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RESUMO

Micropropagacao de espécies de helicdnia, caracterizacdo morfolégica e identificacao

molecular de bactérias contaminantes

O género Heliconia tem participagdo crescente na floricultura tropical, sendo utilizada
principalmente como flor de corte e para o paisagismo. A aplicacdo da micropropagacgao na
producdo de helicbnias pode atuar na otimizagéo da produtividade e na melhoria da qualidade
do produto, proporcionando a multiplicagdo rapida e em grande escala das mudas,
independentemente do periodo do ano, a multiplicagdo de hibridos e matrizes de grandes
potenciais, a produ¢cdo mais uniforme e reducdo do periodo até a colheita. Entretanto, o
sucesso do processo de micropropagacao depende de varios fatores, entre eles, o
estabelecimento do explante in vitro, a adequacédo do meio de cultura e a escolha do melhor
substrato na fase de aclimatacdo, como estudadas no presente trabalho. Uma das maiores
dificuldades enfrentadas no estabelecimento in vitro dos explantes de helicbnias é a
contaminacéao bacteriana. De acordo com os resultados obtidos, as cultivares Heliconia bihai cv.
Peach Pink, H. ortotricha Candy Cane e H. ortotricha L. Anderss cv. Total Eclipse respondem
diferentemente aos tratamentos de assepsia testados. A utilizagdo do meio MS (Murashige;
Skoog, 1962), com a concentragdo normal dos sais MS, 2,5 mg/ L BAP e 0,10 mg/L ANA foi o
meio de cultura mais adequado para o cultivo in vitro de H. ortrotricha cv. Candy Cane,
proporcionando uma boa taxa de brotagao por explante e plantas bem desenvolvidas. Durante
a aclimatagéo das plantas de H. ortotricha Candy Cane, as misturas de Plant Max® Horticultura
+ Fibra de coco e Plant Max® Horticultura + Casca de arroz carbonizado foram superiores em
relacdo aos outros substratos testados, tanto pelo maior indice de plantas sobreviventes,
quanto pelo maior crescimento da parte aérea, apresentando uma boa coloragao das folhas e
um maior desenvolvimento do sistema radicular. Para identificacdo dos contaminantes, 100
isolados de bactérias foram obtidos de meios de cultura contaminados e das folhas das plantas
de casa de vegetagcdo e submetidos a analises moleculares para a caracterizagdo por Analise
de Restricdo de DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) e identificagdo pelo sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA. As bactérias isoladas das folhas de helicbnia em meios de cultura
TSA e R2A foram somente quatro géneros nas trés cultivares, identificados como Arthrobacter
sp., Xanthomonas sp., Burkholderia sp. € Rhizobium sp.. Em meio de cultura contaminado
constatou-se a presenga de Burkholderia sp. nas culturas de H. ortotricha Candy Cane e H.
ortotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse e de Burkholderia sp. € Rhizobium em H. bihai cv.
Peach Pink. As bactérias contaminantes durante o estabelecimento in vitro dos explantes de
helicbnias podem ser, portanto, provenientes das comunidades endofiticas da planta matriz
fornecedora do explante.

Palavras-chave: Cultivo in vitro, contaminagao bacteriana, substrato, H. ortotricha, H. bihai.
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ABSTRACT

The Heliconia genus has increasing participation in the tropical floriculture, used mainly
as cut flower and for landscape. The use of micropropagation in the process of heliconia
production can improve product quality and productivity, providing large-scale and efficient plant
multiplication, independently of the season, clonal multiplication of hybrids and other valuable
plants, consequently with a more uniform production and possibility of a shorter period for
harvesting. However, the success of the micropropagation process depends on various factors,
such as the explant establishment in vitro, culture medium and a suitable substrate for
acclimatization, which were studied in this work. Bacterial contamination is one of the difficulties
for the in vitro establishment of heliconia explants. The results showed that Heliconia bihai cv.
Peach Pink, H. ortotricha Candy Cane and H. ortotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse responded
differently to the descontamination treatments used. The use of full strength of MS (Murashige;
Skoog, 1962) medium supplemented with 2,5 mg/L BAP and 0,10 mg/L ANA was the best for
the in vitro culture of H. ortrotricha cv. Candy Cane, providing good multiplication rates, with well
developed plants. H. ortotricha Candy Cane acclimatization showed better results in substrate
mixtures containing Plant Max® Horticulture + Coconut fiber and Plant Max® Horticulture + Rind
of carbonized rice with better rates of survival, better development of the aerial parts and root
system development. For identification of the contaminantes, 100 bacteria isolates were
obtained from contaminated culture media and leaves of greenhouse plants and submitted to
morphological and molecular analyses to characterization for Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis (ARDRA) and identification for partial 16S rRNA gene sequencing. The
bacterial isolates obtained from the leaves in TSA and R2A culture media had been only four
species in the three heliconia cultivars, and were identified as Arthrobacter sp., Xanthomonas
sp., Burkholderia sp. and Rhizobium sp.. In culture media contaminated Burkholderia sp. was
evidenced in cultures of H. ortotricha Candy Cane and H. ortotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse
and Burkholderia sp. and Rhizobium sp. in H. bihai cv. Peach Pink. The bacterial contaminants
observed during the in vitro establishment of heliconia explants originated from the endophytic
community of the plants which were used as explant sources.

Key words: In vitro culture, bacterial contamination, substrate, H. ortotricha, H. bihai.
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1 INTRODUCAO

As transformacgdes ocorridas no movimento paisagistico e no cenario sécio-econémico
mundial em meados do século XX, influenciaram na valorizacdo do senso ecoldgico € na
divulgacdo da beleza exdética, integrando a projecéo dos jardins com a vegetacédo nativa pré-
existente, contribuindo na difusdo e na preservacdo de muitas espécies tropicais. Neste
contexto, a floricultura tropical incidiu, tornando-se uma atividade de maior expressao na regiao
Nordeste brasileira e surgindo como grande alternativa para o desenvolvimento de pequenas
propriedades rurais, promovendo a inclusdo social, diminuindo o éxodo rural e agregando novas
tecnologias ao longo da cadeia produtiva de plantas ornamentais, consolidando-se como uma

atividade altamente competitiva e sustentavel.

A floricultura tropical movimenta US$ 400 milhGes por ano e o setor corresponde a
menos de 5% das exportacdes brasileiras, sendo este um indicativo da ampla perspectiva de
expansao, impulsionada substancialmente pela sua boa aceitagdo no mercado, devido a alta
durabilidade pos-colheita, a resisténcia durante o transporte, o exotismo e a alta diversidade de

formas e cores das bracteas.

O género Heliconia é o unico representante da familia Heliconiaceae e tem participagao
crescente na floricultura. As plantas sdo geralmente usadas como flor de corte e para o
paisagismo, cujo principal atrativo é a inflorescéncia terminal, formada pelas bracteas vistosas,
cores contrastantes e texturas variaveis, na qual abrigam as flores propriamente ditas. As
helicbnias atuam como plantas pioneiras no processo de regeneragao da vegetacao, auxiliam
na recuperacido de solos degradados e mantém importantes relacbes coevolutivas com
espécies animais responsaveis pela sua polinizagdo, desempenhando um importante papel nos

ecossistemas tropicais.

A aplicacdo da biotecnologia no setor, atua na otimizagdo da produtividade e na
melhoria da qualidade do produto, entre elas, a pratica da cultura de tecidos contribui na
producdo de mudas sadias, viaveis e uniformes, diminui o periodo até a colheita, proporciona a
multiplicagdo rapida e em grande escala de hibridos e matrizes potenciais e fornece maior
resisténcia as plantas contra os fitopatégenos, por apresentar um bom estado nutricional e o

sistema radicular bem desenvolvido.
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O processo de micropropagacgao possibilita a maior rapidez regenerativa dos explantes,
facilitando a propagagédo quando as tecnologias convencionais sao dificeis, a obtengdo de
plantas independente da estagdo do ano e a preservagao do fendétipo e da atividade fisioldgica
da planta-matriz. No entanto, a ocorréncia de bons resultados na micropropagagao dependem
da otimizagdo de enumeras variaveis como: a adequagdo do meio de cultura, suprindo as
necessidades nutricionais para o crescimento, o desenvolvimento e a multiplicagdo das plantas
in vitro; a escolha do melhor substrato na fase de aclimatagdo, promovendo as condigbes
fisicas e quimicas favoraveis para a adaptacdo das plantulas ao ambiente ex vitro e o bom
desenvolvimento do sistema radicular. Ao final, uma das principais dificuldades na
micropropagacao de heliconias é a contaminagao bacteriana dos explantes in vitro, a qual afeta
o desenvolvimento da planta pela competicdo dos nutrientes, ou exudando substancias que

acidificam o meio de cultura e ou liberando reguladores vegetais.

Desta forma, o presente trabalho visou: a padronizagdo de um protocolo de assepsia
para a micropropagac¢ao de Heliconia bihai cv. Peach Pink, H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total
Eclipse e H. ortrotricha cv. Candy Cane, buscando alternativas para o controle da contaminagao
bacteriana durante o estabelecimento do explante in vitro; a identificacdo de bactérias presentes
no meio de cultura e em plantas matrizes, com o intuito de definir a origem da contaminagao
durante a introdugéo in vitro; a multiplicacdo de H. ortrotricha cv. Candy Cane, sob diferentes
concentracdes de sais e reguladores vegetais no meio de cultura e subsequente avaliagdo da

aclimatagao das plantulas sob diferentes substratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A floricultura é um dos segmentos mais dindmicos e avangados do agronegdcio
contemporéneo, destacando-se expressivamente no que tange a estrutura de mercado, a
diversificacdo de espécies e variedades, a difusdo de novas tecnologias de producgao, a
profissionalizagdo dos agentes da cadeia e na sua integragcdo com programas de inclusao
social, diminuindo o éxodo rural e valorizando o trabalho da mulher e de jovens de baixa renda
em algumas regides brasileiras (TANIO; SIMOES, 2005).

De acordo com Buainain e Batalha (2007), a atividade mundial de producao de flores e
plantas ornamentais ocupa uma area estimada em 190 mil hectares e movimenta valores
proximos a US$ 60 bilhdes por ano. A floricultura nacional move R$ 2 bilhdes (SEBRAE, 2005)
e a participagdo na exportagdo mundial é de apenas 0,22%, correspondendo a 3% do
faturamento do setor (SEBRAE, 2005; BUAINAIN; BATALHA, 2007). Segundo a Secretaria de
Comércio Exterior do Ministério do Desenvolvimento (SECEX, 2008), as exporta¢cdes dos
produtos da floricultura brasileira atingiram o valor de US$35,3 milhdes em 2007, representando

um aumento de 9,1% em relagao ao ano anterior.

A vasta extensao territorial do Brasil promove a grande diversidade climatica e edafica,
favorecendo a multiplicidade dos componentes da cadeia produtiva da floricultura como a
producdo de bulbos, mudas, flores e as folhagens de corte, tanto de plantas de clima
temperado, como de tropical (BUAINAIN; BATALHA, 2007). Outro éxito é fundamentado na
possibilidade de obter produtos e seus derivados ao longo de todo o ano a custos relativamente
baixos e a sua maior produtividade no periodo entre outubro e abril, a qual coincide com o

inverno das principais regides produtoras do hemisfério norte (MOTOS, 2005).

Buainain e Batalha (2007) relatam que a floricultura brasileira é caracterizada por um
significativo crescimento e dinamismo na produtividade na maioria dos estados nos ultimos
cinco anos, aumentando também as diferenciagbes econémicas, politicas e sociais entre as

regides e seus polos produtores.

O aumento da renda da populacdo, a busca pela sustentabilidade, o maior investimento

na divulgacéo e a facilidade de acesso aos produtos, tanto nos pontos de venda fisicos como
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via internet, sao fatores de médio prazo que reforgam o crescimento do consumo de flores no
mercado interno, que no momento atual, consome praticamente tudo que produz. No entanto, o
consumo per capita anual de flores no Brasil € de US$ 4,7, um valor extremamente baixo em
relagdo aos paises desenvolvidos, como a Suiga, onde o consumo alcanga US$ 174 por ano,
ou os Estados Unidos, com US$ 58 por ano, ou seja, um mercado ainda pouco explorado com
amplas perspectivas de desenvolvimento (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

Em meados do século XX, os trabalhos de Roberto Burle Marx revolucionaram o
movimento paisagistico moderno brasileiro, quebrando a formalidade dos jardins, a qual seguia
a tendéncia européia e o uso intensivo de plantas temperadas. Os jardins projetados por Burle
Marx buscavam a integracdo com a natureza local, além de uma associagdo de espécies
tropicais nativas, contribuindo na divulgacao, na difusdo e na preservagao de muitas espécies
brasileiras, entre elas algumas helicbnias e marantaceas. A valorizacdo das formas
assimétricas em contexto ecologicamente correto, agrupando as plantas em harmonia
paisagistica com a vegetacdo pré-existente era sempre um resultado observado por sua
influéncia no paisagismo empregado nos atuais Jardins Botanicos brasileiros (VEIGA et al.,
2003).

As profundas modificagdes no cenario soécio-econdmico mundial influenciam na
preferéncia dos consumidores, que motivados pelo senso ecolégico e pela divulgacao da beleza
exotica, procuram cada vez mais produtos que representem o apelo ecolégico e de aparéncia

peculiar, valorizando as plantas silvestres e tropicais (OLIVEIRA, 1996).

Brainer e Oliveira (2006), enfatizam que a partir do final do século XX a floricultura no
Nordeste Brasileiro se tornou uma atividade de maior expressdo econdémica, com foco na
producdo de espécies de clima tropical. Atualmente a atividade se concentra nos estados de
Pernambuco, Bahia, Ceara e Alagoas, ocupando areas mais privilegiadas em termos climaticos
e de oferta de agua e fazendo uso intensivo dos fatores de producdo, com destaque para a
elevada geracdo de emprego por area cultivada, contribuindo para ocupacédo da méao-de-obra

local e obtencao de divisas.

Segundo Brainer e Oliveira (2006), o trabalho na floricultura possui a vantagem de nao
ter a sazonalidade como as outras atividades agricolas da regido Nordeste, principalmente

como as monoculturas de cana-de-agucar. Sendo uma atividade desenvolvida em pequenas
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areas de agricultura familiar, pode se consolidar como uma atividade competitiva e sustentavel
(BUAINAIN; BATALHA, 2007), absorvendo principalmente a mdo-de-obra familiar e permanente
(KIYUNA et al., 2004). O estudo realizado por Brainer e Oliveira (2006), indica que 89,60% da
mao-de-obra utilizada pela floricultura nordestina é permanente e os outros 10,40% sao

empregos temporarios.

O municipio de Macaras, Bahia, foi o primeiro a implantar o projeto floricultura
comunitaria como uma forma de promover a inclusao social, mantendo jovens de baixa renda
em suas proprias terras. O projeto recebeu o Prémio Dubai, concedido pela Organizagcdo das
Nacdes Unidas (ONU) as melhores praticas de assentamento humano em 2002 (SEBRAE,
2005).

