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RESUMO

A estrelicia (Strelitzia reginae Banks.) é uma planta ornamental tropical de grande valor comercial. O seu desenvolvi-
mento, no entanto, é bastante lento e, conseqlientemente, a producédo de novas mudas também. Assim, a cultura de tecidos é uma
alternativa para a formagao de novas mudas. Objetivou-se, assim, avaliar o comportamento in vitro, de estrelicia e a viabilidade
de propagacéo dessa espécie por meio desse processo. Para o estabelecimento in vitro utilizaram-se como explantes gemas axila-
res, segmentos foliares e embrides imaturos, ndo se obtendo sucesso nos dois primeiros. No cultivo dos embriGes, avaliaram-se
o0 periodo para coleta das sementes e o desenvolvimento dos embrides em diferentes concentragdes de sacarose e do meio de cul-
tura e ainda o uso de diferentes concentracdes de BAP. Determinou-se como melhor periodo para coleta das sementes e extracéo
dos embrides 20 semanas apds a polinizagdo. As diferentes concentragdes do meio MS néo alteraram o desenvolvimento dos
embriBes, sendo esse favorecido pela adi¢do de 20,64 g/L de sacarose ao meio de cultura. A adi¢do de BAP proporcionou a for-
macéo de plantas de menor tamanho.

Termos para indexacgao: Estrelicia, micropropagacéo, Strelitzia reginae, cultura de embriges.

SUMMARY

Strelitzia (Strelitzia reginae Banks.) is a tropical ornamental plant of expressive commercial value. Its
development however is slow and the production of seedlings is reduced. Thus the use of tissue culture is an alternative for
its propagation. The objective of this work was to evaluate the in vitro behavior of this specie as well as the viability of the
in vitro propagation technique. For the in vitro establishment, leaf segments, axillaries buds, and immature embryos were
used as explants. No in vitro development was observed using leaf segments and axillaries buds as explants. The period of
seed harvest and embryo development in different sucrose concentrations and culture medium and the use of different
concentrations of BAP were evaluated during embryo culture. The best period for seed harvest and embryo extraction was
observed to be 20 weeks after pollination. Variations in the MS medium concentrations have no effect on embryo
development. Higher shoot development can be obtained using MS medium supplemented with 20.64 g/L sucrose, The
addition of BAP produced plants with reduced size.

Index terms: Strelitzia, micropropagation, Strelitzia reginae, embryo culture.
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INTRODUCAO
A estrelicia (Strelitzia reginae Banks.) é uma

vitam a destruicdo de matrizes e podem ser bastante efi-
cientes para a micropropagacdo de plantas (PIERIK,

planta ornamental de expressivo valor comercial. Essa
planta, no entanto, apresenta lento desenvolvimento,
demandando de 5 a 6 anos para iniciar a produgdo de
flores. A propagagdo convencional pode ser realizada
pela divisdo de touceiras, resultando em pequeno nime-
ro de mudas ou por sementes, as quais apresentam dor-
méncia e possuem lenta germinacéo.

Os primeiros testes para micropropagagéo de es-
trelicia foram realizados por Ziv e Halevy (1983), os
quais obtiveram plantas a partir de gemas axilares. Esse,
no entanto, € um método destrutivo, havendo a necessi-
dade de destruicdo das mudas, as quais produzem indi-
vidualmente entre 5 a 10 gemas. A utilizagdo de embri-
des e folhas jovens como explantes sdo métodos que e-

1987).

