ACLIMATAGAO DE PLANTAS PROVENIENTES DA CULTURA /N VITRO"
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RESUMO - Objetivou-se estudar o efeito das idades das raizes emergidas in vitro, substratos ¢ espécie
na capacidade de aclimatagfio apés sair da cultura de tecidos para casa de vegetagdo. Utilizaram-se as
espécies pav-santo {Kielmeyera coreacea), mandioca (Manihot esculenta), batata-doce ([pomoea bata-
tas} e amora-preta (Rubus idaeus), em trés idades: 0-3, 7-10 ¢ 15-18 dias apds o enraizamento, € quatro
substratos: mistura de subsolo (latossolo roxo - textura muito argilosa) + areia + esterco de curral
(1:1:2); compostagem orgénica; composto orginico comercial ¢ vermiculita em flocos médios. A respos-
tadas plantas foi avaliada através de trés parimetros: sobrevivéncia, niimero de folhas ¢ dtea foliar. Com
relagdo ao primeiro parimetro, o maior indice de sobrevivéncia esta ligado 4 espécie, niio sofrendo
influéncia de nenhum dos substratos nem da idade de enraizamento, porém, apés sete dias de enraizamento
invitro as plantulas mostraram maior toleréncia a aclimatagio, que é uma caracteristica propria de cada
espécie. O namero de folhas mostrou diferengas apenas para o fator espécies. As respostas relativas a
drea foliar foram lineares em todas as espécies até os 35 dias apds o transplante. A espécie Manihot
esculenta foi a que apresentou maior crescimento da drea foliar, embora mostrando maiores dificuldades
para aclimatar-se.

Termos para indexagdio: cultura de tecidos, enraizamento, pau-sanio, batata-doce, amora-preta.

ACCLIMATIZATION OF PLANTS PRODUCED BY IN-VITRO CULTURE

ABSTRACT - The purpose of the presente work was to study the effects of age of in-vitro rooting,
substrate, and species, on the acclimatization of plants grow from explants under tissue culture condi-
tions in green-house. The species used were Kielmeyera coreacea, Manihot esculenta, I[pomoea batatas
and Rubus idaeus, at three ages: 0-3, 7-10 and 15-18 days after rooting, and four substrates: a) soil
{purple latosol - of high argillaceous texture) + sand + (1:1:2); b) organic compost; c) commercial organic
compost and d) vermiculite. The best surviving index is related to species, and it is not affected by
substrate or by age of rooting, but seven days after in-vitro rooting the plantlets showed better
tolerance to acclimatization, which is a characteristic of each species. The leaf number showed linear
response to all species until 35 days afier the beginning of the experiment. Manikot esculenta showed
the best teaf area growth, in spite of exhibiting difficulties for acclimatization.

Index terms: tissue culture, rooting, Kielmeyera coreacea, Manihot esculenta, Ipomoea batatas, Rubus
idaeus.
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INTRODUCAO

A aclimatagdo € o processo pelo qual as plantas
produzidas em condi¢Bes controladas sio
transferidas para um ambiente com as condigdes cli-
maticas naturais; estas novas condigtes devem ser
passadas &s plantas progressivamente, de forma que
elas ndo sofram estresses que possam culminar em
danos profundos ou mesmo em sua morte.
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Ha dados segundo os quais o crescimento em
extensio é mais sensivel, e quando as plantas so-
frem um estresse ou enfrentam condigdes adversas,
surge um desequilibrio no mecanismo estomadtico,
podendo imediatamente apresentar o déficit hidrico
nas células das regides mais tenras. Segundo Sutter
& Hutzell (1984), a remogo das plantulas das condi-
¢Oes in vitro provoca um estresse critico, sendo en-
tdo necessario manter a umidade alta e a temperatura
amena.

