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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar o0s processos
fisiolégicos envolvidos no estabelecimento de protocolos de
micropropagagado do calanchoe (Kalanchoe blossfeldiana Poelln.)
via organogénese. Foram testados dois cultivares, Gold Strike e
Klabat, utilizando diferentes tipos de explantes: segmentos de limbo e
de peciolo. Apés desinfecgdo, os explantes foram inoculados em meio
de cultura MS, acrescido de BAP (0; 0,5 e 1,0 mg L") na 1% etapa e
posteriormente transferidos para meio MS acrescido de BAP (0; 0,5 e
1,0 mg L) combinado com 0,03 mg L' de ANA ou AIB. As culturas
foram mantidas sob temperatura de 25+1°C e fotoperiodo de 14h. As
respostas morfogénicas iniciaram 21 dias ap6s a inoculagdo dos
explantes. Nenhuma das condi¢cbes de cultura testadas induziu a
organogénese direta, sendo que a formagdo de gemas aéreas
adventicias foi sempre precedida da formagédo de calos. O tratamento
que induziu maior quantidade de calos e gemas aéreas adventicias foi
a utilizagdo de segmentos de limbo do cv. Klabat, cultivados em meio
MS + 1,0 mg L BAP + 0,03 mg L' ANA. Foi observada influéncia do
gendtipo e tipo de explante sobre a indugdo de resposta morfogénica,
sendo que o cv. Gold Strike mostrou ser recalcitrante quando
comparado ao cultivar Klabat, o mesmo acontecendo com explantes
de peciolo para ambos os gendtipos testados.
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INTRODUCAO

O mercado de flores e plantas ornamentais movimenta,
no Brasil, aproximadamente R$ 1,1 bilhdo por ano no varejo,
segundo estimativas da Cooperativa Agricola Holambra,
responsavel por 35% da produgéo de flores no Pais. No Rio
Grande do Sul, o consumo de flores e plantas ornamentais é
reconhecidamente acima da média nacional. Informagdes
estatisticas obtidas na CEASA-RS indicam que o mercado
gaucho absorve toda a produgcdo do Estado, além de
depender do mercado externo (KAMPF & DAUT, 1999).

Com alta produtividade por area produzida, a floricultura
no Rio Grande do Sul tem contribuido para viabilizar as
pequenas propriedades rurais. Assim, além de auxiliar na
fixacdo da populagao rural, o setor também se destaca como
gerador de empregos em atividades agricolas levando o
floricultor a assumir o perfil de empresario rural.

Entretanto, devido a caréncia de tecnologia voltada ao
setor, os produtores do sul do Brasil sdo praticamente
dependentes da produgao e fornecimento de mudas de outros
estados onde o setor apresenta um desenvolvimento
tecnoldgico mais avangado. Além da dependéncia tecnoldgica,
este fato onera ainda mais o setor produtivo, representando
significativo incremento nos custos de produgdo. Todos estes
fatores justificam a preocupacgdo dos produtores em expandir a
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producdo e melhorar a qualidade destas culturas, objetivos
estes que podem ser alcangados através de técnicas como a
micropropagagao.

A micropropagagédo € uma das aplicagdes da técnica de
cultura de tecidos vegetais in vitro e consiste na propagacgao
de plantas em laboratério, sob adequadas condigbes de
assepsia e fatores ambientais como nutrientes, luz,
temperatura , O, e CO, (BARRUETO CID, 2001). A técnica
baseia-se na totipoténcia celular, ou seja, a capacidade que as
células vegetais apresentam de originar um organismo
completo, via regeneragdo (STEWARD, 1983).

Segundo GEORGE & SHERRINGTON (1984), novas
plantas completas podem ser obtidas por trés principais vias:
através da embriogénese somatica; a partir de meristemas ou
gemas pré-existentes, os quais sdo induzidos a crescerem; da
morfogénese de gemas aéreas adventicias (organogénese),
e seu posterior enraizamento.

CHRISTIANSON & WARNICK (1988), dividiram o
processo de organogénese in vitro nas seguintes etapas:
desdiferenciagdo, aquisicdo de competéncia, inducgio,
determinacao, diferenciagdo e formagao do 6rgao.

