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1- INTRODUCAO GERAL

Cerrado é o termo utilizado para designar tanto a formacdo vegetal do Brasil Central na
sua totalidade quanto um tipo fislondmico dessa formagdo. Caracterizase por arvores baixas,
inclinadas, tortuosas, irregulares e retorcidas, geralmente com evidéncias de passagem de fogo
(Ribeiro et al., 1983).

A regido de Cerrado possui espécies nativas com grande potencial ornamental que podem
ser exploradas comercialmente. Para isso, faz-se necessario o desenvolvimento de protocolos
eficientes para a producdo de mudas em larga escala e com alta qualidade fitossanitaria.

Dentre as familias com potencial ornamental, destacase Velloziaceae que apresenta
muitas espécies de valor ornamental, tanto pelas folhagens e arquitetura, quanto pela beleza das
flores (Menezes, 1970 e 1984; Mercier & Guerreiro Filho, 1989; Silva, 1991; Almeida et al.,
1998), sendo pouco explorada pela dificuldade de cultivo e crescimento lento das plantas (Souza,
2005).

Diversos trabalhos foram publicados sobre espécies de Velloziaceae abordando aspectos
sobre a anatomia de seus Orgaos vegetativos e reprodutivos (Ayensu, 1968, 1974; Ayensu &
Skavarla, 1974; Menezes, 1970, 1971b, 1976, 1977, 1984, 1988; Menezes & Semir, 1990), a
taxonomia (Killip et al., 1968; Ayensu, 1973, 1974; Mello-Silva, 2004a, 2004b, 2005; Salatino et
al., 2001), a germinacdo de sementes (Ayensu, 1973; Silva, 1985; Silva et al., 1987; Mercier &
Guerreiro Filho, 1989; Garcia & Diniz, 2003) e a composi¢do quimica de 6rgaos vegetativos
(Pinto et al., 1995, 1996; Silvaet al., 2001; Branco et al., 2004). A longevidade das Velloziaceae
vem motivando por mais de duas décadas estudos fitoquimicos visando encontrar as possiveis
substancias responsaveis por essa caracteristica (Silvaet al., 2001).

Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. conhecida como canela-de-ema, € uma Velloziaceae
do Cerrado, que apresenta habito arbustivo esguio, folhas aglomeradas no apice dos ramos, com
consisténcia dura e formato alongado, sendo classificadas como graminiformes (Smith, 1962). As
flores sdo vistosas, solitarias na haste e apresentam perigdnio lilas, contrastando com o amarelo
dos 6rgaos reprodutivos (Smith & Ayensu, 1976; Almeida et al.,1998). Estas caracteristicas

conferem a espécie um padréo exético, muito valorizado em projetos de pai sagismo.



Além do potencia ornamental, V. flavicans é uma das principais espécies ndo-graminosas
consumidas por bovinos em areas de pastagens nativas do Distrito Federa (Silva & Almeida,
1987). No artesanato, utiliza-se o caule para montagem de arranjos florais e as fibras podem ser
usadas para cordoaria ou sacaria (Almeida et al., 1998).

Na literatura consultada n&o foi encontrado nenhum trabalho sobre a producéo de mudas
de canela-de-ema pelas vias cléssicas e cultura de tecidos. Entretanto, a literatura recente mostra
que a cultura de tecidos tem sido utilizada, com sucesso para propagar varias espécies do
Cerrado, como o marmelo - Alibertia edulis Rich. (Silva et al., 2008), murici-pequeno -
Byrsonima intermedia A. Juss. (Nogueira et. al., 2007), pequizeiro - Caryocar brasiliense Camb.
(Santos et al., 2006), mangabeira - Hancornia speciosa (Machado et al., 2004), aroeira -
Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Andrade et al., 2000), entre outras.

O presente traba ho teve por objetivo estabelecer um protocolo viavel para a produgédo de
mudas de V. flavicans por micropropagacdo, a partir de sementes germinadas assepticamente e

caracterizar as diferengas anatémicas das folhas em diferentes condi¢oes de cultivo.



2-REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - Velloziaceae

Velloziaceae apresenta aproximadamente 250 espécies tropicais sendo constituida por
duas subfamilias e sei's géneros (Ayensu, 1973).

E constituida por espécies de pegqueno e grande porte, respectivamente mais de seis
metros e menos de cinco centimetros, com hébitos bastante variados. As canelas-de-ema s&0
arbustos perenes e apresentam o caule revestido por bainhas fibrosas podendo ser simples ou com
ramificacOes dicotdmicas (Smith, 1962; Menezes, 1984).

Ocorre na Nigéria, Zaire, Etiopia, Africa do Sul, Madagascar, Yemem e na América do
Sul (Figura 1) onde apresenta maior grau de endemismo como elementos de campos rupestres.
No Brasil a familia tem representantes em atitudes a partir de 1.000 m na sua porc¢éo oriental e
central (Ayensu 1973; Smith & Ayensu, 1974; Jolly, 1983).

Figura 1. Distribuicdo geografica de Velloziaceae (Fonte: Heywood, 1979).



A literatura mostra divergéncias quanto a taxonomia das subfamilias. Ayensu (1974) e
Smith & Ayensu (1976) incluem em Vellozioideae, os géneros Vellozia e Nanuza, e em
Barbacenioideae os géneros Barbacenia, Barbaceniopsis, Talbotia e Xerophyta. JA Menezes
(1971a) inclui os géneros Vellozia e Xerophyta em Vellozioideae, e Barbacenia, Aylthonia,
Pleurostima e Burlemaxia em Barbacenioideae. Segundo Mello-Silva (2005) a filogenia e

classificagdo continuam sem consenso.

2.2 - Vellozia flavicans M art. ex Schult. f

V. flavicans (Fig. 2A) apresenta folhas aglomeradas no apice dos ramos, com consisténcia
dura e formato alongado, sendo classificadas como graminiformes (Smith, 1962). A base dafolha
€ persistente e nervagdo € paraelinérvia (Almeida et al.,1998). As flores, solitérias na haste
(Figura 2B), sdo actinomorfas, vistosas e apresentam perigonio lilas, de seis tépalas livres em
duas séries muito similares (Smith & Ayensu, 1976; Almeida et al.,1998). Os estames sdo
diaistémones com anteras amarelas e basifixas (Almeida et al.,1998), tetraloculares com
deiscéncia latrorsa e os gréos de pdlen em tétrades (Menezes, 1988). O ovario € infero, trilocular
e aplacentagdo é axilar (Smith & Ayensu, 1976). O estilete é filiforme e triangular com o estigma
amarelo e capitado (Almeida et al.,1998). Os évulos sdo do tipo tenuinucelado com o saco
embrionario, monospdrico e octonucleado, sendo que as antipodas persistem apds a fecundacéo e
as sinérgides podem sofrer proliferacdo (Menezes, 1976). O fruto é uma cdpsula loculicida (Fig.
2C) com numerosas sementes, embrido pequeno e endosperma amiléaceo (Smith, 1962). O fruto é
loculicida trivalvar e apresenta sementes cuneiformes e castanhas (Fig. 2D). A floragdo ocorre
entre abril e junho (Almeidaet al.,1998) e a frutificagdo entre abril e outubro.

V. flavicans cresce em campo sujo, cerraddo distréfico e cerrado sensu stricto, nos estados
da Bahia, Distrito Federal, Goiés, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e S&o Paulo
(Almeidaet al.,1998).



Figura 2. Aspecto morfoldgico de Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f A) Planta no campo,
B) Flor, C) Capsula (barra= 1 cm), D) Detal he da semente (barra=2 mm).



2.3 - Importancia econdmica das plantas ornamentais

O cultivo de plantas ornamentais pode apresentar uma ata rentabilidade por érea
cultivada, superando em cerca de 3 a 5 vezes os resultados obtidos com fruticultura e em até 10
vezes 0 lucro obtido com a producéo de gréos (Ribeiro, 2001). Isso torna a atividade altamente
rentédvel e fixadora de mao-de-obra no campo, constituindo-se uma alternativa para peguenos
produtores (Lins & Coelho, 2004).

O Brasil apresenta um grande potencial na producdo de diversas espécies de flores
tropicais em funcéo da grande variabilidade de microclimas e disponibilidade de agua e méo-de-
obra (Castro, 1998). No primeiro bimestre de 2007, as exportagdes brasileiras de plantas e flores
ornamentais somaram aproximadamente 5,5 milhdes de ddlares, com um crescimento de 24,95 %
sobre os resultados do mesmo periodo do ano anterior (Revista Cultivar Hortalicas e Frutas,
2007).

Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. conhecida como canelade-ema, que apresenta habito
arbustivo esguio, possue flores vistosas, solitarias na haste e apresentam perigbnio lilés,
contrastando com o amarelo dos 6rgdos reprodutivos (Smith & Ayensu, 1976; Almeida et
al.,1998). Estas caracteristicas conferem a espécie um padréo exotico, muito valorizado em
projetos de paisagismo. Considerando que as espécies arbustivas ornamentais do Cerrado sdo
pouco pesquisadas para 0 aproveitamento econdmico em paisagismo, a canela-de-ema representa

uma alternativa viavel para contribuir com a preservacéo sustentéavel do Bioma.

2.4 - Cultura detecidos

Apbs arapida multiplicacdo de orquideas por Morel em 1965 houve um grande interesse
para a aplicacdo das técnicas da cultura de tecido na propagacdo assexua de plantas de valor
econdmico (Hu & Wang, 1983). A cultura de tecidos destaca-se como método de producdo de
plantas uniformes e sadias em um periodo de tempo, geramente menor do que os métodos
convencionais de propagacdo (Crocomo et al.,1985; Evans, 1990; Lee et al.,1995), conquistando
um significativo espago na propagacdo comercial de plantas. Esse método pode ser usado no
melhoramento genético, manejo e conservacdo de germoplasma, em pesquisas em fisiologia

vegeta e producdo in vitro de metabdlitos secundarios (Giacometti, 1990).



O controle da morfogénese em explantes cultivados € feito mediante a inducéo exdgena
de estimulos quimicos e de diversos substratos. A retirada de tecidos de um organismo e a sua
transferéncia para 0 meio de cultura com nutrientes e reguladores de crescimento libera as células
do controle a que estavam submetidas, expondo-as a uma situacdo alterada que permite que o
potencia de divisdo celular possa se expressar num novo processo morfogénico (Handro & Floh,
1990).

2.5-Meodecultura

Os componentes essenciais de um meio nutritivo sdo: agua, sais minerais, carboidrato,
reguladores de crescimento e vitaminas. Aminoacidos, amidas, &cidos organicos e substancias
naturais complexas podem ser utilizados para otimizar o meio nutritivo (Gamborg,1984, Torreset
al., 2001,). A &gua é o componente em maior quantidade no meio, em torno de 95%, utilizase
usualmente a agua destilada e deionizada (Caldas et al., 1998; Torres et al.,2001).

Os minerais essenciais sdo divididos em macro e micronutrientes e so incluidos no meio
nutritivo na forma de sais. Como as vias bioquimicas e metabdlicas sdo conservadas nas células
cultivadas, a formulagdo dos meios de cultura baseia-se nos nutrientes requeridos para plantas in
situ (Steward, 1983; Caldas et al., 1998; Ramage & Williams, 2002).

Com agumas excegdes, a sacarose € 0 carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos,
sendo rapidamente convertida em glicose e frutose, fornecendo energia metabdlica e esqueleto
carbdnico para o crescimento das células (Caldas et al., 1998; Gamborg, 1984).

A adicdo de vitaminas como a tiamina, o acido nicotinico e a piridoxina normalmente
incrementada com o aminoéacido glicina s8o as mais utilizadas nos meios de cultura, destacando-
se 0 papel da tiamina que é benéfica ou mesmo imprescindivel para algumas culturas (Caldas et
al.,1998; Gamborg,1984).

As auxinas e citocininas sdo as classes de fitorreguladores mais utilizadas na cultura de
tecidos (Caldas et al., 1998). O envolvimento do AIA e da cinetina no crescimento ou na
organogénese foi estabelecido por Skoog & Miller (1957). Na cultura de tecidos as auxinas sao
utilizadas por induzirem divisdes celulares (Gamborg, 1991), induzir calos em explantes e
enraizamento de plantas (Hinojosa, 2000). A adicdo de citocininas no meio de cultura é favoravel

ou até necessaria (Torres et al., 1998), sendo utilizadas nas etapas de regeneracdo dos calos ou ha



multibrotagdo de gemas axilares e/ou apicais, desempenhando um papel essencia na
diferenciacdo e regeneracdo de muitas espécies (Gamborg, 1991; Barrueto Cid, 2000). As
giberelinas, utilizadas para estimular o alongamento dos brotos, sdo pouco empregadas, pois o
suprimento enddgeno €, geralmente suficiente (Gattapaglia & Machado, 1998). Ja o acido
abscisico tem sido bastante utilizado para evitar a mauracdo precoce e facilitar o

desenvolvimento normal dos embrides na embriogénese somatica (Caldaset al., 1998).

2.6 - Micropropagacao

A propagacdo assexuada in vitro, também chamada de micropropagagdo, tem sido a
aplicacdo mais pratica e de maior impacto da cultura de tecidos (Hu & Wang, 1983; Gattapaglia
& Machado, 1998).

Murashige (1974) sugere os seguintes estégios de desenvolvimento no processo de
propagagéo in vitro:

Estagio | — selegdo de explantes, desinfestacdo e Inoculagdo em meio nutritivo sob
condicdes assépticas,

Estagio Il - multiplicagdo dos brotos em meio de cultura;

Estégio Il — transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de enraizamento e
transplantio para o solo ou substrato.

Dependendo do explante e da sua manipulagcdo, a micropropagacdo pode seguir as
seguintes rotas de multiplicagdo: estimulo no desenvolvimento de gemas axilares, inducédo de
gemas adventicias por organogénese direta ou indireta e embriogénese somética (Hu & Wang,
1983; Gattapaglia & Machado, 1998). Para Thorpe & Patel (1984), em geral 0 processo para
formacdo de plantas via organogénese requer quatro estégios distintos. inducéo das gemas;
desenvolvimento e multiplicacdo das gemas, enraizamento e aclimatacdo das plantas. Evans
(1990) estabelece quatro estagios para a micropropagacdo via gema axilar: selecdo da planta
doadora e desinfestacdo dos explantes, estabelecimento das gemas axilares em culturg;
multiplicacdo em cultura e enraizamento das plantasin vitro e transferéncia para o substrato.

