de forma a reduzir os problemas
relacionados a contaminacdo; a escolha do explante, tendo em vista que a idade da planta
matriz, a idade fisiolégica do explante e seu estigio de desenvolvimento, bem como seu
tamanho, podem determinar o sucesso do procedimento; o estdgio de multiplicacdo, em que a
cultura pode fornecer brotos para posterior propagacao bem como o material necessério para
manter o estoque, considerando também o nimero de subculturas, se a propagagao € do tipo
axilar ou adventicia, além do meio de cultivo utilizado; estigio de alongamento ou
enraizamento, dependendo do objetivo da micropropagacdo; e a transferéncia para estufas ou
aclimatizacdo das mudas, sendo que a efici€ncia e sucesso desse estdgio depende da qualidade
da execucao de todos os anteriores.

A técnica de micropropagacdo de mudas ou propagagdo in vitro tem sido
desenvolvida em ambito comercial em diversos paises do mundo, tais como Holanda, Franca,
Espanha e Japdo, sendo utilizada no Brasil hd aproximadamente 25 anos. A tecnologia de
cultivo in vitro de plantas ornamentais, em especial a micropropagacdo, demonstra seu
potencial devido a obten¢ao de materiais de plantio livres de doencas, bem como a superagao
do problema de dorméncia em rizomas e sementes € a obtencdo de materiais de plantio para
cultivar sob condicdes favordveis em qualquer época do ano (SERAN, 2013). Essa técnica tem
contribuido para a propagacdo em massa de mudas de alta qualidade genética, fitossanitaria e
em um curto periodo de tempo, conferindo a este material uma certificacdo de qualidade
(MOREIRA et al., 2012), além de possibilitar a realizacdo de pesquisas de apoio as diferentes
areas da Biotecnologia, da Biologia, e da Agronomia, como principalmente a Genética, a
Fitopatologia e a Fisiologia vegetal.

Entretanto, mesmo o custo-beneficio sendo significativo, a técnica se torna onerosa
pela necessidade de uma estrutura laboratorial diferenciada, mao-de-obra qualificada,
equipamentos de alto custo e reagentes especificos para o preparo dos meios de cultivo que

variam de acordo com a espécie e com o objetivo da micropropagacio (TEIXEIRA et al.,2012).

2.3.3.1 Meio de Cultivo

Os meios de cultivo utilizados para a propagagdo in vitro de plantas em geral é
composto por nutrientes inorganicos (macronutrientes e micronutrientes), fonte de C (carbono),

suplementos organicos, vitaminas e um agente gelificante, podendo ter ou nao reguladores de
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crescimento (sintéticos ou fitohormonios) e outros aditivos, dependendo das necessidades de
cada espécie (GAMBORG et al., 1976).

Atualmente, o meio de cultivo mais utilizado em cultura de tecidos para a
propagacdo de vdrias espécies vegetais ¢ o MS (MURASHIGE ; SKOOG, 1962), embora sua
concentracdo de nutrientes tenha sido identificada como elevada, principalmente quanto ao
fornecimento de nitrogénio (COHEN, 1995). Outros diversos meios de cultura t€ém sido
elaborados e testados ao longo dos anos, sendo a concentragdo de sais minerais o fator de maior
variacdo (Tabela 1), de acordo com a espécie em questao e o propdsito da cultura (cultura de
meristemas, organogénese, embriogénese somdtica, dentre outros). Com tantas possibilidades,
a escolha do meio de cultivo, bem como sua concentracio mais adequada para a
micropropagacao da espécie alvo se faz oportuna para a obtencao de um bom desenvolvimento
da cultura em condi¢des de cultivo in vitro (MOREIRA et al., 2012).

Tabela 1- Composicdo de diferentes meios de cultivo utilizados na cultura de

tecidos in vitro.

Composicio Nutricional MS (1962) WPM (1981) SH (1972) X (1998)
(mg/L)

Macronutrientes
NH,NO, 1650 400 0 0
(NH,) ,50, 0 0 300 500
KNO, 1900 0 2500 525
Ca (NO,) ,4HO 0 556 0 0
MgS0,.7H,0 370 370 400 375
CaClL,2H,O 440 96 200 200
KH,PO, 170 170 0 250
K5O, 0 990 0 0
Micronutrientes

FeSO,7H,O 27.8 27.8 15 27.8
Na,EDTA 2H,0 37.3 373 20 373
MnSO,4H.O 223 223 132 223
ZnS0O,.7H,0 8.6 8.6 1 8.6
H.BO, 6.3 6.2 50 6.3
KI 0.83 0 1.0 0.83
Na,MoO,.2H,0 0.25 0.25 0.1 0.1
CusO, 5H,0 0.025 0.025 02 0.2
CoCL,.6H,O 0.025 0 0.1 0.1
Vitaminas
Inositol 100 100 100 100
Clycine 10 0 10
Thiamine.HCI 1 1 5 1
Acido nicotinico 1 05 5 1
Pyridoxine. HCl 1 05 5 1
Sacarose (g/L) 30 30 30 30

Fonte: PALANISAMI et al., (2001)

Entretanto, a maioria dos protocolos determinados para a cultura de tecidos, em
especial para a micropropagagdo, ainda utiliza composicdes nutricionais definidas e

estabelecidas sem considerar as necessidades nutricionais da espécie a ser cultivada, podendo
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representar um fator limitante as respostas morfogénicas, ocasionando o insucesso do processo
para espécies mais exigentes (SANTOS, 2015). Além disso, o meio MS apresenta em sua
composi¢ao nutrientes utilizados em altas concentragdes. Dentre eles, destacam-se o nitrato de
amonio, antigamente utilizado como fertilizante, e atualmente tem sua compra regulada através
da Portaria N° 42-COLOG, 28 de marc¢o de 2018, e o nitrato de potdssio, regulado pela Portaria
N° 09-D LOG, 25 de junho de 2004, acarretando na limita¢do da quantidade a ser adquirida
pelas instituicoes.