Um levantamento feito pela SEBRAE (2003) ressalta que entre as 200 espécies de
flores mais cultivadas no pais, cerca de 160 sdo tropicais. Isoladamente, o mercado mundial de
flores tropicais movimenta US$ 400 milhdes por ano, e o setor corresponde a menos de 5% das
exportagdes brasileiras (OPITZ, 2005).

O exotismo, a diversidade de formas e cores das bracteas, a beleza, a resisténcia
durante o transporte, a alta durabilidade pds-colheita e a boa aceitagdo do mercado sao
caracteristicas que favorecem substancialmente a comercializacdo das flores e plantas
ornamentais tropicais no mercado interno (LOGES, 2005) e aumentam as perspectivas de

expansao para o exigente mercado europeu e americano (SEBRAE, 2005).

Devido a estes fatores, diversos érgaos publicos estabeleceram programas federais,
estaduais e regionais estimulando a floricultura. Neste processo, universidades e unidades da
Embrapa comecgaram a desenvolver trabalhos visando definir sistemas de producao e oferta de
mudas de qualidade para os produtores. O Banco do Nordeste do Brasil entra com as linhas de
crédito para producdo e comercializacdo e financia projetos de pesquisa desenvolvidos pelas
instituicdes regionais. Os governos estaduais e o0 Sebrae promovem a presenca de técnicos
nacionais e internacionais para cursos e conferéncias, capacitando os floricultores locais e
fornecendo informagdes sobre a concorréncia, avaliando oportunidades e riscos, identificando
as tendéncias e as expectativas dos consumidores. As Secretarias Estaduais de Agricultura e

empresas de extensdo rural operam apoiando a atividade (BRAINER; OLIVEIRA, 2006).
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As agbes que visam a maior integracao da produgado proporcionam aos produtores
incorporarem novas tecnologias, possibilitando avangos na produtividade, na melhoria da
qualidade, acesso a utilizagdo insumos de boa qualidade e ecologicamente corretos e no
desenvolvimento de sistemas logisticos eficientes para a distribuicdo dos produtos,
aperfeicoando o processo e agregando competitividade a beleza das flores e plantas
ornamentais brasileiras. Desta forma, intensificam a profissionalizagao do sistema de producéo,
certificando as boas praticas e viabilizando a entrada das flores brasileiras no exterior e a
disponibilidade de produtos com mais qualidade para o mercado interno (SEBRAE, 2005;
BUAINAIN; BATALHA, 2007).

As helicbnias sao plantas tropicais que tém participagao crescente na floricultura. Brainer
e Oliveira (2006), afirmam que 23,40% dos produtores nordestinos pesquisados utilizam as
diversas espécies de helicbnias como cultura principal e 23,53% empregam como a segunda
principal cultura. As principais helicbnias exploradas no Nordeste sdo: Heliconia bihai, H.
rostrata, H. psittacorum x spathocircinata, H. wagneriana, H. chartacea, H. collinsiana, H.

caribaea x bihai, H. rauliniana, H. psittacorum, H. ortotricha, entre outras.

2.1 Caracteristicas Botanicas das helicbnias

Cronquist (1981), classifica as heliconias como pertencentes a divisdo Magnoliophyta,
classe Liliopsida, ordem Zingiberales. Originalmente eram incluidas na familia Musaceae,
porém, a partir de 1941, foi estabelecido por Nakai como uUnico representante da familia
Heliconiaceae, interpretagdo endossada por Broschat e Donselman (1983), Kress et al. (2001) e
Lamas (2004).

O género Heliconia é o Uunico representante da familia Heliconiaceae
(CRONQUIST,1981). Segundo estimativas de Berry e Kress (1991), o numero de espécies de
heliconias varia entre 200 e 250. Sao plantas de origem neotropical, com ampla distribuicdo nas
Américas, entre os Trépicos de Cancer e de Capricornio, existindo um pequeno numero de
espécies procedentes das llhas do Pacifico Sul (CRONQUIST,1981; ANDERSON, 1989;
BERRY; KRESS, 1991; CASTRO,1995). Seu plantio comercial ocorre ao longo de toda faixa
tropical do mundo, incluindo a Africa e a Asia (BERRY; KRESS, 1991).
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As plantas sdo herbaceas, eretas, atingindo de 0,5m a 10,0m de altura, conforme a
espécie. O pseudocaule é constituido pela justaposi¢do do peciolo ou pelo limbo foliar, podendo
apresentar uma camada de cera branca em algumas espécies. O rizoma é subterrdneo e
simpodial. Cada folha é formada por um peciolo e a lamina foliar, usualmente verde, porém
certas espécies apresentam a face abaxial castanha ou vermelha, principalmente ao longo das
margens. A inflorescéncia é terminal, apresentando um rapido desenvolvimento, é ereta ou
pendular, composta por uma raquis alongada, na qual se inserem as bracteas espadiformes e
formam um arranjo alternado reto ou espiralado. As bracteas apresentam tamanhos, texturas e
cores variaveis, muitas vezes, compostas por cores contrastantes, favorecendo sua aceitacao
no mercado (DANIELS; STILES, 1979; BERRY; KRESS, 1991; CASTRO,1995). As flores
propriamente ditas sao envolvidas e protegidas pelas bracteas, sdo hermafroditas, apresentam
seis estames com filetes livres e anteras lineares, sendo 1 estéril e 5 funcionais. As sépalas e
pétalas variam nos tons entre amarelo a branco e as flores exudam uma grande quantidade de
néctar, tornando-se atrativas aos agentes polinizadores como os beija-flores, alguns insetos e
pequenos vertebrados (BERRY; KRESS, 1991; CASTRO,1995).

Algumas caracteristicas que diferenciam a familia Heliconiaceae das outras da mesma
ordem sdo: apresenta um unico 6vulo em cada loculo, a sépala média é adaxial, o fruto é do

tipo esquizocarpo e as sementes nao apresentam arilo (CRONQUIST,1988).

As helicbnias sao popularmente conhecidas por “bananeira de jardim”, “bico de
papagaio” e “paquevira”, desempenham um importante papel nos ecossistemas, pois atuam
como plantas pioneiras no processo de regenerac¢ao natural. Podem participar da recuperacao
de solos degradados, mantém importantes relagdes coevolutivas com espécies animais, as
quais sao responsaveis por sua polinizagdo e estas plantas sdo componentes freqlientes nos
bosques e sub-bosques da vegetacao tropical, ou mesmo compondo a flora de ambientes
abertos (LAMAS, 2004).

As espécies sao classificadas quanto ao habito vegetativo, conforme o tipo de arranjo
das folhas, nas seguintes categorias: muséides, candides ou zingiberéides (BERRY; KRESS,
1991). Outra classificagdo sugerida por Watson e Smith (1979), baseia-se no tipo de
inflorescéncia: 1. Inflorescéncia em um unico plano; 2. Inflorescéncia ereta em mais de um
plano; 3. Inflorescéncia pendente em um Unico plano; 4. Inflorescéncia pendente em mais de

um plano.
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2.2 Caracteristicas especificas das espécies estudadas neste trabalho

2.2.1 Heliconia bihai

Segundo Castro e Graziano (1997), a H.bihai € uma espécie que engloba grande
quantidade de variedades. A espécie é geralmente usada como flor de corte e para o
paisagismo, sendo cultivadas em locais desde pleno sol até 50% de sombreamento. As plantas
sao tipicas de florestas densas e baixas altitudes, com habito musdéide, com inflorescéncias

eretas e bracteas em um unico plano.

2.2.1.1 Heliconia bihai cv. Peach Pink

Esta cultivar apresenta a inflorescéncia formada por 5 a 8 bracteas, em sua maioria
amarelo-alaranjada e nas bracteas terminais ganham um tom rosa claro a creme, ou branco,
com listras verdes escuras ao longo do bordo (Figura 1 A), tornando-se mais claras nas
bracteas e as plantas atingem até 3,6 metros (Heliconia bihai cv. PEACH PINK, 2006).

2.2.2 Heliconia ortrotricha

A espécie é caracterizada pelas flores de tamanho médio, coloragdo contrastante, boa
qualidade pds-colheita, um longo periodo de florescimento, habito musdéide, comprimento de 0,8
a 3,5 metros de comprimento, pseudocaule com a coloracao verde médio e folhas glabras
(CRILEY; UCHIDA; FU,2003). Os bons atributos da H. ortrotricha para a comercializagao tém
aumentado a sua demanda no mercado, favorecendo a produgao (CASTRO; GRAZIANO,1997).

2.2.2.1 Heliconia ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse

A inflorescéncia desta espécie é classificada como ereta e em Unico plano e as bracteas
apresentam a coloragao vermelho escuro a preto (Figura 1 B). A planta apresenta a altura de
2,5 a 4 metros e sdo utilizadas como flor de corte e para o paisagismo (BARROS; GOMEZ,
1998).
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2.2.2.2 Heliconia ortrotricha cv. Candy Cane

A cultivar Candy Cane apresenta as bracteas vermelhas, uma faixa branca, uma listra
verde na borda e a inflorescéncia atinge 50 centimetros (Figura 1 C). O periodo entre a
emergéncia do broto até a inflorescéncia atingir o ponto de corte varia de 131 a 248 dias. A
inflorescéncia desenvolve num periodo mais curto nos brotos de primavera e verao do que no
periodo de outono e inverno. O fotoperiodo mais curto neste ultimo periodo, influencia no
desenvolvimento das plantas, a qual apresenta porte menor do que os brotos de verdo
(CRILEY, UCHIDA, FU 2003).

Figura 1: Inflorescéncias de Heliconia bihai cv. Peach Pink (A), Heliconia ortrotricha L. Anderss.
cv. Total Eclipse (B), Heliconia ortrotricha cv. Candy Cane (C).

2.3 Propagacdao de helicdnias

Berry e Kress (1991) e Castro (1995), ressaltam que as helicdnias sdo plantas gedfitas,
as quais perpetuam tanto pelas suas sementes, como pelo seu 6rgao subterréneo
especializado, denominado rizoma, cuja funcao principal € a reserva de nutrientes e agua para

o crescimento e desenvolvimento sazonal, assegurando a sobrevivéncia da espécie.
2.3.1 Propagacéo sexual

Na regido neotropical, os beija-flores sado polinizadores exclusivos das heliconias,
atraidos pelas suas bracteas coloridas, as quais variam entre os tons de vermelho, rosa, laranja
e amarelo. A inflorescéncia é usualmente formada por bracteas, abrigando inimeras flores e

cada flor permanece aberta por apenas um dia. As flores em muitas espécies de helicbnia sao
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autocompativeis e geralmente a polinizagdo cruzada é inibida pela incompatibilidade sexual,
ocasionando rara producao de hibridos naturais (BERRY; KRESS, 1991).

Os frutos do tipo baga contém de uma a trés sementes envolvidas por um endocarpo
bastante duro, dificultando a germinagao, caracterizando-a como um processo lento e dificil
(CASTRO, 1993; CASTRO, 1995; SIMAO; SCATENA, 2003 ; MARQUES, 2004). Os frutos
imaturos sdo amarelos ou verdes, tornando-se azuis ou violeta quando maduros nas regides
neotropicais e alaranjados e vermelhos nas regides malanesianas (CASTRO, 1995). As
sementes variam em tamanho e forma, conforme a espécie, mas em sua maioria sao

triangulares, com 2 lados achatados e um arredondado (MARQUES, 2004).

O periodo de germinacao é bastante variado, ocorrendo na maioria das espécies num
prazo de 120 dias, levando trés anos em algumas espécies (MARQUES, 2004), pois dependem
do grau de desenvolvimento do embrido e das condi¢cbes do habitat das espécies. As sementes

de helicbnia sdo bastante exigentes em luz para a germinagcédo (CASTRO, 1995).

Simao e Scatena (2003), constataram que o periodo de germinagdo de sementes de
Heliconia velloziana L. Emygd. ocorreu entre quatro e seis meses, provavelmente pelo embrido
indiferenciado e o endocarpo pétreo. A germinacdo € hipégea e a plantula do tipo
criptocotiledonar. Observaram que as duas primeiras estruturas foliares nas plantulas sao

escamiformes e as raizes adventicias sdo mais conspicuas do que a raiz primaria.

2.3.2 Propagacéo assexual

O meétodo convencionalmente utilizado na produgao comercial de helicbnias é a
propagacao pela divisdo de rizomas. Neste processo as plantas matrizes devem apresentar
caracteristicas como: elevada produtividade, vigor e sanidade. Um rizoma considerado ideal é
aquele que apresenta um minimo de trés gemas e, dependendo da época do ano podem ser
plantados diretamente no campo, ou plantados em sacolas plasticas e preferencialmente
colocadas sob irrigagdo e sombreamento entre 30 e 60%, o que facilita o enraizamento. O
tempo de desenvolvimento da planta, desde a brotacdo até a formagcdo das primeiras flores,
pode ocorrer de quatro a cinco meses apoés o plantio (LAMAS, 2004). Entretanto, este método

dificulta a obtencdo de grandes quantidades de mudas e nao possibilita a variabilidade genética
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(DE PAULA, 2000). Kampf (2000), ressalta ainda que este método facilita a disseminacéo de

agentes patogénicos e microrganismos endofiticos.

Outro método de propagacao vegetativa de helicOnias € a cultura de tecidos (LAMAS,
2004), proporcionando vantagens, como a obtengao rapida de plantas praticamente adultas,
propagacao de hibridos que dificimente produzem sementes e na obtencao de plantas
idénticas a planta matriz (GEORGE, 1993).

Segundo Criley e Broschat, (1992), os rizomas das helicbnias formam touceiras de
populagdo monoclonal. A emissao de perfilhos emerge principalmente da periferia da touceira
(CRILEY, 1989). Em geral, a variacdo do numero de perfilhos em helicbnia é associada as
caracteristicas genéticas, mas as condigbes climaticas sado fator de grande importancia
(GEERTSEN, 1989).

O habito de crescimento pode ser agrupado ou aberto. As plantas com crescimento
agrupado se desenvolvem lentamente e com hastes verticais, formando touceiras mais
fechadas. Espécies com crescimento aberto apresentam desenvolvimento rapido e touceiras

com arquitetura dispersa, ocupando um espago maior (CRILEY, 1988).

Em estudo realizado por Simao e Scatena (2003), acompanhando o desenvolvimento de
segmentos de rizoma de Heliconia velloziana L. Emygd., constataram que os rizomas emergem
raizes a partir de quatro semanas e brotos a partir de quatro a seis semanas, com a formagao

inicial de catafilos, e depois dois protofilos.

2.4 Importancia do cultivo in vitro na floricultura

Seguindo a tendéncia mundial, os avancos cientificos e tecnoldgicos tém consolidado o
desenvolvimento e a ampliacdo do setor de flores e plantas ornamentais no Brasil. Tais
modificagbes sdo observadas através da melhoria dos controles fitossanitarios, na adogao de
modernas técnicas de gerenciamento e venda da produgao, especialmente o leildao eletrénico e
a venda pela internet, aprimoramento do sistema logistico, padronizagdo e melhoria das
embalagens, na criagdo de um sistema de controle produtivo garantindo a rastreabilidade dos
produtos, na desfronteirizacdo das organizagdes envolvidas nestas relagdes comerciais, na

busca de maior competitividade e na sele¢cdo de novas variedades com apelos comerciais e
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adaptadas as condigdes especificas do ambiente em diferentes regides (BUAINAIN; BATALHA,
2007).