Os embrides geralmente sdo coletados em esta-
gio imaturo e inoculados in vitro em meios de cultura
contendo sacarose e, em geral, em concentragdes mais
elevadas (COLLINS e GROSSER, 1984; HU e WANG,
1986; GEORGE, 1996a). A exigéncia em sacarose é va-
riada em razdo do estagio de maturagdo dos embrides,
sendo os imaturos mais exigentes (HU e FERREIRA,
1990). A concentracdo dos sais do meio de cultura
bem como variagdes no tipo e concentracdes de regu-
ladores de crescimento também podem alterar o de-
senvolvimento dos embrides cultivados in vitro
(COLLINS e GROSSER, 1984; PIERIK, 1987;
GEORGE, 19963,b).
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Obijetivou-se neste trabalho estabelecer a estreli-
cia in vitro utilizando diferentes tipos de explantes.

MATERIAL E METODOS

Os explantes foram retirados de plantas adultas
de estrelicia (Strelitzia reginae Banks.) ocorrentes no
Viveiro de Plantas Ornamentais da Universidade Fede-
ral de Lavras, Lavras-MG, e o procedimento de desin-
festagdo e os tratamentos testados variaram em funcédo
dos diferentes tipos de explantes.

Segmentos foliares

Folhas jovens foram extraidas das plantas, i-
mersas em agua destilada e transportadas para o La-
boratério de Cultura de Tecidos do Departamento de
Agricultura. As folhas foram desinfestadas em solu-
¢do de hipoclorito de sédio a 30%, acrescido de 1,0
g/L de Benomyl e 52,0 mg/L de cloranfenicol, por 20
minutos. Em camara asséptica, foram lavadas por
quatro vezes em agua destilada autoclavada e manti-
das em solucdo contendo 1,0 g/L de PVP. Secciona-
ram-se as folhas em segmentos de tamanhos diferen-
ciados (1x1 cm; 2x1 cm) e inoculadas em diferentes
posicdes (vertical, horizontal, inclinado) nos meios de
cultura.

Nos experimentos para testar o efeito de dife-
rentes produtos sobre o desenvolvimento de segmen-
tos foliares, avaliou-se o efeito de concentracGes de
PVP, carvao ativado, cloranfenicol, benomyl e 2,4-D
(Acido 2,4 diclorofenoxiacético) acrescidos ao meio
de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) em
diferentes combinagdes, nos seguintes tratamentos:
meio MS; MS + 4 mg/L 2,4-D; MS + 52 mg/L de clo-
ranfenicol; MS + 4 mg/L 2,4-D + 52 mg/L de cloran-
fenicol; MS + 2 g/L de carvéo ativado + 52 mg/L de
cloranfenicol; MS + 160 mg/L PVP (PVP 40, Sigma)
+ 52 mg/L de cloranfenicol; MS + 800 mg/L PVP +
52 mg/L de cloranfenicol; MS + 800 mg/L PVP + 1
g/L Benomyl; MS + 2 g/L de carvéo ativado + 1 g/L
Benomyl; MS + 800 mg/L PVP + 52 mg/L de cloran-
fenicol + 1 g/L Benomyl ; MS + 2 g/L de carvao ati-
vado + 52 mg/L de cloranfenicol + 1 g/L Benomyl.

Os segmentos foliares foram também inocula-
dos no meio recomendado por Ziv e Halevy (1983),
composto de meio MS acrescido de 52 mg/L de clo-
ranfenicol, 25 mg/L de oxitetraciclina, 10 g/L de car-
véo ativado, 2,5 mg/L de AIB (Acido Indol Butirico),
1 mg/L de ANA (Acido naftaleno acético), 5 mg/L de
cinetina, 0,5 mg/L de 2,4-D, 30 g/L de sacarose e 7
g/L de agar (Merck); e também em meio B5

(GEORGE, 1996a) acrescido de 400 mg/L PVP ou 1
g/L de carvdo ativado. Os explantes foram mantidos
com temperatura 26°C, no escuro, por 30 dias, e 45
dias em fotoperiodo de 16 horas de luz,irradiancia de
43 pmol m? s,