Embora algumas pesquisas visem fornecer a inddstria um protocolo de producido
mais adequando para o cultivo de Heliconia latispatha como mudas micropropagadas
(RODRIGUES et al, 2016), ainda hda muitos fatores que precisam ser determinados e
melhorados. Ademais, pesquisas que investiguem condi¢des mais adequadas de cultivo in vitro
sdo economicamente relevantes, de forma a aumentar o custo-beneficio para o comprador e o

lucro para as empresas produtoras de plantas ornamentais através da micropropagacao.

2.3.3.2 Nutricao mineral

Comumente, somente um tipo de formulagdo nutritiva € utilizada no cultivo in vitro,
apesar dessa formula¢@o ndo conter o fornecimento adequado de componentes minerais para os
diferentes tipos de estdgios do crescimento e desenvolvimento do explante. O suprimento
inadequado de um elemento, seja excesso ou deficiéncia, pode resultar em prejuizos para o
desenvolvimento vegetal e morfogénese. O excesso de nutrientes, por exemplo, pode provocar
danos por salinidade, ocorrendo assim um desequilibrio osmético que afeta negativamente a
absor¢do de dgua pelas raizes (GEORGE et al., 2007). Dessa forma, os minerais parecem
exercer um papel elementar na regulacio da morfogénese de plantas e ndo somente no
crescimento. O continuo fornecimento, absorcdo, transporte e metabolismo dos diferentes
minerais parece variar entre os estdgios de desenvolvimento do tecido meristematico,
organogénese, e de crescimento (RAMAGE ; WILLIAMS, 2002)

A divisao dos tipos de nutrientes nao estd relacionada a essencialidade, mas com a
concentracdo requerida pelo organismo do elemento inorganico, podendo ser macronutrientes,
em que a planta necessita de uma quantidade maior, como o nitrogénio (N), f6sforo (P), potdssio
(K), magnésio (Mg), calcio (Ca) e enxofre (S), e micronutrientes, demandados em menores
quantidades, como o ferro (Fe), niquel (Ni), cloro (Cl), manganés (Mn), zinco (Zn), boro (B),
cobre (Cu) e molibdénio (Mo) (GEORGE et al., 2007).

Em condig¢des de cultivo ex vitro as plantas absorvem os nutrientes inorganicos de

que necessitam do solo, enquanto que para suprir a necessidade no cultivo in vitro, eles sao
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adicionados ao meio de cultura como sais. Nos meios de cultura, os sais se dissociam em cations
e anions. Assim, célcio, magnésio e potdssio sdo absorvidos pelas células vegetais como os
respectivos cdtions Ca?*, Mg** e K**. O N é majoritariamente absorvido em forma de nitrato
(NO?), mas a captacdo na forma de amdnia (NH**) também ocorre. O P é absorvido como os
fons fosfato HPO42 e HoPO™; e 0 S como fon sulfato SO42 (GEORGE et al., 2007).

O nitrogénio (N) é o mineral mais abundante nas plantas, muito utilizado em
fertilizantes juntamente com P e K para promover um melhor crescimento em menos tempo, €
€ responsavel pela constitui¢ao da clorofila, de proteinas e dcidos nucléicos. Mesmo com a alta
concentracdo de N no meio MS, esse elemento incrementa o desenvolvimento de brotos, do
comprimento da raiz e nas massas fresca e seca durante o cultivo in vitro (WADA ; REED,
2017; AKBARI et al., 2017).

Sriskandarajah  (1990) analisou a influéncia de alguns macronutrientes,
especialmente NH4NO3; e KNO3 no desenvolvimento in vitro de raizes adventicias em cultivares
de maca. O experimento revelou uma relacdo de proporg¢do inversa, de forma que quanto menor
a concentracao de NH4NO3, maior a porcentagem de formagao de raizes adventicias, enquanto
altos niveis de NH4NOs3 induziram a formagao de calos brancos nos explantes.

Além disso, embora plantas cultivadas em solugdes nutritivas contendo apenas
NH* tenham niveis elevados de enzima PEP (enzima facilitadora a fixacio de CO: na
fotossintese) (ARNOZIS et al., 1988), as proteinas nas folhas acumulam-se predominantemente
no cloroplasto onde, na deficiéncia de N, a estrutura do cloroplasto € severamente afetada,
acompanhada pela perda de clorofila (BARKER ; BRYSON, 2007).

O fésforo (P) € um macronutriente essencial para varios processos morfolégicos,
metabodlicos e fisiologicos, dentre eles, destacam-se a composi¢do dos dcidos nucleicos,
fosfolipidios, ésteres de carboidratos e coenzimas, além de sua funcdo no armazenamento e
transferéncia de energia, sendo um componente essencial na formacdo do ATP (adenosina
trifosfato) (GEORGE et al., 2007). Em resposta a deficiéncia de fésforo, sinais bioquimicos sao
produzidos e afetam a arquitetura do sistema radicular, de forma a inibir o desenvolvimento da
raiz primdria e estimular o crescimento de raizes secundarias (HAM et al, 2018).

Diniz et al. (1999) observaram que a maior absor¢dao de fésforo ocorreu nos
periodos iniciais de crescimento na micropropagacdo de Musa sp., de forma que as mudas
poderiam extrair 75% do fésforo no meio de cultura no 30° dia, com a absor¢do cessando no
50° dia. Essa rdpida absorcao inicial de P também foi relatada por Ramage e Williams (2002)

e, segundo esses autores, esse fenomeno indica que hd alta demanda energética nos processos
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iniciais de crescimento das plantulas, como o crescimento de explantes e a formagdo de novos
brotos.

Além disso, a deficiéncia de nitrogénio e fésforo resulta no acimulo de carboidratos
nas folhas e estd relacionado com a alta proporcao de carbono nas raizes (HERMANS, 2006).

O potéssio (K) é requerido em varios processos bioquimicos e fisiologicos que sio
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento da planta, contribuindo significantemente
para o potencial osmético das células, além de atuar como cofator em diversas enzimas,
participar da sintese proteica e do metabolismo de carboidratos (GEORGE et al., 2007).