Tanio e Simdes (2005) afirmam que os principais fornecedores de insumos atualmente
sdo também os fornecedores de mudas micropropagadas, introduzindo a biotecnologia na
composi¢ado desta cadeia de suprimentos, contribuindo para uma maior produtividade,
qualidade, padronizagdo e a utilizagdo de insumos melhores, permitem a maior durabilidade
pos-colheita, agregando importante valor ao produto. Neste mercado, empresas internacionais
se destacam como fornecedoras, podendo-se citar os grupos: Schoenmaker van Zanten,

Schoenmaker de Wit, Schoenmaker Humako e Interplant.

Bachraz (1995) afirma que as praticas convencionais de propagacdo comercial muitas
vezes desperdicam tempo, trabalho e dinheiro com sementes improdutivas ou ferindo as
plantas pelo processo da enxertia, expondo-as e tornando mais suscetiveis ao ataque de
fungos, bactérias, virus, insetos e outros fatores ambientais, exigindo o uso intensivo de manejo
quimico na obtencdo de matrizes de qualidade. Neste contexto, a cultura de tecido é um
método importante de propagacao, devido a produgcao de plantas sadias, viaveis, diminuindo o
periodo até a colheita, multiplicacdo rapida e em grande escala de plantas matrizes com
caracteristicas desejaveis e hibridos, permite a producdo de plantas independentemente das
condigbes climaticas e ao longo de todo o ano, livres de nematdides e possibilitando maior
uniformidade no florescimento. Apesar, das plantas provenientes de cultura de tecido nao
serem imunes ao ataque de doencas, as mesmas apresentam sistema radicular bem
desenvolvido e um bom estado nutricional, ou seja, a planta sadia € uma das principais

caracteristicas para maior resisténcia contra as doencgas.

O cultivo in vitro ¢ um importante instrumento na biologia vegetal, facilitando a
compreensdo dos processos da biologia do desenvolvimento e para a utilizagdo e a
conservacgao dos recursos genéticos vegetais (WITHERS; WILLIANS, 1998), contribuindo tanto
para a fase de conservagdo como de avaliagdo dos acessos, colegdes de trabalho e bancos de
germoplasma (BACHRAZ, 1995; FERREIRA; CALDAS; PEREIRA, 1998). Bachraz (1995),
acrescenta que a integracdo da cultura de tecidos ao controle biolégico e ao melhoramento

genético sdo fundamentais para sistemas de produgao sustentaveis.
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Os processos de cultura de tecidos vegetais compreendem um conjunto de técnicas, nas
quais um explante (células, tecido ou um 6rgao) é cultivado sob condi¢cdes assépticas em meio
nutritivo. Este processo se baseia na totipotencialidade das células, ou seja, na capacidade de
qualquer célula do organismo vegetal apresentar todas as informagdes genéticas necessarias a

regeneracdo de uma planta completa (FRAGUAS et al., 1999)

2.4.1 Micropropagacéo de helicdnias

O sistema padrdao de micropropagacao, segundo Grattapaglia e Machado (1998),
baseia-se em trés estagios: a selecdo dos explantes, a desinfestacdo e a cultura em meio
nutritivo sob condi¢cdes assépticas; a multiplicagdo dos propagulos sob sucessivas subculturas
em meio adequado; a transferéncia dos explantes para meio de enraizamento e subseqliente

aclimatizagao.

Uma das principais vantagens da micropropagacédo é a maior rapidez regenerativa em
relacdo a outros métodos de propagacao vegetativa convencionalmente utilizados, facilitando a
propagacao quando as tecnologias convencionais séo dificeis ou até mesmo impossiveis de
serem utilizadas (George, 1993). Esta técnica vem sendo empregada na produg¢ao comercial de
plantas e flores ornamentais, pois oferece a possibilidade de propagag¢do de clones em
qualquer época do ano (Fraguas et al., 1999) e por estar relacionada ndo apenas a preservagao
do fendtipo, mas também da atividade fisiolégica da planta-matriz (Grattapaglia & Machado,
1998).

O estudo de Nannetti (1994) determinou uma metodologia basica de micropropagacgao
de Heliconia sp, comparando a acao de benzilaminopurina (BAP, 0,0 mg/L; 2,5 mg/L; 5,0 mg/L;
10,0 mg/L) e thidiazuron (TDZ, 0,025 mg/L; 0,250 mg/L; 0,500 mg/L; 1,000 mg/L) em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Constatou o maior numero de brotos nos explantes
estabelecidos em meio contendo 2,5 mg/Lde BAP e entre os tratamentos com TDZ a maior
brotacao ocorreu na concentracao de 0,25 mg/L. Em um segundo experimento, os explantes de
Heliconia sp foram cultivados em meio MS, acrescido de 0,25 mg/L TDZ e apés 2, 4, 8, 16, 32
dias, os explantes foram transferidos para meio MS sem regulador vegetal. Apés 60 dias foi
verificado um maximo de produgao de brotos com 8 dias de exposigdo ao TDZ. Em um terceiro
experimento conduzido, os explantes foram imersos em solugdo com 0,25 mg/L de TDZ por 5,

10, 20, 40, 80 minutos e cultivados em meio MS, verificando um maior nimero e tamanho de
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brotos com 80 minutos de imersao. Dando continuidade, a autora, testou diferentes quantidades
de nitrogénio (840,00 mg/L; 551,60 mg/L; 407,40 mg/L; 335,44 mg/L; 263,00 mg/L) e calcio
(880,00 mg/L; 440,00 mg/L; 220,00 mg/L; 110,00 mg/L; 0,00 mg/L), combinados fatorialmente
com 2,5 mg/L de BAP e 0,25 mg/L de TDZ. Observou que a adi¢ao de 840,00 mg/L de NH4;NO;
produziu o maior numero de brotos no meio de cultura com BAP e entre os meios com TDZ a
concentracao de 335,44 mg/L de NH4NO; favoreceu a brotagdo e o aumento do tamanho dos
brotos. O acréscimo de 880,00 mg/L de CaCl,.2H,O acarretou maior brotagcdo tanto nos
tratamentos com BAP, como TDZ. Entretanto, o tamanho dos brotos foi superior nas

concentracgoes de 220,00 mg/L e 840,00 mg/L, nos meios com TDZ e BAP respectivamente.

No estudo de Nathan; Goh e Kumar (1992), apices caulinares e brotagoes laterais de
Heliconia psittacorum foram introduzidos em meio MS modificado com diferentes concentracdes
de 6-benziladenina (BA, 0 uM; 10 uM; 20 uM; 40 uM e 80 uM), combinados a acido 3-indol-
acético (AIA, 0 uM; 1 uM e 10 uM). O crescimento dos explantes foi crescente de acordo com o
aumento da concentragdo de BA, principalmente nos meios contendo 40 uM de BA e 0 uM de
AlA. Entretanto, o tratamento com 80 uM de BA prejudicou o crescimento dos explantes e as
trés concentragcdes de AIA nao apresentaram diferencas significativas durante o
estabelecimento. As concentragbes de 0 uM; 5 uM; 10 uM; 20 uM; e 40 uM de BA foram
testados em meio MS sem a adicdo de agua de coco para a multiplicacdo dos explantes. A
maior taxa de proliferagao de brotos foi no tratamento com 10 uM de BA apds seis semanas. Os
autores ressaltaram que observaram dois tipos de formacado dos brotos: brotos individuais
provenientes da gema central e um conjunto de trés a cinco brotos originados das gemas

axilares.

Goh; Nathan e Kumar (1995), testaram o meio MS modificado com uma combinagado em
delineamento fatorial de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 - D, 10 uM, 20 uM, 40 uM e 80 uM)
e BA (10 uM, 20 uM e 40 uM) para a organogénese direta e a inducdo de calos em fragmentos
de 1 mm da base de plantulas estabelecidas in vitro de Heliconia psittacorum L.f. ‘Choconiana’,
concluindo que a presenca de 10 uM de 2,4 - D produz a formagao de explantes enraizados,
40% dos explantes submetidos ao tratamento com 80 uM de 2,4 - D apresentaram uma alta
formacgao de calos morfogénicos e que os altas concentragdes de citocinina reduziram a

formagao de gemas.
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Dias e Rodrigues (2001), utilizaram apices caulinares e apices florais em trés estagios
de desenvolvimento da inflorescéncia: bracteas fechadas, metade das bracteas abertas e todas
as bracteas abertas. Os explantes foram inoculados em meio MS acrescido de 2,0 g/L Phytagel,
30,0 g/L sacarose, 10 ml/L vitamina Morel, 3,5 ml/L BA, sob pH 5,8. Observaram que apés cinco
dias, todos os apices caulinares apresentaram contaminagdo, mesmo apresentando um bom
desenvolvimento inicial. A contaminagéo de todos os apices florais de bracteas semi-abertas e
abertas foi constatada apdés dez dias e em um terco dos apices florais fechados. O estudo
segue com o isolamento das colbnias de bactérias dos meios de culturas, identificadas com
teste bioquimico, a qual verificou a presenca de Pseudomonas sp nos apices florais e

Pseudomonas sp e Klebsiella sp. nos apices caulinares.

2.4.1.1 Meio de Cultura para o cultivo in vitro de heliconias

A obtengao de bons resultados no processo da micropropagacdo como a produgao do
maior numero de plantas possivel, no menor espago de tempo, com o0 minimo de variagao entre
os explantes e garantindo a boa qualidade e certa homogeneidade durante o desenvolvimento
que dependem da otimizacao de varias variaveis, entre elas, a composi¢cao do meio de cultura
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

No cultivo in vitro de plantas, diversos meios basicos tém sido utilizados na multiplicacao
de plantas, sendo que a maioria se baseia no meio MS. Modificacbes e diluicbes deste meio
tém apresentado bons resultados para diversas espécies (SILVEIRA et al., 2001). As variagoes
mais freqlentes do meio basico estdo relacionadas a composicdo de macronutrientes e
reguladores vegetais, quanto ao efeito sobre o crescimento e o desenvolvimento dos explantes
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Diniz et al. (1999), acrescentam que a quantidade e o balango de nutrientes
proporcionados aos explantes sado fatores determinantes para a sua utilizacdo durante o cultivo
in vitro. Os elementos essenciais sdo requeridos pelas plantas em quantidades variaveis
conforme a espécie e o estadio de desenvolvimento. Os macronutrientes (N, P, K, Ca, Mg e S)
sdo elementos essenciais exigidos em maiores quantidades pelas plantas, envolvidos
diretamente no metabolismo da planta, fazendo parte de um constituinte essencial (enzima) ou
exigido para um passo metabdlico especifico (reagdo enzimatica) (MALAVOLTA, 1980). Diniz et

al. (1999), acrescentam ainda que existem poucas informacdes disponiveis sobre o
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comportamento em relacdo a nutricdo in vitro, acrescentando que a quantidade fornecida e o
balanco de nutrientes sao fatores determinantes na sua utilizacdo pelas plantas. Concluiram
que os explantes de bananeira cultivadas in vitro apresentam a maior taxa de absorcao de
nutrientes durante os primeiros 20 dias de cultivo, sendo o fésforo o nutriente mais rapidamente
absorvido e a quantidade de macronutrientes utilizada pelo explante seguindo a ordem: K> N >
Ca 2P > Mg > S. A concentracao e o acumulo de nutrientes se diferenciam no rizoma, na folha
e no pseudocaule, as maiores concentragdes de N, P e K se encontram no pseudocaule e Ca,
Mg e S é maior no rizoma. Entretanto, o maior acumulo de N, K, Ca, Mg e S ocorrem no rizoma

e as folhas apresentam o maior acumulo de fosforo.

Os fitorreguladores suprem as deficiéncias dos teores endégenos de hormdnios nos
explantes, os quais se encontram isolados das regides produtoras na planta-matriz. George
(1993) revela que o ANA é a auxina mais utilizada em meios de multiplicagcao, seguido pelo IBA,
porém, as concentragdes de auxina sao freqlientemente baixas, quando comparadas com as
das citocininas, mantendo um balango entre auxina/citocinina menor do que um, pois
concentragdes excessivas de auxina podem inibir a multiplicacdo ou favorecer demasiadamente
a formagéao do sistema radicular ou a formacgao de calos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
A citocinina quebra a dominancia do meristema apical e induz a proliferagcdo de gemas axilares
e as diversas combinagdes de citocinina com outros fitorreguladores sdo muito comuns para o
ajuste dos meios. Entre elas o BAP tem sido muito eficaz para promover multiplicacao de partes
aéreas e inducao de gemas adventicias. A determinacao do balango entre citocinina e auxina
otimiza o protocolo de micropropagacao, produzindo partes aéreas suficientemente alongadas,
permitindo a passagem direta da fase de alongamento e um maior equilibrio entre o
desenvolvimento entre a parte aérea e o sistema radicular (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998).

Amari (2001) enfatiza que a taxa de multiplicagdo de Musa acuminata var. Dwarf
Cavenish é associada a disponibilidade mineral e a sua absorcdo. Desta forma, testou quatro
concentragoes dos sais do meio MS (0%, 50%, 100% e 200%), acrescidos de 1-2 mg/L BA, 3%
sacarose e 0,8% Difto Bitek TM agar em pH 5,5, avaliando a taxa de multiplicacdo, a
porcentagem de formacao de raizes, altura dos explantes, peso fresco e seco dos explantes e a
variacao aparente dos explantes. Concluiu que a quantidade total de nutrientes fornecidos pelo

meio de cultura influenciou diretamente na taxa de crescimento e absorcido dos mesmos pelo
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explantes, observando que o aumento do crescimento e da qualidade das plantas foram

proporcionais a maior absorcao dos nutrientes pelos explantes.

No estudo desenvolvido por Utino; Carneiro e Chaves (2001), envolvendo explantes de
bananeira ‘Prata’ (Musa spp, AAB), diferentes concentragbes de sais MS (33,33%, 50% e
100%), dois niveis de acido ascérbico (0 e 25mg/L) e trés frequéncias de subcultivos (7, 14 e 28
dias) foram testados, verificando que a massa fresca das plantas varia apenas em relagédo a

concentracao dos sais MS, aumentando linearmente em relagdo a maior concentragao.

2.4.1.2 Desinfeccao

Grattaplaglia e Machado (1998) afirmam que uma das etapas mais dificeis da
micropropagacgao € a obtengao do tecido descontaminado, evitando a sua inviabilidade apés o
isolamento e um dos principais fatores limitantes encontrados na micropropagacao de espécies

de helicbnias € a contaminacao bacteriana dos explantes durante o cultivo in vitro.

Os pré-tratamentos aplicados, a forma de manejo e a origem das plantas matrizes sédo
determinantes para o controle da contaminagdo por microrganismos, principalmente quando
relacionada aos microrganismos endofiticos. Desta forma, um cronograma rigido de
pulverizagdo com bactericida sistémico possibilita a redugdo da comunidade bacteriana das
plantas matrizes (FRANCLET; BOULAY, 1982).

