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Alongamento e Enraizamento in Vitro
de Heliconia latispatha em Funcao do
Fotoperiodo e da Concentragcdo de ANA

Anténio Anderson de Jesus Rodrigues’
Eder de Oliveira Santos®
Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho®

Resumo - O cultivo comercial de flores tropicais, em especial de helicénias,
carece de informagdes técnicas que garantam a produgdo em larga escala
de mudas com alta qualidade genética e fitossanitaria, de acordo com a
demanda de mercados cada vez mais exigentes. Sendo assim, a produgéo
de mudas micropropagadas contribui significativamente para a produtividade
e qualidade dos propagulos. O objetivo do estudo foi avaliar a concentragao
de acido naftaleno acético (ANA) e o fotoperiodo mais adequados para a fase
de alongamento e enraizamento in vitro de brota¢cdes de Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 6 x 2 com cinco repetigbes, de um frasco
contendo trés explantes. Utilizou-se meio de cultura MS, adicionado de 2,5
mg L' de BAP suplementado com seis diferentes concentragdes de ANA (0,0;
0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg L"). Depois da inoculagdo, os explantes foram
mantidos em salas de crescimento com dois fotoperiodos: 12 e 16 horas,
ambas com temperatura de 24 + 2 °C e irradiancia de fétons de 30 ymol
m-2 s, Apos 30 dias de cultivo in vitro, em ambos fotoperiodos (12 e 16 horas)
as doses crescentes de ANA favoreceram a multiplicagdo e o alongamento
dos brotos, bem como o aumento do nimero e do comprimento das raizes de
Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro.

Termos para indexagao: Heliconiaceae, micropropagacao, floricultura
tropical.

! Engenheiro-agronomo, mestre em Agronomia/Fitotecnia pela Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, CE
s Engenheiro-agronomo, mestre em Ciéncias do Solo pela Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, CE
Bidloga, doutora em Genética, pesquisadora da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, CE
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Photoperiod and NAA Concentration on in Vitro
Elongation and Rooting of Heliconia latispatha

Abstract - The commercial cultivation of tropical flowers, especially heliconia,
lacks technical information that guarantees the large scale production of
plants with high genetic and phytosanitary quality, according to the request
of increasingly demanding markets. Thus, the production of micropropagated
plantlets contributes significantly to the productivity and quality of the
propagules. The objective of this study was to evaluate naphthalene acetic
acid (ANA) concentration and photoperiod best suited for the in vitro elongation
and rooting phase of Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro shoots.
The experimental design was completely randomized, with a 6 x 2 factorial
arrangement with five replications, of a bottle containing three explants.
MS medium added with 2.5 mg L' of BAP was supplemented with different
concentrations of ANA (0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 mg L""). After inoculation,
the explants were kept in growth rooms (photoperiods of 12 and 16 hours),
both with a temperature of 24 + 2 ° C and photon irradiance of 30 ymol m=2 s,
After 30 days of in vitro cultivation, in both photoperiods (12 and 16 hours) the
increasing doses of ANA favored shoots multiplication and elongation, as well
as increase in the number and the length of the roots of Heliconia latispatha
Bentham cv. Orange Gyro.

Index terms: Heliconiaceae, micropropagation, tropical flowers.
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Introducao

No Brasil, a floricultura constitui-se em um dos mais novos, dindmicos
e promissores segmentos do agronegocio brasileiro (Sebrae, 2015). O
faturamento deste setor foi de R$ 5,4 bilhdes em 2014, R$ 6,2 bilhdes em
2015, R$ 6,65 bilhées em 2016 e para 2017 o mercado prevé arrecadar
R$ 7,2 bilhdes, o que equivale a 9% de crescimento (Mercado..., 2017). As
flores e plantas ornamentais tropicais ocupam cada vez mais espaco no
mercado da floricultura, resultando no crescimento da demanda por esses
produtos. Entre as muitas espécies tropicais comercializadas, as helicbnias
destacam-se por sua diversidade na forma, no tamanho e, particularmente, na
durabilidade das inflorescéncias (Rodrigues, 2008), sendo uma das espécies
mais populares em cultivo (Rodriguez et al., 2013).