A deficiéncia de potdssio ocasiona consequéncias diversas no metabolismo da
planta, de forma que nos aspectos morfoldgicos, a caréncia desse elemento resulta na perda de
turgescéncia celular, tornando os tecidos flacidos e um aumento de suscetibilidade a seca,
salinidade, dano por congelamento e ataque de fungos, além de reduzir tanto nimero quanto o
tamanho das folhas. O nimero e a redu¢do de tamanho das folhas aceleram a diminui¢do da
taxa fotossintética por unidade de drea foliar e, portanto, representam um decréscimo geral na
quantidade de assimilados fotossintéticos disponiveis para o crescimento. Além disso, potdssio
controla a fotossintese por meio da interceptacdo da luz solar. A area da superficie da folha e a
interceptacdo da luz solar sdo reduzidas drasticamente quando K estd abaixo do nivel requerido
pela planta (HASANUZZAMAN et al., 2018).

O magnésio (Mg) é um cation bivalente essencial na composicdo da molécula de
clorofila, necessario para o funcionamento de vdrias enzimas como ATPases e RNA
polimerases, estd relacionado com a sintese organica e, assim como o potdssio, atua no balango
eletrolitico, neutralizando anions e 4cidos organicos (GEORGE et al., 2007).

A diminuicdo da atividade de enzimas envolvidas na assimilagdo de CO2 estd
estudos mostraram que, antes de qualquer perda de atividade fotossintética, ha um acimulo de
acucar e amido em folhas deficientes em magnésio (HERMANS et al., 2010; CAKMAK e
KIRKBY, 2008). A supressdo da concentracdo de clorofila e da atividade fotossintética seria
consequéncia do acimulo de agucar nas folhas expostas a escassez de magnésio (HERMANS
et al., 2010; HERMANS; VERBRUGGEN, 2005). Consequentemente, um forte efeito
inibitdrio sobre a capacidade fotossintética e de assimilagdo de CO; tem sido considerado uma
resposta tipica a baixa disponibilidade de magnésio.

O célcio (Ca) estd envolvido em processos estruturais e fisioldgicos ligados a
membrana celular, principalmente por se ligar covalentemente as pectinas, formando pectato

de cdlcio na lamela média, funcionando como “cimento” entre células adjacentes. Além disso,
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esse elemento participa do crescimento da parte aérea e radicular. O calcio possui diferentes
funcdes dependendo do local onde se encontra, por exemplo, no vacuolo, presente como
oxalato, fosfato, carbonato, atua na regulacdo do nivel desses anions. J4 no citoplasma,
mecanismos regulatérios sao iniciados quando o célcio se liga a proteina calmodulina, atuando
como ativadora de enzimas (fosfodiesterase ciclica de nucleotideo, ATPase de membrana e
outras) (FAQUIN, 2005).

Ademais, grandes quantidades de cdlcio podem ser depositadas fora do protoplasto,
nos vacuolos celulares e nas paredes celulares, de forma que a calcificacdo acaba fortalecendo
as paredes celulares das plantas, aumentando a resisténcia de uma planta a infeccido. Esse
elemento confere protecdo contra os efeitos de metais pesados e transmite alguma resisténcia a
condic¢des excessivamente salinas e baixo pH (GEORGE et al., 2007).

A deficiéncia desse elemento nas plantas resulta em crescimento radicular
deficiente e no escurecimento e ondulacdo das margens das folhas apicais, frequentemente
seguidas por uma cessa¢do do crescimento e morte do dpice da parte aérea. Ferreira (2012)
estudando sobre os sintomas da deficiéncia de macro e micronutrientes no cultivo ex vitro em
uma variedade de milho, observou que na deficiéncia de cdlcio houve diminui¢io acentuada no
porte das plantas, além de necrose nas folhas mais jovens e posteriormente nas folhas mais
velhas. Esse fendmeno € devido ao cdlcio ser um elemento praticamente imodvel no floema e
afetar primariamente as folhas mais novas da planta. Foi observado também o enverdeamento
mais intenso nas folhas das plantas, devendo-se ao fato do crescimento ser mais afetado do que
a sintese de clorofila, resultando em uma maior concentragcao desta nos tecidos.

Sabe-se também que a deficiéncia de célcio interfere no processo fotossintético
causando reducdes na eficiéncia da carboxilacdo, capacidade fotossintética e rendimento
quantico, o que pode explicar a reducdo da produgcdo de biomassa das plantas afetadas
(RAMALHO et al., 1995)

O enxofre (S) € um macronutriente pouco disponivel para a célula vegetal, de tal
forma que sua absor¢do e homeostase sdo rigidamente controladas. Em meio de cultivo, o
enxofre é assimilado pelas plantas na forma de sulfato (SO %) pelas raizes e transportado até a
parte aérea, além de possuir sua captacdo acoplada a assimilagdo do N (GEORGE et al., 2007,
REUVENY et al., 1980).

A forma metabolicamente titil de enxofre para uma planta é o sulfeto (S?), que
provém da redugio do SO4 2 nos cloroplastos. Consequentemente, esse sulfeto é incorporado
na cisteina (Cys), que se torna o primeiro produto de S reduzido em C/N e serve como um

doador de S na célula da planta (DAVIDIAN ; KOPRIVA, 2010). O enxofre, sendo um
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constituinte da cisteina e da metionina e uma variedade de outros metabdlitos (por exemplo,
glutationa, fitoquelatinas, ferredoxina, tioredoxina) bem como formando aglomerados com
ferro (Fe), desempenha um papel em processos cruciais na célula vegetal, como a biossintese,
montagem e regulacdo de atividade de proteinas, defesa antioxidante, tolerdncia a toxinas,
fotossintese e respiracdo. Quando as plantas sdo cultivadas sob condicdes de baixo teor de
enxofre, a sintese de absorcdao de sulfato e cisteina (Cys) € ativada para sobrevivéncia

(MARUYAMA-NAKASHITA et al., 2004).