Um dos manejos adotado por Nathan; Goh e Kumar (1992) e Nannetti (1994) para
controlar a presenca de microrganismos nas plantas foi a coleta dos rizomas e a sua incubagao
em sacos plasticos por 7 e 14 dias, respectivamente, estimulando a brotacdo e fazendo com
que estes novos brotos entrem o contato o minimo possivel com os microrganismos do

ambiente, especialmente aqueles presentes nos substratos.

No estudo realizado por Nathan; Goh e Kumar (1992), o protocolo de desinfecgao
adotado para Heliconia psittacorum foi a lavagem das gemas axilares em agua corrente por 15
minutos, imersdo em etanol (80%) durante 30 segundos, 15 minutos em solugédo de NaOCI

(0,8%) em continua agitagéo e duas lavagens com agua destilada, durante 5 minutos.
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Durante a introducdo de gemas de Heliconia sp., Nannetti (1994) utilizou a imersdo em
solugao de acido citrico (200 mg/L), 2 minutos em solugéo de etanol (95 %), posterior imersao
em solugao de NaOCI (0,8 %), pH 6, durante 15 minutos e trés lavagens com agua destilada

esterilizada.

Rodrigues (2005) estabeleceu os apices caulinares de H. rauliniana utilizando apenas
solucao de NaOCI (30 %, produto comercial, 2,5% cloro ativo) e Tween-80 (0,1 %) durante 20

minutos e trés lavagens com agua destilada esterilizada.

2.4.1.3 Contaminacéao bacteriana

Um dos problemas enfrentados pelos laboratérios comerciais de cultura de tecidos é a
contaminacgao bacteriana e ha grande dificuldade na identificacdo da fonte de indculo e o seu
controle (TRANPASERT; REED,1998). As bactérias encontradas na contaminacdo dos
explantes em cultura de tecidos provém de uma vasta e diversificada escala de grupos
ecolégicos (STEAD; HENNESSY; WILSON, 1998). Stead; Hennessy e Wilson (1998) e Cassells
(2001), acrescentam que a contaminacéo dos explantes introduzidos no meio de cultura ocorre
pela presenga de microrganismos endofiticos ou microrganismos do biofilme resistentes a
desinfecg¢ao superficial. Outras fontes sdo os agentes patogénicos, os microrganismos comuns
encontrados no ambiente, ou contaminantes acidentais inseridos durante a manipulagdo das

plantas in vitro.

Cassells (2001) afirma que os microrganismos presentes no meio de cultura afetam o
desenvolvimento das plantas in vitro, competindo com os explantes pelos nutrientes do meio de
cultura, podendo permanecer latentes até a troca do meio de cultura adequado, permanecendo
imperceptiveis visualmente e afetando o crescimento da cultura e ou exudando substancias que

acidificam o meio de cultura ou liberando reguladores vegetais.

Nannetti (1994), Artehortua (1997) e Dias e Rodrigues (2001) encontraram grande
dificuldade em estabelecer explantes de helicbnia in vitro devido a contaminacéo bacteriana.
Nannetti (1994) cita a utilizacdo do antibiético Claforam no meio de cultura, pois resultados
preliminares mostraram 100 % de contaminagédo bacteriana e nenhum desenvolvimento do

explante.



32

No estudo de Albuquerque et al. (2006), visando testar diferentes concentragdes de 6leo
essencial de Lippia gracilis no controle da acdo de microrganismos no meio de cultura de
alguns hibridos de Heliconia, isolaram em meio NYDA contaminantes associados aos apices
caulinares introduzidos em meio MS, identificando a presenga de oito espécies de fungos e de
bactérias como: Salmonela choleraceuis-dirizonae, Enterobacter asburiae, Enterobacter

hormoechei, Bacillus thuringiensis, Bacillus pumilus, Bacillus cereus e Klebsiella pneumoniae.

2.4.1.3.1 Microrganismos endofiticos

Endofiticos sdo organismos que em pelo menos uma fase do seu ciclo de vida, habitam
o interior de tecidos da parte aérea de plantas assintomaticas, sendo denominados enddfitos
facultativos ou verdadeiros conforme o grau de interacdo dos mesmos com as plantas
hospedeiras (AZEVEDO, 2002). As interacbes podem ser de simbiose, mutualismo,
comensalismo ou trofobidtico e geralmente, as bactérias endofiticas sdo provenientes da
rizosfera, ou da superficie aérea das plantas e/ou sado transmitidas pelas sementes (RYAN et
al., 2008). Ryan et al. (2008) acrescentam que algumas bactérias endofiticas podem beneficiar
seus hospedeiros promovendo o crescimento e o aumento do rendimento; agem como agentes
de biocontrole; podem produzir substancias com grande potencial de uso na medicina, na
agricultura ou na industria; colaboram com a solubilizagao do fosfato e na fixagdo do nitrogénio
e apresentam grande potencial na remog¢dao de contaminantes do solo, otimizando a

biorremediagéo.

A presenga de organismos endofiticos em helicénia foi constada por diversos autores
(AKIEW et al., 1990; ATEHORTUA, 1997; DIAS; RODRIGUES, 2001; RODRIGUES, 2005).
Segundo Rodrigues (2005), este € um fator que prejudica consideravelmente a expansao do
cultivo in vitro de helicbnias, devido a alta taxa de contaminacgao das culturas. Outro fator que
afeta negativamente o estabelecimento e o desenvolvimento de trabalhos de cultura de tecido

deste género € a inexisténcia de mudas sadias.

Atehortua (1997) enfatiza a dificuldade de eliminar Pseudomonas solanacearum durante
o estabelecimento in vitro de explantes de rizoma das heliconias. Dias e Rodrigues (2001)
identificaram a presenca de Pseudomonas sp. e de Klebsiella sp. a partir de contaminantes

isolados de meio de cultura de Heliconia bihai, concluindo ainda que a utilizagdo de
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antimicrobianos bactericidas se constitui em uma medida necessaria para o controle dos

contaminantes.

Rodrigues (2005) testou os antimicrobianos cloranfenicol, cefotaxima e a associacao
cloranfenicol e cefotaxima em doses 50, 150, 250 e 500 mg/L em meio MS, suplementado com
3,5 mg/ L BAP, como forma de controle das bactérias endofiticas encontradas em Heliconia
rauliniana. Apos 50 dias de avaliagdo, constatou que cefotaxima aplicada isoladamente, na
dose de 500 mg/L, foi a forma mais eficiente de controle dos endofiticos para esta espécie de
heliconia. O cloranfenicol, apesar do controle efetivo dos endofiticos, apresentou-se inadequado

ao cultivo in vitro, sendo cito-toxico aos explantes.

2.4.1.3.2 Identificagc8do das comunidades bacterianas

Louws; Rademaker e Bruijn (1999), afirmam que os estudos de filogenia e ecologia
microbiana, baseados em aspectos moleculares, utilizam principalmente as diferencas da
composicao dos genes ribossomais. Os acidos ribonucleicos ribossomais (rRNA) sao
considerados os biopolimeros mais adequados para estudos de diversidade. Seus genes sao
universalmente distribuidos e apresentam elevado grau de conservagao e a variabilidade pode
apresentar-se em maior ou menor extensao, em diferentes regides da molécula (Lane et al.,
1985). Nas bactérias o gene 16S ribossomal (16S rRNA) é amplamente utilizado e o
sequenciamento deste fragmento possibilita a identificagcdo de microrganismos ao nivel de
género ou possivelmente até espécie, permitindo uma correlagao entre o gendétipo e o0 ambiente
estudado (CHENEBY et al., 2000).

A técnica conhecida como ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis) se
baseia em padrdes de restricdo enzimatica e no grau de conservagao dos sitios de restricdo do
rRNA, que refletem padroes filogenéticos. Esta técnica pode avaliar a variabilidade genética de
uma populacédo, caracterizando os isolados pelos padrées de restricdo de determinados genes,
acessando o polimorfismo dos genes ribossomais. A técnica consiste na amplificagdo do
fragmento e posterior digestdo do rDNA com enzimas de restricdo, formando grupos de acordo
com a similaridade das bandas observadas e as diferengas nos perfis de bandas mostram a
diversidade entre e dentro dos grupos bacterianos cultivados, agrupando os individuos de
genotipos semelhantes (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2004).
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Estudos elaborados por Reed, Buckley e DeWilde (1995), verificaram por testes
bioquimicos que 83% das bactérias isoladas de meio de cultura onde plantulas de hortela foram
cultivadas in vitro sdo Gram-negativas e 17% sédo Gram-positivas, contribuindo nas escolhas
dos antibiodticos testados posteriormente, adotando como enfoque principal o controle das

bactérias Gram-negativas.

Bactérias foram isoladas de meio de cultura no qual plantulas de morango foram
cultivadas e quatro espécies de Pseudomonas, duas espécies de Xanthomonas e duas
espécies de Enterobacter foram identificadas por testes bioquimicos, avaliando o antibiético
mais adequado para o controle da contaminacéo in vitro. O controle precoce da contaminagao
promove melhores resultados na obtengcao de plantas de morango in vitro e menor fitotoxidade,
devido ao menor tempo de exposi¢cao (TANPRASERT; REED, 1998).

Pereira; Mattos e Fortes (2003) isolaram, caracterizaram e identificaram por métodos
bioquimicos oito estirpes de bactérias pertencentes a familia Acetobacteriaceae e
Enterobacteriaceae em batata (Solanum tuberosum), cultivares Astrid, Baronesa e Eliza,
cultivadas in vitro, enfatizando que a identificacdo das bactérias é importante para o sucesso do
controle da contaminacao dos explantes in vitro pelo uso de antibiéticos, devido ao alto custo do
tratamento e pela fitotoxidade, devendo agir apenas sobre os contaminantes especificos das

culturas.

2.4.2 Aclimatacdao

A aclimatagdo ex vitro das plantas obtidas por cultura de tecidos, consiste de um
progressivo aumento da irradiancia sob alta umidade relativa do ambiente, com gradativa
reducao umidade até o final da fase de adaptagdo (CAMPOSTRINI; OTONI,1995). Algumas das
mudangas fisiolégicas sofridas pelas plantas durante a aclimatagdo sdo a suscetibilidade ao
estresse hidrico, pois ha um aumento na taxa de transpiracao, devido a diminuicdo da umidade
relativa e aumento da intensidade luminosa; a passagem para um estado autotréfico realizando
fotossintese; o sistema radicular se adapta para incrementar rapidamente a absorcao de sais
sendo que a planta fica vulneravel a acdo dos agentes patogénicos, pois é transferida de um
ambiente asséptico para o natural (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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O mesocarpo do fruto coco é comumente utilizado como substratos no cultivo de
diversas espécies vegetais e é constituido aproximadamente por 30% de fibra e 70% de lignina
e celulose. Apresentam lenta biodegradacao, sado hidrofilicas, retendo de oito a dez vezes o seu
peso em agua e tem alta porosidade, aumentando a retengcao de agua e constituindo em um
excelente estimulador no desenvolvimento do sistema radicular. Outras caracteristicas da fibra
de coco € a capacidade de manter o pH, reducéo de temperatura, diminuicdo da compactacao e
aumento da penetragao da irrigacao, fatores esses que contribuem para reducao dos efeitos da
seca, ha economia da agua de irrigagdo e a melhoria das condigdes ambientais para os
microrganismos associados as raizes das plantas (NUNES; SANTOS; SANTOS, 2007).

Segundo Minami (1995), a casca de arroz carbonizada possui forma floculada, ¢é leve, de
facil manuseio, com grande capacidade de drenagem, pH levemente alcalino, baixa capacidade
de retengdo de umidade, rica em calcio e potassio, livre de nematdides e patégenos devido ao
processo de carbonizacao. Klein et al. (2002), avaliaram as altera¢des nas propriedades fisico-
hidricas de substratos comerciais, com a mistura de casca de arroz carbonizada em diferentes
proporcdes, concluindo que a casca de arroz pode ser utilizada para otimizar as propriedades
fisico-hidricas de substratos horticolas, melhorando a disponibilidade de agua as plantas e a

porosidade de aeragéo.

Rodrigues et al. (2005) avaliaram o comportamento de mudas de H. bihai Lobster Claw |
micropropagadas no processo de aclimatacdo, em diferentes substratos (areia lavada,
vermiculita (textura média) e PlantMax® Horticultura) e niveis de sombreamento (0, 30, 40, 50,
60, 70 e 80%). O melhor desempenho foi observado nos substratos areia lavada e PlantMax®

Horticultura e nas condi¢cdes de sombreamento a partir de 50 %, em especial 70 % e 80 %.

Santos et al. (2004) testaram trés substratos organicos (casca de arroz carbonizada, pé
de casca de coco seco e verde) em combinacao fatorial com dois adubos (Vitasolo e humus de
minhoca), na aclimatacdo de plantulas de Heliconia psittacorum L., provenientes de
micropropagacao. Entre os substratos, a casca de arroz foi superior, seguido por p6 de casca
de coco seco e depois pelo pé de casca de coco verde. Entre os adubos o humus foi mais

eficiente que o Vitasolo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo in vitro

3.1.1 Obtencéao de material vegetal

Mudas de Heliconia ortrotricha cv. Candy Cane foram gentiimente cedidas pela Flora
Alfredo Tilli (Campinas, SP) e mudas de H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse e H. bihai
cv. Peach Pink foram obtidas da colecdo particular do Prof. Dr. Paulo Hercilio Viegas
Rodrigues. As plantas foram estabelecidas em vasos (30x30cm) contendo uma mistura de
substrato Plant Max® Horticultura e fibra de cdco Amafibra (textura média) na proporgao 1:1.
Inicialmente as nove mudas de Heliconia ortrotricha cv. Candy Cane, as quatro de H. ortrotricha
L. Anderss. cv. Total Eclipse e as seis de H. bihai cv. Peach Pink, compostas por um rizoma
com um a trés pseudocaules, foram mantidos em casa de vegetacdo com 30% de
sombreamento, sobre bancadas. Utilizou-se o sistema de irrigagdo manual, de uma a duas

vezes por dia, mantendo-se os vasos sempre umidos, mas evitando o encharcamento.

As matrizes receberam adubacéo quinzenal com NPK, formulacido 8-4-8. Brotos laterais
com 5 a 25 cm de altura desenvolvidos nas touceiras matrizes foram as fontes de explantes

para obtencao dos apices vegetativo e introdugao in vitro.

3.1.2 Introdrucéo in vitro de helicbnia

Apices caulinares das trés cultivares foram introduzidos (Tabela 1) conforme a emisséo
de perfilhos das plantas matrizes seguindo a metodologia modificada adotada por Rodrigues
(2005), utilizando-se solugao de 30 % NaOCI (produto comercial, 2,5% cloro ativo) durante 20
minutos, trés lavagens com agua destilada esterilizada e introduzidas em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 g/L sacarose, 1 mg/L BAP (benzilaminopurina),
250 mg/L cefotaxima e 2 g/L phytagel.
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Tabela 1: Numero de apices caulinares de trés cultivares de helicdnia, obtidos a partir do

rizomas cultivados em casa de vegetacao, para introdugao in vitro.