As helicbnias sé&o usadas principalmente como plantas para paisagismo e
flores de corte. Como flores de corte, vem sendo observada uma crescente
comercializagdo nos mercados nacional e internacional, gragas a sua beleza,
exoticidade, rusticidade, resisténcia ao transporte e longa durabilidade pos-
-colheita, que tém favorecido sua disseminagao no mercado de flores cortadas.
No mercado internacional, vém apresentando crescente comercializacdo em
fungdo do aumento da produc¢do em paises da América Central e da América
do Sul, e, também, do aumento da sua divulgagdo no Brasil. E comum
observar areas de cultivos nos Estados do Rio de Janeiro, de Sdo Paulo,
Santa Catarina, Pernambuco, do Amazonas e do Ceara (Cultivo..., 2013).
Dentre as caracteristicas, a inflorescéncia da H. latisphata tem coloracao
laranja-claro, possuindo o florescimento distribuido pelos meses de verao
(janeiro a margo) e inicio do outono (abril), ocupando, portanto, um intervalo
de 90 a 120 dias (Castro et al., 2007).

As helicbnias sdo propagadas a partir de sementes ou de rizomas. Na
propagacgao sexuada (sementes), as plantas sé apresentam floragao apos 4
a 7 anos (Kumar, 2010). Por esta razdo, comercialmente elas sado produzidas
por propagacado assexuada (rizomas). Entretanto, esta técnica resulta em
pequeno numero de mudas e oferece riscos de disseminagao de doencgas
(Reshmi; Sheela, 2010; Ulisses et al., 2010b) que podem persistir nos plantios
por muitas geragdes (Ulisses et al., 2010a). Além disso, esses propagulos
ndo podem ser comercializados para varios paises devido aos rigidos
controles de quarentena, por causa da presenga da bactéria Pseudomonas
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solanacearum nos rizomas (Kumar, 2010). Portanto, a cultura de tecidos pode
contribuir na solugdo desses entraves no cultivo de helicbnia, como o longo
periodo necessario entre a germinagdo da semente e a floragéo e a baixa
taxa de multiplicacdo (Kumar, 2010), além de minimizar a possibilidade de
disseminacéo de agentes patogénicos pelos rizomas, principalmente quando
a cultura é estabelecida in vitro a partir de embrides zigéticos.

Com a crescente importancia dessas plantas para ornamentagéo, tem
aumentado significativamente a demanda por desenvolvimento de protocolos
eficientes para a produgéo de mudas de alta qualidade genética e fitossanitaria,
usando-se técnicas de cultura de tecidos, como a micropropagagao
(Marulanda-Angel et al., 2011).

Em heliconia, varios autores estudaram a produgdo de mudas
micropropagadas de algumas espécies de interesse econdmico, como H.
bihai(MaruIanda-AngeI etal., 2011; Rodrigues, 2008; Ulisses et al., 2010a), H.
caribaea (Pérez et al., 2015), H. chartacea (Quisen et al., 2013; Raizer et al.,
2017; Reshmi et al., 2008; Reshmi; Sheela, 2010), H. curtispatha (Alarcén et
al., 2011); H. latispatha (Pérez et al., 2015), H. ortotricha (Takeui et al., 2016),
H. psittacorum (Bora; Paswan, 2002; Guzman et al., 2009; Juh et al., 1999;
Kumar, 2010; Reshmi; Sheela , 2010) e H. psittacorum x H. spathocircinata
(Reshmi; Sheela , 2010); H. rostrata (Pérez et al., 2015; Rodriguez et al.,
2013), H. standley (Rodriguez et al., 2008) e H. wagnerina (Pérez et al., 2015;
Rodriguez et al., 2013). O estabelecimento do cultivo in vitro de heliconia tem
sido feito a partir de diferentes fontes de explante, tais como: apice caulinar
(Rodrigues, 2008; Rodriguez et al., 2008; Takeiu et al., 2016), embrido
zigotico (Alarcén et al., 2011; Ulisses et al., 2010a), gema (Bora; Paswan,
2002; Juh et al., 1999; Jun et al., 2004; Kumar, 2010; Reizer et al., 2017;
Reshmi et al., 2008; Reshmi; Sheela, 2010), meristema apical (Pérez et al.,
2015; Rodriguez et al., 2013), meristema floral (Murulanda-Angel et al., 2011)
e secgOes transversais do pseudocaule (Guzman et al., 2009).