O sucesso da micropropagacdo depende de vérios fatores. A atencdo ndo deve estar
exclusivamente voltada para a composi¢ao do meio de cultura, mas também na manipulagdo da

planta-matriz, estédgio de desenvolvimento do explante, concentracdo enddgena de horménios,



procedimentos de subcultivos, condi¢cbes ambientais e microambientais dentro do frasco e no
transplantio. Dentre os fatores fisicos que podem interferir nas culturas estdo: o estado fisico do
meio, pH, luz e temperatura (Hu & Wang, 1983; Gattapaglia & Machado, 1998). O estado
fisiologico e fitossanitério da planta matriz interferem de forma significativa no comportamento
da cultura; plantas livres de patégenos e sem deficiéncia nutriciona e hidrica fornecem explantes
mai's apropriados para o cultivo in vitro (Gattapaglia & Machado, 1998).

Segundo Thorpe & Patel (1984) e Crocomo & Oliveira (1995), teoricamente qualquer
parte da planta pode ser cultivada in vitro, buscando-se geralmente materiais juvenis, sob
condicdes quimicas e fisicas tais que elas possam sofrer desdiferenciacdo formando calos;
podem-se ainda inocular dpices ou gemas axilares que propiciam baixas freqiiéncias de variacdo
genética.

Alguns trabalhos de micropropagacdo em monocotileddneas feitos por Gangopadhyay at
al. (2004); Kishore at al. (2006); Nhut (1998); Lakshmanan at al. (2006); Wawrosch at al.
(2001); Wang at al. (2005) e Santacruz-Ruvalcaba (1999). Holdgate (1997) e Flick at al. (1983)
citam procedimentos e as referéncias para regeneracdo in vitro de espécies de Iridaceae, Liliaceae
e Amaryllidaceae, Agavaceae, Araceae e Discoreaceae, onde constam a concentracdo de
fitorreguladores para a formac&o de calo ou broto, 0 meio nutritivo e o tipo de explante utilizado.

O uso restrito das Velloziaceas como plantas ornamentais pode ser atribuido as limitacOes
no cultivo e ao crescimento lento das plantas (Souza, 2005). Desta forma o alongamento in vitro

pode favorescer o aproveitamento comercial de suas espécies.

2.7 - Alongamento

O crescimento da planta € um processo complexo e dindmico que esta submetido aos
controles genético e ambiental e permitem que respondam e se adaptem as condi¢des externas
(Hinojosa, 2000). Hormdnios regulam diversos processos do crescimento e desenvolvimento das
plantas geralmente agindo de forma integrada. O conceito de cross-talk entre hormonios tem
atraido muita atencéo, pois propde que o caminho dos sinais hormonais estabel ece uma complexa
tela de interacbes de informagbes (Chow & Maccount, 2004). Auxinas, giberelinas e
brassinosteroides sdo hormonios envolvidos com o aongamento celular (Kende & Zeevssrt,
1997; Clouse & Sasse, 1998; Nemhauser et al., 2006).



Auxina € o nome genérico para um grupo de fitorreguladores que influenciam a diviséo,
alongamento e diferenciacdo celular (Teale et al., 2006). As manipulacbes antropogénicas dos
efeitos fisioldgicos das auxinas sdo utilizadas na propagacdo de plantas, através da selecdo
artificial com o desenvolvimento de variedades modernas (Woodward & Bartel, 2005).

As auxinas exercem papel principa nos processos de desenvolvimento em muitos niveis,
durante o ciclo de vida do vegetal, participando diretamente na organizacdo dos padrfes celulares
e ha programacdo genética da morfogénese e a sua transducéo de sina influenciam numerosas
respostas fisiolégicas. (Thomas & Sachs, 2001; Teale et al., 2006).

Os efeitos da auxina sdo muitos e dificeis de serem separados, mas podem ser divididos
em duas categorias. efeitos da expansdo celular e efeitos da divisdo celular. A expansdo celular
mediada pelo sinal da auxina envolve a hiperpolarizagdo da membrana, degradacdo da parede
celular, como os arabinogal actanos e de proteinas, como a expansina, extensinas e peroxidases. A
expressdo de muitos genes do ciclo celular (fases G1, S, G2 e M) é induzida pela auxina,
evolvendo proteinas na fase S e na transicdo G2-M. A progressdo das fases do ciclo celular é
regulada pela atividade da ciclinas dependentes de kinases (CDKSs), cyclinas, CDK-inibidores,
entre outros. (Jurado et al., 2008; Teale et al., 2006; Tede et al., 2005; Vanneste et al., 2005;
Himanen et al., 2002).

Diferentes plantas produzem diferentes conjugados com as auxinas (Woodward & Bartel,
2005), a maior parte do AIA das plantas esta sob a forma de conjugados inativos. Sementes de
Arabidopsis mantém aproximadamente 90% do AIA conjugado com amidas, aproximadamente
10% com éster e aproximadamente 1% livre (Tam et al., 2000). Os conjugados da auxina e o
catabolismo decrescem o nivel da auxina ativa e, a sintese de novo e a hidrdlise dos conjugados
contribuem pararegular o desenvolvimento e a homeostase de AIA. A biossintese de auxina esta
associada alocais de rapida divisdo celular e crescimento, embora quase todos os tecidos vegetais
sejam capazes de produzi-la em baixos niveis. Quimicamente a caracteristica que unificatodas as
moléculas que possuam atividade auxinica é a existencia de uma cadeia lateral &cida que deve
estar ligada a um anel aromatico (Taiz & Zeiger, 2004). A auxina € sintetizada pelas rotas
dependentes e independentes do triptofano e sua redistribuicdo envolve muitas proteinas, a mais
bem estudada s&o as proteinas PIN que mediam o efluxo influenciando em muitos processos do
desenvolvimento (Teale et al., 2006, Woodward & Bartel , 2005).
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Cerca de 126 gibelerinas (AG1l - AG126) ocorrem em plantas vasculares, fungos e
bactérias (Macmillan, 2002); poucas sdo biologicamente ativas como hormdnios e a grande
maioria serve como precursores ou formas inativas sendo numeradas na ordem da sua descoberta.

As giberélinas estdo relacionadas principalmente com expansdo celular, crescimento,
quebra de dorméncia, desenvolvimento do fruto e germinacdo de sementes (Huttly & Phillips,
1995). Sdo caracterizadas bioquimicamente como &cidos diterpenoides tetraciclicos de 19 ou 20
atomos de carbono com a estrutura basica de ent-giberelanos e biossintetizadas a partir do ent-
caureno.

A biossintese de giberelinas pode ser separada em trés estégios, de acordo com a natureza
das enzimas envolvidas e a locdlizacdo na célula: Terpenos ciclases em protoplastideos,
monooxigenases associadas com reticulo endoplasmético e dioxigenases no citosol (Taiz &
Zeiger, 2004; Matsumoto, 2000; Rademacher, 2000).

Plantas mutantes (Arabidopsis Gal-3) quando comparadas ao tipo selvagem sdo menores,
o dominio apical € reduzido, apresentam folhas mais escuras, reducdo dafertilidade e as sementes
ndo germinam. A adicdo de AG restaura todas as caracteristicas do tipo selvagem ao mutante,
embora as consequiéncias fenotipicas variem de espécie para espécie. Plantas deficientes de AG
s80 menores 0 que mostra a essencialidade de AG para o crescimento normal das plantas
(Richards et al., 2001).

Brassinoesteroides estdo envolvidos com a regulagcdo do crescimento e desenvolvimento
das plantas, quando aplicados em nM e UM causam aongamento em hipocotilos, epicdtilos e
pediinculos em dicotileddneas e coledptilos e mesocotilos em monocotiledéneas. Tecidos jovens
s80 particularmente responsivos aos brassinoesteroides e as concentragdes enddgenas estéo
diretamente envolvidas no controle da expansdo celular. A inducdo desta expansdo €
acompanhada da extrusdo de protons e hiperpolarizacdo da membrana celular, observados na
expansdo assimétrica em arroz (Clouse & Sasse, 1998; Fujioka & Y okota, 2003).

A relacéo entre auxina e giberelinafoi evidenciada com estudos envolvendo inibidores do
transporte de auxinas e a sua aplicacdo no caule de ervilha, o que reduz dramaticamente a
concentragcdo de AG;. A decaptacdo do 4pice causa efeito similar e a aplicagcdo de AIA exdgeno
substitui a gema apical restabelecendo os niveis de AG;, indicando que a regulagdo dos niveis de
giberelina depende da acéo da auxina (Ross et al., 2000). Partes aéreas de plantas anés de ervilha

giberelina deficientes sGo muito mais curtas do que as das plantas normais. Por outro lado, ndo ha
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interacdo de auxina e giberelinas no crescimento de hipocétilos de Arabidopsis (Collett et al.,
2000), e a giberelina enddgena regula seu proprio metabolismo, pois a aplicacdo de giberelina
provoca uma diminuicdo da expressdo dos genes biossintéticos e um aumento na transcricdo do
gene de degradacéo (Elliot et al., 2001).

Diferente das auxinas, as giberelinas aumentam a extesibilidade da parede celular sem
acidificacdo e o tempo antes do inicio do crescimento estimulado por giberelina € maior que o
observado por auxina indicando mecanismos diferentes de promocgao de crescimento distintos,
embora as respostas de crescimento a aplicagdo de giberelinas e auxinas sdo aditivas (Taiz &
Zeiger, 2004).

2.8 - Estudos anatémicos

Plantas xerdfitas sdo aquelas de hébitos secos, que sdo capazes de se adaptar as
influéncias desfavorévels da atmosfera e a seca eddfica durante seu desenvolvimento, gracas a
propriedades anatomo-fisioldgicas (Menezes, 1984). A maioria das espécies brasileiras de
Velloziaceae cresce em campos rupestres com solos rasos e pedregosos ndo havendo
disponibilidade de lencol fredico para as plantas, inUmeras espécies crescem também sobre as
rochas, necessitando de uma maneira propria de reter dgua (Menezes, 1984).

As folhas das angiospermas apresentam grande variagdo de estruturas devido a
disponibilidade ou ndo de &gua. As folhas de monocotiledéneas variam em forma e estrutura e
vao da hidromorfa a xeromorfa extrema (Esau, 1974; Menezes et al., 2006). As folhas
xeromorfas apresentam elevada relacdo volume-superficie (folhas pequenas e compactas),
mesofilo espesso com parénquima palicadico mais desenvolvido que o espojoso ou sb palicadico,
pequeno volume de espago intercelular, rede vascular compacta, grande frequéncia de estbmatos,
venacdo densa associada a baixa frequéncia de extensdo da bainha. Um grande nimero de
representantes pode apresentar: hipoderme, abundante desenvolvimento de esclerénquima,
tricomas, paredes celulares espessas principalmente na epiderme, cuticula grossa, estdmatos em
sulcos, parénquima aglifero e sistema vascular bem desenvolvido (Esau, 1974; Menezes €t al.,
2006).

Algumas estruturas estdo relacionadas com a capacidade de retencdo de agua em

Velloziaceae, como as expansoes laterais do xilema dos feixes vascul ares das folhas denominados
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de traqueides de transfusdo, como nas gimnospermas, que exercem um importante papel na
capacidade de revivescencia (capacidade de voltar a ficar verde apds secar) ja verificado em
alguns grupos de Xerophyta e Pleurostima (Menezes, 1984).

A lamina foliar de Velloziaceae pode apresentar: células epidérmicas com formato
retangular, estbmatos paraciticos ou tetraciticos podendo ocorrer em ambas as faces, mas com
maior freqUéncia na face abaxial, cuticula grossa em volta dos estbmatos e na face abaxial,
tricomas unicelulales ou multicelulares. O mesofilo pode apresentar parénquima palicadico e
esponjoso, feixes vasculares com bainha simples (eudodérmica) ou dupla (endodérmica e
mestomatica) com corddes floeméticos mais afastados ou menos afastados, colaterais e
acompanhados por fibras de origem periciclica que podem apresentar trés padrdes de
distribuicdo: restrito ao feixe vascular, com extensdo até a superficie abaxial e com extensdo até
as duas superficies. (Ayensu 1974; Smith & Ayensu, 1976; Menezes 1984).
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Micropropagacéo de canela-de-ema (Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f.)
Resumo

A canelade-ema (Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f.) € um arbusto nativo do Cerrado
brasileiro que apresenta grande potencial ornamental. Limitagdes no cultivo convenciona e o
crescimento lento justificam a utilizacdo de técnicas da cultura de tecidos para a propagacéo da
espécie. O objetivo do presente trabalho foi de estabelecer um protocolo de micropropagacéo de
para canela-de-ema. Foram testadas sementes armazenadas por seis meses e recém coletadas.
Todas as sementes foram desinfestadas em fungicida carbendazim (nome comercial Derosa®),
300 mL.L™ em &gua, por imersdo durante 24 h, seguido de dcool 70% por 1 min e solucdo de
hipoclorito de sddio comercia a 2-2,5%, contendo 300 pL de Tween 80 por 100 mL de solucéo
durante 20 min. As sementes armazenadas foram inoculadas em meio MS com 0% e 3% de
sacarose nas temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35 °C. A melhor porcentagem de germinacéo foi
obtida entre 25 °C e 35 °C com ou sem sacarose. As sementes recém col etadas foram inoculadas
em meio MS com diferentes concentracdes de sacarose O, 1, 2, 3, 4, 5 e 6%. A maior
porcentagem de germinagdo foi observada no meio de cultura sem sacarose. A diferenca entre a
germinabilidade das sementes armazenadas e recém coletadas indicam perda de viabilidade. Na
fase de multiplicacdo as partes aéreas de plantas de 30 dias de cultura, oriundas de germinacdo
asseptica, foram inoculadas em meio MS com 1,48 uM de AIB (exceto no controle sem
fitorreguladores) e trés concentracfes de BAP (0,0; 2,22 e 4,44 uM) combinadas com CIN (0,0;
2,32 e 4,64 uM), em trés subculticos, de 40 dias cada, formando um fatorial 3x3x3. O pH foi
gjustado a 5,7+0,1 e 20 g.L™" de sacarose e 8 g.L ™! de &gar foram adicionados ao meio. O
delineamento experimental foi inteiramente casualisado. O maior nimero de brotos foi obtido
com 4,44 yM de BAP combinado com 1,48 uM de AIB no terceiro subcultivo. Na fase de
alongamento, as diferentes concentractes de AG3 (5,77; 11,54 e 17,32 uM) testadas, combinadas
com 2,32 uM de CIN e 2,46 uM AIB, ndo influenciaram significativamente os brotos de V.
flavicans. O enraizamento e a aclimatizac&o foram testados ex vitro, em camara de crescimento e
em casa de vegetacdo. As bases dos brotos foram tratadas com AIB (1000 ppm) ou gel enraizante
da marca Selagel®; nos brotos controle néo foi aplicado nenhum tratamento O enraizamento ex
vitro e a aclimatizac8o apresentaram percentuais acima de 40% em todos os tratamentos. Todas
as plantas aclimatizadas sobreviveram ap6s a transferéncia para o viveiro. A andise anatdmica
mostra que as raizes adventicias se diferenciam na regido do periciclo e nos feixes vasculares,
indicando que a vascularizagdo daraiz esta conectada com a do caule.