Cultivar Numero de explantes
H. bihai cv. Peach Pink 16
H. ortrotricha cv. Candy Cane 11
H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse 10

Devido aos resultados preliminares insatisfatérios, testou-se um protocolo para a
desinfec¢do dos apices caulinares (Tabela 2), comegando por um pré-tratamento das plantas
matrizes em casa de vegetacdo com solugdo de Agrimicina (1 %), aplicadas na base das
plantas, uma semana antes da extragao dos brotos laterais para estabelecimento in vitro. Apos
a extragao, os brotos laterais foram lavados e mantidos em agua corrente por 12 horas, seguido
de imersdo em solugcao de etanol (80 %), por 1 minuto, sob agitagdo e submetidos aos
seguintes tratamentos: imersdo em solucao de 25, 50 ou 75% NaOCI (produto comercial Q-Boa,
2,5% cloro ativo) durante 20 minutos em sonicador Bransonic B-220 (50/60 Hz), 3 lavagens em
agua esterilizada e flambados sob condi¢gdes assépticas, ou foram emergidos em de 25 %
NaOCI (produto comercial Q-Boa, 2,5% cloro ativo) durante 20 minutos em sonicador, 3
lavagens em agua esterilizada, emergidas em etanol (92,8°), flambados e mantidos em solucao
de cefotaxima (4 %) por 48 horas antes da introdugéo dos apices caulinares no meio de cultura
(Tabela 2).

Tabela 2: Tratamentos para desinfecgao de apices caulinares de H. bihai cv.
Peach Pink, H. ortrotricha cv. Candy Cane, H. ortrotricha L.
Anderss. cv. Total Eclipse.

Tratamentos 1 2 3 4

Agrimicina (1%) X X X X

Agua corrente durante 12 horas X X X X

Etanol (80%) por 1 minuto X X X X
NaOCI* por 20 minutos 25% 50% 75% 25%

3 lavagens em agua esterilizada X X X X

Etanol (92,8 %) X X X X

Flambagem X X X X

Cefotaxima (4%) por 48 horas X

* produto comercial Q-Boa, 2,5% cloro ativo
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Os apices caulinares foram introduzidos em meio liquido MS modificado com metade da
concentracao dos sais MS, acrescido de 30 g/L sacarose, 1 mg/L BAP (benzilaminopurina), 40
mg/L de glutamina, 20 mL/L agua de cbco, 500 mg/L cefotaxima e o pH ajustado a 5,8, sendo
as culturas mantidas durante a primeira semana sob agitagdo. Passado este periodo, os
explantes foram transferidos para o mesmo tipo de meio de cultura MS modificado acrescido de
2 g/L de phytagel, mantendo-os durante os proximos 30 dias. Em seguida, os explantes foram
mantidos em meio de cultura MS completo acrescido de 30 g/L sacarose, 2,5 mg/L BAP, 40
mg/L glutamina, 45 mg/L sulfato de adenina, 500 mg/L cefotaxima e o pH ajustado a 5,8
anteriormente a autoclavagem, durante 3 meses. O nimero de explantes introduzidos foram de

acordo com a emissao de perfilhos das plantas matrizes e os respectivos tratamentos para o
estabelecimento in vitro dos apices caulinares.

Tabela 3: Numero de explantes introduzidos in vitro de trés cultivares de helicénia,
utilizando-se quatro tratamentos para desinfec¢ao®.

Cultivar Tratamento  NUmero de explantes
H. bihai cv. Peach Pink 1 47
2 17
3 19
H. ortrotricha cv. Candy Cane 1 49
2 18
3 19
4 10
H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse 1 36
2 13
3 10

*Tratamentos para desinfecgao descritos na Tabela 2.

Apods 14, 28 e 60 dias os explantes foram avaliados quanto a porcentagem de plantas

sobreviventes e ao fim da primeira semana os recultivos ocorriam a cada 30 dias.

3.1.3 Multiplicacao in vitro

Apods a regeneracao dos apices caulinares das trés cultivares estabelecidas in vitro, os
explantes foram transferidos para o meio de multiplicagcao, o qual consta de sais MS acrescido
de 30 g/L sacarose, 2 g/L phytagel, 2,5 mg/L BAP, 40 mg/L glutamina, 0,45 mg/L sulfato de
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adenina e o pH ajustado a 5,8 anteriormente a autoclavagem. As culturas foram repicadas a

cada 4 semanas, durante 5 meses.

3.1.4 Cultivo in vitro de H. ortrotricha cv. Candy Cane

O sucesso no estabelecimento dos apices caulinares de H. ortrotricha cv. Candy Cane,
com sua regeneragao e seu bom perfilhamento in vitro, permitiram que testes com modificagdes
no meio MS fossem realizados. O experimento teve como base o meio de cultura MS com a
adicao de 30 g/L sacarose, 2 g/L phytagel, 2,5 mg/L BAP, 40 mg/L glutamina, 0,45 mg/L sulfato
de adenina e o pH ajustado a 5,8, em delineamento fatorial, 2x2x2, com 2 concentragbes de
macronutrientes do meio MS e duas concentragdes de reguladores de crescimento ANA (acido

naftalenoacético) e AlA (acido indolacético), gerando 8 tratamentos, como mostra a Tabela 4:

Tabela 4: Tratamentos com modificacdes na concentracdo de sais MS e auxinas (ANA e IBA)
para cultivo de H. ortrotricha cv. Candy Cane em delineamento fatorial, 2x2x2.

TRATAMENTOS 0,10 mg/L de 0,25 mg/L de 0,10 mg/L de 0,25 mg/L de

ANA ANA AlA AlA
MS 50% 1 2 3 4
MS 100% 5 6 7 8

O delineamento experimental foi em blocos casualizados conduzidos em 2 blocos, com
os 8 tratamentos contendo 3 repeticdes da unidade experimental, constituida por um frasco com
50 ml de meio (12 x 6 cm) de cultura, abrigando 3 explantes e conduzido durante 12 semanas
na sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2°C e 19 yE.m?.s™" de
radiacdo luminosa fornecidas por lampadas fluorescentes branca fria. A variavel analisada foi o
numero de brotos em todos os explantes e os dados foram transformados segundo raiz
quadrada de (X+1). Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% com o uso do programa SAS. Uma avaliagao
final ocorreu com um tergco do material in vitro, coletado ao acaso entre a totalidade das
culturas, para avaliacdo de massas fresca e seca, na qual os dados foram transformados
segundo logaritmo de (X+1) e comparadas pelo teste-T ao nivel de 5%. Este material constava
de touceiras de brotagdes, com algumas raizes. O restante das culturas foi repicado e

transferido para meio contendo metade dos sais MS, acrescido de 30 g/L sacarose, 2 g/L
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phytagel e o pH ajustado a 5,8 anteriormente a autoclavagem, por 4 semanas, visando

uniformizacao e enraizamento para obtencédo de material para experimentos de aclimatacéo.

3.1.5 Aclimatacao

Ao final da fase de uniformizacdo de H. ortrotricha cv. Candy Cane, as plantas
enraizadas foram lavadas em agua corrente para a retirada do excesso de meio de cultura e
transferidas para bandejas de 24 células contendo diferentes misturas de substratos, conforme

Tabela 5, visando a aclimatagéao.

Tabela 5: Tratamentos e propor¢des das misturas de substratos utilizadas na aclimatagcéo de H.
ortrotricha cv. Candy Cane.

Tratamento Mistura Proporcéo
1 Plant Max® Horticultura 1
2 Plant Max® Horticultura + Fibra de coco Amafibra (fibroso) 1:1
3 Plant Max® Horticultura + casca de arroz carbonizado 1:1
4 Plant Max® Horticultura+ Fibra de céco Amafibra (fibroso) + casca de 1:1:1

arroz carbonizado

Para aclimatacao, as folhas das plantulas foram cortadas parcialmente, visando evitar a
perda excessiva de agua através da transpiracdo e mantidas em ambiente protegido com 70%
de sombreamento e com sistema de nebulizagao intermitente por 1 minuto a intervalos de 3
horas, quatro vezes ao dia (entre 7 e 19h). Os pardmetros avaliados durante a aclimatagéo de
plantas de H. ortrotricha cv. Candy Cane provenientes de cultivo in vitro foram a porcentagem
de sobrevivéncia apds 30 e 60 dias em casa de vegetagdo e a massa fresca e seca da parte
aérea e do sistema radicular aos 60 dias. O experimento foi instalado seguindo o delineamento
em blocos casualizados, combinando fatorialmente 4 substratos e 2 avaliagbes e as
porcentagens médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5%. A avaliagdo da
massa fresca e seca da parte aérea e do sistema radicular foram comparadas pelo teste-T ao

nivel de 5% .
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3.2 Caracterizacdo de microrganismos contaminantes na introducdo in vitro de trés

cultivares de Heliconia sp

A elevada taxa de contaminagdo bacteriana das culturas foi um fator de grande
dificuldade para o sucesso da introducdo in vitro, desta forma, buscou-se caracterizar as
bactérias mais comumente observadas nos meios de cultura, comparando com os isolados de

folhas, visando a identificacdo da fonte de inéculo e possiveis medidas para seu controle.

3.2.1 Isolamento da comunidade bacteriana proveniente da contaminacdo dos explantes

in vitro

Apos 3 dias de cultivo dos apices caulinares de H. ortotricha Candy Cane, H. ortotricha
L. Anderss. cv. Total Eclipse e H. bihai Peach Pink estabelecidas in vitro, o0 meio liquido se
tornava turvo, indicando o crescimento bacteriano. Desta forma, os meios foram
homogenizados € 10 mL do meio contaminado foram diluidos em 90 mL de solugdo de NaCl

0,85%, seguida de uma diluigéo seriada, finalizando na concentragdo 107,

Com o auxilio de uma pipeta, 100 uL de cada diluigdo, foram plaqueados nos meios de
cultura Tryptone Soya Agar 10% (TSA) (ARAUJO et al, 2002) e R2A (REASONER;
GELDREICH, 1985) para o isolamento das bactérias, ou seja, cada diluicdo foi plagueada em
dois tipos de meio, contendo 2 repeticbes e cultivadas por 72 horas em BOD, a 28° C e sem

iluminagao, visando a avaliagdo do numero de colbnias.

O numero de colbnias foi contado a olho nu, em cada uma das placas e, em seguida,
coldnias individuais foram purificadas em meio Luria Broth (LB) (SOMESEGARAN; HOBEN,

1994) solidificado com 15 g/L de agar, através de 3 repicagens subseqiientes no mesmo meio.

3.2.2 Isolamento da comunidade bacteriana endofitica de helicbnia

As colbnias de bactérias endofiticas foram isoladas de folhas de plantas crescidas em
casa-de-vegetacdo de H. ortrotricha cv. Candy Cane, H. ortotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse
e H. bihai cv. Peach Pink, dando-se preferéncia as plantas visualmente saudaveis e coletando-

se as folhas de posicdo mediana, utilizando-se apenas a parte central do limbo e descartando-
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se a nervura central. A desinfecgdo das folhas seguiu o protocolo de Araujo et al. (2001) e um
grama de folha foi macerado em 3 mL de solugdo NaCl (0,85%). A diluicao seriada foi realizada
até a concentracdo 107, plaqueando-se 100 pL de cada diluicdo em meios TSA e R2A, com 3

repeticdes e cultivadas durante 72 horas em estufa tipo BOD, a 28° C e sem iluminacao.

As colbnias foram quantificadas visualmente e purificadas em meio LB, solidificado com
15 g/L de agar, fazendo-se 3 repicagens. De acordo com a frequiéncia de bactérias nas folhas
foram isoladas: 10, 5 e 5 colbénias brancas, amarelas e laranjas, respectivamente em H. bihai
cv. Peach Pink; e 10 colénias brancas, 10 colénias laranjas e 5 colbnias amarelas de H.
ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse e cv. Candy Cane, para analise utilizando-se a técnica
de ARDRA.

3.2.3 Caracterizacédo das bactérias isoladas utilizando a técnica ARDRA

As coldnias individuais foram previamente separadas em 4 grupos distintos, de acordo
com as suas caracteristicas morfolégicas como: coldnias laranjas, colénias amarelas, coldnias
brancas e col6nias brancas do meio de cultura, pois os isolados dos meios de cultura
contaminados nao apresentaram diversidade morfoldgica, verifificando a presenca de apenas
um tipo de colbnia (brancas) nos trés meios, muito parecida com os isolados brancos das
folhas. Entre as bactérias de folhas n&do se notou diferengas entre as colbnias laranjas,

amarelas e brancas isoladas das plantas das trés cultivares de helicnias.

O trabalho seguiu com a semeadura em meio LB liquido das colbnias purificadas de
bactérias, de acordo com a freqliéncia verificada no isolamento. Desta maneira, semeando-se:
10 colbnias brancas de cada meio de cultura contaminado; 5 colénias amarelas e 10 colénias
laranjas e brancas de H. ortrotricha cv. Candy Cane e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total
Eclipse; 10 colbnias brancas e 5 colénias laranjas e amarelas de H. bihai cv. Peach Pink,
totalizando 100 isolados. Mantendo as colbnias semeadas em agitacdo de 180 rpm, por 48
horas a 28°C.

A extragdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo CTAB descrito por Doyle e Doyle
(1990). O DNA extraido foi utilizado para amplificagédo do gene 16S ribossomal (16S DNAr) em

reacao de amplificagdo em volume de 50 uL , com os primers RD1 e FD1 5 pMoles/uL,
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acrescidas de 1,5 mM MgCl,, 10 uM dNTP, 1,5 U Taq DNA polimerase, 5 uL solugdo tampao
1X e aproximadamente 1uL DNA.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1 %, purificados e
aproximadamente 300-500 ng foram digeridos pela enzima de restricdo Hha (Invitrogen) e Rsa
(Promega), de acordo com as instrugdes dos fabricantes. As seqliiéncias de cortes das enzimas

de restricdo (endonucleases) utilizadas no estudos séo:

-Rsal: GT|AC
-Hha I: GCC|C

As cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) e
Pseudomonas stutzeri (ATCC 31258), doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro,
RJ), foram utilizadas como padrdes positivos. O produto da digestdo foi separado em gel de

agarose 2%, corado em solucao de brometo de etidio e fotodocumentado.

3.2.4 |dentificacdo dos isolados

Os diferentes padrdées de clivagem observados pela técnica ARDRA permitiram uma
maior precisdo na caracterizacdo dos isolados, viabilizando a selegao dos haplétipos a serem
amplificados para identificagdo por meio do sequenciamento do gene 16S DNAr. Desta
maneira, 40 isolados foram sequenciados parcialmente se utilizando somente a extremidade
FD1, entre as amostras podemos citar: 10 isolados brancos do meio de cultura (4 colbnias de H.
ortrotricha cv. Candy Cane, 3 de H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse e 3 de H. bihai cv.
Peach Pink); das bactérias de folhas de H. ortrotricha cv. Candy Cane e H. bihai cv. Peach Pink
foram escolhidas 2 colbénias laranjas, 5 brancas e 3 amarelas; das amostras de H. ortrotricha L.
Anderss. cv. Total Eclipse foram selecionadas 2 colbnias laranjas, 4 brancas e 4 amarelas. Os
fragmentos de DNA foram seqlienciados em sequenciador automatizado, 3100 Genetic Analizer
da Abi Prism e as sequiéncias obtidas de cada isolado foram identificadas pela analise de

BLAST no GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov).