Gemas axilares

Para micropropagacgdo de gemas axilares, utili-
zou-se a metodologia descrita por Ziv e Halevy
(1983). Os segmentos contendo as gemas foram man-
tidos por 24 horas em solucdo de antioxidantes cons-
tituida de 50% dos sais do meio MS, excluindo-se as
vitaminas e sacarose, sem solidificante e acrescido de
150 mg/L de acido citrico, 100 mg/L de &cido ascor-
bico, 25 mg/L de benomyl, 5 mg/L de cloranfenicol e
5 mg/L de oxitetraciclina, pH 4,5. Os explantes foram
mantidos nessa solu¢do por 24 horas, no escuro, a
26°C. Extrairam-se as gemas e inocularam-se em
meio MS, acrescido de 10 g/L de carvdo ativado, 52
mg/L de cloranfenicol, 2,5 mg/L de AIB, 1 mg/L
ANA, 5 mg/L cinetina, 0,5 mg/L de 2,4-D e 7 g/L &-
gar. Os explantes foram mantidos por 10 dias, no es-
curo, a temperatura de 26°C. Apds, foram transferidos
para fotoperiodo de 16 horas de luz. Testou-se tam-
bém o efeito da adicdo 400 mg/L de PVP em substitu-
ic8o ao carvéo ativado.

Embrides

Os frutos foram coletados no campo e levados
para o laboratdrio, onde foram abertos, retirando-se
as sementes. Em seguida, essas foram desinfestadas
em solucgdo de hipoclorito de sddio a 30% por 15 mi-
nutos, sendo, em seguida, em camara de fluxo lami-
nar, lavadas 4 (quatro) vezes em agua destilada auto-
clavada extraindo-se os embrides e inoculando-se no
meio de cultura com os tratamentos. O material foi
mantido em sala de crescimento com temperatura de
26 + 1°C e 16 horas de luz e irradiancia de 43 pumol
m?s™,

Os embriBes foram dispostos em experimentos
com diferentes tratamentos, com o objetivo de avali-
ar o seu desenvolvimento. Os frutos foram coletados
com 4, 8, 16 e 20 semanas apds a polinizagdo, com
objetivo de se avaliar o melhor periodo para extragéo
dos embriBes. No primeiro experimento, testaram-se
as concentragdes de sacarose: 0; 7,5; 15; 30; 45 e 60
g/L acrescidas ao meio MS, solidificado com 7 g/L de
agar. Em outro experimento, avaliaram-se as concen-
tracdes de sais do meio MS: 12,5; 25; 50; 75; 100 e
125%. As concentracdes de mio-inositol, vitaminas
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e glicina foram mantidas sem alteragcdo. A sacarose,
neste experimento, foi utilizada na concentracdo de
30 g/L. O efeito de dosagens de BAP (0O-controle;
0,5 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/L) acrescidas ao meio
MS também foi avaliado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foi observada morfogénese ou calogénese
quando se utilizaram gemas axilares ou segmentos fo-
liares, independente do tratamento aplicado. Observa-
ram-se em todo o material inoculado intensa oxida-
cdo e contaminacdo em todos o0s explantes. As-
sim, ndo foi possivel reproduzir o protocolo desen-
volvido por Ziv e Halevy (1983) para a propagacédo
in vitro de estrelicia por meio de gemas axilares.

Dos frutos coletados para extragdo dos embri-
des, observou-se que esses apresentaram em média
41,87 sementes. As caracteristicas morfoldgicas das
sementes em funcdo das diferentes idades de coleta
encontram-se na Tabela 1.