2.3.3.3 Fotoperiodo

E definido como fotoperiodo o intervalo no periodo de 24 horas ao qual a planta
estd exposta a uma determinada quantidade de luz, sendo responsavel por influenciar
parametros como crescimento vegetativo, germinacdo de sementes, formacdo e
desenvolvimento de 6rgdos de reserva (ZAIDAN, 1987), florescimento, inducio da expressdao
dos processos reprodutivos, de forma que na auséncia do fotoperiodo adequado, algumas
espécies podem continuar no estidgio de crescimento vegetativo indefinidamente, levando ao
gigantismo, bem como pode haver a indugdo do florescimento e da frutificacdo precocemente
quando as plantas sdo expostas ao fotoperiodo adequado antecipadamente (TIAN et al., 2018).

O fotoperiodismo pode ser definido como o conjunto de respostas as mudangas na
duracdo didria de luz e escuridao que permitem que os organismos se adaptem as alteragdes
sazonais em seu ambiente. Essas respostas ocorrem quando a duracio do dia ou da noite € maior
ou menor que um valor limite (também chamado de valor critico) necessdrio para o
funcionamento normal do organismo, de tal forma que as respostas fotoperiédicas exigem um
mecanismo de medi¢do de tempo, ao qual estd estreitamente acoplado um sistema de
fotopercep¢ao (LUMSDEN, 2002).

Existe uma variedade de respostas a duracdo da incidéncia luminosa, sendo as
relacionadas ao florescimento as de maior interesse das pesquisas encontradas na literatura
(SONG et al., 2015). Entretanto, os efeitos das varia¢des do fotoperiodo nao se limitam a esse
parametro, possuindo como fotoperiodismo as alteragdes em reagdes fotossintéticas e o
acimulo de carboidratos nao estruturais em folhas (LIU et al., 2018).

Dentre esses carboidratos estdo a sacarose e o amido, os principais produtos finais
da fotossintese. Enquanto a sacarose € a forma primadria de transporte de carboidratos, o amido
¢ uma molécula de reserva, cujo acimulo nos cloroplastos se dd de forma tempordria, de forma
que no escuro, essas reservas de amido sdo mobilizadas como forma de suporte para a

continuacdo da sintese de sacarose. Em muitas espécies, as plantas que crescem sob dias curtos
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tém maiores taxas de acumulacdo e concentracdo de amido e uma taxa de translocagdo mais
baixa do que aquelas cultivadas sob fotoperiodo longo. Logo, esse acimulo permite que plantas
crescam em fotoperiodos curtos, de forma a sustentar suas necessidades metabdlicas, como a
respiracdo e a translocacao, durante o periodo noturno. Contudo, em algumas outras espécies
tem sido sugerido que o aumento do fotoperiodo pode reduzir a taxa de crescimento € a
eficiéncia fotossintética induzindo o acimulo de amido e agucares soliveis (HUBER, 1984;

DORALIS et al., 1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de diferentes concentra¢des de macronutrientes do meio de cultivo
MS e do regime de fotoperiodo na produ¢ao de mudas micropropagadas de Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro por meio de andlises morfoldgicas, histoldgicas e fisioldgicas na fase

de inducdo de alongamento e enraizamento in vitro.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos das concentragdes de macronutrientes (25%, 50%, 75% e 100%) do
meio de cultivo MS e dos fotoperiodos (12 e 16 horas de luz didria), em relacdo: as
caracteristicas morfoldgicas (altura da planta, nimero de folhas, didmetro do
pseudocaule, tamanho da maior raiz, e massas fresca e seca da muda); a espessura
transversal da folha, por meio de microscopia Optica; e a quantificacdo do teor de

clorofila nas folhas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Como fonte de explante utilizou-se mudas de Heliconia latispatha Bentham cv.
Orange Gyro obtidas a partir da germinacdo prévia in vitro de sementes, em meio de cultivo
MS suplementado com 2,5 mg L' BAP (6-benzilaminopurina) em fotoperiodo de 16 horas
diadrias de incidéncia luminosa (Figura 4A). Foram utilizados como explantes brotacdes de
tamanho aproximado de 2 cm, cujas folhas e raizes foram retiradas, mantendo-se intacto o

meristema (Figura 4B).

Figura 4- A: Mudas micropropagadas de Heliconia latispatha Bentham cv. Orange
Gyro obtidas a partir da germinacao in vitro de sementes usadas como fonte de explantes; B:
Explante utilizado no experimento: brotacao de Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro

com tamanho aproximado de 2 cm, sem folhas e sem raizes.
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Fonte: elaborado pela autora (2018)
4.2 Formulacoes do Meio de Cultivo

A formulacdo dos meios de cultivo foi feita de acordo com o protocolo de
preparagdo do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com diferentes concentragcdes de
macronutrientes (25%, 50%, 75% e 100%). Todos os meios testados foram suplementados com
30 g L' de sacarose e 1,8 g L'! de Gelrite. Os meios de cultivos foram distribuidos em frascos

de vidro com capacidade de 220 mL com 30 mL de meio de cultivo por frasco. Os frascos foram



23

vedados com tampas de polipropileno e autoclavados a 121°C e pressio de 1 kgf cm™ por 15
min. Apds a autoclavagem, os frascos contendo o meio de cultivo foram armazenados em sala

a temperatura ambiente até a instalacdo do experimento.

4.3 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
localizado na Embrapa Agroindustria Tropical.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema 4
x 2, sendo quatro concentragdes de macronutrientes do meio de cultivo MS T1 (25%), T2
(50%), T3 (75%) e T4 (100%) e dois fotoperiodos (12 horas e 16 horas de luz didria),
totalizando 8 tratamentos. Foram utilizadas 6 repeti¢des (frascos) por tratamento, sendo uma
unidade experimental constituida por um frasco contendo trés explantes. Apds a inoculacio dos
explantes (brotacdes), os frascos foram vedados com tampas de polipropileno e parafilme,
sendo mantidos em duas salas de crescimento com temperatura de 24 + 2 °C, com fotoperiodos
de 16 horas e 12 horas, de acordo com o tratamento, ambas sob intensidade luminosa de 30

umol m?2s! (Figura 5).

