MICROPROPAGACAO DE GLOXINIA EM DIFERENTES
CONCENTRACOESDE NITRATO DE AMONIO E UREIA

RESUM O — O devado custo do nitrato de amonio, diado
adificuldade de aquisicdo do mesmo tem levado arediza
¢ao de trabalhos, no sentido de buscar dternativas para a
substituico dessa fonte de nitrogénio. Objetivou-se estudar
a viabilidade técnica da subdtituicdo do nitrato de aménio
por uréia, como fonte de nitrogénio no meio de cultura pa-
rao cultivo in vitro de gloxinia. Segmentos nodais de plan-
tulas de gloxinia, ja estabelecidas in vitro, foram inocula
dos em meio de cultura MS 50%, acrescido de 1 mg.L™ de
BAP, solidificado com 7 gL de &gar, pH gustado para
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5,8 e autoclavado a 121°C e 1 am por 20 minutos. Os tra-
tamentos conggtiram da substituicdo de 0, 20, 40, 60, 80 e
100% do NH4NO; por uréia, e o balanco de nitrogénio for-
necido pelo meio MS néo foi dterado. Os explantes foram
mantidos por 120 dias em sdla de crescimento com tempe-
ratura de 27 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa de 32 mV.m%.s™. Com base nos resultados obti-
dos, pode-se concluir que a uréia ndo substitui 0 NH,NG;
do meio de cultura MS como fonte de nitrogénio no cultivo
invitro de gloxinia (Gloxinia speciosa Lodd.).

TERMOS PARA INDEXAGAO: Gloxinia speciosa, cultura de tecidos, fontes de nitrogénio.

GLOXINIA MICROPROPAGATION IN DIFFERENT
AMMONIUM NITRATE AND UREA CONCENTRATIONS

ABSTRACT —The high cogt dlied to the difficulty in the
acquisition of the ammonium nitrate has been taking the
accomplishment of works looking for an dternative for the
subgtitution of this source of nitrogen. It was amed at to
sudy the technica viability of the subdtitution of the
ammonium nitrate for urea, as source of nitrogen in the
medium of culture for the culture in gloxinia “vitro”.
Gloxinia plantlets nodal segments were used, dready
established “in vitro”, were inoculated in medium of
culture MS 50%, added of 1 mg.L™ of BAP, solidified with
7 gL of agar, pH was adjusted for 5,8 and Sterilized to

121°C and 1 atm for 20 minutes. The treatments consisted
of the subdtitution of 0, 20, 40, 60, 80 and 100% of
NH/NO; for urea, and the swinging of nitrogen supplied by
the medium MS it was not dtered. The explantes were
maintained by 120 days in growth room with
temperature of 27 £ 1°C, photoperiod of 16 hours and
luminous intensity of 32 mM.m.s™. From the obtained
results it can be concluded that the urea doesn't
substitute NH4,NO; in MS culture medium as nitrogen
source in the culture of gloxinia (Gloxinia speciosa
Lodd.).

INDEX TERMS: Gloxinia speciosa, tissue culture, sources of nitrogen.

INTRODUCAO

A demanda das plantas ornamentais e flores de
corte dos paises do Primeiro Mundo alcanga U$$ 21 bi-
Ihdes por ano, enquanto o Brasil responde por uma bai-

xa taxa de exportagdo para esse mercado (FAO, 2001).
A producéo de plantas ornamentais € uma atividade ex-
tremamente competitiva, exigente em tecnologias
avangadas, conhecimentos técnicos e comerciaizacdo
eficiente.
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A gloxinia (Gloxinia speciosa) Lodd. é uma
planta herbacea, ornamental, de vaso, cultivada pela
beleza e excticidade de suasflores. A maioria das espé-
cies € de origem brasileira, desenvolvendo-se natura-
mente nos picos rochosos da Serra do Mar, nos Estados
do Parang, Sao Paulo e Rio de Janeiro (Bittencourt et
a., 1977).

A func&o do nitrogénio no crescimento e de-
senvolvimento das plantas é amplamente reconheci-
da. Entretanto, o efeito benéfico de ambas as formas
de nitrogénio (NOs” e NH,") ndo é bem entendido, ja
gue essas e a quantidade de nitrogénio no meio de
cultura tém grande influéncia na taxa de crescimen-
to, morfologia e totipoténcia celular (Kirby et al.,
1987). Além das formas inorganicas de nitrogénio,
podem ser fornecidas as formas orgénicas, as quais
sd0 prontamente assimilaveis pelas células vegetais.
As formas especificas de nitrogénio orgéanico inclu-
em uréia, aminoacidos, poliaminas e ureideos (Gro-
thge, 1992).

Embora as plantas ornamentais sejam objeto de
muita pesquisa, ndo existem trabalhos realizados com
essas espécies na tentativa de se estudar fontes aterna
tivas de nitrogénio no cultivo in vitro.