Palavr as-chave: Vellozia flavicans, germinag&o in vitro, mudas, micropropagagéo.
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Abstract

Canelade-ema (Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f.) is a shrub native of Brazilian Cerrado and
presents great potential ornamental. Limitations in the conventional cultivation and the slow
growth of the plant justify the use of techniques of tissue culture to propagate the species. The
objective of this study was to establish a protocol for micropropagation of canelade-ema. Six
month-old and recently collected seeds were tested. All seeds were disinfected with carbendazim
(trade name Derosal ®) fungicide diluted to 300 mL.L™ in water for 24 h, and rinsed in 70%
alcohol for 1 min. Additionally, the seeds were soaked in commercia bleach with 2-2.5% of
active chlorine containing of Tween 80 (3 mL.L™) for 20 min. The six-month old seeds were
inoculated in MS medium with 0% and 3% sucrose and cultivated at 15, 20, 25, 30 and 35 °C.
The best percentage of germination was obtained between 25 °C and 35 °C with or without
sucrose. The freshly collected seeds were inoculated in MS medium with different sucrose
concentrations: 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6%. The highest percentage of germination was observed in
the culture medium without sucrose. The difference between the germination of six-month old
and newly collected seeds indicate that occurred a loss of seed viability. In the multiplication
phase, after 30 days the aeria parts of the plants were inoculated in MS media containing
different concentrations of BAP (0.0, 2.22 and 4.44 uM) combined with KIN (0.0, 2.32 and 4.64
MM) plus IBA 1.48 uM in al combinations, except the control treatment. The medium pH was
adjusted to 5.7-5.8, 20 g.L™ sucrose and 8 g.L™* agar. The experimental design was randomized,
in three successive subcultures of 40 days each. The highest number of sprouts was obtained with
4.44 uM of BAP and 0.00 uM of KIN in thethird subculture. Different GA3 concentrations (5.77,
11.54 and 17.32 uM) were tested in combination with 2.32 uM of KIN and 2.46 uM IBA.
Results showed no influence of these growth regulators in the elongation of V. flavicans shoots.
Ex vitro rooting and acclimatization were done in growth chamber and the greenhouse. For that,
basal region of the shoots were treated with IBA (1000 ppm) or rooting gel Selagel®; and the
control treatments had no growth regulators. The rooting ex vitro and acclimatization showed
more than 40% of success in al treatments. All acclimatized plants survived after transferred to
the nursery. The anatomical anaysis showed that the adventitious roots differentiated in the
pericycle/lendodermis region as well as from the vascular bundles, indicating that the
vascularization of the roots is connected to the stem vascul ature.

Key words: Vellozia flavicans, in vitro germination, seedlings, micropropagation
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1- INTRODUCAO

Velloziaceae apresenta aproximadamente 250 espécies tropicais, circunscritas em duas
subfamilias e seis géneros (Ayensu, 1973), abrangendo muitas espécies com vaor ornamental,
tanto por sua arquitetura peculiar, quanto pela beleza de suas flores e folhagens (Menezes, 1970;
1984; Mercier & Guerreiro Filho, 1989; Silva, 1991; Almeidaet al. 1998).

O potencia ornamental da familia ndo € bem explorado, necessitando de pesquisas para
aproveitamento paisagistico (Ayensu, 1973). O uso restrito destas plantas como ornamentais pode
ser atribuido as limitagBes no cultivo e ao crescimento lento (Souza, 2005). Embora diversos
estudos tenham sido realizados sobre a germinacdo de sementes (Ayensu, 1973; Silva, 1985;
1987; Mercier & Guerreiro Filho, 1989; Garcia & Diniz, 2003; Oliveira & Borghetti, 2003), na
literatura consultada n&o foram encontrados trabalhos sobre a propagacéo e desenvolvimento das
plantas para a producdo de mudas das espécies de Velloziaceae.

A biotecnologia, em especia a cultura de tecidos, tem auxiliado a domesticagdo de
diversas espécies ornamentais brasileiras (Tombolato, 2004), principamente da Mata Atlantica.
Dentre as familias estudadas, que apresentam espécies comercializadas, destacam-se, entre
outras, as Amaryllidaceae, Orchidaceae e Bromeliaceae.

Considerando-se o potencial ornamental e a representatividade da familia Velloziaceae no
Cerrado, estudos sobre a propagacd sdo de grande relevancia. Neste contexto, a
micropropagacao é uma aternativa viavel que apresenta a vantagem de multiplicar rapidamente a
planta, sem a presenca de patdgenos e pragas, que acompanham outros métodos de propagacéo
vegetativa (Melo et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi de estabelecer um protocolo de micropropagacéo de Vellozia

flavicans Mart. ex Schult. f.
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2-MATERIAL E METODOS

2.1 - Coleta e conservacéo do material vegetal

Céapsulas de Vellozia flavicans foram coletadas antes da descéncia em junho de 2007, na
Fazenda Tamandua pertencente a EMBRAPA-Hortalicas, localizada no Km 09 da BR-060,
BrasiliaAngpolis (15° 55 56" S, 48° 09° 08’ W). Ramos férteis das matrizes foram
herborizados e depositados no Herbério da Universidade de Brasilia sob 0s nimeros de registros
UB77645 e UB77646. O materia vegeta foi transportado para os laboratérios de Fisiologia
Vegeta e Anatomia Vegetal da Universidade de Brasilia para processamento e andise. As

cpsulas foram abertas e as sementes liberadas.

2.2 - Desinfestacéo e condicdes de inoculacdo de sementes

As sementes foram lavadas em &gua corrente e desinfestadas em fungicida carbendazim
(Derosa®), 300 mL.L™* em 4gua, por imersdo durante 24 h, seguido de & cool 70% por 1 min e
solucdo de hipoclorito de sodio comercia a 2-2,5% contendo 300 puL de Tween 80 por 100 mL
de solugdo durante 20 min. As sementes foram entdo submetidas a trés lavagens com agua
destilada esterilizada. Este protocolo foi aplicado para todas as sementes utilizadas no presente
trabalho. O nimero de sementes desinfestadas foi observado no 10° dia de cultura.

Em todas as fases do cultivo in vitro, os explantes (sementes ou partes aéreas) foram
manipulados em capela de fluxo laminar e inoculados em frascos de vidro de 120 mm x 70 mm
com 40 mL de meio de cultura ou em tubos de ensaio de 150 mm x 25 mm, contendo 25 mL de
meio de cultura. O meio de cultura foi constituido pelos macros e micronutrientes de Murashige
& Skoog (1962). O pH dos meios foi gustado para 5,0+0,1 (meio liquido) e 5,7+0,1 (meio
gelificado) antes da adicéo de agar. A esterilizacdo dos meios foi feita em autoclave a 121 °C com
pressdo de 104 KPapor 20 min.

As plantas cultivadas in vitro foram mantidas em camara de crescimento com 27+2 °C,
umidade aproximada de 80% e iluminagdo com |ampadas fluorescentes com fotoperiodo de 16 h

e intensidade luminosa aproximada de 32 pmol.m?2.s™.
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2.3—Germinagaoin vitro

Visando avaliar o efeito da sacarose e da temperatura sobre a germinagédo e o

estabel ecimento das plantas foram testadas sementes armazenadas e recém col etadas.

2.3.1 - Diferentes temperaturas e presenca ou auséncia de sacarose na germinacdo de

sementes ar mazenadas

Sementes armazenadas por seis meses a 8 °C foram desinfestadas e inoculadas em frascos
de vidro com meio de cultura liquido, sobre ponte de papel de filtro para germinacdo. O meio
liquido foi acrescido ou ndo de 3% de sacarose. Apo6s a inoculagdo, as sementes foram mantidas
sob iluminagdo constante, com intensidade luminosa de aproximadamente 32 umol.m2.s* em
diferentes temperaturas. 15, 20, 25, 30 e 35 °C, em fatorial 5x2 (cinco temperaturas e duas
concentragdes de sacarose).

O dedlineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete repeticdes por
tratamento. Cada repeticdo consistiu de um frasco com dez sementes. As sementes foram
consideradas germinadas quando uma das partes do eixo embrionario emergiu de dentro dos
envoltorios seminais (Labouriau, 1983). Os dados de germinacdo foram coletados a cada dois

dias até 18° dia de cultivo.

2.3.2 - Concentracdo de sacarose para o estabelecimento de plantas in vitro a partir de

sementes recém coletadas

Como forma de avaliar a melhor concentracdo de sacarose no meio de cultura para
promover a germinagdo e o crescimento das pléantulas; sementes recém coletadas foram
desinfestadas e inoculadas em tubos de ensaio com meio de cultura acrescido de 8 g.L ™ de &gar e
sacarose nas concentragdes de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 6%.

O nGmero de sementes germinadas foi observado no 30° dia de cultura apds a inocul ag3o.
Como anteriormente, considerou-se a semente germinada quando uma das partes do eixo
embrionario emergiu de dentro dos envoltérios seminais. O teste de Tukey foi utilizado para

comparar a germinabilidade em diferentes concentraces de sacarose.
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A massa fresca das pléantul as formadas nas diferentes concentracfes de sacarose foi analisada
no 30° dia de cultura apos a inoculacdo, através da pesagem, em mg, de 10 lotes contendo 10
plantulas em cada tratamento. A andlise de variancia e o teste de Tukey foram realizados para
comparar a média da massa fresca das plantulas formadas nas diferentes concentragdes de
sacarose.
O experimento foi mantido em camara de crescimento com umidade aproximada de 80%
e temperatura de 27 + 2°C.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 100 repeticdes em cada

um dos sete tratamentos. Cada repeticdo consistiu de um tubo de ensaio com uma semente.
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2.4 - Multiplicacao

A parte aérea das plantas de 30 dias de cultura apds a germinacdo asséptica foram
excisadas e transferidas para o meio de multiplicacso, em frascos de vidro, acrescido de 20g.L™
de sacarose e 8 g.L™ de 4gar. Foram testadas diferentes concentragdes de BAP (0,0; 2,22 e 4,44
pHM) em combinagdo com CIN (0,0; 2,32 e 4,64 uM) e trés subcultivos consecutivos de 40 dias
cada, dispostos no esquema fatorial 3x3x3. Em todos os tratamentos, exceto no controle sem
fitorreguladores, foi adicionado 1,48 uM de AIB.

As 135 partes aéreas foram distribuidas nos nove diferentes tratamentos (15 por
tratamento). A identificacdo de cada frasco constou de dois nimeros. o primeiro relativo ao
tratamento e o segundo o nimero que identifica o individuo (ex. 1-1: tratamento um plantaum; 9
135: tratamento nove planta centro e trinta e cinco), conforme lista de tratamento na tabela

abaixo.

Tabela 1. Diferentes tratamentos dispostos em fatorial 3x3x3 na multiplicacdo de Vellozia flavicans Mart.
ex Schult. f.

Trat. BAP(UM) CIN (UM)  AIB (uM)

1 0,00 0,00 0,00
2 0,00 2,32 1,48
3 0,00 4,64 1,48
4 2,22 0,00 1,48
5 4,44 0,00 1,48
6 2,22 2,32 1,48
7 2,22 4,64 1,48
8 4,44 2,32 1,48
9 4,44 4,64 1,48

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quinze repeticdes. Cada
repeticdo consistiu de um frasco com uma planta. Em cada subcultivo foram avaliados o nimero
e 0 comprimento dos brotos formados. ApGs as primeiras analises verificou-se heterogeneidade
da variancia havendo necessidade de transformacdo dos dados, a transformagéo estabilizadora da

variancia encontrada foi (x+1)°°.
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2.5 - Alongamento

Brotos resultantes da etapa de multiplicac&o foram transferidos para frascos com meio de
cultura, a0 qual foi acrescido de 20 g.L™ de sacarose, 8 g.L™ de agar. O &cido giberdlico (AGy)
foi adicionado ap6s a autoclavagem através da filtragem estéril com membranas Milliporée® 0,2
pum, combinado com cinetina (CIN) e &cido indol-butilico (AIB) em cinco diferentes tratamentos,

nas concentragdes descritas na tabela abaixo:

Tabela 2. Diferentes tratamentos no alongamento dos brotos de Vellozia flavicans Mart. ex
Schult. f.

Trat.  AG3(uM)  CIN (uM)  AIB (M)

1 0,00 0,00 0,00
2 0,00 2,32 2,46
3 577 2,32 2,46
4 11,54 2,32 2,46
5 17,32 2,32 2,46

A identificac&o de cada frasco de vidro contendo os brotos seguiu a mesma metodologia
descrita no experimento anterior (multiplicacéo).

O ddineamento experimental foi inteiramente casualizado com quinze repeticbes por
tratamento. Cada repeticdo consistiu de um frasco com um broto. Os brotos foram transferidos
(sem excisdo) para meio de cultura novo a cada 30 dias de cultivo. Foram avaliados os aumentos

do nimero de folhas e o alongamento dos brotos aos 30, 60 e 90 dias de cultivo.