EmbriGes extraidos 20 semanas apés a po-
linizacdo originaram plantas completas e bem
formadas. No entanto, quando retirados em perio-
do inferior a 20 semanas, independentemente dos
tratamentos aplicados, formaram calos ou estrutu-

ras semelhantes a embridides. Deste material,
ndo foi possivel regenerar plantas, apesar de
varias  tentativas com  transferéncias  para

meios com varias combinacbes de
de crescimento.

reguladores

A interacdo entre as diferentes idades dos em-
brides e as concentragbes do meio MS apresentou
significancia apenas para a analise de oxidagdo, ndo
influenciando, no entanto, a altura dos brotos ou a
formacdo de raizes. Esses parametros e também a
ocorréncia de oxidacdo foram significativamente in-
fluenciados pelas concentracbes de sacarose utiliza-
das em combinagdo com as diferentes idades dos em-
brides. As diferentes concentracdes do regulador de
crescimento BAP, acrescidas ao meio de cultura,
influenciaram apenas o tamanho dos brotos formados.

Diferentes concentra¢bes do meio MS, inde-
pendentemente das épocas de coleta das sementes,
ndo influenciaram o desenvolvimento dos embrides.
Assim, ndo foi possivel determinar uma concentracdo
6tima do meio MS para iniciagdo da cultura. Com es-
se resultado, infere-se que, possivelmente, todo o
processo de germinacdo € promovido pelas reservas
do cotilédone, independente do fornecimento externo.
Por outro lado, o desenvolvimento dos embrides foi
influenciado pelas diferentes idades em que foram co-
letados. A germinacdo nos embrifes ocorreu apenas
naqueles coletados com 20 semanas, como se visuali-
za na Figura 1. Embrides em estagios inferiores de
maturidade ndo apresentaram formacdo de parte aérea
e raizes; no entanto, os embrides coletados com 12 ou
16 semanas apresentaram entumescimento, formando uma
estrutura sem forma definida, aparentando embridides,
mas ndo regeneraram plantulas. O tamanho médio dos
brotos formados a partir de embrides de 20 semanas foi de
0,45 cm, com amplitude entre 0,8 e 4,0 cm.

TABELA 1 - Caracteristicas morfoldgicas observadas para as sementes de estrelicia em funcéo da época de coleta.

Semanas Arilo Endosperma Tegumento Tamanho do Embrido
8 Branco Liquido Claro 2-3mm
12 Amarelo Pastoso Claro 4-5 mm
16 Amarelo escuro Pastoso a rigido Claro 5-6 mm
20 Laranja Rigido Marrom a cinza 7-8 mm
>20 Laranja Rigido a seco Cinza escuro a preto 7-8 mm
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Observou-se oxidacdo em embribes cultivados
em todas as concentracGes do meio MS, o que permi-
te inferir que a intensidade de ocorréncia de oxi-
dacdo € inerente ao embrido e ndo conseqiéncia das
concentragdes utilizadas no meio de cultura.

A concentracdo ideal do meio MS no qual
ocorreria menor oxidagdo para embrides com idade
de 20 semanas é de 102,08% do original. A ocorrén-
cia de oxidagdo tendeu a se elevar em concentragdes do
meio MS superiores a 100%. A reducdo nas concentra-
¢Oes de sais do meio de cultura, conforme sugerido por
Jarret et al. (1985), ndo demonstrou ser eficiente para
controle de oxidagdo, ao contrério, oxidagdo em maior
intensidade foi observada quando menores concentra-
¢Bes do meio MS foram utilizadas.

Observou-se a influéncia das concentracGes de
sacarose no desenvolvimento dos embrides em fungéo
de suas diferentes idades de coleta. A formacdo de
parte aérea ocorreu apenas nos embrides coletados

com 20 semanas (Figura 2), ocorrendo formacdo de
brotos de tamanho médio 2,27 cm, com amplitude de
tamanhos variando de 0,5 a 5,7 cm. Raizes foram
formadas apenas nos embribes que apresentavam par-
te aérea.