Wetherell & Dougall (1976), trabalhando com
explantes oriundos de peciolo de cenoura, observa-
ram que &cido glutémico e uréia poderiam individu-
almente e parcialmente substituir o cloreto de amé-
nio como suplemento para o nitrato de potéassio. Po-
lacco (1976, 1977) verificou o crescimento de célu-
las de soja em suspensdo quando forneceu uréia ao
meio, juntamente com adicdo de niquel. Incrementos
no nimero de brotacGes também foram obtidos para
algumas espécies ao serem cultivadas em meio de
cultura com adicdo de uréia (Roy et al., 1996; Abha
et al., 1992). Entretanto, segundo Kirby et al.
(1987), culturas que foram estabelecidas em meio
contendo uréia como Unica fonte de nitrogénio cres-
ceram mais lentamente que células mantidas em
meio de cultura contendo nitrato e amonio.

Por outro lado, o elevado custo, aliado adifi-
culdade na aquisi¢cdo do nitrato de amdnio, tem le-
vado arealizagdo de inimeros trabalhos com o obje-
tivo de buscar uma alternativa para a substituicéo
dessa fonte de nitrogénio. Nesse contexto, objetivou-
se estudar a viabilidade técnica da substituicdo do
nitrato de amdnio por uréia, como fonte de nitrogé-
nio no meio de cultura para o cultivo in vitro de glo-
Xinia.

MATERIAL E METODOS

Segmentos nodais contendo 2 gemas, excisados
de plantulas de Gloxinia speciosa, com flores de colo-
racdo roxa, pré-estabelecidas in vitro, foram inoculados
em meio de cultura MS (50% da composi¢éo original)
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 1 mg.L™ de
BAP (benzilaminopurina), solidificado com 7 g.L™ de
agar, pH gjustado para 5,8 e autoclavado a 121°C e 1
atm por 20 minutos.

Os tratamentos consistiram da substituicéo de 0,
20, 40, 60, 80 e 100% do NH4NO; por uréia, e o balan-
co final de nitrogénio fornecido pelo meio de cultura
MS néo foi alterado.

O delineamento experimental utilizado foi o in-
teiramente casualizado com quatro repeticdes, sendo
quatro tubos por repeticéo e os dados comparados pelo
teste ‘t’ ao nivel de 5%.

Apo6s 120 dias em sala de crescimento com tem-
peratura de 27 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e inten-
sidade luminosa de 32 mM.m2s?, o experimento foi
avaliado por meio do nimero de brotos, comprimento
dos brotos (cm) e peso da matéria fresca e seca da parte
aérea (g).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Apenas os explantes inoculados na auséncia ou
em meio de cultura contendo 20% de uréa sobrevive-
ram. Observa-se com base na andlise de varianciaque o
efeito da uréia foi significativo para nimero de brotos
(NB), comprimento dos brotos (CB) e peso da matéria
fresca (PMFPA) e seca (PMSPA) da parte aérea (Tabela
1).

Os segmentos nodais inoculados em elevadas
concentragBes de uréia (substituicdo de 40, 60, 80 e
100% de nitrato de ambnio) ndo sobreviveram, eviden-
ciando que os explantes de gloxinia, por serem
congtituidos de tecidos mais tenros, s8o0 mais sensivels
a0 efeito da uréia. Houve, portanto, um efeito
fitotoxico. Para os tratamentos na auséncia e na
presenca de 20% de uréia, foi possivel aregeneracdo de
plantulas. Geralmente, a utilizacdo de uréia em
concentracOes ideais proporciona aumento no teor de
clorofila, intensificando a coloracdo dos explantes e
apresentando  aspecto vigoroso (Grothge, 1992).
Entretanto, no presente trabalho, observou-se
diminuicdo na coloragdo tipica das folhas de gloxinia
quando cultivadas em meio contendo 20 % de uréia,
mostrando o inicio do efeito de fitotoxicidade proveni-
ente dauréia
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Melhor resultado para nimero de brotos (1,87)
foi obtido na auséncia de uréia, isto é, na concentracdo
padréo de NH,NO; do meio de cultura MS (Figura 1).
Na presenca de 20% de uréia, embora tenha ocorrido a
regeneracdo da plantula, ndo houve proliferagéo de bro-
tos. Possivelmente, a concentragdo de 20% de uréia no
meio de culturainibiu o efeito da citocinina (BAP), ndo
ocorrendo a multiplicagdo dos brotos.Esse resultado di-
fere dos encontrados por Roy et al. (1996), que obtive-
ram aumento de 10 para 60 brotagdes por subcultura de
Syzygium cumini Skeels, utilizando 100 mg.L™ de uréia
no meio de cultura. Abha et al. (1992) também obtive-
ram grande nimero de brotagGes diretas de Dendrobi-
um wardianum Warner utilizando 2,5 ou 5 mg.L™" de
uréiano meio de cultura.

Maior ou menor efeito de fitotoxidade da uréia
depende da concentragdo adicionada ao meio e do ex-
plante utilizado. Plantas lenhosas, geralmente, sGo mais
resistentes e aproveitam melhor o nitrogénio pronta-

mente disponibilizado na forma de uréa. Diferente-
mente, as espécies ornamentais, e que possuem tecidos
mais tenros, sdo mais suscetiveis, principal mente quan-
do cultivadas in vitro.