A luminosidade das salas de crescimento deve ter atengdo especial, ja
que é nelas onde ocorre o desenvolvimento das culturas in vitro, por isso
torna-se necessario atentar para a energia radiante, visando promover
um bom desenvolvimento das plantas (Barrueto Cid; Teixeira, 2010). Na
micropropagacao, os fotoperiodos geralmente empregados sdo os de 12 e 16
horas de luz. Na maioria dos trabalhos realizados com as diferentes espécies
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de heliconias, o fotoperiodo mais utilizado € o de 16 horas (Alarcén et al.
2011; Guzman et al. 2009; Kumar; 2010; Quisen et al., 2013; Reizer et al.,
2017; Rodrigues, 2008; Takeui et al., 2016; Ulisses et al., 2010a). Apenas na
producdo de mudas micropropagadas de H. standley (Rodriguez et al., 2008)
e de H. rostrata e H. wagnerina (Rodriguez et al., 2013) foram utilizados
fotoperiodos de aproximadamente 11 horas de luz solar por dia. Contudo, em
nenhum dos referidos trabalhos os autores avaliaram o efeito do fotoperiodo
na micropropagacao in vitro dessas espécies.

Além da luminosidade, outro fator que pode influenciar o cultivo in vitro € o
uso de reguladores de crescimento. Dentre eles, as citocininas e as auxinas
sdo as mais utilizadas na cultura de tecidos (Silva et al., 2011); entretanto,
a concentragdo dessas substancias € um fator importante no cultivo in vitro
(Oliveira et al., 2013). Na produgao de mudas micropropagadas de heliconias,
a citocinina mais utilizada é a 6-benzilaminopurina (BAP), em concentra¢des
que variam desde 0,5 mg L' (Alarcon et al., 2011) até 7,0 mg L' (Kumair,
2010). Entre as auxinas, sao citados o acido indolacético (AlA) (Bora; Paswan,
2002; Marulanda-Angel et al., 2011), o acido indolbutitrico (AIB) (Kumar,
2010; Ulisses et al., 2010a) e o acido naftalenoacético (ANA) (Bora; Paswan,
2002; Juh et al., 1999). Na fase de alongamento e enraizamento de heliconia,
o meio de cultura basico utilizado é o Murashige; Skoog (1962). A este meio
sdo0 adicionadas apenas auxinas, como AIA (Murulanda-Angel et al., 2011),
AIB (Kumar, 2010; Ulisses et al., 2010a), ANA (Jun et al., 2004) e AIA + ANA
(Bora; Paswan, 2002) ou em combinagdo com uma citocinina, como ANA
e BAP (Juh et al., 1999). Tendo em vista que a adigdo de ANA (0,5 mg/L) e
BAP (1,0 a 2,0 mg/L) ao meio de cultura MS resultou em maior porcentagem
de enraizamento e numero de raizes, em brotacbes de H. psittacorum cv.
Rhizomatosa (Juh et al., 1999) optou-se por testar essa combinagdo de
reguladores de crescimento no presente estudo.

Neste contexto, objetivou-se com o presente estudo avaliar o alongamento
e enraizamento in vitro de brotagdes de Heliconia latispatha Bentham cv.
Orange Gyro em diferentes concentragdes de ANA e regime de fotoperiodo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais
da Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza, CE.
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Os explantes foram obtidos de culturas de Heliconia latispatha Bentham
cv. Orange Gyro estabelecidas in vitro a partir de embrides zigéticos. Essas
culturas foram multiplicadas por cinco subcultivos sucessivos, sob condi¢des
de fotoperiodo de 16 horas, em meio de cultura basico MS (Murashige;
Skoog, 1962), suplementado com 2,5 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP),
de acordo com Ulisses et al. (2010a), 30 g L' de sacarose e solidificado
com 5,5 g L' de agar. As brotagdes utilizadas como explantes apresentavam
tamanho médio de 2,5 cm de altura, diametro médio de 5,5 mm, de 3 a 4
folhas e sem a presencga de raizes (Figura 1). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8 antes da inclus&o do agar e, posteriormente, autoclavado a
121 °C e 1 atm por 20 minutos. Os meios de cultura foram enriquecidos com
seis diferentes concentragdes de ANA (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg L),
totalizando 12 tratamentos.