Figura 5- BrotacOes de Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro aos 15 dias
de cultivo in vitro nos fotoperiodos de A) 12 horas e B) 16 horas, sendo T1 (25%), T2 (50%),

T3 (75%) e T4 (100%) de concentragdes de macronutrientes do meio de cultivo MS.

Fonte: a autora (2018)
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4.4 Analises morfologicas

Ao final de 35 dias de cultivo in vitro, as mudas foram retiradas dos frascos e
lavadas com dgua corrente até a retirada do meio de cultivo aderido principalmente as raizes, e
em seguida realizou-se as andlises morfoldgicas através da medi¢do da altura da muda, didmetro
do pseudocaule e tamanho da maior raiz com o auxilio de um paquimetro. O nimero de folhas
foi avaliado pela contagem individualmente, por muda, desconsiderando-se as folhas
senescentes da parte basal do pseudocaule (Figura 6).

Para a determinacdo da massa fresca da muda, os explantes foram pesados
individualmente em uma balanca de precisdo. Em seguida, cada muda foi identificada e
colocada em um envelope de papel kraft, e levada para secagem em estufa a 60 °C durante 5
dias. Apds a secagem, cada muda foi pesada para obtencdo do valor de massa seca. Os dados
foram submetidos a andlise de variincia pelo método Two-way ANOVA com pds-teste de
Tukey, com nivel de significancia de 95% (p < 0,05) no programa GraphPad Prism 7 (San
Diego, CA, EUA).

Figura 6- Analises morfologicas efetuadas em muda de Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro. A) medicao da altura; B) medicdo da maior raiz; C) medicdo do

diametro do pseudocaule.
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25

4.5 Analises histologicas por microscopia éptica

4.5.1 Inclusao do material em resina

Para a anélise histoldgica, foram selecionadas aleatoriamente 3 repeti¢cdes (frascos)
de cada tratamento e retiradas amostras de 3 mudas contidas nas repeti¢des, totalizando 9
amostras por tratamento. Cada amostra foi representada por um quadrado de aproximadamente
0,5 cm? contendo a nervura central da folha. O método de inclusdao do material em resina, para
posterior corte e coloracao, teve inicio pelo armazenamento das amostras foliares em fixador
Karnovsky sem glutaraldeido (KARNOVSKY, 1964) durante 24 horas, em geladeira, seguido
pela lavagem em tampao fosfato pH 6,8 durante 10 minutos por 3 vezes. Em seguida, as
amostras foram lavadas com dgua destilada rapidamente por 3 vezes e depois desidratadas em
uma série de bateria etilica (50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%), com um intervalo de 1 hora
entre as lavagens e troca de porcentagem etilica. Apds a submissdo das amostras a bateria de
alcool, elas foram mantidas na solu¢do de pré-infiltracdo (1:1 solucdo de infiltragao/alcool
etilico) durante 48 horas, em geladeira. Em seguida, deixou-se o material na solucdo de
infiltracdo durante 48 horas, em geladeira. Posteriormente, incluiu-se o material em resina
(historesina) em pequenas placas de plastico, por 24 horas, de forma que a amostra ficasse na
posicdo perpendicular ao fundo da placa para facilitar a visualizagdo ao microscépio da
espessura foliar, até a secagem e montagem dos blocos para posterior seccionamento no

microtomo.
4.5.2 Seccionamento no micrétomo

Os blocos de resina contendo a amostra foliar foram identificados seguindo a
ordem: tratamento-repeti¢cao-fotoperiodo e feitos em duplicata, totalizando 18 blocos por
tratamento. O corte no micr6tomo (SLEE maiz CUT 5062) foi de 6 um, sendo feitas

aproximadamente 4 laminas de cada repeti¢do.

4.5.3 Coloracao das laminas contendo a amostra e analise da espessura

foliar

Para o procedimento de coloracdo, cada amostra foi submetida ao protocolo de
reacdo do PAS (Periodic Acid-Schiff) para polissacarideos neutros, como amido, glicogénio, e
acidos e radicais glicidicos de glicoproteinas, de forma a demarcar a parede celular para
medicdo e andlise (MAIA, 1979). As laminas foram visualizadas em microscépio OLYMPUS

BX41, fotografadas com camera digital modelo OLYMPUS UC30 e foram realizadas 45
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medigdes da espessura do material foliar de cada tratamento pelo software Cell*B. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo método Two-way ANOVA com pds-teste de
Tukey, com nivel de significancia de 95% (p < 0,05) no software GraphPad Prism 7 (San Diego,
CA, EUA).

4.6 Analises quantitativas de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides

Para as andlises quantitativas dos teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e
carotenoides, como amostra, foi retirada a folha mais jovem de cada explante da unidade
experimental, totalizando 4 repeti¢cdes por tratamento, com as andlises realizadas em duplicata.
Estas amostras foram submersas em 5 mL de Dimetilsuféxido (DMSO), solvente utilizado para
extracdo de clorofila, e mantidas em tubos de ensaio cobertos com papel aluminio, de forma a
bloquear a passagem de luz e consequentemente diminuir as taxas de degradagao da clorofila.

Posteriormente, as amostras foram submetidas em banho-maria, a 75°C durante trés
horas e trinta minutos, até completa descoloracdo do material foliar. Em seguida, uma aliquota
de 2 mL de DMSO foi retirada de cada amostra, posta em uma cubeta de vidro de 3 cm?, onde
foram feitas, colorimetricamente as leituras de absorbancia (%) para as faixas de comprimentos
de ondas de 665 nm, 649 nm e 480 nm, utilizando-se como o branco (controle) apenas o DMSO.

Cada amostra foliar foi acondicionada em papel kraft e seca em estufa a 65°C
durante 3 dias, e sua massa seca pesada numa balanga analitica. Apds a obtencdo dos dados,
estes foram submetidos as equacdes 1, 2, 3 e 4 para determinar os teores de clorofilas a e b, e
carotenoides em pg de clorofila por grama de folha em 5 mL de DMSO, de acordo com

Wellburn (1994).