2.6 - Enraizamento ex vitro e aclimatizagao

O enraizamento e a aclimatizagdo foram testados na sala de culturain vitro e em casa de
vegetacdo. Os brotos produzidos durante a fase de multiplicagdo foram lavados em &gua corrente,
para eliminar os residuos de meio de cultura. Apos serem isolados, suas bases (cerca de 2 mm)
foram tratadas com gel enraizante Selagel® (com 1.000 ppm de AIB) e com AIB em p6 a 1000
ppm (0,1 g AIB com 100 g de talco neutro). A mistura de AIB e talco foi homogeneizada com

alcool comercial 92°, formando uma pasta, a qual foi deixada em temperatura ambiente até a total

30



evaporacdo com o retorno ao estado de pd. O controle foi testado utilizando os mesmos
procedimentos excluindo o AIB eo gel.

Apbs os tratamentos, os brotos foram plantados em copos plasticos de 500 mL,
previamente perfurados, contendo vermiculita e latossolo vermelho (1/3 superior do copo com
vermiculita e os 2/3 inferiores com latossolo vermelho coletado até 20 cm de profundidade nas
coordenadas geogréficas. 15° 55" 56" S, 48° 09' 08’ W), autoclavadas e umedecidas com agua
destilada estéril.

Os copos contendo os brotos cultivados em sala de cultura foram cobertos com sacos
plasticos fixados com liga de elasticos. Os sacos foram retirados diariamente por cinco dias, até
serem retirados totalmente. Os brotos cultivados na casa de vegetacdo foram transferidos
imediatamente ap6s o plantio.

As condigdes na sala de cultura foram citadas anteriormente. Na casa de vegetacdo as
condigdes foram: temperatura do ambiente 40 °C, umidade relativa 95%, intensidade luminosa 40
pmol.m?2.s™.

O deineamento experimental foi inteiramente casualizado com 25 repeticdes. Cada
repeticdo consistiu de um copo pléstico com uma plantula. Os dados referentes ao enraizamento
(formacdo de raizes adventicias, secundarias e tercidrias) e a aclimatizagdo foram coleados 30

dias ap0s o plantio.

2.7 - Aclimatacao em viveiro

Com 120 dias de cultivo em casa de vegetacdo, as plantas (n=20) aclimatizadas foram
transferidas para vasos de 1384 mL, contendo terra do cerrado. Os vasos foram dispostos em
local sombreado naturalmente (por arvores) e as plantas regadas umavez ao dia. A sobrevivéncia

foi observada no 30° dia de cultivo.

2.8 - Andlise anatémica

Amostras de 5 mm da base dos brotos com as raizes adventicias foram preparadas fixadas
em acool 70% ou em solucdo fixadora composta de glutaraldeido (2,5%), paraformal deido (4%)
e tampéo cacodilato de sddio (0,05 M, pH 7,1) por 24 h sob vacuo e lavadas trés vezes, 1h cada
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lavagem no mesmo tampdo. Subsequentemente as amostras fixadas em glutaraldeido foram
desidratadas em série alcodlica crescente, infiltrada e incluidas em historresina (Technovit 7100).

Cortes transversais (7-10 pm) foram obtidos em micrétomo rotatorio Leica modelo RM
2145, distendidos e aderidos as |aminas microscopicas em placa histolégica a 45 °C. Os cortes
foram corados com Safranina e Azul de Toluidina e montados em Entellan.

As amostras fixadas em &cool 70% foram seccionadas com o auxilio de micrétomo de
bancada e 1amina de barbear. Os cortes foram clarificados em solucdo de hipoclorito de sodio
0,25% durante 15 min e hipoclorito de sédio 1,25% por 10 min, sendo lavados em agua destilada,
desidratados em gradiente etandlico, corados com Azul de Alcian e Safranina (4:1) e montados
em |dmina com verniz vitral incolor (Paiva et al., 2006). Estes cortes foram comparados com
agueles obtidos mediante inclusdo em historresina e os melhores resultados foram registrados em
fotomicroscopio Zeiss modelo Axioskop acoplado ao sistema digital de captura de imagens com

o Software ImagePro 4.0.

2.9 - Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (Anova) e ao teste LSD (Least Square
Difference), utilizando-se os Softwares STATISTICA 6.0 e SISVAR.

3-RESULTADOS

3.1 - Germinacao

No 10° dia de cultura, tanto as sementes conservadas a 8 °C e inoculadas em meio liquido,
quanto as recém coletadas e inoculadas em meio gelificado apresentaram taxa de desinfestacéo
acima de 95%.

Sementes de Vellozia squamata Pohl armazenadas a 8 °C e inoculadas em meio de
cultura, foram submetidas a diferentes temperaturas, na presenca ou auséncia de sacarose. A

germinacdo estabilizou-se no 18° dia de cultura.

32



Verificou-se pela andlise de variancia o efeito significativo das diferentes temperaturas na
germinabilidade de V. flavicans, enquanto que a concentragdo de sacarose e a interacéo
temperatura e sacarose n&o se mostraram significativas.

De maneira geral, as temperaturas entre 25 °C e 35 °C, com ou sem sacarose, foram mais
favoraveis a geminabilidade e ndo diferiram estatisticamente (p<0.01). O maior percentual (51%)

foi observado a 35 °C com 3% de sacarose (Tabela 3).

Tabela 3. Germinabilidade (%) de Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. armazenadas por 6 meses a 8 °C e
cultivadas em meio com ou sem sacarose e sob diferentes temperaturas. Observagtes efetuadas no 18° dia de

cultivo in vitro.

Temperatura (°C) Sacarose (%) Germinadas (%)
15 0 4,28cd
15 3 0.00d
20 0 5,17cd
20 3 8,57cd
25 0 38,57ab
25 3 20,00bc
30 0 41,42a
30 3 37,14ab
35 0 48,57a
35 3 51,42a
n=70

Porcentagens seguidas pela mesma letrando diferem entre si pelo teste LSD (p<0,01).

Para favorecer o estabelecimento das plantas in vitro, sementes de capsulas recém
coletadas foram desinfestadas e inoculadas em tubos de ensaio com meio de cultura e sacarose
nas concentragdes de 0, 1, 2, 3, 4. 5 e 6%. Verificou-se que aumento da concentracéo de sacarose
diminuiu a porcentagem de germinacéo (Tabela 4).

A maior germinabilidade, 92%, foi observada no meio de cultura sem sacarose.
Entretanto, concentrages de 0 a 3%, ndo diferem significativamente (p<0,01) e propiciaram
percentuais acima de 70%. E interessante destacar que concentracdes acima de 3% de sacarose
diminuiram a germinabilidade (12%).

Assim como na germinabilidade, o aumento da concentragdo de sacarose diminui massa
fresca das plantas (tabela 4). A maior média massa fresca foi observada no meio de cultura sem
sacarose, 120 + 10 mg, embora concentragdes de 0 a 2% ndo sejam significativamente diferentes
(p<0,01). Plantas cultivadas em concentracbes acima de 3% n&o produziram massa fresca

suficiente para serem aferidas.
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Tabela 4. Germinabilidade (%) e massa fresca de Vellozia. flavicans Mart. ex Schult. f. recém coletadas e

inoculadas em meio MS com diferentes concentracdes de sacarose a 27+2 °C.

Concentracdo de sacarose (%) Germinadas (%) Massa fresca (mg)

Médiaterro padréo
0 92,22a 120 +10a
1 87,00ab 120 +10a
2 83,00ab 80 +0ab
3 74,44b 60 +10b
4 12,50c
5 11,66¢
6 10,00c
n=100

Valores seguidos pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste LSD (p<0,01).

A Figura 3 ilustra a germinacdo e o desenvolvimento da plantula e planta jovem de V.
flavicans. A germinac&o ocorreu a partir do 6° dia de cultura (Fig. 3A-B) e prossegue até o 18°
dia, quando estabiliza. A parte aérea se exteriorizou entre o 10° e 22° dia de cultura (Fig. 3B).
Aos 60 dias de cultura os primeiros eofilos ja sdo lanceolados e apresentam filotaxia alterna (Fig.
3C). No 120° dia de cultura (Fig. 3E), a planta jovem apresentou sistema radicular bem
desenvolvido com “muitas’ raizes adventicias e laterais e parte aérea com entrends curtos e

folhas expandidas.



Figura 3. Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. cultivada em meio de cultura MS modificado.
A) Semente recém inoculada. B) Plantula aos 15 dias de cultivo. C) Plantula aos 30 dias de
cultivo. D) Planta aos 60 dias de cultivo. E) Planta aos 120 dias de cultivo: folhas vigorosas e

raizes bem desenvolvidas. .
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3.2 - Multiplicacdo e subcultivos

A parte aérea das plantas com 30 dias de cultura, produzidas na fase anterior, foram
excisadas e transferidas para 0 meio de multiplicagcéo contendo diferentes concentragoes de BAP
e CIN em fatorial 3x3x3. As Tabelas 5 e 6 apresentam a médias (x erro padrdo) do nimero e
comprimento dos brotos formados nos diferentes tratamentos, em cada subcultivo.

Pela andlise de variancia verificou-se que as concentracdes de BAP, CIN e subcultivos
influenciaram significativamente no nimero de brotos de V. flavicans. No comprimento dos
brotos houve efeito significativo para as diferentes concentragdes de BAP e subcultivos. Foram
observadas também interagdes duplas e triplas, mas ndo foram significativas para o nimero e
comprimento dos brotos formados.

As maiores médias de nimero de brotos, 7,2 (+1,4) e 6,3 (+0,8) foram obtidas no 3
subcultivo em 2,22 uM e em 4,44 uM de BAP, respectivamente, indicando que o aumento da

concentragdo de BAP, isolada da CIN, otimiza aformagéo dos brotos (Tabela 5).

Tabela 5. Nimero de brotos em Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. cultivada em meio de cultura contendo de
6-benzilaminopurina (BAP) e 6-furfurillaminopurina ou cinetina (CIN), em diferentes concentracdes, em trés

subcultivos sucessivos de 40 dias cada. Média + erro padrao.

Trat. BAP(M) CIN (M) AIB([uM) Subl Sub 2 Sub 3

1 0,00 0,00 0,00 1,0+00 bB 1,9+0,2 abB 35+04 abA
2 0,00 2,32 1,48 1,2+0,1 abB 15+0,2 bB 3,8+0,8 abA
3 0,00 4,64 1,48 1,6+02 abB  2,0+0,2 abB 4709  abA
4 2,22 0,00 1,48 1,7+0,1 aB 2,3:t0,3 abB 6,3t0,8 abA
5 4,44 0,00 1,48 1,6£0,2 abB 34+0,8 aB 72¥14  aA
6 2,22 2,32 1,48 1,3+0,1 abB 2,3+0,3 abAB 31+04 bA
7 2,22 4,64 1,48 1,4+0,1 abB  3,0+04 abAB 4306 abA
8 4,44 2,32 1,48 1,4+0,1 abB 2,1+0,3 abAB 3,6+0,7 abA
9 4,44 4,64 1,48 1,7£0,2 aA 3,2+0,6 abA 5,6+1,7 abA
n=15

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha nédo diferem entre si pelo teste LSD

(p<0,01) com os dados transformados (x+1)°°.
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Pela andlise de variancia houve efeito significativo do BAP e do subcultivo no
comprimento dos brotos de V. flavicans.

A Tabela 6 mostra a altura dos brotos em V. flavicans. Observa-se que ndo houve
diferencas significativas entre os diferentes tratamentos. As maiores médias 2,7+0,2 em 4,44 uM
de BAP e 2,7+0,3 em 4,44 uM de BAP com 4,64 uM de CIN foram observadas no segundo e no
terceiro subcultivo, respectivamente.

Na Figura 4 pode ser observado o desenvolvimento e a multibrotagdo das plantas de V.
flavicans cultivadas in vitro em meio MS modificado, as planta aos 30 dias depois de transferida
para 0 meio de multiplicagdo contendo 2,22 uM BAP combinado com 4,64 uM de CIN e 1,48 uM de
AlIB (Fig. 4A), emitindo multibrotagdes (Fig. 4B) e ap6s 120 dias de cultivo a planta esta bem

desenvolvida apresentando brotos vigoroso (Fig. 4C).

Tabela 6. Comprimento dos brotos (cm) em Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. cultivada em meio de cultura
contendo de 6-benzilaminopurina (BAP) e 6-furfurillaminopurina ou cinetina (CIN), em diferentes

concentragdes, em trés subcultivos sucessivos de 40 dias cada. Média + erro padréo.

Trat.  BAP(M) CIN(@uM)  AIB(UM)  subi Sub 2 Sub 3

1 0,00 0,00 0,00 1,6£0.1 abcA 2,0+0.2 abcA 1,7+0.0 bA
2 0,00 2,32 1,48 1,4+0.1 cA 19402 abcA 1,9+0.2 bA
3 0,00 4,64 1,48 15+0.1 bcA 2,0£0.2 abcA 1,9+0.1 bA
4 2,22 0,00 1,48 1,740.1 abcA 2,2+0.2 abcA 2,0+0.1 abA
5 4,44 0,00 1,48 19+0.1 abA 2,7£0.2 aA 2,0+0.1 abA
6 2,22 2,32 1,48 1,740.1 abcA 2,0+0.1 abcA 1,9+0.1 bA
7 2,22 4,64 1,48 1,7£0.1 abcA 1.6x0.2 cA 1,7£0.1 bA
8 4,44 2,32 1,48 2,0+0.1 aA 2,6:0.3 abA 2,1+0.2 abA
9 4,44 4,64 1,48 1,9+0.1 abcA 2,3+0.2 abcA 2,7+0.3 aA
n=15

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha no diferem entre si pelo teste LSD
(p<0,01) com os dados transformados (x+1)°°.

Na tabela 7 pode ser observado que nos diferentes gendtipos de V. flavicans o niUmero
médio de brotos formados em 9 diferentes tratamentos, apds 120 dias de cultivo (em 3
subcultivos de 40 dias cada), observa-se no mesmo tratamento (9) a maior média de brotos
formados 12,3 (planta 128), e plantas que formaram somente um broto (122, 127, 130 e 135).
Para o comprimento dos brotos a melhor resposta foi dada pela planta 15 com 5,9 cm (Tabela 8),
mas com uma média baixa (1,7) de brotos formados.
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Figura 4. Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. cultivada no meio de multiplicacgo contendo
20 g.L™* de sacarose, 2,22 uM BAP combinado com 4,64 uM de CIN e 1,48 uM de AIB. A)
Planta aos 30 dias de cultivo. B) Planta aos 30 dias de cultivo com brotos C) Planta aos 120

dias de cultivo.
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3.3 - Alongamento

A fim de estimular o alongamento de V. flavicans, resultantes da fase de multibrotacéo,
os brotos foram isolados e colocados em meio contendo diferentes concentragbes de AGz
combinados com CIN e AIB (Tabela 9).