Figura 1. Brotagbes de Heliconia latispatha Bentham cv. Orange Gyro com tamanho
médio de 2,5 cm de altura, didametro médio de 5,5 mm, apresentando de 3 a 4 folhas
e sem a presencga de raizes. Barra = 1,00 cm.

Foto: Alexya Vitéria Felix Carvalho
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Foram utilizados frascos de vidro transparente (de 10,5 cm de altura,
6,8 cm de diametro de fundo, 6,3 cm de didmetro da rosca contendo quatro
garras e volume de 268 mL) vedados com tampa de polipropileno de rosca,
contendo 30 mL de meio de cultura. Os explantes foram inoculados no meio
nutritivo em condigdes assépticas em capela de fluxo laminar.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 6 (dois fotoperiodos x seis concentragdes de ANA), com cinco
repeti¢cdes, totalizando 60 parcelas. Cada repeticdo consistiu de um frasco
contendo trés explantes. As culturas foram mantidas em duas salas de
crescimento com fotoperiodos de 12 e 16 horas, de acordo com o tratamento,
ambas com temperatura de 24 * 2 °C e intensidade luminosa de 30 uymol
m=2 s,

Trinta dias apds inoculagéo dos explantes in vitro, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas: numero de brotacées emitidas por explante, altura
da parte aérea, nUmero e comprimento das raizes, didametro do pseudocaule,
numero de folhas e massa fresca e seca da parte aérea. O numero de
brotacdes, de raizes e de folhas foi obtido pelo método de contagem direta;
a altura dos brotos (distancia entre o colo da planta até a inser¢do da folha
mais nova) e o comprimento das raizes foram auferidos por medigao direta;
o didmetro do pseudocaule, na regido do colo da planta, foi medido com um
paquimetro digital; os dados referentes a massa fresca foram alcangados
com o uso de uma balanga digital, sendo o material colocado em estufa, sob
temperatura de 60 °C até peso constante, com posterior determinagéo da
massa seca com o uso da balancga digital.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e analise de regressao,
utilizando-se o programa estatistico Sisvar — Sistema de analise de
variancia (Ferreira, 2014). Os dados referentes ao niumero de raizes foram
transformados para raiz de (x).

Resultados e Discussao

Houve diferenca significativa quanto ao numero e a altura das brotagoes,
numero e comprimento das raizes, apenas em fungdo da concentragao de
ANA. Quanto ao didmetro do pseudocaule, numero de folhas e as massas
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fresca e seca das brotacdes, ndo foram observadas diferengas significativas
em nenhuma das fontes de variacdo analisadas, sendo os valores médios
obtidos para estas variaveis de 6,34 mm, 3,25 folhas, 0,59 g e 0,07 g,
respectivamente. Com relagéo ao fotoperiodo e a sua interagdo com a auxina
testada, também n&o foram verificadas diferencas significativas.

Os altos custos na produ¢cdo de mudas micropropagadas em salas de
crescimento, entre outros fatores, relacionam-se ao elevado consumo de
energia elétrica por meio de iluminagao artificial (Braga, et al., 2009; George;
Manuel, 2013). Como os fotoperiodos deste trabalho ndo se diferenciaram,
infere-se que o fotoperiodo de 12 horas mostra-se vantajoso para esta
espécie ornamental na fase de alongamento e enraizamento in vitro, pois
deve possibilitar a diminuigcao significativa dos custos com energia elétrica.

Observou-se que os valores para numero e altura das brota¢ées produzidas
por explante variaram em fungcdo das quantidades de ANA adicionadas ao
meio de cultura (Figura 2A e 2B). Na analise de regresséao, para o efeito
das diferentes concentragcdes de ANA, o modelo matematico mais adequado
para estas duas caracteristicas foi o linear positivo, indicando o aumento dos
valores dessas caracteristicas com o aumento continuo das concentragdes
de ANA.

No meio de cultura MS contendo 2,5 mg L' de BAP, mas sem a adicdo
de ANA, apenas duas brotagdes foram formadas (Figura 2A). Ulisses et al.
(2010a) registraram para H. bihai, em média, 1,64 brotacdes neste mesmo
meio de cultura, 45 dias apoés o cultivo in vitro.