Ca = (12,47 x Asss) — (3,62 X a649) )
Cb = (25,06 x As49) — (6,5 X Ases) (2)
Ct = (7,15 x Ases) + (18,71 x Asa9) 3)
Carotenoides = ((1000x A4s0)-(1,29Ca)-(53.78Cb))/220 4)
Sendo:

Ca: quantidade de clorofila @, em (ug/mL/g de massa seca);
Cb: quantidade de clorofila b, em (ug/mL/g de massa seca);
Ct: quantidade de clorofila total, em (ug/mL/g de massa seca);

e As49, Asss € Aago: absorbancia indicada no comprimento de onda.



27

4.7 Analises estatisticas

Para o tratamento dos dados obtidos foi realizada a andlise de variancia de dois
fatores (Two-way ANOVA), utilizada quando se tem uma varidvel mensuravel e duas varidveis
nominais (fatores). No presente estudo, as varidveis mensurdveis foram cada caracteristica
morfoldgica, histolégica e fisiologica, e as duas varidveis nominais foram o fotoperiodo e a
concentracdo de macronutrientes do meio de cultivo. Ademais, foi realizado o teste de Tukey,
aplicado para executar comparacdes entre todos os possiveis pares de médias, baseando-se na
diferenga minima significativa. Logo, enquanto a andlise de variincia rejeita ou ndo a hipotese
de igualdade de médias populacionais de diversos grupos, o teste de Tukey determina quais
grupos t&ém médias estatisticamente diferentes. Portanto, os dados foram submetidos a anélise
de variancia pelo método Two-way ANOVA com pés-teste de Tukey, com nivel de

significancia de 95% (p < 0,05) no software GraphPad Prism 7 (San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas morfologicas

Ao analisar a altura das mudas aos 35 dias apds a implantacdo do experimento,
observou-se que nos tratamentos de 75%-12h e 100%-12h, as médias obtidas foram as mais
altas dentre todos os tratamentos, porém nao houve diferenca estatistica significativa entre eles.

Apesar do tratamento 50%-12h necessitar de menos macronutrientes € de um menor
periodo de incidéncia luminosa, sua média de altura nao foi tdo alta quando comparada com a
do tratamento 75%-12h, indicando que provavelmente a baixa concentracdo desses nutrientes
foi um fator limitante para o desenvolvimento das brotacdes. Ulisses et al (2010) ao testarem
formulacdes de meios de cultivo diferentes para a propagacdo in vitro de embrides zigéticos de
Heliconia bihai, puderam constatar que o melhor desenvolvimento ocorreu no meio de cultivo
MS meia forca com 30 g L' de sacarose, sem reguladores de crescimento, demonstrando que
em outras espécies de heliconias, a diferenciacdo e crescimento dos brotos ocorrem de forma
adequada mesmo em concentragdes menores de macronutrientes. Logo, dentre todos os
tratamentos, o de fotoperiodo de 12 horas com 75% de macronutrientes se evidencia como o
mais indicado, com sua média estatisticamente mais alta, se desenvolvendo tdo bem quanto na

concentracdo recomendada desse meio de cultivo no fotoperiodo de 12 horas (Figura 7).

Figura 7- Média da altura das mudas micropropagadas de Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo contendo diferentes concentragdes de

macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos 35 dias de cultivo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Em relagdo ao diametro do pseudocaule, a maior média obtida foi a do tratamento
100%-16h, com 5,16 mm, e a segunda maior foi do tratamento 50%-12h, com 5,06 mm.
Novamente, a concentracdo de 25%, independentemente do fotoperiodo, parece ter sido
limitante para o desenvolvimento da muda. Como os tratamentos com 50% de macronutrientes
ndo obtiveram diferencas significativas entre si, pode-se indicar o meio com 50% de
macronutrientes no fotoperiodo de 12 horas como o mais recomendado, de forma a ndo afetar
o diametro do pseudocaule das mudas cultivadas in vitro de Heliconia latispatha Bentham cv.
Orange Gyro, embora esse parametro nesse tratamento nao tenha sido diferente dos valores
registrados para as concentragdes de 75% e 100% de macronutrientes, independentemente do

fotoperiodo (Figura 8).

Figura 8- Média do diametro do pseudocaule de mudas micropropagadas Heliconia
latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS contendo diferentes
concentracdes de macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos 35 dias de cultivo

in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

Em todas as concentracdes de macronutrientes ndo houve diferencas estatisticas
significativas quando comparadas as mesmas concentracdes em fotoperiodos diferentes, de 12
e 16 horas. Os menores valores do comprimento da maior raiz foram registrados nos

tratamentos contendo apenas 25% e 50% da concentracao dos macronutrientes, indicando que
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essas concentragdes foram limitantes para o desenvolvimento das raizes. Entretanto, as
concentracdes maiores dos tratamentos 75%-12h, 75%-16h, 100%-12h e 100%-16h nao
diferiram entre si, sugerindo serem adequadas no suprimento de nutrientes as brotacdes (Figura
9).

Figura 9- Média do comprimento da maior raiz de mudas micropropagadas
Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS contendo diferentes
concentracdes de macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos 35 dias de cultivo

in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

Estes resultados demonstram que o desenvolvimento radicular nado foi afetado pela
diferenca dos fotoperiodos, entretanto, em relacdo as concentracdes de macronutrientes,
possivelmente nos meios 25% e 50%, em ambos fotoperiodos, os explantes tiveram deficiéncia
de fosforo (P). A literatura cita que em resposta a deficiéncia de P, a arquitetura do sistema
radicular € afetada, de forma a inibir o desenvolvimento da raiz primdria e estimular o
crescimento de raizes secunddrias, corroborando com o presente estudo (HAM et al, 2018).
Além disso, Diniz et al. (1999) constataram que a maior absor¢ao de P ocorreu nos periodos
iniciais de crescimento de Musa spp., havendo um decréscimo de 75% do P no meio de cultura
no 30° dia. Provavelmente nesse estudo, o P presente no meio de cultivo ao fim do 35° dia nas
formulacdes contendo 25% e 50% de macronutrientes, j& ndo estivesse presente em

concentracdes disponiveis e suficientes para o suprimento dos explantes. Consequentemente,

foi observado que nas concentracdes de 75% e 100%, independentemente do regime luminoso,
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as brotacdes apresentaram os maiores valores para o comprimento da maior raiz, indicando que
a partir de 75% de macronutrientes, as necessidades fisioldgicas dos explantes sdo supridas.