Conforme TISSERAT (1991), considera-se adventicia a
gema que se forma em qualquer parte da planta onde
normalmente ndo ocorreria sua formagdo, ou seja, fora do
apice caulinar ou axilas foliares. A gema é uma estrutura
unipolar e fisicamente conectada ao tecido de origem.

A regeneragdo de plantas através de organogénese pode
ocorrer de dois modos: através da producédo de gemas aéreas
adventicias diretamente do explante, sem proliferagdo de
tecidos nao diferenciados; através da regeneragdo de gemas
aéreas adventicias partir de calos derivados de explantes.
HICKS (1980) descreve estes dois métodos de morfogénese
como direta e indireta, respectivamente. Em ambos os casos,
como as células comegam a constituir um novo meristema,
adotam um diferente programa inerente (ou redeterminagéo),
o qual determina o subseqliente padréo de desenvolvimento.

Entre as diversas espécies de flores cultivadas com fins
comerciais e que apresentam o6tima aceitagdo no mercado,
estda o calanchoe (Kalanchoe blossfeldiana Poelln). O
calanchoe, originario de Madagascar, € uma planta suculenta
da familia Crassulaceae que requer alta intensidade de luz e
necessita de dias curtos (menos de 12 horas) e temperatura
noturna de 17°C para rapido florescimento (PAPAFOTIOU &
SCHWABE, 1990).

Inicialmente a propagagdo por sementes foi o melhor
método para propagagdo do calanchoe em nivel comercial,
porém esta é uma tarefa trabalhosa e demorada uma vez que
a espécie apresenta sementes extremamente pequenas; em
uma grama sao encontradas em torno de 90 mil sementes
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(PAPAFOTIOU & SCHWABE, 1990). Segundo os autores, a
germinacgéo ocorre apés 7 a 10 dias com temperatura ao redor
de 25°C. Geralmente, necessita-se de 7 semanas para o
desenvolvimento das mudas para que possam ser
transplantadas.

Para a produgdo de flor de vaso, a estaquia apical
constitui o método mais usual entre os produtores. As estacas
séo colocadas para enraizar em substrato de sub-solo argiloso
ou arenoso de acordo com a disponibilidade do produtor. O
enraizamento ocorre apés 3 ou 4 semanas, dai é
transplantada para o vaso definitivo. Entre a obtengdo da
estaca e a planta pronta para venda decorrem de 105 a 120
dias.

Pesquisas realizadas com o calanchoe sao feitas
basicamente a procura de novos substratos para o
enraizamento e produgdo de mudas desta espécie
(GONGALVES & MINAMI, 1994).

A técnica de micropropagacdo pode apresentar, para
muitas espécies vegetais, solugbes para problemas como
dificuldade de enraizamento e produgdo de mudas com maior
eficiéncia, uniformidade e tempo reduzido. A partir de uma
Unica matriz é possivel produzir centenas de mudas idénticas
a original, com todas as suas caracteristicas e vantagens
como: mudas sadias de matrizes selecionadas, tamanho
uniforme, melhor desempenho no campo e maior
produtividade.

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi estudar
os processos fisiolégicos envolvidos no estabelecimento de
protocolos eficientes de micropropagacdo de calanchoe,
testando diferentes gendtipos, tipos de explantes e condigdes
de cultura para a micropropagacéo e enraizamento de gemas
aéreas adventicias.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Biotecnologia da Universidade de Santa Cruz do Sul, de
marco a dezembro de 2001. As plantas matrizes foram
fornecidas pela Cooperativa Riograndense de Flores e Plantas
Ornamentais (RS Flores) de Santa Cruz do Sul, RS, e
mantidas no Laboratério, em estagio vegetativo. Foram
testados dois gendtipos: cv. Gold Strike e cv. Klabat.

O material vegetal fonte de explante (limbos foliares e
peciolos) foi retirado da planta matriz e lavado em agua
corrente. Em seguida, foi desinfectado em alcool 70% durante
2 min, seguido de imersao em solugéo de hipoclorito de sddio
com 1% de cloro ativo, ficando sob agitacdo durante 15
minutos. Apds, foi lavado com agua esterilizada por trés vezes
em capela de fluxo laminar.