A andlise de variancia mostrou que ndo houve efeito significativo das diferentes
concentragBes de AGs combinada com CIN e AIB no comprimento e no nimero de folhas
formadas nos brotos de V. flavicans, o efeito significativo foi observado somente no
subcultivo.

Nas tabelas 9 e 10, observa-se que ndo houve diferenca estatistica entre os diferentes
tratamentos dentro da mesma cultura para o comprimento e nimero de folhas formadas. O
comprimento e niumero de folhas dos brotos aumentaram nas culturas sucessivas, e a maior
média foi observada no tratamento controle (3,4+0,1), sem a adicdo de fitorreguladores na

terceiracultura.

Tabela 9. Comprimento médio dos brotos (cm) em Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. cultivada em meio
de cultura contendo 6-furfurillaminopurina ou cinetina (CIN), acido 3-indolibutilico (AIB) e é&cido
giberdélico (AGs) em diferentes concentragdes, em trés culturas sucessivas de 30 dias cada. Média + erro
padréo.

Trat.  AGs (UM) CIN (uM) AlIB (uM) Comprimento dos brotos (cm)

Subl Sub2 Sub3
1 0,00 0,00 0,00 1,2£0,0aC  2,4+0,1aB  3,4+0,1aA
2 0,00 2,32 2,46 1,1+0,0aC  2,3+0,1aB  3,0+0,2aA
3 577 2,32 2,46 1,1+0,0aB  2,6+0,1aB  2,7+0,1aA
4 11,54 2,32 2,46 1,2£0,0aC  2,1+0,1aB  3,0+0,2aA
5 17,32 2,32 2,46 1,3£0,0aB  2,5+0,2aA  2,9+0,2aA
n=15

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste LSD
(p<0,01).
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Tabela 10. Numero médio de folhas formadas em Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. cultivada em meio
de cultura contendo 6-furfurillaminopurina ou cinetina (CIN), acido 3-indolibutilico (AIB) e acido
giberélico (AG3) em diferentes concentragdes, em trés subcultivos sucessivos de 30 dias cada. Média t erro
padréo.

Trat. AG; (UM) CIN (uM) AlIB (uM) N° de folhas

Subl Sub2 Sub3
1 0,00 0,00 0,00 7,9+0,2aC  12,1+0,5aB 16,8+0,82A
2 0,00 2,32 2,46 8,1+0,4aC  10,4+0,4aB 13,0+0,6aA
3 577 2,32 2,46 7,9+04aC  11,8+0,7aB 14,3+0,7aA
4 11,54 2,32 2,46 8,4+0,3aC  11,6+0,5aB 16,6+0,4aA
5 17,32 2,32 2,46 8,1+0,4aB 11,8+0,7aA 14,2+0,8abA
n=15

Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste LSD
(p<0,01).

3.4 - Enraizamento ex vitro, aclimatizacéo e aclimatacdo

Para promover o enraizamento e aclimatizagdo dos brotos de V. flavicans foram
testados o gel enraizante Selagel® e AIB a 1000 ppm em sala de cultivo e em casa de
vegetacdo. A Figura 5 ilustra o processo de aclimatizagdo e aclimatagcdo da plantas de V.
flavicans.

Os brotos cultivados em sala de cultivo apresentaram taxa de mortalidade de 98% no
15° dia ap6s a retirada completa dos sacos plasticos. Na tabela 11, observam-se os resultados
em casa de vegetacdo. A maior porcentagem de plantas enraizada e aclimatizada foi obtidas
com o gel enraizador (56%), embora ndo haja diferenca estatistica com o controle (52%). As
plantas aclimatadas em viveiro apresentaram 100 % de sobrevivéncia no 30° dia de cultivo
(Fig. 5D).
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Tabela 11. Enraizamento/Aclimatizacdo (%) e média (= erro padréo) do nimero de raizes formadas em
Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. em casa de vegetac8o cultivada em vermiculita e latossolo vermelho

com 30 dias de cultivo.

Tratamento  Enraizamento/Aclimatizacdo Raizes Raizes Raizes
(%) primérias secundarias terci&rias

Controle 52a 2,1+0,2a 13,0£5,9a 17,0+0,0

AlIB 40b 1,3+0,1b 9,0+5,0a -

Gel 56a 2,5+0,3a 10,1+5,9a -

n=25

Médias seguidas pela mesma letra mindscula ha coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste LSD
(p<0,01).

Pela andlise anatdmica verifica-se que as raizes adventicias se diferenciam naregido do
periciclo/endoderme e nos feixes vasculares, indicando que a vascularizacdo da raiz esta

conectada com ado caule (Fig. 6).



Figuras 5. Plantas de Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. aclimatizadas e aclimatadas.
A) Plantas com 30 dias na casa de vegetagcdo, B) Planta mostrando sistema radicular bem
desenvolvido apds 30 dias na casa de vegetacdo, C) Plantas mostrando as raizes apos 90
dias na casa de vegetacdo, D) Plantas aclimatadas em viveiro apos 180 dias na casa de
vegetacao.



Figuras 6. Cortes transversais do caule de plantas aclimatizadas de Vellozia flavicans Mart.
ex Schult. f. mostrando o desenvolvimento de raizes adventicias. A) Aspecto geral da base do
caule, com a difenciacéo de um primoérdio radicular (barra 200um). B) Detalhe do primérdio
radicular com todas as regifes meristematicas tipicas (barra 100um). C) Raizes formadas na
regido do periciclo/endoderme e feixes vasculares (barra 200pum). D) Detal he da conecgéo do
feixe vascular daraiz com o caule (barra 100um). m=medula, f=feixe vascular, pr=primordio

deraiz adventicia, pm=promeristema, cf=coifa, ra=raiz adventicia.



4 - DISCUSSAO

4.1 - Restrigles a propagacao e cultivo por métodos convencionais deVelloziaceae

Muitas espécies de Velloziaceae apresentam potencial ornamental, pela arquitetura
exotica do seu caule ou pela beleza de suas flores. Apesar deste potencial ser citado na
literatura desde 1961 em diversos trabalhos, entre eles, Strang (1961 in Menezes 1984)
Menezes (1970; 1984), Mercier & Guerreiro Filho (1989), Silva (1991) e Almeida et al.
(1998), ndo foi encontrado nenhum visando a produgdo comercia de mudas para as espécies
dafamilia.

Para Ayensu (1973) as sementes de Velloziaceae germinam com facilidade e o
problema crucial para a producéo de mudas ndo é a germinabilidade e sim a sobrevivéncia da
plantula até a maturidade. E importante destacar que, em todos os trabalhos, as altas
germinabilidades foram obtidas em laboratério, sob temperaturas e iluminagdo controladas,
indicando que a produgdo de mudas a partir de sementes em condi¢des naturais ou em viveiro
provavelmente fica restrita a um curto periodo do ano.

Outro fator que dificulta a producdo de mudas de V. flavicans a partir de sementes é a
possivel perda da viabilidade com o armazenamento, uma vez que ha uma diferenca
significativa na perda do percentual de germinacdo in vitro das sementes recém coletadas
(92,2%), quando comparadas com as armazenadas por seis meses (51,4%). Ayenso (1973)
obteve a 30 °C, para sementes de 25 espécies de Velloziaceae com quatro meses de col etadas,
percentuals de germinagdo variando entre 50% e 100%. A repeticdo do teste de germinagédo
seis meses mais tarde com sementes do mesmo lote mostrou que houve perda de 60% da
viabilibildade.

Sementes recém coletadas de V. flavicans foram colocadas para germinar, no més de
agosto de 2007 em ambiente sombreado, em potes de 500 mL contendo trés substratos
diferentes (areia, vermiculita e latossolo vermelho) irrigadas umavez ao dia. Apos 20 dias ndo
houve a emisséo de raiz primaria, ou de qualquer parte do embrido (Freitas-Neto, dados ndo
publicados). Resultados semelhantes foram obtidos no viveiro da Universidade de Brasilia-
UnB, onde sementes de canelade-ema plantadas sob condicdes naturais também néo
germinaram (Sr. Florisvaldo, comunicagdo pessoal). Confirmando que a germinacéo de V.

flavicans fora do laboratério deve ser melhor estudada.
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Plantas com 30 dias depois de germinadas in vitro foram transferidas para a casa de
vegetacdo em potes de 500 mL com latossolo vermelho, tal alternativa também ndo se mostrou
vidvel para a producdo de mudas em funcdo da baixa taxa de sobrevivéncia das plantas, que
pode estar associada ao reduzido tamanho das mudas favorecendo injurias durante 0 manuseio
(Freitas-Neto, dados néo publicados), ou as modificagcdes morfo-anatémicas sofridas durante o
periodo in vitro (capitulo I1).

Foram realizados testes preliminares com o objetivo de produzir mudas de V. flavicans
por estaquia, entdo, segmentos do caule de canelade-ema foram colocados para enraizar
diretamente no solo de cerrado sob condigdes naturais (20 segmentos com a base dos caules
tratados com AIB 1000ppm e 20 segmentos controle), irrigados diariamente. Apo6s 30 dias do
plantio ndo se verificou a emissdo de raizes adventicias em nenhuma estaca (FreitasNeto,
dados ndo publicados). Ribeiro et al. (1996) também n&o alcancou resultados iniciais
satisfatérios na reproducdo por estaquia de espécies frutiferas do Cerrado como: pequi,
araticum, mangaba e cagaita tratadas com AIA e AIB. Tais resultados indicam a necessidade
de mais estudos para verificar a viabilidade do uso de estaquia na produgdo de mudas de V.
flavicans.

Diante do exposto, uma aternativa viavel para a propagacdo em larga escala de V.
flavicans é utilizar as técnicas da cultura de tecidos que possibilitam uma grande producéo de

mudas sadias e uniformes.
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4.2 - Germinacgao

A grande dificuldade na desinfestagdo de explantes com grau elevado de infestacdo
enddgena e exdégena por microorganismos, oriundos de individuos adultos crescendo em
condigbes naturais, pode inviabilizar o estabelecimento in vitro. Para plantas do Cerrado
crescendo no campo os tratamentos de desinfestagdo sdo normalmente insuficientes e a
germinagdo in vitro pode se apresentar como uma alternativa para a propagacéo de nativas
deste Bioma (Melo et al., 2008).

Levando em consideracdo os aspectos acima mencionados, escolheu-se a germinagéo
asséptica das sementes como fonte de explantes para a micropropagacdo de V. flavicans, como
em outras espécies nativas do Cerrado brasileiro (Silva et al., 2008; Bucher, 2002; Grigoletto,
1997). As sementes de V. flavicans apresentaram taxas de desinfestacdo acima de 95% no 10°
dia de cultura. Silva (2008) e Bucher (2002) relatam taxas de descontaminagdo das sementes
de Alibertia edulis Rich e Brosimum Glaudichaudii, respectivamente, préoximas as obtidas
paraV. flavicans, sem utilizar fungicida.

A germinacdo abrange um conjunto de eventos que se inicia com a embebicdo da
semente e termina com a emergéncia de parte do eixo embrionario de dentro dos envoltorios
seminais (Labouriau, 1983; Bewley & Black, 1994; Bewley, 1997).

V. flavicans comegou a emitir araiz primariaa partir do 6° dia nas temperaturas de 30 e
35 °C estabilizando a partir do 18° dia. Este resultado corrobora com os obtidos por Ayenso
(1973), que fez testes de germinacdo em 25 espécies de Velloziaceae a temperatura de 30+1
°C, e observou a emissao daraiz primaria em aproximadamente 10 dias.

Nesta pesquisa, sementes recém coletadas de V. flavicans apresentaram in vitro
germinabilidade de 92,2% a 27 £ 2 sob iluminagdo. Sob iluminagdo constante, Oliveira &
Borghetti (2003) observaram na espécie em estudo porcentagens maiores que 70% entre 22 e
38 °C, enquanto Garcia & Diniz (2003) obtiveram, a 35 °C, percentuais de germinagao
superiores a 80% para trés espécies de Vellozia. Estes dados indicam que as sementes de

Vellozia apresentam elevadas geminabilidade.



Segundo Bewley & Black (1994), em funcéo da baixa disponibilidade de reservas,
sementes peguenas geralmente germinam na camada superficial do solo para se estabel ecerem
rapidamente. Durante a fase de estabelecimento in vitro utilizando sementes, o objetivo € de
obter plantas vigorosas que produzam explantes para a fase de multiplicagdo, mesmo sob
baixa intensidade luminosa, que resulta no desenvolvimento heterotréfico (Campostrini &
Otoni, 1996; Hazarika, 2006).

Considerando que as sementes de V. flavicans sdo pequenas (1,5-2 mm), indicando que
possuem poucas reservas para propiciar 0 desenvolvimento da plantula, foi adicionada
sacarose a0 meio de cultura. Esperava-se que a presenca de sacarose favorecesse a
sobrevivéncia e o desenvolvimento do maior nimero de plantas possivel até o 30° dia de
cultura, quando seriam transferidas para o meio de multiplicacéo.

Entretanto, observou-se que a maior porcentagem de germinagdo e maior nimero de
plantas (92%) foi observado apds 30 dias de cultura no meio sem sacarose (0%). Em
concentragdes de sacarose superiores a 3% a germinabilidade reduziu drasticamente. Para
Chou & Youg (1974) concentragdes de sacarose por alterar 0 potencial osmético do meio
podem inibir a germinagcdo de sementes e o crescimento da radicula. Estes resultados néo
condizem com os de Ticha et al., (1998), que observaram efeito positivo na formagdo da

biomassa nas pléantulas de tabaco no meio de cultura adicionado de sacarose.

4.3 - Multiplicacéo

Nesta fase 0 objetivo é produzir o maior nimero possivel de brotos vigorosos (Melo et
al., 2008), o que é freqUentemente observado com a adicéo de fitorreguladores, principa mente
da classe das citocininas. Em V. flavicans ocorre brotagBes na auséncia destes reguladores,
provavelmente em resposta aos nutrientes do meio de cultura de acordo com a reviséo de
Ramage & Williams (2002). Entretanto, na espécie em estudo, o0 maior nimero de brotos foi
obtido com a concentracdo de 4,44 uM de BAP combinada com 1,48 uM de AIB, sugerindo
gue a presenca de fitorreguradores no meio de cultura pode maximizar a brotacéo.