Ao final, foram selecionados representantes de cada grupo para seqienciamento do
gene 16S DNAr . Ao final, foram selecionados haplétipos de cada grupo para seqienciamento

do gene 16S DNAr total pelo kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing for
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MegaBACE (Armershan Biosciences), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Os primers 16S
utilizados foram FD1, 357 f, 754 f, 1114 f e RD1, os quais foram amplificados, tiveram a fita
anti-senso 16S DNAr totalmente seqlienciada, submetida ao programa Phred/Phrap/Consed
para leitura do trago do cromatrograma, avaliando a qualidade de cada base individualmente,
identificando e mascarando os vetores para a montagem da sequéncia completa e para a

afiliacao filogenética dos haplétipos utilizando o BLAST.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivo in vitro

4.1.1 Obtencéao de material vegetal

Observacgdes semelhantes aos estudos realizados por Costa et al. (2006), foram feitos
com H. ortrotricha e H. bihai, as quais apresentam habito de crescimento agrupado, formando
touceiras fechadas e o desenvolvimento das hastes verticais lentos. No entanto, quando
comparados a H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse a H. ortrotricha.cv. Candy Cane e H.
bihai cv. Peach Pink apresentaram uma taxa de brotagdo relativamente superior. Ao fim,
verificou-se o aumento do nuimero de brotagdes, em todas as cultivares, nas épocas mais

quentes do ano.

As helicbnias formam touceiras de populagdo monoclonal com emissao de perfilhos, as
quais se desenvolvem principalmente na periferia da touceira (CRILEY, 1989). As
caracteristicas genéticas e as condi¢cdes climaticas tém forte influéncia no perfilhamento

(GEERTSEN, 1989), conforme também observado em nossas condigdes.

4.1.2 Introdrucéo in vitro de heliconia

Os estabelecimentos preliminares de apices caulinares de helicbnia in vitro seguindo a
metodologia estabelecida por Rodrigues (2005), para H. rauliniana, mostrou-se inadequado
para H. bihai cv. Peach Pink, H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse e Candy Cane (Tabela
1), pois 100% dos explantes apresentaram contaminagédo bacteriana nas primeiras 72 horas,
afetando o desenvolvimento e inviabilizando completamente os explantes entre 15 e 30 dias
apos a introducéo in vitro. Desta forma, buscou-se uma nova metodologia para desinfec¢do dos

apices caulinares para viabilizar o estabelecimento in vitro dos explantes.

Apods a introducdo in vitro, observou-se que a fase critica na contaminagdo dos
explantes recém introduzidos in vitro sdo os primeiros 14 dias nas trés cultivares (Figura 2),
ocorrendo as maiores taxas de perda dos apices caulinares, por contaminagao bacteriana neste

periodo.
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No estabelecimento de H. bihai cv. Peach Pink (Figura 2 A), os melhores tratamentos de
assepsia aplicados aos apices caulinares foram o Tratamento 1 e 3 e aos 60 dias nao
apresentaram diferenga significativa nas taxas de sobrevivéncia que foram 21,28% e 15,79%,
respectivamente. A solucdo de NaOCI (50%) proporcionou a menor taxa de sobrevivéncia
(5,88%) ao fim de 60 dias.

H. ortrotricha cv. Candy Cane, apés desinfeccao utilizando o tratamento 4, apresentou
taxa de sobrevivéncia de 50% na ultima avaliagdo (Figura 2 B), sendo este o maior indice
encontrado em todas as cultivares estudadas. Em contraste, o tratamento 2 proporcionou
sobrevivéncia de apenas 5,55 % dos explantes, a menor taxa de sobrevivéncia observada. Ao
final, o tratamento 1 e 3 apresentaram indices de sobrevivéncia de 28,57% e 31,58%,

respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre esses dois tratamentos.

As melhores respostas verificadas no controle da contaminagdo bacteriana de H.
ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse foi observada utilizando-se os tratamentos de assepsia
3 e 2, com taxas de sobrevivéncia 40,00 % e 38,46 %, respectivamente (Figura 2 C), ndo
havendo diferenca significativa entre esses dois tratamentos, sendo que a menor taxa de

sobrevivéncia observada para este cultivar foi de 27,78% utilizando-se o Tratamento 1.



47

A H. bihai cv. Peach Pink
100 L

90
80 +
70
60 -
50 -
40
30
20 ~
10 ~
0

—&— Tratamento 1
—a— Tratamento 2

Tratamento 3

Porcentagem de sobrevivéncia (%)

Dias
B H.ortrotricha cv. Candy Cane
100 7
90 -
80 -
i T
70 + —e— Tratamento 1
60 - T T —=— Tratamento 2
50 1 1 i
F

Tratamento 3

40 - .
30 s
20 -
10
0 T 1 1
0 14 28 60

Dias

Tratamento 4

Porcentagemde sobrevivéncia (%)

C H.ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse
100 4

90 +
80 -
70 A
60 -
50
40 -
30 f
20 -
10
0 \ \ \

0 14 28 60

Dias

—e— Tratamento 1
—@— Tratamento 2

Tratamento 3

Porcentagem de sobrevivéncia (%)

Figura 2: Porcentagem de sobrevivéncia de apices caulinares introduzidos in vitro,
apos diferentes tratamentos para desinfecgao dos explantes (tratamentos
descritos na Tabela 2).*, em trés cultivares de helicénia.
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Analisando a literatura verificou-se que o controle de microrganismos mediante
aplicagdes de fungicidas e bactericidas sistémicos, entre eles o sulfato de estreptomicina
(Agrimicina), tém sido bastante eficientes durante o pré-tratamento das plantas matrizes em
casa de vegetacdo para reduzir a contaminacdo no isolamento dos explantes
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Os mesmos autores acrescentam que a lavagem em
agua corrente das fontes de explantes antes da desinfecgao auxilia na eliminagéo de particulas
de poeiras e outras fontes de contaminagao superficiais, bem como na lixiviagado de compostos

fendlicos, prevenindo a oxidagao durante o estabelecimento in vitro.

Durante a desinfeccéo propriamente dita, inUmeras substancias de agdo germicida sao
empregadas, entre elas o etanol e o NaOCI, solugdes mais comumente utilizadas, tanto pela
sua eficiéncia, como pela facilidade ao acesso. As concentragdes, as combinacdes entre os
principios ativos desinfectantes e o tempo de exposicdo variam de acordo com a sensibilidade
do tecido. Devido a este fator, diferentes concentragdes foram testadas, a fim de definir a
melhor concentragdo, considerando a obtengdo do tecido descontaminado e evitando a sua

inviabilidade.

A remocgdo do residuo de cloro, pelas sucessivas lavagens com agua destilada
autoclavada, é essencial para a nao interferéncia do cloro na regeneragdo dos explantes
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). De maneira geral, nenhuma das trés cultivares de
heliconia apresentou influéncia negativa quanto a concentragao ou ao residuo de cloro utilizado,
verificando-se a regeneracao de todos os explantes ndo contaminados. Isto € confirmado pelo
fato de que a maior concentragdo de NaOCI (75%) testada esta entre os melhores resultados
com H. bihai cv. Peach Pink e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse e em H. ortrotricha cv.
Candy Cane o tratamento apresentou menor taxa de sobrevivéncia apenas quando comparado
com o tratamento 4. A tolerancia ao cloro € dependente de cada espécie, sendo que as mais
sensiveis podem demonstrar toxicidade a partir de um nivel de 3.000 mg/kg (matéria seca) e as

mais tolerantes a partir de um nivel de 20.000 mg/kg de matéria seca (FURLANI, 2004).

Segundo Cid e Zimmermann (2006), algumas das alternativas para contornar o
problema da contaminagdo in vitro seriam a adog¢dao de antibidticos como estratégias
terapéuticas na cultura de tecido. Grattapaglia e Machado (1998) acrescentam que os
antibidticos sdo frequientemente usados durante a desinfeccdo ou incorporados ao meio de

cultura, a viabilidade do seu uso é determinada tanto pela sua toxicidade para as células
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vegetais, como pela capacidade bacteriostatica ou bactericida no meio de cultura, abrangendo o
maior espectro de agao possivel. Em H. ortrotricha cv. Candy Cane, a utilizagdo do antibiético
cefotaxima, tanto no meio de cultura, quanto na assepsia, determinou a menor perda de
explantes pela contaminagcdo bacteriana de todos os tratamentos testados, proporcionando a
sobrevivéncia de 40% dos dapices caulinares introduzidos. Os antibiéticos sdo agrupados
conforme o modo de agdo e a cefotaxima comumente utilizada em cultivo in vitro para controle
de agrobactéria, age inibindo a sintese de parede celular (CID; ZIMMERMANN, 2006).

De acordo com Assis et al. (1998), a utilizagdo do banho ultra-som visa o desalojamento
de toda microbiota epifitica, agindo na retirada de bactérias remanescentes durante a
desinfecgao. A adi¢cao dos pré-tratamentos (solugdo de Agrimicina e agua corrente), a utilizagao
do sonicador durante a imersdo em solugao de NaOCI e a adicdo de cefotaxima no meio de
cultura viabilizaram o estabelecimento in vitro dos explantes das trés cultivares de helicénia
(Figuras 3 A e B), devido a redugao e ao controle da contaminagao bacteriana na fase de
regeneracao dos explantes (Figuras 3 C e D), viabilizando o cultivo e a sua multiplicagao in vitro
(Figuras 3E, F e G).

Figura 3: Introdugdo in vitro de apices caulinares de heliconia: A) Apice caulinar de
heliconia introduzido in vitro em meio MS liquido; B) Aspecto do explante 7
dias ap6s a introducéo in vitro; C-D) Contaminacao bacteriana de explante
em meio de cultura liquido (C) e semi-solido (D); E) Regeneracao de apice
caulinar de helicénia estabelecido in vitro. F) Caracteristica do explante
apos 45 dias em cultivo in vitro. G) Explante exibindo brotagbes ap6s 60
dias do estabelecimento in vitro do apice caulinar.
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4.1.3 Multiplicacao in vitro

Apesar da utilizacdo do mesmo meio de multiplicacdo para trés cultivares de heliconias,
o desenvolvimento de brotagdes foi bastante diferenciado entre as cultivares e inclusive quando
comparado com o perfilhamento destas plantas em casa de vegetagcdo. H. bihai cv. Peach Pink
assim como a H. ortrotricha cv. Candy Cane, apresentaram um indice de perfilhamento
satisfatério em casa de vegetagdo. No entanto, durante o cultivo in vitro a primeira espécie
apresentou nula ou baixa quantidade de perfilhamento, enquanto H. ortrotricha cv. Candy Cane
manteve a boa taxa de multiplicagcao, verificando-se também, a produgao do primeiro broto aos

28 dias apos o estabelecimento in vitro.

O perfilhamento de H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse em casa de vegetagao foi
0 mais baixo, quando comparado as outras duas cultivares. Todavia, durante o cultivo in vitro,
apresentou um numero de brotagdes melhor do que H. bihai cv. Peach Pink, porém, bem mais
baixo do que H. ortrotricha cv. Candy Cane. A brotagdo ocorreu entre os 30 e 75 dias apos o

estabelecimento in vitro.

Diniz et al. (1999), afirmam que os teores de nutrientes necessarios para plantas de
bananeira variam entre as cultivares, assim como entre os diferentes estadios de
desenvolvimento. Desta forma, como foi observado neste trabalho, as diferentes cultivares de
helicbnias responderam diferentemente ao mesmo meio de cultura durante a multiplicacao,
sugerindo a necessidade de um estudo aprofundado na determinagao da composigado organica
e mineral do meio de cultura para diferentes cultivares, focalizando a quantidade nutricional
imprescindivel para manter o desenvolvimento e a diferenciagao in vitro (MEZZETTI; ROSATI,
CASALICCHIO, 1991).

4.1.4 Cultivo in vitro de H. ortrotricha cv. Candy Cane

Ao final de doze semanas foi observado que o tratamento utilizando MS 50% favoreceu
na regeneracao do sistema radicular (Figura 4 A). No entanto, quando tomamos como
referéncia a concentragdo de sais MS (50% e 100%), ndo houve grandes diferengas nos
aspectos visuais da parte aérea, principalmente nas plantas do tratamento MS 50%, quanto o

crescimento da altura ou no didmetro do pseudocaule das plantulas (Figura 4 B e D) e em todos
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os tratamentos as folhas mais novas se apresentaram com leve aspecto amarelado nas pontas,

talvez demonstrando alguma deficiéncia mineral ou fitotoxidade.

Considerando-se os tratamentos realizados e os resultados obtidos, observou-se que o
tratamento 5 (MS 100% + 0,10 ANA) € o meio de cultura mais adequado para o cultivo in vitro
de H. ortrotricha cv. Candy Cane. Apesar do tratamento 7 (MS 100% + 0,10 IBA) proporcionar a
quantidade de brotagdo equivalente, as plantas no tratamento 5 apresentaram-se mais
desenvolvidas quando comparado ao tratamento 7 apresentando coloragdo mais esverdeada

tanto da folha como da pseudocaule (Figuras 4 C e D).