Com essas observacBes, pode-se inferir que o
desenvolvimento dos embribes de estrelicia em estagios
bastante imaturos ndo é unicamente dependente de fonte
energética, mas de algum outro fator inerente aos em-
brides. Esse fator pode ser a presenca de algum inibidor
ou a imaturidade dos embribes. Assim, mesmo com es-
timulo externo, apenas o fornecimento de sais e sacaro-
se ndo sdo suficientes para induzir a germinagao. A re-
comendacdo de aumento das concentracdes de sacarose
para estimular a brotacdo em embrides imaturos, con-
forme sugerido por diversos autores (COLLINS e
GROSSER, 1984; HU e WANG, 1986; PIERIK, 1987;
SARAVITZ e RAPER JUNIOR, 1995; GEORGE,
1996a), ndo foi eficiente para essa espécie.
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FIGURA 1 — Tamanho médio dos brotos formados em embriGes de estrelicia cultivados in vitro (meio MS) em funcéo das dife-
rentes idades das sementes. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.
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FIGURA 2 - Tamanho médio dos brotos formados em

embrides de estrelicia cultivados in vitro (em diferentes

concentracBes de sacarose) em funcdo das diferentes idades das sementes. Médias seguidas de mesma letra ndo dife-

rem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.
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Os embrides com idade de 20 semanas nao
exigiram elevacdo da concentracdo de sacarose, ao
contrario, melhor desenvolvimento de parte aérea foi
obtido com a concentracdo de 20,64 g/L de saca-
rose (Figura 3), o que indica que esses ja estejam
atingindo o estagio autotréfico, conforme afirmagéo
de Hu e Wang (1986) ou, caso ndo estejam nesse es-
tagio, reforga-se a hipotese de que outro fator do em-
brido é responsével por estimular a germinagdo. Ob-
servou-se ainda que a auséncia de sacarose no meio
de cultura ou a utilizacdo de concentracdo elevada
(60 g/L) inibiu o desenvolvimento dos embrides.

O processo de oxidacdo ocorreu de forma mais
intensa nos embrides de 20 semanas Embribes
mais jovens, muitas vezes, ndo apresentavam nenhum
desenvolvimento, permanecendo no meio da forma
como foram inoculados, ndo apresentando também
oxidacdo. Ao contrario, os embriGes que apresenta-
vam entumescimento ou formagéo de estrutura seme-
lhante a calos liberaram exudatos no meio, demons-
trando ser a oxidagdo conseqiiéncia do metabolismo.

Segundo George (1996b), explantes mais ma-
duros sdo menos propicios a ocorréncia de oxidagdo
em relagdo aos jovens. O que se observou no culti-
vo de estrelicia foi uma tendéncia de as plantas que
apresentaram menor desenvolvimento apresentarem
oxidacdo mais intensa e os embrides muito jovens,
quando ndo se desenvolveram, ndo apresentaram
oxidacdo. Além disso, visualmente observou-se que
aqueles embrides que brotaram mais

3

rapidamente apresentavam menor intensidade de oxi-
dacdo em relacdo aos que demoravam mais, mas apds
desenvolvidas as plantas, as diferentes intensidades
de coloragdo do meio tenderam a se igualar. Obser-
vou-se neste trabalho que a intensidade de oxidagédo
tendeu a aumentar a medida que se elevam as concen-
tracdes de sacarose, independente da idade dos em-
brides, concordando com os resultados observados
por Cai e Butler (1990), os quais também observaram
aumento na oxidacdo de sorgo em func¢do da presenca
de maiores concentragcfes de sacarose.

O uso de BAP nédo estimulou a formacéo de
maior nimero de brotos ou outras estruturas como
embridides. A medida que se aumentaram as dosa-
gens do regulador, observou-se reducdo na altura
dos brotos (Figura 4). Brotos de maiores tamanhos
(1,15 e 1,22 cm) foram obtidos, respectivamente,
em meios acrescidos de 0,5 mg/L de BAP ou na
auséncia desse. A amplitude dos brotos formados va-
riou de 1,0 a 2,5 cm, na auséncia de BAP, e de 0,7 a
4,0 cm, com 0,5 mg/L do regulador de crescimento. O
desenvolvimento radicular ocorreu independente da
presenca de BAP no meio de cultura, ndo ocorrendo
diferencas no comprimento de raizes em funcdo das
diferentes concentragdes utilizadas. A ocorréncia de
oxidacdo também ndo foi afetada pela presenca do
regulador de crescimento no meio de cultura, dife-
rindo dos resultados de Cai e Butler (1990), os quais
observaram aumento de oxidacdo do meio devido a
adicdo de regulador de crescimento.
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FIGURA 3 - Efeito de diferentes concentracfes de sacarose sobre a formacdo de brotos em embribes de estrelicia