Resultados semelhantes foram obtidos para outras espécies de monocotiledénea, onde
a combinagdo de uma citocinina com uma auxina maximizou a formagdo de brotos, como em

Curcuma longa Linn (Nasirujjaman et al., 2005) e na cultivar Pirana precoce de Allium cepa
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L. (Rodrigues et al., 1996). Ja em Alibertia edulis Rich, espécie nativa do Cerrado, a
combinacdo BAP e AlIB é determinante para a multibrotacéo (Silvaet al., 2008).

A citocinina BAP tem sido utilizada para a inducdo eficiente de multibrotagdes em
monocotileddneas como Dendrobium desiflorum Lindl. ex Wall (Lou et al., 2008), Agave
parrasana Berger (Santacruz-Ruvalcaba et al., 1999) e Zea mays L. (Hisgjima & Arai, 1987).
BAP também tem sido utilizada para induzir multibrotacbes em outras espécies do Cerrado
como na mangabeira, Hancornia speciosa Gomes (Grigoletto, 1997; Soares et al., 2007), no
pequi, Caryocar brasiliense Camb. (Santos et al., 2006) e na aroeira, Myracrodruon
urundeuva Fr. All (Andradeet al., 2000).

Parece ndo haver influéncia dos fitorreguladores testados no comprimento dos brotos
de V. flavicans, pois ndo se verificam diferencas estatisticas significativas nas diferentes
concentragGes hormonais, havendo somente a influéncia do periodo de cultivo. Este resultado
contraria os obtidos no alongamento de outras plantas nativas do Cerrado, como em
Hancornia speciosa (Soares et al., 2007) e Myracrodruon urundeuva (Andrade et al., 2000)
onde houve efeito significativo de BAP, e de BAP e ANA em Caryocar brasiliense (Santos et
al., 2006).

A canela-de-ema é um arbusto com o caule apresentando, no campo, ramificacdes
dicotdmicas (Ayensu, 1973). ObservacOes de campo mostram que individuos de uma mesma
populacéo possuem heterogeneidade na capacidade de emitir brotagbes. Muitos apresentam
apenas dois ramos, sugerindo uma dominancia apical extremamente forte.

Durante a fase multiplicac8o in vitro, os genétipos de uma mesma populacéo de V.
flavicans responderam de forma muito diferente aos tratamentos testados. Dentro desta
variabilidade, observou-se tanto plantas atamente responsivas que produziram elevado
nimero médio de brotos, em torno de 12, quanto aquelas que se mostram recalcitrantes ao
mesmo tratamento 4,44 uM de BAP, 4,64 uM de CIN e 1,48 uM de AIB (tratamento 9) que
produziram apenas 1 broto. Resultados semelhantes foram obtidos por Bucher (2002) ao
testar, in vitro, a resposta dos gendtipos de Brosimum gaudicaudii, espécie nativa do cerrado.

A literatura comumente relata a influencia do genétipo nos processos morfogénicosin
vitro: Bhatia et al. (2005) relatam a natureza recalcitrante de alguns gendtipos na regeneracao
de tomate (Lycopersicon esculentum); Barandiaran et al. (1999) verificam que os gendtipos de

Allium sativum (L.) influenciam tanto naformagéo de calo quanto na regeneracéo dos brotos.
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De forma gera os genétipos de V. flavicans que apresentam as melhores respostas a
multiplicacBo estdo expostos as maiores concentragbes de BAP, entretanto, estes brotos
crescem |lentamente. Observa-se que a relagdo entre comprimento e nimero médio de brotos é
antagbnica e pode ser minimizada, apos a otimizacdo do balanco entre auxinas e citocininas
nos genoétipos responsivos, para estabelecer um eficiente controle no crescimento e na
diferenciacéo.

O eevado coeficiente de variagdo na multiplicagdo de V. flavicans confirmam que a
selecdo de gendtipos responsivos aos fitorreguladores € determinante para viabilizar a
producdo comercial de mudas. Para Scaltsoyiannes et al. (1997) a selecdo de gendtipos que
respondam positivamente para a formagao de brotos e para o enraizamento devem ser feitas

para a propagacdo em larga escala de Walnut Trees (Juglansregia).

4.4 - Alongamento

O conceito de cross-tak entre horménios tem atraido muita atencéo com aidéia de que
0 caminho dos sinais hormonais faz uma complexa tela de interagdes de informacdes podendo
atuar em sinergismo (Chow & Maccount, 2004).

Os horménios envolvidos com o alongamento celular sdo as auxinas, giberelinas e
brassinosteroides (Kende & Zeevaart, 1997; Clouse & Sasse, 1998; Nemhauser et al., 2006).
A relacdo entre auxina e giberelina esta bem evidenciada, indicando que a regulacdo dos
niveis de giberelina depende da acdo da auxina (Ross et al., 2000).

A adicéo de diferentes concentragbes de AGs combinadas com auxinas e citocininas
ndo exerce influéncia no aongamento dos brotos de V. flavicans, embora auxinas e giberelinas
sejam hormonios envolvidos com o alongamento celular. O resultado obtido com V. flavicans
ndo condiz com o obtido em como em Betula uber (Ashe) Fernald (monocotileddnead), onde a

combinagdo de AGs com BAP foi significativa no aongamento (Jamison & Renfroe, 1998).
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4.5 - Enraizamento e aclimatizagao

Quando o objetivo € estabelecer um protocolo para a producéo de mudas a opgéo pelo
enraizamento ex vitro € vantgjosa por promover a diminuicdo dos custos e do trabaho
(Hazarika, 2006).

Em V. flavicans, nos tratamentos testados, a porcentagem de enraizamento ex vitro e a
aclimatizacdo foram acima de 40%. Comparado com outras espécies do cerrado, propagadas
por tanto por estaquia quanto por micropropagacdo, estes resultados podem ser considerados
de satisfatorios.

Neste contexto, podemos citar os resultados obtidos em estacas, tratadas com 1000 a
4000 ppm de AIB naforma de p6, de Bauhinia rufa (Bong.) Steud (unha-de-vaca), Copaifera
langsdorffii Desf. (copaiba), Inga laurina (S.W.) Willd (inga), Calophyllum brasiliense Camb.
(landin), Smarouba versicolor St. Hill (perdiz) e Tibouchina stenocarpa (DC.) Cogn.
(quaresmeira) onde foram observados respectivamente 3%, 10%, 23%, 0%, 0% e 0% de
enraizamento (Rios et al., 2001). Como também in vitro no meio 1/2M S acrescido de AIB em
Dalbegia miscolobium Benth. (jacaranda do cerrado), Dimorphandra mollis Benth. (faveiro),
Pterodon pubescens Bonth. (sucupira branca) e Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
(barbatiméo) onde foram observados respectivamente 25%, 2%, 0% e 37% (Reis 2001).

A andlise anatbmica mostra que as raizes adventicias de V. flavicans se diferenciam na
regid&o do periciclo/endoderme e nos feixes vasculares, indicando que as vascularizagdo daraiz
esta conectada com a do caule, como também foi observado por Moreira et al. (2000) em
Gomphrena macrocephala St. Hil., uma erva nativa do Cerrado.

Plantas de V. flavicans colocadas para aclimatizacdo dentro da cdmara de crescimento
em copos cobertos com sacos plasticos, apos a retirada dos sacos apresentam uma taxa de
mortalidade proxima a 98%. A mortaidade, provavelmente, deve-se as modificacbes
anatdmicas associada as condi¢bes de umidade dentro da cAmara de crescimento (capitulo 11).
Grigoleto (1997) relata que a transferéncia direta de plantas de Hancornia speciosa cultivadas
in vitro para os substratos causaram uma mortalidade proxima a 94%.

Em V. flavicans 100% das plantas aclimatizadas que foram transferidas para o viveiro
(aclimatagdo) sobreviveram, tais resultados pode ser explicado pelas folhas novas formadas
sob a condi¢do da casa de vegetacdo provavelmente, possuirem as modificagdes anatémicas

necessérias para a sobrevivéncia da planta (capitulo I1).

52



5- CONCLUSOES

? A germinacdo e o desenvolvimento das plantas de V. flavicans para a producéo
de explantes pode ser feita na cdmara de crescimento com temperatura de 27 +
2 °C sem a adicdo de sacarose.

? A adicdo de 44,44 uM de BAP combinada com 1,48 uM de AIB no meio de
culturaforma o maior nimero de brotos.

? As selecBes de gendtipos que respondam para a formagéo de brotos devem ser
feitas para a propagacdo em larga escala de V. flavicans e, apresentam as
melhores respostas quando expostos a concentragdes de 4,44 uM de BAP
combinados com 4,64 uM de CIN e 1,48 uM de AIB.

? A adicdo das diferentes concentragbes de AGs combinadas com auxinas e
citocininas ndo exerce influéncia no alongamento dos brotos de V. flavicans.

? Em casa de vegetagdo, a porcentagem de enraizamento ex vitro (56%) e de
aclimatizacéo (100%) foram elevadas, quando comparadas com outras especies
nativas do Cerrado.

? Plantas aclimatizadas foram transferidas para o viveiro e apresentaram 100% de

sobrevivéncia.

53



6 - REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, S. P.; PROENCA, C. E. B.; SANO, S. M.; RIBEIRO, J. F.Cerrado: espécies
vegetais Uteis. Planaltinaa EMBRAPA-CPAC, 1998. xiii+464p.

ANDRADE, M. W. de;; LUZ, J. M. Q.; LACERDA, A. S.; MELO, P. R. A.Micropropagacéo
da Aroeira (Myracrodruon urundeuva Fr. All). Ciéncia e Agrotecnologia 24, n.1, p.174-
180, jan./mar., 2000.

AYENSU, E. S. Biologica and morphological aspects of the velloziaceae. Biotropica 5(3):
135-149, 1973.

Barandiaran, X.; Martin, N.; Rodriguez-Conde, M. F.; Di PFietro, A.; Martin, J.
Genetic variability in callus formation and regeneration of garlic (Allium sativum L.).
Plant Cell Reports vol. 18, n. 5, 434-437, 1999.

BEWLEY, J. D. Seed Germination and Dormancy. The Plant Cell 9, 1055-1066, 1997.

BEWLEY, J. D.; BLACK, M. Seeds. Physiology of Development and Germination. New
York: Plenum Press, 1994.

BHATIA, P.; ASHWATH, N.; MIDMORE D. J. Effects of genotype, explant orientation, and
wounding on shoot regeneration in tomato. In Vitro Cellular & Developmental Biology
- Plant 41: 457464, 2005.

BUCHER, J. P. Aspectos de conservacdo in vitro e micropropagacéo de Brosimum
gaudichaudii. 2002, Dissertacéo de mestrado, Universidade de Brasilia, Brasilia.

CAMPOSTRINI, E.; OTONI, W. C. Aclimatagcdo de plantas. abordagens recentes. ABCTP
Noticias 25, 2-12, 1996.

CHOU, C. H.; YOUNG, C. C. Effects of odmotic concentration and pH on plant growth.
Taiwania 19, n.2, 1974.

CHOW, B.; MACCOUNT, P. Crosstalk in plant signal transduction special issue. Journal of
Experimental Botany 55, n.395, 247-251,2004.

CLOUSE, S.D., SASSE, J. M. Brassinosteroides. Essentia regulators of plant growth and
development. Annual Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 49:
427-451, 1998.

GARCIA, Q.; DINIZ, I. Comportamento Germinativo de Trés Espécies de Vellozia da Serra
do Cip6, MG, Acta Botanica Brasilicav. 17, n. 4, p. 487-494, 2003.



GRIGOLETTO, E. R. Micropropagagdo de Hancornia speciosa Gomes (Mangabeira). 1997,
Dissertac8o de mestrado, Universidade de Brasilia, Brasilia.

HAZARIKA, B. N. Morpho-physiological disorders in in vitro culture of plants. Scientia
Horticulture 108, 105-120, 2006.

HISAJMA, S.; ARAI, Y. Micropropagation of Maize Plant through Seed Culture in vitro.
Plant Tissue Culture L etters4(1), 38-40, 1987.

JAMISON, J. A.; RENFROE, M. H. Micropropagation of Betula uber (Ashe) Fernald. In
Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant 34: 147-151, 1998.

KENDE, H.; ZEEVAART, J. A. D. The five Classical plant hormones. The plant cell vol. 9,
1197-1210, 1997.

LABOURIAU, L. G. A germinacdo das sementes. Secretaria Geral da Organizacdo dos
Estados Americanos, Washington, 1983.

LUO, J. P.; WANG, Y.; ZHA, X. Q. HUANG, L. Micropagation of Dendrobium densiflorum
Lindl. Ex Wall. Trroug protocorm-like bodies: effects of plant growth regulator and
lanthanoids. Plant Cell Tiss Organ Culture93: 333-340, 2008.

MELO, J. T.; SILVA, J. A.; TORRES, R. A. A. A.; SILVEIRA, C. E. S.; CALDAS, L.
Coleta, propagacao e desenvolvimento inicial de espécies de cerrado. In: SANO, S. M ;
ALMEIDA, S. P.; RIBEIRO, J. F. (Eds). Cerrado: ecologia e flora. Brasilia
EMBRAPA-CPAC, 2008. 406 p.

MENEZES, N. L. Estudos anatémicos e a taxonomia da familia Velloziaceae. 1970. Tese
de Doutorado, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

MENEZES, N. L., Caracteristicas anatdbmicas e a filogenia, na familia Velloziaceae. 1984.
Tese de Livre-Docéncia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

MERCIER, H.; GUERREIRO FILHO, O. Germinagcdo de Pleurostima fanniei Menezes,
Pleurostima Rogieri (Hort. Ex. Moore & Ayres) Menezes e Vellozia alata L. B. Smith
(Velloziaceae) sob diferentes condicOes de luz e temperatura. Hoehnea 16: 195-202,
1989.

MOREIRA, F. M.; APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; ZAI-DAN, L. B. P. Anatomical aspects
of IBA-treated micro-cuttings of Gomphrena macrocephala St.-Hil. Brazilian Archives
of Biology and Technology, Curitiba 43 (2): 221-227, 2000.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and biossays with tobacco
tissue cultures. Physiologia Plantatum 15, p.473-497, 1962.