O aumento da concentracdo de ANA proporcionou um incremento no
numero de brotacdes, atingindo uma taxa de multiplicagdo aproximada de
2,95 brotos por explante, com a adicdo de 1,0 mg L' desta auxina, aos
30 dias de cultivo in vitro (Figura 2A). Silva Junior et al. (2015) obtiveram
resultados semelhantes ao testar diferentes concentracdes de ANA e uma
dose fixa de BAP, em que a taxa de brotagdo apresentou um comportamento
linear crescente em bastao-do-imperador (Etlingera elatior) var. Red Torch
com o0 aumento da concentragdo da auxina, culminando numa taxa de
9,82 brotos/explantes, aos 90 dias de cultivo em meio de cultura contendo
3,0 mg L' de BAP adicionado de 1,0 mg L' de ANA.
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Com relagdo a altura das brotagbes (Figura 2B), observou-se um
comportamento linear crescente entre as diferentes concentragdes de ANA.
A tendéncia geral dos tratamentos foi de acréscimo na altura das brotacdes
com o aumento da concentragdo de auxina. Kumar (2010) constatou que a
combinacgéo de 7,0 mg L' de BAP e 0,5 mg L' de AIB resultou em brotagdes
com as maiores alturas, 4,8 cm, apds aproximadamente 50 dias de cultivo in
vitro.
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Figura 2. Valores médios de numero (A) e altura das brota¢des (B) em Heliconia
latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meio MS contendo diferentes concentragbes
de ANA, aos 30 dias na fase de alongamento e enraizamento in vitro.
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Tanto no numero quanto no comprimento médios das raizes foram
observadas diferencgas entre as concentracdoes de ANAtestadas. Quanto maior
a concentragao de ANA adicionada ao meio de cultura, maior foi o nimero
(Figura 3A) e comprimento das raizes (Figura 3B), evidenciando efeito linear
crescente constante na regressao, corroborando que essa espécie responde
de forma positiva a concentragdes crescentes desse regulador.
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Figura 3. Valores médios de nimero (A) e comprimento (B) das raizes em Heliconia
latispatha Bentham cv. Orange Gyro em meio MS contendo diferentes concentragdes
de ANA, aos 30 dias na fase de alongamento e enraizamento in vitro.
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Para as variaveis numero e comprimento médio de raizes, verificou-
se aumento da formagao de raizes com o incremento da concentracéo
de ANA adicionada ao meio de cultura. A utilizagdo de 0,8 mg L' de ANA
proporcionou, em meédia, 2,2 raizes com 1,92 cm de comprimento; ja na maior
concentragao testada, isto é, 1,0 mg L, formaram-se, em média, 3,4 raizes
com comprimento de 2,42 cm. Brota¢des de H. psittacorum cv. Rhizomatosa,
mantidas in vitro no meio de cultura MS adicionado de 2,0 mg/L de BAP e 0,5
mg/L de ANA por 45 dias, formaram em média 6,9 raizes (Juh et al., 1999).
Silva Junior et al. (2015), também utilizando concentragbes crescentes de
ANA (0,1; 0,5 e 1,0 mg L") e mantendo a concentragao de BAP fixada em 3,0
mg L', aos 90 dias de cultivo, verificaram que, na concentragéo (1,0 mg L"),
houve maior formagéo do niumero médio (10,10) e comprimento (11,23 cm)
de raizes em bastdo-do-imperador var. Red Torch.

Kumar (2010) verificou que as brotagdes de H. psittacorum cultivadas em
meio MS suplementado com 2,5 mg L' de AIB, na auséncia de citocinina,
produziram mais raizes, 3,33, com maiores comprimentos, 3,95 cm, apos
30 dias de cultivo in vitro. Ja Alarcoén et al. (2011), estudando a propagacgao
in vitro de Heliconia curtispatha Petersen, observaram que houve formagéo
de maior numero e comprimento das raizes (5,20 raizes e 1,05 cm,
respectivamente) no tratamento sem adicdo de regulador de crescimento.
Esses autores mencionam que esse comportamento pode ser resultante da
diferenga entre o balango hormonal enddgeno existente em cada espécie, e
que o comprimento das raizes recém-formadas ndo € uma consequéncia da
acao de um fitorregulador especifico.

Conclusao

Em ambos fotoperiodos (12 e 16 horas), a adicao de ANA favorece a
multiplicagdo e o alongamento dos brotos, bem como o aumento do numero
e do comprimento das raizes de Heliconia latispatha Bentham cv. Orange
Gyro em meio MS com 2,5 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP).
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