Figura 4: Culturas in vitro de H. ortrotricha cv. Candy Cane. Combinagao fatorial de duas
concentragdes dos sais MS ( 50% e 100%) e duas concentragdes ( 0,10 e 0,25
mg/L) de dois fitorreguladores (ANA e IBA) em meio de cultura. (A-B)
Tratamento 1, 50%MS + 0,1 mgl/L ANA; Tratamento 2, 50%MS + 0,25 mg/L
ANA; Tratamento 3, 50%MS + 0,1 mg/L IBA; Tratamento 4, 50%MS + 0,25 mg/L
IBA. (C-D) Tratamento 5, 100%MS + 0,1 mgl/L ANA; Tratamento 6, 100%MS +
0,25 mg/L ANA; Tratamento 7, 100%MS + 0,1 mg/L IBA; Tratamento 8, 100%MS
+ 0,25 mg/L IBA.
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De acordo com a anadlise estatistica, os melhores tratamentos quanto ao vigor do
explante relacionado ao aumento do numero médio de brotos foram os tratamentos 1 (MS 50%
+ 0,10 ANA), 2 (MS 50% + 0,25 ANA), 5 (MS 100% + 0,10 ANA), e 7 (MS 100% + 0,10 IBA)
como mostra a Figura 5, proporcionando um numero médio de 2,8, 2,7, 3,0 e 3,3 brotos por
explante matriz, respectivamente, ao final de 12 semanas. Seguidos pelos tratamentos 4 (MS
50% + 0,25 IBA, 2,7 brotos/explante), 6 (MS 100% + 0,10 ANA, 2,3 brotos/explante) e 8 (MS
100% + 0,25 IBA, 2,6 brotos/explante). O menor numero de brotos foi gerado pelo tratamento 3

(MS 50% € 0,10 IBA), tendo um valor médio de 1,8 brotos por explante.
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Figura 5: Aumento no numero médio de brotos obtidos in vitro em cultura de Heliconia ortrotricha cv. Candy Cane
em meio de cutura contendo 2,5 mg/L BAP e variagbes na concentragédo de sais e auxina, ao longo de
12 semanas.
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A falta de conhecimento sobre a relagao entre o meio de cultivo e sua interagcdo com o
explantes nas diferentes fases do desenvolvimento, assim como a forma de absorcdo, o
transporte, o acumulo e a distribuicdo dos nutrientes pelas diferentes partes dos explantes e a
indisponibilidade de dados na literatura sobre os niveis criticos de nutrientes para o cultivo in
vitro de helicbnias, exacerbou os testes com as modificagdes do meio MS, a fim de ajustar a
formulagdo do meio basico para o desenvolvimento in vitro de H. ortrotricha cv. Candy Cane.
Entretanto, os tratamentos ndo apresentaram variacdes lineares no aumento médio do nimero
de brotos em relacdo ao tempo (semanas). As respostas dos tratamentos a quantidade de
brotos por plantas sofreram influéncia da interacdo dos fatores testados, tanto das
concentragoes de sais MS, quanto na concentragao e do tipo de auxina utilizada na composicao
do meio de cultura, sugerindo a necessidade de estudos fisiologicos mais aprofundados em
relagdo ao mecanismo de agao, absorcdo e transporte de fitorreguladores e nutrientes nas
plantas in vitro, assim como o comportamento de fitormdnios em relagdo ao estado nutricional
das plantulas, ja que estes nao foram ainda realizados para as espécies estudadas neste

trabalho.

Os resultados demonstraram que a utilizagdo de ANA proporcionou melhores resultados
do que o IBA nos tratamentos com MS 50%, quanto a quantidade de brotagdes. No entanto,
nos tratamentos com MS 100%, o melhor resultado esta mais relacionado a proporgao
auxina:citocinina (0,10 mg/L auxina:2,5 mg/L citocinina), do que ao tipo de auxina. Grattapaglia
e Machado (1998) afirmam que as concentragbes de auxina utilizadas durante a multiplicacao
das plantas in vitro devem manter um balango entre auxina/citocinina menor do que 1, pois
concentragdes excessivas de auxina podem inibir a multiplicacdo ou favorecer demasiadamente

a formacao do sistema radicular ou a formagéao de calo.

De maneira geral, houve variagdo na massa da matéria fresca dos explantes, sendo
maior nos tratamentos com a maior concentragdo de nutrientes, MS 100 % (Figura 6 A).
Estatisticamente, porém, ndo se observaram diferencas quando comparados aos tratamentos
MS 50% 1, 2 e 4. O tratamento 3 apresentou 0 menor numero de brotos e a menor massa da
matéria fresca. Estes resultados se assemelham aos obtidos por Utino; Carneiro e Chaves
(2001), os quais testaram diferentes concentragdes dos sais MS (33,33%, 50% e 100%), dois
niveis de acido ascérbico (0 e 25mg/L) e trés freqiiéncias de subcultivos (7, 14 e 28 dias) para
explantes de bananeira ‘Prata’ (Musa sp. AAB), observando que a massa fresca variou

linearmente seguindo a equagao y =1,3404 + 0,0137x em relagdo a concentracao dos sais MS.
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Amari (2001), estudando diferentes concentragdes dos sais MS (0%, 50%, 100% e 200%)

verificou alguns aspectos criticos na disponibilidade e absor¢do dos nutrientes no crescimento
in vitro de Musa acuminata L., concluindo que a quantidade total de nutrientes fornecidos pelo
meio de cultura influenciou diretamente na taxa de crescimento e absorcdo dos mesmos pelo
explantes, observando que o aumento do crescimento e da qualidade das plantas foi

proporcional a maior absorcado dos nutrientes pelos explantes.

Em relagdo a massa da matéria seca, os resultados nao apresentaram diferencas entre
os tratamentos (Figura 6 B), indicando que as pequenas alteragbes observadas na matéria
fresca, entre os tratamentos, esta mais relacionada a retengdo de agua do que com o acumulo

de matéria seca.

Ao final, ndo houve uma relagcdo linear entre a altura dos explantes (dados nao
apresentados), o numero médio de brotos e o tempo de cultivo, mas em todos os tratamentos
as plantas apresentaram tamanho suficiente para passarem diretamente para o meio de

enraizamento, dispensando a fase de alongamento.
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Figura 6: Massa de matéria fresca (A) e massa de matéria seca (B) de
explantes de Heliconia. ortrotricha cv. Candy Cane
cultivados por 12 semanas em meios com diferentes
concentragoes de sais MS, ANA e IBA e acrescidos de 2,5
mg/L de BAP, calculados sobre um ter¢co dos explantes e
seus respectivos brotos obtidos.

4.1.5 Aclimatacgéo

Apos 30 dias em camara de nebulizagao para aclimatagao, as plantas sobreviventes se
mostraram totalmente adaptadas, apresentando um visivel crescimento no didmetro e na altura

do pseudocaule e com renovacéo total e/ou parcial das folhas, mostrando crescimento da area
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foliar. Era possivel observar diferengcas visuais entre os tratamentos, tanto na taxa de
sobrevivéncia, as quais foram superiores nos tratamentos 1, 2 e 3, apresentando 79 % das
plantas vivas nos trés tratamentos, quanto ao maior crescimento das plantas submetidas ao
tratamento 2. O tratamento 4 apresentou o menor indice de sobrevivéncia (56 %). A maior taxa
de perda de plantas ocorreu nos primeiros 30 dias, sendo esta a fase critica para a

sobrevivéncia das mesmas.

Aos 60 dias, a oscilagao do percentual de sobrevivéncia foi baixa, mantendo o padrao do
resultado da primeira avaliagdo, observando-se porcentagem de sobrevivéncia de 69,79%,
69,79%, 70,83% e 56,25% (Figura 7) para os tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Figura 7: Sobrevivéncia de plantulas de H. ortrotricha cv. Candy Cane apd6s 60 dias em
condi¢des de aclimatacio, sob diferentes substratos.

As misturas 2, 3 e 4 proporcionaram uma maior disponibilidade de agua para as plantas,
proporcionando maior massa fresca, tanto da parte aérea (figura 8 A), quanto do sistema
radicular (Figura 9 A), quando comparado a utilizagdo do substrato Plant Max puro.
Possivelmente este resultado se deu pela propriedade hidrofilica da fibra de coco ou pela
influéncia que a casca de arroz carbonizada exerce sob as propriedades fisico-hidricas do

substrato, a qual permite maior disponibilidade de agua para a planta. A capacidade dos
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substratos manterem a agua € uma caracteristica desejavel para obtenc¢ao da uniformidade das
plantas e um bom estande (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000), no entanto, a quantidade de
agua retida n&o implica propriamente no crescimento vegetal. As plantas submetidas ao
tratamento 4 apresentam o menor acimulo de matéria seca e observa-se uma correlagao direta
entre o indice de sobrevivéncia e o acumulo de matéria seca, tanto da parte aérea (Figura 8 B),
como do sistema radicular (Figura 9 B). Provavelmente a composigao quimica bem balanceada
do substrato Plant Max, contendo os nutrientes N, P, K, Ca e Mg (SMIDERLE, 2001) tenham
influenciado no desenvolvimento das plantas, pois o tratamento 4 possuia a menor proporcao
de Plant Max e as plantas ndo receberam qualquer tipo de complementagdo nutricional. A
determinagdo da propor¢do volumétrica dos substratos, a determinagcdo da composi¢céo
nutricional, a densidade, a aeracédo e a retencdo de umidade ideais para um otimo
desenvolvimento das plantas em casa de vegetacao é prejudicada pelas dificuldades na

reproducao de caracteristicas favoraveis do solo pelos substratos (GOMES et al., 1985).
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Figura 8: Massa de matéria fresca (A) e seca (B) da parte aérea de H. ortrotricha cv. Candy
Cane, cultivadas em Plant Max® Horticultura (1), Plant Max® Horticultura + Fibra
de coco (2), Plant Max® Horticultura + Casca de arroz carbonizado (3) e Plant
Max® Horticultura + Fibra de coco + Casca de arroz carbonizado (4).
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Figura 9: Massa de matéria fresca (A) e seca (B) do sistema radicular de H. ortrotricha cv.
Candy Cane, cultivadas em 4 diferentes substratos: Plant Max® Horticultura (1),
Plant Max® Horticultura + Fibra de coco (2), Plant Max® Horticultura + Casca de
arroz carbonizado (3) e Plant Max® Horticultura + Fibra de coco + Casca de arroz
carbonizado (4).

Em estudo realizado por Santos et al. (2004), durante a aclimatacdo de plantulas de
Heliconia psittacorum L., no qual foram avaliados os pardmetros da parte aérea como a altura
da planta, didmetro do pseudocaule, numero de folhas e area foliar, testando a combinacao de
trés substratos organicos (casca de arroz carbonizada, pé de casca de coco seco e verde)
fatorialmente com dois adubos (Vitasolo e humus de minhoca), constatou-se que as misturas
que apresentam valores de porosidades e aeragcdo extremos (alto e baixo) resultaram em
menor desenvolvimento vegetal, concluindo que entre os substratos, a casca de arroz foi

superior, seguido por p6é de casca de coco verde e depois pelo pd de casca de coco verde

Apesar da pequena diferenca estatistica, o presente trabalho também constatou uma

pequena superioridade das misturas de Plant Max® Horticultura + Fibra de coco e Plant Max®
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Horticultura + Casca de arroz carbonizado em relagdo aos outros substratos testados, tanto
pela maior taxa de sobrevivéncia das plantas (Figura 10 A, B, C, e D), quanto ao maior
crescimento da parte aérea, apresentando uma melhor coloragdo das folhas (Figura 10 E) e um

maior desenvolvimento do sistema radicular (Figura 9 B).

Figura 10: Aspecto geral de plantulas de de H. ortrotricha cv. Candy Cane durante aclimatagao em
diferentes substratos. A) Tratamento1, Plant Max® HT; B) Tratamento 2, Plant Max® HT
+ Fibra de céco Amafibra; C) Tratamento 3, Plant Max® HT + Casca de arroz
carbonizada; D) Tratamento 4, Plant Max® HT + Fibra de céco Amafibra + Casca de
arroz carbonizada; E) Tamanho das plantas apés 60 dias de plantio em casa de
vegetacao, sendo da esquerda para a direita plantula representativa de: Tratamento 1,
Plant Max® HT; Tratamento 2, Plant Max® HT + Fibra de coco Amafibra; Tratamento 3,
Plant Max® HT + Casca de arroz carbonizada; Tratamento 4, Plant Max® HT + Fibra de
c6co Amafibra + Casca de arroz carbonizada.



61

4.2 Caracterizagdo de microrganismos contaminantes na introdugdo in vitro de trés

cultivares de Heliconia sp

4.2.1 Isolamento da comunidade bacteriana proveniente da contaminacdo dos explantes
in vitro

Considerando as caracteristicas morfolégicas das coldnias, observou-se baixa
diversidade de bactérias contaminantes em meio de cultura de introdugcdo do material de
helicbnia em estudo, sendo que todas as coldnias obtidas a partir de meios de cultura cultivados
com as trés cultivares de helicbnia apresentaram coloragédo branca. Desta forma, estas foram
denominadas “bactérias brancas de meio de cultura”. Apds a analise molecular (ver item 4.2.4),
as colbnias foram identificadas como pertencentes ao género Burkholderia em culturas de H.
ortrotricha cv. Candy Cane e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse. Em culturas de H. bihai
cv. Peach Pink a maior parte dos isolados foram identificados como Rhizobium sp. e uma

pequena fracdo como Burkholderia sp..

Cultivando-se as bactérias em meios de cultura TSA e R2A observou-se variagao na
quantidade de bactérias nas diferentes cultivares e crescimento diferencial dos diferentes
géneros de bactérias nos meios de cultura utilizados (Tabela 6). As coldnias obtidas de culturas
de H. ortrotricha cv. Candy Cane e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse apresentaram
crescimento significativamente maior em meio TSA, do que em R2A. Este comportamento, &
provavelmente justificado pela composi¢cao nutricional mais rica de TSA em relacdo a R2A
(ARAUJO et al., 2002). Em colénias obtidas a partir de culturas de H. bihai cv. Peach Pink
observou-se o inverso, ou seja, o crescimento bacteriano foi semelhante em ambos os meios de
cultura. Possivelmente, o fato de ocorrerem dois géneros de bactérias, Rhizobium e
Burkholderia, este comportamento foi alterado, uma vez que o meio R2A é utilizada para o
isolamento de Rhizobium (SOMESEGARAN; HOBEN, 1994).
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Tabela 6: Quantificagdo de bactérias isoladas de meios de cultura de
introducdo in vitro de trés cultivares de heliconia em dois
meios de cultura (TSA e R2A) (UFC/mL).

Cultivar TSA R2A
H. bihai cv. Peach Pink 1,9x10° 2,0x10°
H. ortrotricha cv. Candy Cane 4,1x10° 2,4x10°
H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse 0,8x10°8 3,3x107

4.2.2 Isolamento da comunidade bacteriana endofitica de heliconia

Calculos baseados no modelo apresentado por Araujo et al. (2002), permitiram a
quantificagdo de UFC/g de folha, verificando que a quantidade de bactérias isoladas de H.
ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse é consideravelmente maior do que nas outras duas
cultivares (Tabela 7) e as plantas de H. bihai cv. Peach Pink apresentaram os menores valores
de UFC/g de folha.

Tabela 7: Quantificagao de bactérias isoladas de folhas de plantas cultivadas
em casa de vegetagdo de trés cultivares de heliconia em dois
meios de cultura (TSA e R2A) (UFC/g de massa fresca de folhas).