55



NEMHAUSER, J. L.; HONG, F.; CHORY, J. Different Plant Hormones Regulate Similar
Processes through Largely Nonoverlapping Transcriptional Responses. Cell 126, 467-
475, 2006.

NASIRUJAMAN, K.; UDDIN, M. S,; ZAMAN, S.; REZA, M. A. Micropropagation of
Turmeric (Curcuma longa Linn.) through in vitro Rhizome Bud Culture. Journal of
Biological Sciences5 (4): 490-492, 2005.

OLIVEIRA, R. C. de, BORGHETTI, F. Estudo Comparativo quanto a Germinacdo de Quatro
Populagbes de Vellozia Sguamata Encontradas no Distrito Federal. 54° Congresso
Nacional de Botanica, Belém. 2003.

PAIVA, J. G. A.; FRANK-DE-CARVALHO, S. M.; MAGALHAES, M.; GRACIANO-
RIBEIRO, D. Verniz vitra incolor 500%: uma alternativa de meio de montagem
economicamente viavel. Acta Botanica Brasilica 20, 257-264, 2006.

RAMAGE, C. M,;WILLIAMS, R. Minera nutrition and plant morphogenesis In Vitro
Cdlular & Developmental Biology - Plant 38 : 116-124, 2002.

REIS, G. M. C. L. Enraizamento in vitro de quatro leguminosas lenhosas de Cerrado. 2001,
Dissertac8o de mestrado, Universidade de Brasilia, Brasilia.

RIBEIRO, J. F.; FONSECA, C. E. L.; MELO, J. T.; ALMEIDA, S. P,; SILVA, J. A,
Propagacéo de fruteiras nativas do cerrado. In: PINTO, A. C., Producéo de mudas sob
condicdes do ecossistema de cerrados. Planaltina: Embrapa-CPAC, Documentos, 62, p.
55-80. 1996.

RIOS, M. N. S;; RIBEIRO, J. F.; REZENDE, M. E. Propagacéo vegetativa: enraizamento em
estacas de espécies nativas de Matade Galeria. In: RIBEIRO, J. F., FONSECA, C. E. L.,
SOUZA-SILVA, J. C,, Cerrado: caracterizagao e recuperacéo de matas de galeria.
Planaltina: Embrapa Cerrados, 2001.899p.

RODRIGUES, B. M.; PINTO, J. E. B. P.; MALUF, W. R.; SOUZA, C. M. Micropropagacéo
de cebola a partir de bulbinhos induzidosin vitro. Bragantia 55 (1) 19-28, 1996.

ROSS, J.J;; NEILL, D. P.; SMITH, J. J.; KERCKHOFFS, L. H. J.; ELLIOTT, R. C. Evidence
that auxin promotes gibberellin A1 biosynthesis in pea. The Plant Journal 21(6), 547-
552, 2000.

56



SANTACRUZ-RUVALCABA, F.; GUTIERREZ-PULIDO, H.; RODRIGUEZ-GARAY, B.
Ef?cient in vitro propagation of Agave parrasana Berger. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture56: 163-167, 1999.

SANTOS B. R,; PAIVA, R.; NOGUEIRA , R. C.; OLIVEIRA , L. M.; MARTINOTTO, C;;
SOARES F. P.; SILVA, D. P. C,; PAIVA, P. D. O. Micropropagagdo do pequizeiro
(Caryocar brasiliense Camb.). Revista Brasileira de Fruticultura v. 28, n. 2, p. 293-
296, Jaboticabal-SP, 2006.

SCALTSOYIANNES, A.; TSOULPHA, P.; PANETSOS, K. P.; MOULALIS, D. Effect of
Genotype on Micropropagation of Walnut Trees (Juglans regia). Silvae Genetica 46 : 6,
1997.

SILVA, J. C. S. Aspectos da Germinagdo de Vellozia flavicans, in: Congresso da Sociedade
Botanica de Sdo Paulo 5, Botucatu, SP, 1985, p.136.

SILVA, J. C. S. Fenologia de espécies do estrato herbaceo-arbustivo dos cerrados, in:
Relatério Técnico anual do Centro de Pesquisa Agropecuaria dos Cerrados,
Planaltina, DF, EMBRAPA-CPAC. 1991.

SILVA, J. C. S.;; ALMEIDA S. P.; RIBEIRO,J. F. Fenologia deVelloza flavicans Martius ex-
Schultes f., in: Relatorio Técnico anual do Centro de Pesquisa Agropecuaria dos
Cerrados, Planaltina, DF, EMBRAPA-CPAC. 1987.

SILVA, F. A.B. S, PEREIRA, L. A. R, SILVEIRA, C. E. S., Micropropagation of Alibertia
edulis Rich. Brazilian Archives of Biology and Technology 55 (6) 1103-1114, 2008.
SOARES, F. P.; PAIVA, R.; ALVARENGA, A. A.; NOGUEIRA, R. C.; EMRICH, E. B;;
MARTINOTTO, C. Organogénese Direta em explantes caulinares de Mangabeira

(Hancornia speciosa Gomes) Ciéncia e Agrotecnologia 31 (4) 1048-1053, 2007.

SOUZA, V. C. Botanica Sistematica: Guia llustrado para Identificacdo das Familias de
Angiospermas da Flora Brasileira, Baseado em APG I, Nova Odessa, SP, Instituto
Plantarum. 2005.

TICHA, |.; CAP, F.; PACOVSKA, D.; HOFMAN, P.; HAISEL, D.; CAPKOVA, V.;

SCHAFER, C. Culture on sugar medium enhances photosynthetic capacity and high light

resistance of plantlets grown in vitro. Physioligia Plantarum 102, 155-162, 1998.

TOMBOLATO, A. F. C.; VEIGA, R. F. A;; BARBOSA, W.; COSTA, A. A.; JUNIORR. B;
PIRES, E. G. O Agrondmico 56 (1), 2004.

57



7—ANEXOS

7.1 —Tabelasde andlise devariancia

Tabela 12- Andlise de varidncia do nimero de sementes armazenadas germinadas em diferentes

temperaturas e concentracdo de sacarose em V. flavicans

Fv GL SQ QM
TEMPERATUR 4 236.200000 59.050000
SACAROSE 1 3.214286 3.214286
TEMPERATUR*SACAROSE 4 10.714286 2.678571
erro 60 109.142857 1.819048
Totd corrigido 69  359.271429

CV (%)= 52.74

Médiageral: 25571429  NUmero de observacoes: 70

Pr>Fc

0.0000
0.1888
0.2218

Tabela 13- Andlise de varidncia do nimero de sementes recém coletadas germinadas em diferentes

concentracdes de sacarose em V. flavicans

Fv GL SQ QM
CONCENTRAGAO 6 708.257854 118.042976
erro 51 60.311111 1.182571
Totd corrigido 57 768.568966

CV (%) = 18.39

Médiageral: 59137931  NuUmero de observagdes: 100

Pr>Fc

0.0000
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Tabela 14- Andlise de variancia do nimero de brotos formados em V. flavicans. Op¢ao de transformagao:
Raiz quadradade Y + 1.0- SQRT (Y +1.0)

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc

BA 2 2.209664 1.104832 4748 0.0092
CIN 2 2.887471 1.443736 6.204 0.0022
SUB 2 35.895383 17.947692 77.123 0.0000
BA*CIN 4 1.444162 0.361040 1551 0.1868
BA*SUB 4 0.047864 0.011966 0.051 0.9950
CIN*SUB 4 1.673033 0.418258 1.797 0.1288
BA*CIN*SUB 8 1.346729 0.168341 0.723 0.6709
ero 357  83.079296 0.232715

Tota corrigido 383 128.583601

CV (%)= 25.82

Médiageral: 1.8683329  Numero de observaces: 384

Tabela 15 Andlise de variancia do comprimento dos brotos formados em V. flavicans Opgdo de
transformacdo: Raiz quadradadeY + 1.0- SQRT (Y +1.0)

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
BA 2 1.382038 0.691019 14.585 0.0000
CIN 2 0.060386 0.030193 0.637 0.5293
SUB 2 0.991921 0.495960 10.468 0.0000
BA*CIN 4 0.141230 0.035308 0.745 0.5617
BA*SUB 4 0.129821 0.032455 0.685 0.6027
CIN*SUB 4 0.265691 0.066423  1.402 0.2328
BA*CIN*SUB 8 0.241601 0.030200 0.637 0.7462
erro 357 16.913724 0.047377

Totd corrigido 383  20.126413

CV (%)= 12.68

Média geral: 17170815 NUmero de observacdes: 384

Tabela 16- Andlise de variancia do alongamento dos brotos em V. flavicans

FVv GL SQ QM Fc Pr>Fc
GA 3 0.751351 0.250450 0.489 0.6902
CULTURA 2 129.333333 64.666667  126.225 0.0000
GA*SUBCULT 6 4.514286 0.752381 1.469 0.1903
erro 210 107.585714 0.512313

Tota corrigido 221 242.184685

CV (%)= 32.23
Médiageral: 22207207  Numero de observagles: 222
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Tabela 17- Andise de variancia do nimero de folhas nos brotos em V. flavicans

Fv GL SQ QM Fc Pr>Fc
GA 3 22.342085 7.447362 1.241 0.2958
SUBCULT 2 1778.171171 889.085586 148.162 0.0000
GA*SUBCULT 6 35.676448 5.946075 0.991 0.4324
erro 210 1260.157143 6.000748

Total corrigido 221  3096.346847

CV (%) = 21.17

Média geral: 11.5720721  NUmero de observacdes: 222




Capitulo 11

Anatomiafoliar de plantas de canela-de-ema (Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f.) em

diferentes condigbes ambientais.

(Trabalho a ser submetido para publicacdo narevista Acta Botéanica Brasilica)
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Anatomiafoliar de plantas de canela-de-ema (Vellozia flavicansMart. ex Schult. f.) em
diferentes condi¢des ambientais.
Olegério Garcia de Freitas Neto®, Sueli Maria Gomes’, Luiz Alfredo Rodrigues Pereirg
Conceicdo Eneida dos Santos Silveira’

RESUMO - (Anatomia foliar de plantas de canelade-ema (Vellozia flavicans Mart. ex
Schult. f.) em diferentes condi¢des ambientais). A canelade-ema € um arbusto nativo do
Cerrado brasileiro que apresenta grande potencial ornamental. Dificuldades encontradas no
cultivo convencional destas plantas e 0 seu crescimento lento justificam a utilizagdo das
técnicas da cultura de tecidos. O objetivo do presente trabalho € comparar a anatomia das
folhas de canelas-de-ema cultivadas in vitro, em casa de vegetacdo e em condigdes naturais.
As folhas das plantas em cada condicdo ambiental foram fixadas, seccionadas e analisadas. As
plantas aclimatizadas apresentaram anatomia semelhante as plantas em condi¢Bes naturais,
ambas apresentam criptas estomatiferas na face abaxial, feixe de fibras subepidérmicas
adaxiais e parénquima aquifero. Estas caracteristicas ndo foram observadas nas plantas
cultivadas in vitro. A cuticula mostrou-se espessa nas plantas em regime de campo, muito
delgada nas cultivadas in vitro e intermedidria nas aclimatizadas. Dentre as variagdes nos
caracteres anatdmicos foliares de canelasde-ema, destacase a auséncia de criptas
estomatiferas nas plantas cultivadas in vitro, estas estruturas so pronunciadas acancando
cerca de um terco da espessura do mesofilo foliar em plantas em condi¢Oes naturais. As
diferencas estruturais nas folhas das plantas estudadas podem estar associadas as condicOes
ambientais.

Palavras-chave: Vellozia flavicans, micropropagacéo, anatomiafoliar, aclimatizacdo

ABSTRACT — (Leaf anatomy of canela-de-ema (Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f.) plants
grown in different environmental conditions). Canelade-ema is a shrub of Brazilian Cerrado
that has a great ornamental potential. This plant is difficult to propagate by the conventional
agricultural techniques, which made possible to use plant tissue culture techniques to
propagate this species. The goal of this study is to compare the leaves of canela-de-ema plants
taken from in vitro plants non-acclimatized, in vitro acclimatized plants in greenhouse, and
natural environment. Leaf samples were from each type of plant fixed, embedded, sectioned
and analyzed. Greenhouse acclimatized and natural grown plants presented similar anatomical
features. Both types presented stomatal crypts on the abaxial side of the leaf, sub-epidermal
fiber bundles on the adaxial side and aquiferous parenchyma. These characteristics were not
seen in non-acclimatized in vitro plants. The cuticle was thicker in the plants grown in natural
conditions. Among the anatomical characteristics observed, the presence of stomatal crypts
appears to be one of the most important for the survival of the plants, as the crypts may reach
about one third of the leaf thickness. The leaf structural differences observed among the plants
studied may directly be associated with the environmental conditions.

Key words: Vellozia flavicans, micropropagation, anatomy the leaves, acclimatization
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Introducéo

Velloziaceae apresenta aproximadamente 250 espécies tropicais, circunscritas em seis
géneros (Ayensu 1973; Smith & Ayensu 1974;1976), divididos por Menezes (1971a; 1980)
em Aylthonia, Burlemaxia, Barbacenia, , Pleurostima,Vellozia e Xerophyta.

A familia apresenta muitas espécies com valor ornamental, tanto por sua arquitetura
peculiar, quanto pela beleza de suas folhagens e flores (Menezes 1970; 1984; Mercier &
Guerreiro Filho 1989; Silva 1991; Almeida et al. 1998). O pouco uso destas plantas como
ornamentais pode ser atribuido a dificuldade de cultivo e crescimento lento (Souza 2005).
Considerando-se estes aspectos, um protocolo de propagagado in vitro foi desenvolvido para
estas plantas (Capitulo I).

A anatomia dos 6rgéos vegetativos e reprodutivos de espécies de Velloziaceae foi
abordada em vérios trabalhos (Ayensu 1968, 1974; Ayensu & Skavarla 1974; Menezes 1970,
1971b, 1976, 1977, 1984, 1988; Menezes & Semir 1991), inclusive sobre V. flavicans Mart. ex
Schult. f. (Ayensu 1974; Menezes 1977), mas ndo foram encontrados estudos relacionados a
plantas cultivadas in vitro pertencentes a esta familia.