A andlise das massas frescas das brotacdes desenvolvidas contendo apenas 25% da
concentracdo de macronutrientes do meio de cultivo MS apresentaram as menores médias, em
qualquer um dos fotoperiodos utilizados. Esse comportamento sugere que esta concentragao
tenha sido insuficiente para o desenvolvimento adequado das mudas. Embora o tratamento
75%-12h tenha alcancado a média mais alta, com 1,22 g de massa fresca, ndo diferiu

estatisticamente daqueles com concentracdes de 50% e 100% (Figura 10).

Figura 10- Média da massa fresca de mudas micropropagadas Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS contendo diferentes concentragdes de

macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos 35 dias de cultivo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

As menores médias das massas secas foram registradas nos tratamentos 25% e 50%
da concentragdo de macronutrientes, inferindo que elas foram limitantes ao desenvolvimento
adequado das mudas. Embora as brotagdes cultivadas no meio MS, contendo a concentragdao
padrao, sob fotoperiodo de 16 horas, tenham alcangado as maiores massas secas, o tratamento
com a concentragdo de 75% de macronutrientes no fotoperiodo de 12 horas demonstrou ser
suficiente para o bom desenvolvimento das mudas, necessitando de menos macronutrientes e

menor tempo de exposi¢cdo luminosa (Figura 11)
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Figura 11- Média da massa seca de mudas micropropagadas Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS contendo diferentes concentragdes de

macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos 35 dias de cultivo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

Segundo a analise realizada entre as médias do numero de folhas, inferiu-se que houve
diferencas estatisticas significativas entre as brotacdes mantidas nos meios contendo as
concentracoes de 25% e 100% em qualquer um dos regimes estudados. Esse comportamento
provavelmente indica que a menor concentragdo testada ndo permitiu o desenvolvimento
adequado das mudas também nesse parametro. Embora o nimero de folhas das mudas mantidas
na concentra¢do recomendada do meio de cultivo MS ndo tenha diferido estatisticamente
daquelas crescidas em 50% e 75% de concentra¢do de macronutrientes, possivelmente a partir
da concentragcdo de 50% de macronutrientes, a muda passa a produzir folhas em quantidades

que ndo divergem do tratamento de maior média, em ambos os fotoperiodos (Figura 12).
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Figura 12- Média do nimero de folhas de mudas micropropagadas Heliconia
latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo contendo diferentes concentragdes

de macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos 35 dias de cultivo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 Analise das concentracoes de clorofila a, clorofila b, clorofila total e

carotenoides

A concentracdo de clorofila a nas folhas de mudas micropropagadas de Heliconia
latispatha Bentham cv. Orange Gyro revelou apds andlise que nos tratamentos 25%-12h, 25%-
16h, 50%-12h, 50%-16h e 100%-16h ndo houve diferenca estatistica significativa, assim como
entre os tratamentos 25%-16h, 50%-12h, 50%-16h, 75%-12h, 75%-16h ¢ 100%-12h.

Enquanto no fotoperiodo de 12 horas houve uma reducdo estatistica significativa
nos valores das concentragdes de todos os pigmentos fotossintetizantes a medida em que ocorria
o aumento da concentracdo de macronutrientes, no fotoperiodo de 16 horas ndao houve
divergéncia para as médias de clorofila b, clorofila total e carotenoides, apenas para os valores
das concentracdes de clorofila a.

Sob condig¢des fotoautotrdficas, as plantas desenvolvem-se através do suprimento
de apenas substancias inorganicas ou sem fornecimento de carboidratos. O termo autotréfico

geralmente implica fotoautotr6fico, mas nao necessariamente. Quase todas as plantas
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clorofiladas sdo fotoautotréficas quando crescem em condi¢cdes ex vitro, onde nio sao
fornecidos quaisquer carboidratos no solo (AITKEN-CHRISTIE et al., 1995).

As plantas sdo chamadas de "heterotréficas" quando vivem com um suprimento de
carboidratos como fonte de carbono, porém nao sdo inteiramente dependentes da fotossintese.
Enquanto, que as plantas sd3o denominadas de "fotomixotrdéficas" quando vivem com
suprimento de CO; e carboidratos. Plantas em condi¢des in vitro passam a ter comportamento
heterotréfico ou mixotréfico, sendo assim determinado pela quantidade de fotossintese efetuada
pela cultura (DIGNART, 2006). Se o os niveis de CO> ou a fonte de irradia¢do estiver abaixo
de um limite minimo, a fotossintese alcanca seu ponto de compensac¢do, onde a taxa de acimulo
de matéria seca € inadequada para manter a respiracdo. O comportamento mixotréfico
normalmente € resultante de taxas inadequadas de fotossintese ou da presen¢a de uma fonte de
carboidrato, consequentemente, passando de autotréfico a mixotréfico, necessitando
parcialmente da sacarose no meio de cultivo e dos compostos produzidos através da fotossintese
mesmo que em pouca quantidade (AITKEN-CHRISTIE et al., 1995).

Além disso, o aumento da concentragdo do teor dos pigmentos do cloroplasto
(clorofila a, clorofila b e carotenoides) em periodos de pouca luz pode ser um mecanismo de
aclimatizacdo para aumentar a absor¢do quantica sob condi¢cdes de fotoperiodo limitado.
Durante a fotossintese, os pigmentos que compdem o “complexo antena” como carotenoides,
clorofila b e clorofila a, canalizam a energia luminosa e a transferem ao centro de reagdo
(FERNANDEZ-MARIN et al., 2018). O aumento nas quantidades de pigmentos de cloroplasto
em mudas cultivadas em fotoperiodos de curta duracao podem ter maximizado as moléculas do
complexo antena como um mecanismo compensatorio para a fotossintese de estado
estaciondrio, semelhante a plantas que crescem em baixa intensidade luminosa (JO et al., 2008).