Cultivar TSA R2A
H. bihai cv. Peach Pink 1,2x10* 1,8x10*
H. ortrotricha cv. Candy Cane 3,8x10* 4,2x10*
H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse 1,4x10° 1,4x10°

As bactérias isoladas das trés cultivares de helicbnias, tanto do meio TSA, como em
meio R2A apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes e assim foram denominadas:
colénias laranjas, colénias amarelas e coldnias brancas. Em todas as cultivares as col6nias
brancas apareceram em maior propor¢gdo do que as colbénias amarelas ou laranjas,
independentemente das diluigbes em meio TSA (Figura 11 A) e R2A (Figura 11 B), confirmando

que as colbnias brancas (Rhizobium sp. e Burkholderia sp.) sdo as mais frequientes nas trés
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cultivares, coincidindo com as observagdes nos meios de cultura de introdugao de helicénia
(item 4.2.1.). Ao fim, verificamos nas Figuras 11 e 12 que as frequéncias das bactérias obtidas
de folhas de H. bihai cv. Peach Pink e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse séo
semelhantes, diferindo de H. ortrotricha cv. Candy Cane, a qual apresentou uma maior
proporcao de colbnias amarelas, principalmente em meio R2A. Esta variagdo na proporgao de
bactérias pode ter ocorrido pela diferenga na origem das plantas matrizes, ja que as matrizes de
H. bihai cv. Peach Pink e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse tiveram a mesma
procedéncia e as matrizes de H. ortrotricha cv. Candy Cane foram obtidas em outro local.
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Figura 11: FreqUéncia das colénias de acordo com as caracteristicas morfolégicas
isoladas das folhas de casa de vegetacdo no meio de cultura TSA (A) e
R2A (B) das trés cultivares de heliconia.
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4.2.3 Caracterizacao das bactérias isoladas utilizando a técnica ARDRA

Através dos resultados obtidos nas analises utilizando ARDRA (Figuras 12 e 13),
verificou-se que o padréo de clivagem das bactérias brancas isoladas dos meios de cultura de
H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse e H. ortrotricha cv. Candy Cane € idéntico (Figuras
12 A e B), sendo denominado de padrao 1, que corresponde a Burkholderia sp.. No entanto, em
H. bihai cv. Peach Pink, entre os dez isolados analisados, nove apresentaram um mesmo
padrao, denominado padréo 2, correspondendo a Rhizobium sp. (Figura 12 A) e apenas um
isolado apresentou o padrao 1, correspondendo ao mesmo isolado das bactérias isoladas das
duas cultivares de H. ortrotricha, comprovando que a maior parte dos isolados de H. bihai cv.

Peach Pink sdo diferentes dos isolados de H. ortrotricha.

Nas bactérias isoladas das folhas de helicénia (Figuras 12 C e D) observaram-se que
nas trés cultivares as col6nias laranjas apresentam um mesmo padrdo de corte (padrdo 3,
Figuras 12 C e D), sendo identificadas como Arthrobacter sp.. Entre as coldénias amarelas
isoladas das trés cultivares foram obtidos dois haplétipos, denominados de padrdao 4
(Xanthomonas sp.) e padrdao 5 (Burkholderia sp.) (Figuras 12 C e D). A ocorréncia de trés
haplétipos (padrdo 6 Rhizobium sp., padrdo 7, Rhizobium sp. e padrao 8, Burkholderia sp.)
(Figuras 12 C e D) mostrou a diversidade de colbénias brancas (folhas) em H. ortrotricha cv.
Candy Cane. Entretanto, entre as colbnias brancas isoladas de H. bihai cv. Peach Pink e H.
ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse foram encontrados apenas dois haplétipos, presentes
também em H. ortrotricha cv. Candy Cane, os quais foram denominados de padrao 6 e padréo
7 (Rhizobium sp.). Os resultados comprovam que a diversidade dos isolados obtidos de folhas &
baixa, ocorrendo apenas quatro géneros de bactérias (Arthrobacter, Burkholderia, Rhizobium e
Xanthomonas) os quais estdo presentes nas trés cultivares de helicbnia estudadas. A técnica
de ARDRA permitiu a caracterizagdao de alguns dos isolados em diferentes haplétipos,

caracterizados pelos padrdes de clivagem do gene 16S rRNA.
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Figura 12: Padrdes obtidos das culturas de bactérias isoladas das trés cultivares de helicbnia pela
técnica ARDRA em gel de agarose (2%). A e B) Padrdes das bactérias obtidas dos meios
de cultura contaminados utilizando as enzimas Hha e Rsa, respectivamente; C e D)
Comparagao entre os padroes das bactérias isoladas das folhas da casa de vegetagao de
H. ortrotricha cv. Candy Cane com as enzimas Hha e Rsa, respectivamente. 1) Padréo
molecular; 2 ) Padrédo 2; 3) Padréo 3; 4) Padrao 6; 5) Padréo 7; 6) Padrao 8; 9) Padréao 4;
10) Escherichia coli; 11) Pseudomonas fluorescens, 12) Pseudomonas stutzeri.
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Figura 13: Padrées de clivagem obtidos pela técnica ARDRA das bactérias isoladas do meio de

cultura contaminados (A) e das folhas de plantas de casa de vegetacao (B) das trés

cultivares de helicbnia.
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4.2.4 |dentificacdo dos isolados

Diversas técnicas de biologia molecular sdo utilizadas no intuito de classificar e
identificar, com rapidez, simplicidade e precisao, diferentes espécies bacterianas, assim como
avaliar a contribuigao direta ou indireta dos microrganismos para as plantas (DOBBELAERE et
al., 2003).

A possibilidade de caracterizagdo dos isolados pela analise de ARDRA, permitiu a
selecao dos representantes de cada grupo morfolégico e seus haplétipos, baseada no padrao
de clivagem das enzimas, seguido do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. De acordo
com os resultados obtidos no sequenciamento parcial, os isolados foram reunidos em grupos e
desses grupos foi retirado um representante para o sequenciamento completo do gene 16S
rDNA. Desta forma, foram identificadas as bactérias isoladas do meio de cultura (Tabela 8),
determinando a presenca de bactérias do género nos isolados provenientes de culturas de H.
Ortrotricha. Em meio de cultivo de H. bihai observou-se que as bactérias sdo pertencentes aos

géneros Burkholderia e Rhizobium.

Entre as 70 colbnias de bactérias isoladas das folhas das trés cultivares (Tabela 9), a
identificacdo e a freqléncia sobre a quantidade dos isolados para analise de ARDRA sao
respectivamente: padrao 3 (35 %), classificada como pertencente ao género Arthrobacter; 4 (8
%), género Xanthomonas; 5 (12 %), género Burkholderia; e 6 (27 %), 7 (14 %) como

pertencente ao género Rhizobium e 8 (3 %) género Burkholderia.
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Tabela 8: ldentificagdo das bactérias isoladas do meio de cultura de H. ortrotricha e H. bihai, identificadas através do
sequienciamento completo do gene 16S rRNA.

Tamanho
ARDRA da Identidade
RDP (nivel
Cultivar Padrdo Freqliéncia seq. (pb) determinado) Melhor correspondéncia no Genbank (similaridade)
H. ortrotricha 1 70% 1427 Burkholderia (género)  Burkholderia pseudomallei NZ_AAMB02000036.1 (95%)
H. bihai 2 30% 992 Rhizobium (género) Rhizobium etli N2 ABRC01002880.1(97%)

Total 100%

Tabela 9: Identificagéo das bactérias isoladas das folhas de o meio de cultura de H. bihai cv. Peach Pink, H. ortrotricha cv. Candy
Cane e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse.

Tamanho
ARDRA da Identidade
RDP (nivel
Padrdo Freqliiéncia seq. (pb) determinado) Melhor correspondéncia no Genbank (similaridade)
Arthrobacter chlorophenolicus NZ_ABKUO01000167.1
3 35% 1327 Arthrobacter (género) (92%)
4 8% 1249 Xanthomonas (género) Xanthomonas oryzae NZ_AAQNO01000001.1 (96%)
5 12% 1426 Burkholderia (género)  Burkholderia pseudomallei NZ_AAHS03000017.1 (93%)
6 27% 1216 Rhizobium (género) Rhizobium etli NZ_ABRC01002880.1 (94%)
7 14% 1191 Rhizobium (género) Rhizobium etli NZ_ABRC01002880.1 (97%)
8 3% 1374 Rhizobium (género) Rhizobium leguminosarum NZ_ABKO01000001.1 (94%)

Total 100%
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Os organismos endofiticos isoladas de helicbnias foram descritos em diferentes

trabalhos (AKIEW et al., 1990; ARTEHORTUA, 1997; DIAS; RODRIGUES, 2001; RODRIGUES,

2005), de maneira geral, constatando-se a presen¢ga de Pseudomonas sp. e/ou Klebsiella sp.

No entanto, o presente estudo verificou a presenga de outras bactérias como:

Burkholderia sp. (Figuras 14 A-C e M-O). Estrada et al. (2002), descrevem a presencga
deste género em milho e Ting et al. (2008) em bananeiras silvestres. O género
Burkholderia possui uma ampla distribuicido no ecossistema, sendo as bactérias isoladas
na agua, no solo e associadas a plantas, fungos, animais e seres humanos. Apresentam
grande potencial agricola e biotecnoldgico, sendo classificados como gram-negativos,
mesofilos e capazes de acumular poli-B-hidroxialcanoatos como materiais de reserva
(PALLERONI, 1997). Muitas espécies sdo competentes na produgdo de compostos
antimicrobianos, agentes de biocontrole, fixadores bioldgicos de nitrogénio, produtores
de plasticos biodegradaveis e contribuem na biorremediagao (CARTWRIGHT,;
CHILTON; BENSON, 1995; HEUER et al., 1997; EL BANNA; WINKELMANN, 1998).

Rhizobium sp. (Figuras 14 D-F e P-R), bactérias denominadas como promotores de
crescimento, colaborando na absorgdo de nutrientes em plantas leguminosas e nao-
leguminosas por Cavalvante e Dobereiner (1988) e Chanway (1996). A complexa
associagao entre Rhizobium e planta é verificada pela presengca de leghemoglobina
dentro do tecido nodular pelo complexo de nitrogenase, a qual catalisa a redugao de N,
e diversos transpotadores de elétrons localizados dentro das bactérias nos nédulos.
Nesta associagao simbidtica a planta contribui com carboidratos fotossintéticos, os quais
provavelmente s&o utilizados pelas bactérias como agucar, em retorno o vegetal recebe

nitrogénio utilizavel na forma de aminoacidos (BURRIS, 1974).

Arthrobacter sp. (Figuras 14 G-l) foram isoladas de Populus trichocarpa x deltoides cv.
“Hazendans” e “Hoogvorst”, utilizadas na fitorremediacdo de areas contaminadas com
BTEX e sado associadas com a otimizagdo do potencial fitorremediador destas arvores
(MOORE et al., 2006). O género Arthrobacter é composto de bactérias gram-positivas,
aerdbicas, catalase-positiva, bactérias nao-esporogénicas, apresentam morfologia
baciliforme (KEDDIE et al., 1986) e as espécies sao divididas em dois grupos principais

baseando-se na composi¢cao da parede celular do tipo peptideoglicano e menaquinona
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(KEDDIE et al., 1986; STACKEBRANDT; SCHUMANN, 2000). Uma das caracteristicas
apresentada pelo género é a heterogenidade fenotipica das mais de 35 espécies
descritas (STACKEBRANDT; SCHUMANN, 2000).

e Xanthomonas sp. (Figuras 14 J-L), sao descritas como associadas a arvores com amplo
potencial fitorremediador por Moore et al. (2006). Sao bactérias gram-negativas,
capsuladas e apresentam motilidade, compostas por flagelos polares (SWINGS et al.,
1990).

Levando em consideracéo as caracteristicas dos géneros de bactérias observados tanto
em meio de cultura, como em folhas de plantas em casa de vegetacao, sendo que as bactérias
isoladas do meio de cultura também foram isoladas das folhas das plantas, podemos concluir
que a fonte de contaminacdo dos explantes in vitro provém de microrganismos endofiticos,
provenientes de solo, ja que todas as bactérias identificadas sdo microrganismos tipicamente
encontrados no solo. Dath e Devadath (1983), afirmam que a entrada de bactérias na planta
ocorre através dos hidatodios, dos estdbmatos e/ou pelos ferimentos das folhas ou raizes. Ao
penetrar no sistema vascular, as bactérias se multiplicam e sdao amplamente distribuidas em
toda a planta. O vento, a chuva, a inundacao e a agua de irrigagao sao fatores que contribuem

na dispersao das bactérias de uma planta para outra.



Figura 14: Isolados de bactérias obtidos a partir de meio de cultura contaminado e de folhas de plantas
cultivadas em casa de vegetacao de H. bihai cv. Peach Pink, H. ortrotricha cv. Candy Cane
e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse, observados em microscopio estereoscopico
(A, D, G, J, M, P), microscopia eletrbnica de varredura (B, E, H, K, N, Q) e de transmissao
(C, F, I, L, O, R), identificados molecularmente como sendo: A-C) Burkholderia sp.; D- F)
Rhizobium sp.; G-I) Arthrobacter sp.; J-L) Xanthomonas sp.; M-O) Burkholderia sp.; P-R)
Rhizobium sp

71
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5 CONCLUSOES

e As trés cultivares de heliconia apresentam o desenvolvimento das hastes verticais lento
em casa de vegetacdo. No entanto, H. ortrotricha. cv. Candy Cane e H. bihai cv. Peach
Pink apresentaram maior taxa de perfilhamento quando comparada a Heliconia

ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse.

e H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse, H. ortrotricha.cv. Candy Cane e H. bihai cv.
Peach Pink responderam diferentemente aos tratamentos de assepsia. Os melhores
resultados obtidos para o estabelecimento in vitro para a primeira cultivar foram os
tratamentos com solugdo NaOCI 50% (2) e NaOCI 75% (3), a segunda obteve maior
sobrevivéncia com a solugdo NaOCI 25% + 48h cefotaxima (4) e a terceira respondeu
melhor a solugdo NaOCI 25 % (1) e NaOCI 75 % (3).

e A H. ortrotricha cv. Candy Cane proporcionou boa multiplicacdo durante o cultivo in vitro,
porém, a H. bihai cv. Peach Pink e a H. ortrotricha L. Anderss. cv. Total Eclipse

apresentaram um indice muito baixo de brotagdes.

¢ O meio Murashige e Skoog (1962), com concentracdo normal de sais, acrescida de 2,5
mg/L BAP e 0,10 ANA foi o meio de cultura mais adequado para o cultivo in vitro de H.
ortrotricha cv. Candy Cane, considerando-se o numero de brotagdes e as caracteristicas
gerais das plantas, sendo que o meio MS 100% + 0,10 IBA apresentou a mesma taxa de

brotacao ( 3, 0 e 3,3 brotos por explante, respectivamente).

¢ Durante a aclimatacao de H. ortotricha Candy Cane, as plantas cultivadas nas misturas
de Plant Max® Horticultura + Fibra de coco e Plant Max® Horticultura + Casca de arroz
carbonizado, proporcionaram uma boa taxa de sobrevivéncia (69,79% e 70,83%,
respectivamente), acompanhado de um bom desenvolvimento visual das plantas, apesar

de terem sido observadas diferengas significativas entre os substratos.

e A utilizacdo da técnica de ARDRA para caracterizagdo e seqlenciamento para
identificacdo permintiram verificar a presenca de Arthrobacter sp., Xanthomonas sp.,
Burkholderia sp. € Rhizobium sp. nas folhas das trés cultivares de helicbnia apos

assepsia externa, constatando-se que as bactérias contaminantes durante o
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estabelecimento in vitro dos explantes de helicbnias podem ser provenientes das
comunidades de bactérias pré-existentes na planta matriz fornecedora do explante.
Notou-se a presenga constante dos géneros Burkholderia sp. e Rhizobium nos meios
de cultura dos explantes, correspondendo também aos géneros que apareceram em

maior proporgao entre as bactérias isoladas das folhas.
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