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RESUMO

A violeta-africana (Saintpaulia ionantha Wendl.)
€ uma planta ornamental propagada vegetativamente
através de cultura de tecidos e por estaquia. Poucas
informacdes existem sobre o efeito conjunto da
Benzilaminopurina (BAP) e do Acido Indolacético
(AIA) no estabelecimento e na iniciacdo de culturas
de violeta-africana. Este trabalho teve como objetivo
determinar o efeito destes reguladores de
crescimento na referida etapa de estabelecimento e
iniciagcdo in vitro de violeta-africana. Como explantes
foram utilizadas seccdes foliares triangulares
selecionados da cultivar Optimara Miki. Os
tratamentos foram organizados de modo a comparar
diferentes combinacdes de BAP e AIA BAP (0,44uM)
combinado com AIA (0,0; 2,86; 5,71; 8,57; 11,42 e
14,28uM); BAP (0,00; 0,22; 0,44; 0,89; 1,33; 1,78 e
2,22uM) combinado com AlA (11,42uM); BAP (0,11;
0,22; 0,33 e 0,44pM) combinado com AIA (2,86;
5,71; 8,57 e 11,42uM). O meio de cultura utilizado foi
0 MS suplementado com mio-inositol (100 mg.L™),
sacarose (30 g.L™") e &agar (7 g.L"). Durante o
experimento os explantes permaneceram sete dias
na auséncia de luz seguidos de 38 dias sob
densidade de fluxo luminoso de 40 umol.cm™?.s™, 14
horas de fotoperiodo e temperatura de 24 £+ 2 °C. A
adicdo de BAP e de AIA ao meio de cultura foi
essencial para o estabelecimento das culturas. A
utilizacdo de BAP (0,44uM) juntamente com AIA
(5,71 ou 8,57uM) resulta no maior nimero de
brotacdes.
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ABSTRACT

African-Violet (Saintpaulia ionantha Wendl.) is
an ornamental plant vegetative propagated by tissue
culture and by cutting. Scientific literature doesn’t
supply information about effects of
Benzylaminopurine (BAP) and Indolacetic Acid (IAA)
on the establishment and initiation of cultures of this
plant.. The aim of this work was evaluate the effect of
these growth regulators on the in vitro culture. How
explants were utilized triangular sections of leaves of
cultivar Optimara Miki. The treatments consisted in
combinations of BAP (0.44uM) and IAA (0.0, 2.86,
5.71, 8.57, 11.42 e 14.28uM); BAP (0.00, 0.22, 0.44,
0.89, 1.33, 1.78 e 2.22uM) and IAA (11.42uM); BAP
(0.11, 0.22, 0.33 e 0.44pM) and IAA (2.86, 5.71, 8.57
e 11.42uM) and, finally, to compare the best
treatments obtained in the others experiments. The
culture medium utilized was MS, with half of
concentration of mineral nutrients and vitamins, and
supplemented with myo-inositol (100mg.L'1), sucrose
(BOg.L'l) and agar (7g.L'1). During the experiment the
explants stayed in the first seven days in the dark
and after for more 38 days at 40 pmol.cm'z.s'l of light
density flux, 14 hours of photoperiod and temperature
of 24 + 2 °C. Addition of BAP and IAA to the culture
medium was essential to the establishment of
cultures. The use of BAP (0.44uM) combinated with
AIA (5.71 ou 8.57uM) result in higher shoot number.

Key-words: Saintpaulia ionantha, growth regulators,
in vitro propagation, BAP, IAA.
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Os reguladores de crescimento sdo importantes
componentes do meio de cultura, porque, via de
regra, sdo responsaveis pelo desencadeamento de
respostas morfogenéticas (HUGHES, 197 ; CALDAS
et al., 1998).

Pontos importantes de controle da divisdo
celular sdo exercidos primariamente por meio da
regulacdo da atividade de certas proteinas,
particularmente das cinases dependentes de ciclina.
As auxinas e as citocininas tém papel essencial
neste processo, pois as primeiras aumentam a
concentracdo das cinases e as segundas atuam na
ativagcdo das referidas proteinas. As auxinas atuam
também na  expansdo/alongamento  celular,
inicialmente através da acidificagdo da parede celular
e 0 consequente afrouxamento da mesma, e
posteriormente na inducdo da absorcdo de solutos
osmoticos e na atividade de enzimas relacionadas a
biossintese de  polissacarideos de parede
(MERCIER, 2004).

A inducdo de regeneracdo em explantes
desprovidos de regides meristematicas, como folhas
e peciolos, requer, em muitos casos, a utilizagdo de
auxinas conjuntamente com citocininas, pois estes
tipos de explantes, geralmente apresentam
reduzidas concentracbes enddgenas de auxinas
(TAIZ & ZEIGER, 2004).