O objetivo do presente trabalho € caracterizar anatomicamente a estrutura foliar de
Vellozia flavicans em plantas cultivadas in vitro, em casa de vegetacdo e em condigdes
naturais (campo), visando identificar possiveis diferencas anatdmicas face as trés condicdes de

cultivo e suainfluéncia no processo de aclimatizagéo.
Material e Métodos

Ramos férteis das plantas da populagdo matriz foram herborizados e depositados no
Herbéario da Universidade de Brasilia sob os nimeros UB77645 e UB77646. Apices
vegetativos de plantas adultas e folhas muito jovens, com aproximadamente 0,2 cm de
comprimento, em condi¢des naturais foram coletadas para o estudo anatdmico.

As plantas micropropagadas (capitulo I) foram retiradas para o estudo anatdmico do
material in vitro, regeneradas em meio de cultura composto por macro e micronutrientes de
Murashige & Skoog (1962), acrescido de 2% de sacarose e 100 mg.L™ de myo-inositol e 8
g.L"" de &gar. O pH dos meios foi gjustado para 5,7-5,8 antes da autoclavagem e da adicéo de

agar. A esterilizacdo dos meios foi feita em autoclave a 121 °C com pressdo de 104 KPa por
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20 minutos e mantidos em camara de crescimento com 27+2 °C, umidade aproximada de 80%
e iluminagdo com |ampadas luz do dia, com fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 32
umol.m?2.s™. Foram usadas para o estudo anatdmico folhas completamente distendidas com
cercade 5,0 cm de comprimento.

As plantas aclimatizadas para o estudo anatdbmico foram retiradas da casa de
vegetacdo, oriundas da fase de multiplicacdo (Capitulo 1) que foram plantadas em copos
plasticos de 500 mL perfurados, contendo vermiculita e latossolo vermelho (1:3) autoclavada
e umedecida com agua destilada estéril, com suas bases tratadas com uma mistura de AIB a
1000ppm. O controle foi feito sem o AIB. Foram usadas para o estudo anatémico folhas
compl etamente distendidas com cerca de 8,0 cm de comprimento.

Retirou-se a regido mediana das terceiras e quartas folhas, a contar do apice para a
base, de plantas com 40 dias de culturain vitro, com 180 dias em casa de vegetacéo e adultas
coletadas no campo; amostras de pelo menos dois individuos submetidos a cada condicdo
ambiental foram analisadas. Os segmentos das folhas foram fixados em FAA (formalina, &cido
acético, dcool etilico), desidratados em gradiente crescente etandlico e incluidos em parafina
(Johansen 1940). Seccgdes transversais seriadas com 12-15 pm de espessura foram obtidas em
micrétomo rotativo Leica modelo RM 2145. Os cortes foram distendidos em placa histoldgica
a 45 °C, sendo aderidos as |aminas utilizando o adesivo de Haupt (Kraus & Arduim 1977). As
l&minas foram coradas com Safranina e Azul de Toluidina e montadas com verniz vitra
incolor (Paivaet al. 2006).

Segmentos de fol has fixadas oriundos das trés condicdes ambientai s foram seccionados
com o auxilio de micrtomo de bancada e 1&mina de barbear. Os cortes foram clarificados em
solucdo de hipoclorito de sodio 0,25% durante 15 min e hipoclorito de sédio 1,25% por 10
min, sendo lavados em &gua destilada, desidratados em gradiente etandlico, corados com Azul
de Alcian e Safranina (4:1) e montados em |&mina com verniz vitral incolor (Paiva et al.
2006). Estes cortes foram comparados com agueles obtidos mediante inclusdo em parafina e
os melhores resultados foram registrados em fotomicroscépio Zeiss modelo Axioskop

acoplado ao sistema digital de captura de imagens com o Software ImagePro 4.0.



Resultados

Em Velozia flavicans, a regido mediana das folhas apresenta a epiderme
uniestratificada nas duas faces foliares. Folhas adultas e jovens das plantas col etadas no campo
apresentam as criptas estomatiferas com aproximadamente um terco da espessura da |amina
foliar e estdo presentes na face abaxial (Fig. 1, 4), enquanto as plantas micropropagadas néo
possuem criptas estomatiferas (Fig. 5) e as plantas aclimatizadas em casa de vegetacdo tém as
criptas com aproximadamente um quarto da espessura da lamina (Fig. 6). A cuticula da folha
adulta em regime de campo é espessa nas duas faces, com superficie lisa na face adaxial (Fig.
2) e ornamentada na abaxial (Fig. 3) ndo sendo observada na folha jovem de campo (Fig. 4),
na planta cultivada in vitro € muito delgada (Fig. 5) e com espessura intermediaria na folha
aclimatizada (Fig. 6).

O mesofilo € dorsiventral nas folhas adultas de plantas em condi¢gdes naturais e
aclimatizadas, com uma diferenciacdo menos acentuada do parénquima palicadico nestas
dltimas (Fig. 1 e 7), enquanto que o mesofilo tende a homogéneo, com um parénquima
palicadico ausente ou pouco diferenciado nas plantas cultivadas in vitro (Fig. 5) e nas folhas
jovens de campo (Fig. 4). Os feixes de fibras nas regifes subepidérmicas adaxid e abaxial sdo
mais abundantes nas plantas adultas em condi¢bes naturais (Fig. 1, 2 e 3) do que nas
aclimatizadas (Fig. 7) e estdo ausentes nas cultivadas in vitro (Fig. 5) e nas jovens em
condic¢des naturais (Fig. 4)

Nas folhas examinadas, feixes vasculares de didmetros semelhantes intercalam-se
paralelos entre si no mesofilo e mais proximos da face abaxial do que da adaxial (Fig. 1,5 e
7), sendo que o feixe da dobra foliar € de menor calibre (Fig. 5). Dois corddes floematicos
ladeiam o corddo xilemético central, sendo que a bainha parenquimética (endoderme) é
conspicua em todas as folhas analisadas (Fig. 1-6). As extensfes adaxiais da bainha
constituem um parénquima aquifero nas plantas adultas de campo e aclimatizadas (Fig.1 e 6),
estando ausentes naguelas cultivadas in vitro (Fig. 5) e jovens de campo (Fig. 4). As fibras
periciclicas associadas aos feixes vasculares sdo mais abundantes e com paredes mais espessas
nas folhas de plantas adultas em condigdes naturais (Fig. 1) do que nas aclimatizadas (Fig. 6),

sendo pouco diferenciadas nas cultivadas in vitro (Fig. 5) e jovens de campo (Fig. 4).
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Figura 1. Cortes histoldgicos (secgBes transversais) da folha de Vellozia flavicans Mart. ex Schult. f. 1)
planta em regime de campo mostrando cuticula, epiderme, mesofilo com fibras abundantes, parenquima
palicadico e esponjoso, bainha do feixe e feixe vasculares (barra = 200pum). 2) estdbmato (astersico) e
cuticula da face adaxial sem ornamentagdo (barra = 50 um). 3) cripta stomatifera na face abaxia com
estdmato (asterisco) e cuticula ornamentada (barra = 50um). 4) folha jovem em regime de campo com
sulcos na face abaxia (barra = 50 um). 5) planta micropropagada mostrando o0 mesofilo pouco
diferenciado, auséncia de criptas, parenquima aquifero e fibras subepidermicas (barra=100um). 6) planta
aclimatizada mostrando cuticula, fibras subepidérmicas, parénquima aquifero, e mesofilo bem
diferenciado (barra=100 pum).ct=cuticula. fi=fibras. pa=parémquima aquifero. pp=parénquima palicéadico.
pl=parénquima lacunoso. en=endoderme. ce=cripta estomatifera. es=estébmato.
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Discussdo

As caracteristicas anatbmicas das folhas adultas de Vellozia flavicans em regime de
campo sdo similares as observadas em outras espécies do género, tais como presenca de fibras
subepidérmicas, parénquima aquifero e palicadico e criptas estomatiferas (Menezes 1977,
1984; Ayenso 1974; Mello-Silva 1997), que estéo entre os caracteres xeromorfos tipicos de
plantas do Cerrado, como os apontados por Morretes & Ferri (1959). A folha jovem de V.
flavicans apresenta caracteristicas semelhantes ao primoérdio foliar de V. candida com
mesofilo indiferenciado, auséncia de parénquima aquifero e fibras e presenca de criptas
estomatiferas (Menezes 1984). Estas Ultimas estruturas diferenciam-se muito precocemente no
desenvolvimento foliar destas duas espécies.

No ambiente in vitro, as folhas desta planta sofreram modificagdes drésticas, como a
perda das criptas, do parénquima aguifero, das fibras e alteracdes no mesofilo, apresentando
caracteristicas de plantas mesomorficas. Isto sugere que as caracteristicas morfo-anatémicas
da planta ex vitro (aclimatizadas e adultas de campo) constituem respostas a condigoes
ambientais adversas, apresentando-se como uma vantagem adaptativa desta espécie ao estresse
hidrico.

Modificacbes morfoldgicas, anatdbmicas e fisiolégicas sdo descritas para plantas de
diferentes espécies cultivadas in vitro (Wetzstein & Sommer 1982; Apostolo et al. 2005;
Barbosa et al. 2006; Mayer et al. 2008). Baixa luminosidade, alta umidade relativa e
desenvolvimento heterotréfico caracterizam o ambiente in vitro (Campostrini & Otoni 1996;
Hazarika 2006), tornando-o diferente das condi¢des de campo. O conhecimento das mudangas
dos caracteres das plantas que crescem in vitro sdo importantes para o desenvolvimento de
protocolos eficientes para a fase de aclimatizacéo (PospiSilova 1999; Hazarika 2003; 2006).

A diminuicdo da espessura da cuticula encontrada em V. flavicans cultivada in vitro,
em relacdo as plantas ex vitro também foi constatada em Cymbidium Hort., Orchidaceae
(Mayer et al. 2008), Liquidambar stryraciflua L., Hamamelidaceae (Wetzstein & Sommer
1982), e Cynara scolymus L., Asteraceae (Apostolo et al. 2005).

Na literatura consultada ndo foi encontrada nenhuma alteracdo t&o drastica durante o
cultivo in vitro quanto a perda das criptas estomatiferas aqui relatada para V. flavicans que
comega a se diferenciar muito cedo (folha jovem de campo). Esta estrutura ndo é encontrada
em todos os géneros de Velloziaceae e geralmente esta presente em Vellozia e ausente em
Xerophyta (Menezes 1984).
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Para Esau (1974), fatores ambientais podem induzir xeromorfia em folhas
normamente mesdfitas, ou intensificar caracteres xeromorfos de plantas xerdfitas,
destacando-se a baixa umidade ou disponibilidade de dgua. O cultivo in vitro proporciona um
microambiente com alta umidade relativa do ar e baixa intensidade luminosa. Tais condicbes
ambientais revelaram caracteristicas mesomorficas nas folhas de V. flavicans, que ex vitro se
mostram xeromorfas. Isto pode sugerir uma possivel origem mesofitica para esta espécie, e
ndo uma origem xerofitica paratoda afamilia, conforme hipétese de Menezes (1984).

As alteracdes no parénguima palicadico constatadas em V. flavicans também ocorrem
em Liquidambar stryraciflua (Wetzstein & Sommer 1982), onde o mesofilo é dorsiventral nas
plantas que vegetam ex vitro, sendo homogéneo ou com parénquima palicadico pouco
diferenciado naquelas cultivadas in vitro. lluminagdo intensa e reducdo no fluxo da agua
devido a stress hidrico podem causar um aumento do parénguima palicadico (Fanh 1990); no
sentido oposto, as condigdes de cultivo in vitro (baixa intensidade luminosa e auséncia de
stress hidrico) promovem a perda da diferenciagdo do mesofilo, conforme constado nas duas
espécies acima. Isto reforca a hipotese da origem mesofitica para V. flavicans.

Plantas de V. flavicans durante o cultivo in vitro ndo apresentam fibras subepidérmicas,
gue sdo estruturas que reduzem os efeitos danosos do murchamento em xerdfitas (Scatena
2006; Menezes et al. 2006; Esal 1974), que voltam a ser visualizadas ex vitro. Menezes
(1984) verificou que as fibras que acompanham os feixes vasculares e as subepidérmicas em
algumas espécies de Velloziaceae aparecem tanto em plantas cultivadas em casa de vegetacdo
a partir de sementes como em plantas no ambiente natural. O resultados obtido no cultivo in
vitro de V. flavicans contradiz a sua afirmagdo de que mesmo sob condigbes ambientais
modificadas as fibras estariam presentes na familia.

Pode-se considerar que o parénguima aquifero de V. flavicans est4 associado a fatores
ambientais, ja que esta presente ex vitro nas folhas adultas e desaparece ou apresenta-se pouco
diferenciado nas plantas in vitro, diferindo do que ocorre em folhas de abacaxi (Ananas
comosus L., Bromeliaceae), que apresentam hipoderme e parénquima aquifero também sob
condicdo in vitro (Barbosa et al. 2006). Para Ayensu (1973), o desenvolvimento do
parénquima aguifero de Velloziaceae ocorreu quando as espécies africanas se espalharam na
Américado Sul e encontraram mudancas microclimaticas que exerceram pressoes seletivas.

V. flavicans apresenta dificuldade no processo de aclimatizacdo, face as severas

modificacdes anatdbmicas sofridas in vitro que resultam em perda excessiva de agua. Conforme
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observado para outras espécies de plantas (Sutter & Langhans 1982; Wetzstein & Sommer
1982; PospiSilova 1999; Zobayed 2001).

Plantas de V. flavicans colocadas para aclimatizacdo dentro da cdmara de crescimento
apresentam uma taxa de mortalidade proxima a 98% e, a maior porcentagem de plantas
aclimatizadas (56%) foi obtida em casa de vegetacdo, com temperatura do ambiente 40 °C,
umidade relativa 95%, intensidade luminosa 40 pmol.m%s®. Indicando ser necessério para
sua aclimatizac&o condi¢bes ambientai s proximas a encontradain vitro.

Embora sgja usua a utilizagdo de sulcos em alguns trabalhos sobre Velloziaceae para
designar a cripta estomatifera (Ayenso 1968; 1974; Menezes 1977; 1984; Mello-Silva 1997),
optou-se pela utilizacdo deste Ultimo termo, adotado na descricdo da anatomia de plantas do
Cerrado (Morretes & Ferri 1959) e conforme o conceito de que se trata de uma “ depressdo na
folha, sendo os estdmatos abrigados pela epiderme” (Appezzato-da-Gloria & Carmello-
Guerreiro 2006).
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