Segmentos de limbo e de peciolo, de aproximadamente
0,5 x 0,5cm, obtidos de folhas jovens, consistiram os
explantes, os quais foram inoculados em placas de petri
contendo 40 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) acresmdo de 30 mg L" de sacarose e
solidificado com 8 g. L" de agar, com pH ajustado para 5,7
antes da autoclavagem. Nesta etapa do experimento (Etapa

1), que teve a duracdo de 35 dias, o meio foi suplementado
com BAP (benzﬂammopunna) em diferentes concentracdes (0;
0,5e 1,0 mg L ) na indugdo dos explantes. Em fungéo da
concentragdo de citocinina, os meios de cultura foram
denominados MO, M0,5 e M1, respectivamente.

Apos a indugdo (Etapa 2), cada explante foi transferido
individualmente para um vidro com capacidade de 100 mL,
contendo 25 mL de meio de cultura, que consistiu no meio

inicial acrescido da auxina ANA (acido naftaleno-acético) ou
AIB (&cido indol butirico) a fim de induzir o desenvolvimento e
multiplicagdo das gemas aéreas adventicias. A concentracao
de auxina utlllzada foi a mesma para todos os tratamentos
(0,03 mg L ) Os explantes permaneceram nesta etapa por 45
dias, com uma repicagem na metade deste periodo.

As gemas induzidas, ao atingirem em torno de 3 cm de
comprimento, foram transferidas para meio de enraizamento
(Etapa 3), que consistiu no meio MS na metade da
concentragdo de sais, suplementado com 1 g. L" de carvido
atlvado auxina AIB (acido |ndoI -butirico) na concentragéo de 1
mg L" e solidificado com 7 g. L" de Agar, onde permaneceram
por 10 dias. As plantas enraizadas foram transferidas para
solo e aclimatadas durante 14 dias em camara umida.

Todas as culturas foram mantidas em ambiente
controlado, no escuro ou sob fotoperiodo de 14 horas e
temperatura de 25+1°C, em camara do tipo B.O.D. As
culturas foram estabelecidas no delineamento de blocos ao
acaso, com quatro repeticbes e numero inicial de oito
explantes/repeticdo. As variaveis avaliadas nas diferentes
etapas dos experimentos foram: gendtipo, tipo de explante,
influéncia da luz na indugdo de gemas e concentragdo de
BAP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi estabelecido um experimento para testar
a influéncia da luz na fase de indugdo dos explantes.
Observou-se que a auséncia de luz inibia a morfogénese em
explantes foliares, tanto do cv. Klabat como do cv. Gold Strike
(Tabela 1). Por este motivo, em todos os demais experimentos
a fase de indugao foi estabelecida em presenca de luz.

Quanto as culturas utilizando segmentos de peciolo
como explante, ndo foi observada morfogénese em nenhum
dos tratamentos, indicando que a utilizagdo deste tipo de
explante é inviavel para os cultivares e condigdes de cultura
testados.

Segundo PERES (2002), quando um explante falha em
desenvolver organogénese in vitro, essa falha normalmente se
da na etapa de aquisicdo de competéncia. Porém, pouco se
conhece, até o momento, sobre os mecanismos envolvidos na
aquisicdo de competéncia para organogénese (KERBAUY,
1999).

A formacgéo de calos e raizes nos segmentos de limbo de
ambos os cultivares testados foi observada 21 dias apds a
inoculacédo dos explantes nos respectivos meios de cultura
iniciais.

Em explantes obtidos a partir de segmentos de limbo do
cv. Klabat observou-se formagdo de calos em 45% dos
explantes induzidos em meio contendo 0,5 mg L" de BAP
(M0,5) e em 62% dos explantes induzidos em meio contendo
1,0 mg L' de BAP (M1). Entretanto esta diferenga nao foi
estatisticamente significativa. Ja no meio controle, sem adicéo
da citocinina, em 18% dos explantes foram induzidas raizes
via organogénese direta, sendo que o restante dos explantes
nao apresentou nenhum tipo de resposta morfogénica (Figura

1).

Em contrapartida, em explantes obtidos a partir de
folhas do cultivar Gold Strike, observou-se menores
percentuais de formacdo de calos; em 25% dos explantes
induzidos em meio contendo 0,5 mg L' de BAP e em 43% dos
explantes induzidos em meio contendo 1,0mg L™ de BAP,
sendo que esta diferenca foi estatisticamente significativa. Ja
no meio controle, sem adicdo da citocinina, como na cultivar
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anterior, a maioria dos explantes ndo apresentou nenhum tipo
de resposta morfogénica (Figura 2).