O BAP ¢é uma das principais citocininas
utilizadas no cultivo in vitro de plantas, devido as
boas respostas que proporcionam na maior parte das
espécies vegetais. O Acido Indolacético (AIA) é uma
das auxinas que apresenta acdo sobre a
morfogénese in vitro. No estabelecimento e iniciacéo
de culturas in vitro de violeta-africana tem sido
utilizadas diversas citocininas, entre elas, BAP,
Tidiazurom e Cinetina, de forma isolada ou em
combinacdo com a auxina Acido Naftalenoacético
(START & CUMMING, 1976; VAZQUEZ et al., 1977;
CACHITA & LAZAR, 1982; CASSELS et al., 1986). O
uso do AIA em combinag&o com citocininas na etapa
de estabelecimento e iniciacdo de culturas de violeta-
africana nao foi observada na literatura cientifica.

O trabalho teve como objetivo determinar o
efeito de diferentes combinagfes de AIA e de BAP no
estabelecimento e iniciacdo in vitro de culturas de
violeta-africana a partir de folhas.

Como explantes foram utilizados seccdes foliares
triangulares com 7 mm de lados, selecionados de
folhas que apresentavam comprimento de 25 mm e
largura de 20 mm, obtidas de plantas de violeta-

africana cultivar Optimara Miki, mantidas em
laboratorio.

O processo de desinfestacdo consistiu na
imersdo das folhas, sob agitagdo, em alcool 70%
durante 30 segundos, seguida da imersdo em
hipoclorito de sddio (agua sanitaria Qboa®) com 1%
de cloro ativo durante 10 minutos. Junto com o
hipoclorito de sédio, foi adicionada uma gota de
detergente liquido para cada 50 mL de solugéo
desinfestante. ApoOs esta etapa, as folhas foram
lavadas quatro vezes, na camara de fluxo laminar,
com agua destilada e esterilizada por autoclavagem.

As seccles foliares triangulares foram
transferidas para os recipientes de cultura, sendo
inserido um dos vértices do triangulo no meio de
cultura e, de modo que, pelo menos metade da area
foliar permanecesse em contato com 0 mesmo.
Como recipientes de cultura foram empregados
tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura e
fechados com tampas de polipropileno modelo KAP-
UTS K20 Bellco® (Sigma).

Os tratamentos consistiram de diferentes
combinac¢Bes dos reguladores de crescimento BAP e
AIA. Os tratamentos foram organizados de modo a
permitir trés tipos de comparacdes:

. O efeito de diferentes concentracdes
de AIA (0,0; 2,86; 5,71; 8,57; 11,42 e 14,28uM),
mantendo-se fixa a concentracdo de BAP
(0,44uM);

. O efeito de diferentes concentracdes
de BAP (0,00; 0,22; 0,44; 0,89; 1,33; 1,79 e
2,22uM), mantendo-se fixa a concentracdo de AIA
(11,42uM);

. O efeito de diferentes combinactes
de BAP (0,11; 0,22; 0,33 e 0,44uM) e de AIA
(2,86; 5,71; 8,57; 11,42uM).

O meio de cultura foi utilizado o MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com
sacarose (30 g.L'l), mio-inositol (100 mg.L'l) e agar (7
g.L'l). O pH foi ajustado para 5,8 antes da adicdo do
agar e a esterilizacdo do material foi realizada por
autoclavagem a 120 € e 1,0 kgf.m'2 de presséo,
durante 15 minutos. As condicdes da sala de
crescimento  durante o experimento foram:
temperatura de 24 + 2 T, auséncia de luz nos
primeiros 7 dias de cultura e nos 38 dias restantes
densidade de fluxo luminoso de 40 umol.cm?.s™ com
fotoperiodo de 14 horas.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo utilizadas doze repeticdes de um
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explante. Os parametros avaliados foram: nimero
total de brotagBes por explante e nimero e altura de
brotacdes maiores que 3 mm. A analise de variacédo
e andlise de regressao polinomial foram realizadas
no programa estatistico Statistica (STATSOFT,
1998).

Efeito da interacdo de BAP com diferentes
concentragbes de AIA: a analise de variagcdo foi
altamente significativa (p<0,01) para as variaveis
namero total de brotacbes e para ndmero de
brotagbes maiores 3 mm. Para altura de brotagfes

maiores que 3 mm a andlise de variacdo foi
significativa (p<0,05).

A adicdo de AIA resultou no incremento do
ndamero total de brotagbes e de brotagbes maiores
que 3 mm (Figura 1), existindo um ponto maximo de
resposta proximo a 8,76 uM. Na Figura 1 também
podem ser observados os resultados de altura de
brotacbes maiores que 3 mm. Pode-se verificar que
o0 aumento da concentracdo de AIA resultou no
incremento da altura, até um ponto maximo no
tratamento com 11,42 uM de AlA.
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Figura 1. Numero total de brotacbes e numero e altura de brotacdes maiores que 3 mm, obtidas no
estabelecimento e na iniciacdo de culturas in vitro de violeta-africana, cultivar Optimara Miki, em fung&o
da combinacéo de 0,44 uM de BAP com diferentes concentracfes de AlA.