coletados com a idade de 20 semanas.
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FIGURA 4 - Efeito do BAP sobre o tamanho médio de brotos formados em estrelicia, decorrente da germinagéo de

embrides.

CONCLUSOES

Nas condicBes em que os trabalhos foram reali-
zados, conclui-se que:

a) Nao foi possivel propagar a estrelicia por
meio de segmentos foliares ou gemas axilares, mas
consegue-se 0 desenvolvimento in vitro de plantas
completas utilizando como explantes embribes imatu-
ros.

b) A idade étima de coleta das sementes para
extracdo dos embrides é de 20 semanas apds a polini-
zacdo. EmbriBes imaturos, com idade inferior a essa,
ndo germinam, mesmo em presenca de valores eleva-
dos de sacarose. O nivel 6timo de sacarose para o de-
senvolvimento dos embrides de 20 semanas é de
20,64 g/L.

c) VariagBes na concentragdo do meio MS néo
alteram o desenvolvimento dos embrides.

d) Plantas de maior tamanho sdo formadas na
sua auséncia ou na concentragdo de 0,5 mg/L de BAP.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CAIl, T.; BUTLER, L. Plant regeneration from em-
bryogenic callus initiated from immature in-
florescences of several high-tannin sorghums. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v. 20, p.
101-110, 1990.

COLLINS, G. B.; GROSSER, J. W. Culture of embryos.
In: VASIL, I. K. Cell culture and somatic cell genetics
of plants. Orlando: Academic, 1984. v. 1, p. 241-257.

GEORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture:
part 1: the technology. 2. ed. Edington: Exegetics,
1996a. 1574 p.

GEORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture:
part 2: in practice. 2. ed. Edington: Exegetics, 1996b.
1361 p.

HU, C.; WANG, P. Embryo culture: technique and
application. In: EVANS, D. A.; SHARP, W. R;
AMMIRATO, P. V. Handbook of plant cell culture:
technique and applications. New York: Macmillan,
1986. v. 4, p. 43-96.

HU, C. Y.; FERREIRA, A. G. Cultura de embrides. In:
TORRES, A. C.; CALDAS, L. S. Técnicas e aplica-
¢cOes da cultura de tecidos de plantas. Brasilia:
EMBRAPA/CNPH-ABCTP, 1990. p. 71-86.

JARRET, R. L.; RODRIGUEZ, W.; FRENANDEZ,
R. Evaluation, tissue culture propagation and
dissemination of ‘Saba’ and ‘Pelipita’ plantains in
Costa Rica. Scientia Horticulturae, Amsterdam, v.
25, p. 137-147, 1985.

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

PIERIK, R. L. M. In vitro culture of higher plants.
Dordrecht: Martinus Nyhoff, 1987. 344 p.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 5, p. 1031-1037, set.out., 2004



Estabelecimento in vitro de estrelicia (Strelitzia reginae Banks.). 1037

SARAVITZ, C. H.; RAPER JUNIOR, C. D. Responses  ZIV, M.; HALEVY, A. H. Control of oxidative
to sucrose and glutamine by soybean embryos grown in ~ browning and in vitro propagation of Strelitzia
vitro. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v. 93, p.  reginae. HortScience, Alexandria, v. 18, p. 434-436,
799-805, 1995. 1983.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 5, p. 1031-1037, set.out., 2004