Comparando-se as Figuras 1 e 2, observa-se que em
ambos os cultivares testados, somente foram induzidas raizes
no meio controle, demonstrando que este tipo de morfogénese
é aparentemente favorecida pela auséncia total de
reguladores de crescimento no meio de cultura. Cabe ressaltar
que este tipo de morfogénese ndo é desejavel nesta etapa do
processo de micropropagagdo, uma vez que ainda ndo ha
formacgéo de gemas.

Estes resultados confirmam que para a indugéo
morfogénica dos explantes é necessaria a adi¢cdo de citocinina
ao meio de cultura, sendo que a concentragédo de 1,0 mg L’
foi a que levou aos melhores niveis de resposta em ambos os
cultivares testados. Mesmo assim, a eficiéncia de indugéo, em
média, ficou abaixo de 50% dos explantes submetidos aos
tratamentos. Este resultado demonstra que novos testes
devem ser realizados a fim de investigar a eficiéncia de
concentragdes mais altas de BAP.

Em relagdo aos gendtipos testados, comparativamente,
0 cv. Gold Strike mostrou-se mais recalcitrante a indugao,
embora esta diferenga ndo tenha se mostrado estatisticamente
significativa.

Na segunda etapa do experimento a formagéao de calos
intensificou-se para o cv. Klabat, principalmente nos meios

com 1,0 mg L BAP + 0,03 mg L™ das auxinas AIB ou ANA. A
formacgao de raizes intensificou-se nos meios controle e com
0,5mg L™ BAP + 0,03 mg L™ ANA (Figura3).

Tabela 1 - Resposta morfogénica em explantes foliares de
dois cultivares de calanchoe, apds cinco semanas

em cultura.
Mei N° de N° de
. eio de *
Cultivar N explantes explantes luz
cultura ,
com calos com raizes
MO 19 5 0 SIM
MO0,5 22 0 0 SIM
M1 7 0 0 SIM
MO 24 0 0 NAO
MO0,5 22 0 0 NAO
M1 23 0 0 NAO
MO 24 9 12 SIM
MO0,5 24 4 5 SIM
M1 24 20 1 SIM
MO 13 8 2 NAO
MO0,5 24 6 0 NAO
M1 4 0 0 NAO

* nimero inicial de explantes (n) = 24
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Resposta morfogénica (%)
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Oraiz
Hcalo
O sem resposta

MO MO0,5

Meios de cultura

M1

MO: MS

MO0,5: MS +0,5mg L' BAP  M1: MS + 1,0 mg L" BAP

Figura 1 - Percentual de resposta morfogénica em segmentos de limbo de calanchoe cv. Klabat, cinco semanas apods o inicio do
experimento. Letras diferentes sobre barras de mesmo padrdo indicam diferenga significativa segundo o Teste de

Duncan (a=0,05).
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Figura 2 - Percentual de resposta morfogénica em segmentos de limbo de calanchoe cv. Gold Strike, cinco semanas apds o inicio
do experimento. Letras diferentes sobre barras de mesmo padrdo indicam diferenga significativa segundo o Teste de
Duncan (a=0,05).
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MO: MS M1.1: MS+0,5 mg L BAP+0,03 mg L' ANA M1.2: MS+0,5 mg L™ BAP+0,03 mg L-1 AIB
M2.1: MS+1,0 mg L' BAP+0,03 mg L' ANA M2.2: MS+1,0mg L™ BAP+0,03mg L™ AIB

Figura 3 - Percentual de explantes foliares do cv. Klabat com resposta morfogénica, duas semanas apds a transferéncia para os
respectivos meios da etapa 2 do experimento.
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Ja para o cv. Gold Strike, a formagdo de calos
intensificou-se pnnmpalmente nos e 1plantes submetidos ao
meio com 0,5 mg L BAP + 0,03 mg L~ ANA (Figura 4).

A partir de 60% dos calos induzidos em explantes
foliares do cv. Klabat submetidos aos meios 1.2, 2.1 e 2.2,
originaram-se gemas aéreas adventicias. Em média, foram
obtidas nove gemas a partir de cada explante. Noventa e oito

por cento das gemas transferidas para meio de enraizamento,
induziram vigorosas raizes apdés 10 dias em meio 2 MS
suplementado com AIB e carvao ativado. Os outros 2% foram
perdidos devido a contaminagédo fungica. Todas as plantas
enraizadas foram transferidas para solo e aclimatadas durante
14 dias em camara umida, com 100% de sobrevivéncia.