Dessa forma, quando os explantes foram mantidos sob 12 horas de luz,
caracterizando-se como condi¢des de fotoperiodo inadequadas, e em uma baixa concentragao
de macronutrientes, esses provavelmente passaram a aumentar a taxa fotossintética,
consequentemente aumentando as concentragdes dos pigmentos fotossintetizantes como forma

de compensar a baixa quantidade de horas de luz e a menor concentragdo de macronutrientes.
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Figura 13- Médias da concentragdo de clorofila a em folhas de mudas
micropropagadas Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS
contendo diferentes concentragdes de macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos

35 dias de cultivo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 14- Médias da concentragdo de clorofila b em folhas de mudas
micropropagadas Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS
contendo diferentes concentragdes de macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos

35 dias de cultivo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15- Médias da concentracdo de clorofila total em folhas de mudas
micropropagadas Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS
contendo diferentes concentragdes de macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos

35 dias de cultivo in vitro.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Figura 16- Médias da concentragdo de carotenoides em folhas de mudas
micropropagadas Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS
contendo diferentes concentragdes de macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos

35 dias de cultivo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3 Analise histolégica da espessura foliar

Ap6s andlise estatistica das medidas da espessura transversal da folha de mudas
micropropagadas de Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro foi observado que nao
houve diferenga estatistica significativa entre nenhum dos tratamentos (Figura 17). Caso
houvesse caréncia de cdlcio, seria esperado uma diminui¢do nesse parametro, tendo em vista
que esse elemento estd relacionado a processos estruturais e fisioldgicos ligados a membrana
celular, funcionando como “cimento” entre células adjacentes ao formar o pectato de célcio na
lamela média (FAQUIN, 2005).

Figura 17- Média da espessura foliar do corte transversal de folhas de mudas
micropropagadas de Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meios de cultivo MS
contendo diferentes concentragdes de macronutrientes e nos fotoperiodos de 12 e 16 horas, aos

35 dias de cultivo in vitro.
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*Médias com letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pela autora.

Entretanto, na andlise visual da reacdo do PAS (Periodic Acid-Schiff), observou-
se dentro das células do parénquima lacunoso (Unico parénquima encontrado em
monocotileddnias como os representantes da familia Heliconiaceae) de todos os tratamentos, a
coloracdo de polissacarideos neutros, possivelmente amido, apesar da reacdo do PAS também

ocorrer com glicogénio, e dcidos e radicais glicidicos de glicoproteinas (Figura 18).
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Figura 18- Corte transversal da folha de muda micropropagada de Heliconia
latispatha Bentham cv. Orange Gyro submetidos a rea¢do do PAS, evidenciando os granulos
de polissacarideos neutros citoplasmaticos, aos 35 dias de cultivo in vitro em meio MS contendo

25% de macronutrientes e fotoperiodo de 12 horas. Barra: 50 um

Gréanulos de polissacarideos neutros citoplasmaticos
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Fonte: elaborado pela autora.

Embora ndo tenha sido realizada a quantificacdo desses polissacarideos, a literatura
cita que a acumulacao de carboidratos nao estruturais, como o amido, € uma caracteristica tipica
nas folhas de plantas com deficiéncia de magnésio (Mg) (FISCHER; BUSSLER, 1988S;
CAKMAK et al., 1994) e pode ser identificada bem antes do aparecimento de sintomas de
deficiéncia de Mg e da inibi¢cdo da fotossintese (HERMANS et al., 2006; HERMANS;
VERBRUGGEN, 2005).

Mesmo com o actimulo de carboidratos tendo sido identificado em todos os
tratamentos (Figuras 19 e 20), é necessdria a quantifica¢do dos teores de Mg nas folhas e dos
carboidratos, para poder verificar se houve deficiéncia de Mg, pois o acimulo de carboidrato
também pode ser uma resposta ao fotoperiodo (LIU et al., 2018), bem como a espécie estudada
pode acumular carboidratos como reserva energética em suas folhas normalmente (AMARAL

etal., 2015).
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Figura 19- Corte transversal da folha de muda micropropagada de Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro submetidos a reagdo do PAS. Fotoperiodo de 12 horas: A) 25%; C)
50%; E) 75% e G) 100%; Fotoperiodo de 16 horas: B) 25%; D) 50%; F) 75% e H) 100% de

macronutrientes do meio de cultivo MS, aos 35 dias de cultivo in vitro. Barra: 100 um

Fonte: a autora (2018)
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Figura 20- Corte transversal folha de muda micropropagada de Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro submetidos a reacdo do PAS. Fotoperiodo de 12 horas: A) 25%; C)
50%; E) 75% e G) 100%; Fotoperiodo de 16 horas: B) 25%; D) 50%; F) 75% e H) 100% de

macronutrientes do meio de cultivo MS, aos 35 dias de cultivo in vitro. Barra: 50 um

Fonte: a autora (2018)
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6 Conclusao

O tratamento com 75% de macronutrientes no fotoperiodo de 12 horas demonstrou
ser o mais adequado ao alongamento e enraizamento de mudas micropropagadas de Heliconia
latispatha Bentram cv. Orange Gyro, de forma a induzir as maiores médias de altura, nao
comprometendo as massas fresca e seca das mudas, bem como o comprimento da maior raiz e
o diametro do pseudocaule, ao passo que também nao diminui a producdo de folhas, muitas
vezes obtendo resultados estatisticamente iguais ou até superiores do que o tratamento com
100% de macronutrientes em ambos fotoperiodos.

Além disso, esse tratamento ndo interferiu na producdo de pigmentos
fotossintetizantes, embora o fotoperiodo de 12 horas tenha acarretado estresse nos explantes de
forma a induzir uma maior produgdo de clorofilas e carotenoides a medida em que a
concentracdo de macronutrientes foi reduzida.

Entretanto, faz-se necessario um estudo de nutricdo mineral da Heliconia latispatha
mais detalhado, com a quantificacdo de cada macronutriente, assim como a quantificacdo dos

carboidratos nas folhas das mudas.
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