Maior comprimento dos brotos (2,41 cm) foi ob-
tido em explantes cultivados na auséncia de uréia (Fi-
gura 2). Na concentragdo de 20% de uréia adicionada
a0 meio de cultura, registrou-se um comprimento de
brotos da ordem de 1,3 cm. Esse menor tamanho dos
brotos ocorreu provavelmente devido ao efeito fitotoxi-
co provocado pela uréia nos explantes. O trabalho com
abacaxizeiro, constatou que as mudas se desenvolveram
melhor quando cultivadas em meio de cultura MS (s6-
lido ou liquido) na auséncia de uréia.

Resultados contrérios foram obtidos por Grothge
(1992), quando observou efeito benéfico da adicdo de
uréia no meio de cultura para o crescimento e desen-
volvimento de explantes de Eucaliptus grandis Hill. ex
Maiden.

TABELA 1 — Andlise de variancia para nimero de brotos (NB), comprimento de brotos (CB) e peso da matéria
fresca (PMFPA) e seca (PMSPA) da parte aérea. Lavras, MG, 2002.

Quadrados médios

Fonte de variacdo GL
NB CB PMFPA PM SPA
Uréia 1 1,5312** 2,4420** 0,2620** 0,0008**
Erro 6 0,0637 0,1195 0,0415 0,000018
CV (%) 21,3 18,6 25,2 22,37
**ggnificativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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FIGURA 1 — NUimero médio e desvio-padrdo de brotos em explantes de gloxinia micropropagados sob diferentes

concentragdes de uréia. LavrasMG, 2002.
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O peso da matéria fresca da parte aérea compor-
tou-se semelhantemente & demais variavels, em que 0s
explantes cultivados na auséncia de uréia apresentaram
os melhores resultados, seguidos do tratamento com
20% de uréia (0,405 e 0,043 g, respectivamente) (Figu-
ra 3). Também obteve melhor resultado de matéria fres-
ca (0,832 g) na micropropagagdo de mudas de abacaxi-
zeiro quando cultivados em meio MS na auséncia de
uréia. Porém, para o tratamento com 100% de uréia,
substituindo o nitrato de amonio, obteve menor peso de
matéria fresca (0,35 g). Contudo, esse tratamento néo
mostrou efeito fitotdxico.

Grothge (1992), trabalhando com clone G0694
de eucalipto, obteve maior peso de matéria fresca (0,51
g) utilizando 100 mg.L™ de uréia. No entanto, quando
utilizou concentragBes maiores (200 e 300 mg.L™), ve-
rificou decréscimo no peso de matéria fresca (0,23 e
0,21 g, respectivamente), evidenciando que atas con-

centractes de uréia no meio de cultura podem tornar-se
fitotoxicas.

Maior peso da matéria seca da parte aérea
(0,0245 g) também foi obtido quando os explantes fo-
ram cultivados em meio de cultura na auséncia de uréi-
a. Os explantes cultivados com 20% de uréia apresenta
ram menor massa (0,0043 g). Resultados semelhantes
foram obtidos com mudas de abacaxizeiro quando cul-
tivadas na auséncia de uréia (0,056 g).

Também observou-se que é possivel a obtencdo
de mudas de abacaxizeiro com a substitui¢do de 20, 40,
60, 80 e 100% do nitrato de amdnio por uréia, apesar
de apresentarem resultados inferiores a medida que se
eleva a concentragdo dessa no meio de cultura.

Grothge (1992) também observou que a matéria
seca da parte aérea (0,054 g) do clone GO269 de euca
lipto foi melhor quando cultivado em meio contendo
100 mg.L™ de uréia. O mesmo clone apresentou menor
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FIGURA 2 — Comprimento médio e desvio-padrdo dos brotos em explantes de gloxinia micropropagados sob dife-

rentes concentracfes de uréia. Lavras MG, 2002.
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FIGURA 3 — Peso médio e desvio-padrdo da matéria fresca da parte aérea em explantes de gloxinia micropropa

gados sob diferentes concentracfes de uréia. LavrasMG,

2002.
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FIGURA 4 — Peso médio e desvio-padréo da matéria seca da parte aérea em explantes de gloxinia micropropaga
dos sob diferentes concentragfes de uréia. Lavras-MG, 2002.

peso de matéria seca da parte aérea (0,041 e 0,045 g)
quando cultivado em meio contendo 200 e 300 mg.L™
de uréia, respectivamente.

Com base nos resultados obtidos, tornam-se ne-
cess&rios novos estudos que avaliem concentragdes in-
feriores a 20 mg.L™ de uréia no meio de cultura combi-
nadas com concentragBes de BAP superiores & utiliza-
das, a fim de eliminar o provéavel efeito inibitério da
multiplicacéo causado pela uréia no presente trabal ho.

CONCLUSAO

Concentracdes superiores a 20 mg.L™ de uréia
s80 toxicas ao cultivo in vitro de gloxinia
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