90
80
70—+
60
50
40+

30+

Resposta morfogénica (%)

20+

10+

Craiz
Ecalo
Esem resposta

MO M1.1 M1.2

M2.1 M2.2

Meios de cultura

MO: MS M1.1: MS+0,5 mg L BAP+0,03 mg L' ANA M1.2: MS+0,5 mg L' BAP+0,03 mg L-1 AIB
M2.1: MS+1,0 mg L™ BAP+0,03 mg L' ANA M2.2: MS+1,0mg L' BAP+0,03mg L™ AIB

Figura 4 - Percentual de explantes foliares do cv. Gold Strike com resposta morfogénica, duas semanas apds a transferéncia para

os respectivos meios da etapa 2 do experimento.

Nao foi obtida nenhuma gema aérea adventicia a partir
de explantes do cv. Gold Strike, o que confima a
recalcitrancia deste material genético e a influéncia do
genotipo nos niveis de resposta morfogénica desta espécie.

Os dados obtidos demonstram que ¢é possivel
regenerar plantas de calanchoe através da técnica da
micropropagacgéo. Mudas viaveis, com 5 cm de altura e 10
folhas, foram obtidas num prazo de 3,5 meses.

Entretanto o método ainda ndo apresenta viabilidade
para ser implementado na produgdo de mudas em larga
escala, principalmente devido a dois fatores: ha influéncia do
genotipo, sendo assim, nem todas as cultivares sdo possiveis
de serem micropropagadas; o tempo necessario para a
obtencdo de mudas através da micropropagacgéao foi maior que
0 necessario para a propagagdo vegetativa convencional
(segundo informagdes dos produtores).

Sendo assim, o0s experimentos nesta area deverdo
continuar e ser aprofundados com o objetivo de aumentar a
eficiéncia do processo, reduzindo o tempo necessario para a
obtencédo de mudas e testando novas formulagdes de meio de
cultura que permitam induzir organogénese num maior numero
de materiais genéticos.

CONCLUSOES

A presenga de luz foi fundamental para a inducdo
morfogénica dos explantes para ambos os gendtipos testados.

Nenhuma das condigbes de cultura testadas induziu a
organogénese direta, sendo que a formagédo de gemas aéreas
adventicias foi precedida da formagéo de calos em 100% dos
casos.

Houve influéncia do gendtipo sobre a resposta a cultura in
vitro, sendo que o cultivar Gold Strike mostrou ser recalcitrante
quando comparado ao cultivar Klabat.

A inducdo morfogénica dos explantes foi dependente da
presenca de BAP no meio de cultura (1 mg L ) e a
multiplicacédo de calos e formagcdo de gemas foi obtida com
suplementagao tanto com a auxina AIB quanto com ANA (0,03
mg L’ )
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ABSTRACT

This study had as objective to analyze the physiologic
processes involved in the establishment of protocols for in vitro
propagation of kalanchoe (Kalanchoe blossfeldiana Poelln.) by
organogenesis. Two cultivars were tested, Gold Strike and Klabat,
using different explants: limbo and petiole segments. After disinfection,
the explantes were inoculated in MS medium, supplemented with BAP
(0; 0.5 and 1.0 mg L™) in the first stage and later on transferred to MS
medium, supplemented with BAP (0; 0.5 and 1.0 mg L") combined
with 0.03 mg L of NAA or IBA. The cultures were maintained under
temperature of 25+1°C and 14h photoperiod. The morphogenic
responses began 21 days after inoculation. None of the tested culture
conditions induced direct organogenesis, and the formation of
adventitious shoots was always preceded by callus formation. The
treatment that induced larger amounts and adventitious shoots calli
was: limbo segments of the cv. Klabat, cultivated in MS + 1.0 mg L’
BAP + 0.03 mg L NAA. Influence of the genotype and explant type on
morphogenetic response, was observed. The cv. Gold Strike showed
to be recalcitrant when compared to the cv. Klabat, the same
happening with petiole explants for both tested genotypes.

Key-words: micropropagation, kalanchoe, BAP, NAA.
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