Os trabalhos de pesquisa disponiveis
recomendam concentracfes préximas as
encontradas neste trabalho. SCHULZE & MAYER
(1988) utilizaram 5,71 uM de AIA. LO et al. (1997)
empregaram 11,42 uM de AIA para o
estabelecimento desta espécie.

Trabalhos com ANA em combinacdo com
diferentes citocininas também apresentam resultados

semelhantes em relacdo a concentracao de auxina
necessdria para 0 estabelecimento. START &
CUMMING (1976), VAZQUEZ et al. (1977), e
CASSELS et al. (1986) obtiveram elevado numero de
brotacbes com 5,71 uM de ANA.

A promoc¢do do AIA no aumento do tamanho
das brotacdes pode ser evidenciado neste trabalho.
As auxinas além de induzirem a formacéo de raizes
atuam também na expansao celular da parte aérea
da planta (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).
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Efeito da interacdo de AIA com diferentes
concentracbes de BAP : foram verificadas
diferencas altamente significativas (p<0,01) para
namero total de brotagbes e para nimero de
brotacdes maiores que 3 mm. A analise de variacédo
dos resultados de altura de brotagdes maiores que 3
mm n&o foi significativa (p>0,05).

Na Figura 2 observa-se um aumento na
resposta do total de brotagBes e daquelas maiores
gue 3 mm com o aumento da concentragdo de BAP,
atingindo o maximo com 1,33 uM de BAP. A altura
de brotacdes maiores que 3 mm né&o foi influenciada
pelas concentracbes de BAP. Em todos os
tratamentos ocorreu a formacao de raizes e de calos.
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Figura 2. NOomero total de brotagcbes e numero e altura de brotacdes maiores que 3 mm obtidas no
estabelecimento e iniciacao in vitro de culturas de violeta-africana, cultivar Optimara Miki, em funcéo da
combinacgdo de 11,42 pM de AIA com diferentes concentracBes de BAP.

A concentragcdo de BAP utilizada nos
trabalhos existentes é também variavel. XU (1984) e
LO et al. (1997) utilizaram 0,44 uM. Bons resultados
foram obtidos por SCHULZE & MAYER (1988),
VAZQUEZ et al. (1977) e CASSELS et al. (1986),
utilizando 4,44 pM. Por outro lado, NARENDRA RAM
& MOHANDAS (2003) obtiveram elevado nimero de
brotagbes com a utilizacdo de 11,1 pM de BAP. Nos
trabalhos de START & CUMMING (1976) e
CACHITA & LAZAR (1982) melhores resultados
foram obtidos com 22,2 uM.

O aumento no numero de brotagdes com o
incremento na concentracdo de BAP € uma

caracteristica da acdo das citocininas no
desenvolvimento da parte aérea das plantas
(GOUSSARD, 1981), pois as citocininas induzem
grupos de células responsivas, existentes no
explante, a se multiplicarem e a formarem brotacfes
(KERBAUY, 1998). O incremento na concentracado
de BAP ativa um maior nimero destes grupos de
células. O aumento da concentracdo de BAP tende a
reduzir o tamanho das brotacdes formadas
(OLIVEIRA et al., 1995). Este efeito negativo néo foi
verificado no presente trabalho. Possivelmente,
devido as reduzidas concentracoes de BAP
utilizadas.
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Efeito da interacdo de  diferentes
concentrac6es de BAP e AIA : ndo foi verificada
diferenca estatistica (p>0,05) na andlise de variagao
entre os tratamentos para nenhuma das variaveis
analisadas. Os resultados obtidos podem ser
visualizados na Tabela 1. Em todos os tratamentos
foi observada a formacao de raizes e calos.

A auséncia de resposta aos tratamentos
pode ser atribuida a manutengdo da relagdo entre
BAP e AIA nos meios de cultura (1:20). A resposta
aos reguladores de crescimento depende da relacéo
entre as concentra¢cBes utilizadas destes (NEHRA &
STUSHNOFF, 1989).

Tabela 1. Numero total de brotagces, nimero e altura de brotacdes maiores que 3 mm obtidas no estabelecimento
e na iniciacdo de culturas in vitro de violeta-africana, cultivar Optimara Miki, em funcdo dos

reguladores de crescimento BAP e AlA.

Reguladores de crescimento Numero total de Numero de brotacdes Altura de brotagtes
(uM) brotacdes >3 mm (mm)
0,11 BAP + 2,86 AIA 14,30 10,50 4,86
0,22 BAP + 5,71 AIA 20,00 15,10 4,95
0,33 BAP + 8,76 AIA 18,33 15,20 5,46
0,44 BAP + 11,42 AIA 23,60 21,50 5,51

Os resultados permitem concluir que: a
adicéo de BAP e AIA ao meio de cultura, na etapa de
estabelecimento e iniciacdo, sdo essenciais para a
regeneracdo de brotacdes de violeta-africana e que
esta etapa deve ser realizada com a utilizacdo de
BAP na concentracéo de 0,44puM adicionada de AlA
na concentracdo de 5,71 ou 8,76uM, as quais
apresentam melhores resultados para a variavel
namero de brotacdes.
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