Brainerd & Fucchigami (1981) relatam a necessi-
dade da aclimatagio das plantas provenientes da
‘cultura in vitro, por que estas sio sensiveis e tenras,
pois ndo desenvolvem a cuticula, resultando em alta
evapotranspiracio, e sua parede celular ndo apre-
senta rigidez suficiente para a sustentagiio; as fo-
lhas séio delgadas e suaves, fotossinteticamente ina-
tivas, deixando a planta em franco heterotrofismo;
os estdbmatos néio operam eficientemente, provocan-
do, assim, estresses nas primeiras horas apés sair
dos tubos de ensaio.

Para maior sucesso da aclimatagio, recomenda-
-se iniciar com uma pré-aclimatagio em locais 4 meia-
-sombra, onde alguns fatores da camada atmosférica
possam ser passados para as plantas lentamente.
Esta pré-aclimatagio pode estender-se por até me-
ses, quando se comprovar a capacidade das planti-
nhas de sobreviverem no referido ambiente (Arruda
& Reis, 1965; Thomaziello & Oliveira, 1977). O escla-
recimento definitivo sobre como e quais os fatores
morfo-fisioldgicos ou bioquiricos exercem influén-
cias na regulagio dos mecanismos de tolerancia aos
estresses, provocando mudangas de ambiente para
as plantulas produzidas in vitro, contribuird para
melhor aplicago tecnologica em maior gama de es-
pécies.

O objetivo do presente trabalho foi verificar se ha
diferengas entre as idades das raizes emergidas in
vitrg, e se ha influéncia do substrato e entre espéci-
es, na sobrevivéncia e crescimento de plantas pro-
venientes da cultura de tecidos, apés pré-

-aclimatacio,

MATERIAL EMETODOS

As plintulas foram obtidas através do micro-cultivo in
vitro em meio de cultura modificado “MS” (Murashige &
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Skoog, 1962). Apds a emergéncia das raizes nos explantes
(caule com uma gema axilar) de cada tubo, estabeleceram-
-se as idades de enraizamento. Houve uma pré-aclimatagio
por um periodo de 48 horas, com as plantulas dentro dos
tubos destampados, ainda com meio de cultura, em sala
arejada e sombreada, temperatura ambiente de 20 2 22°C.

Posteriormente, foi instalado o experimento, com os
seguintes tratamentos: substratos: 1) solo (latossolo roxo
- textura muito argilosa) + areia + esterco (1:1:2); 2)
compostagem orgnica (Gomes & Pacheco, 1988); 3) com-
posto orgénico comercial e 4) vermiculita em flocos mé-
dios; idade de enraizamento: apés a emergéncia das rafzes,
foram estabelecidos os tratamentos para idade ¢m 0-3 dias
como idade 1; 7-10 dias como idade 2 e 15-18 dias como
idade 3; Espécies: as espécies foram classificadas pelo grau
de facilidade de actimatar-se nas condi¢des de casa de vege-
tagfio: Amora-preta (Rubus idaeus), por ser ristica e de
facil aclimatag#io, recebeu nota A; batata-doce (Ipomoea
batatas), herbicea, também ristica e de 6tima aclimatag#io,
reccbeu nota A; Mandioca (Manihot esculenta cv.
mantiqueira), com média facilidade, nota B; pau-santo
{Kielmeyera coreacea), considerado probiemético, por so-
breviver nos cerrados, e de dificil aclimatagio, nota C.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado
{primeiro experimento), em fatorial de (4)2 x 3 com trés
repeti¢des, num total de 48 tratamentos, com 144 unida-
des, sendo a parcela constitulda de trés vasos (100 ml)
com uma planta em cada, somando 432 plantas no total.

Apos a pré-aclimatagfo, as plintulas foram transplan-
tadas para vasos (100 ml) com os respectivos substratos e
removidas para casa de vegetagfio. As avaliagbes foram
efetuadas 28 dias apds o transplantio, considerando a per-
centagem de sobrevivéncia, cujos dados foram transforma-
dos em arc sen ¥ %,

As pléintulas pré-aclimatadas foram retiradas dos tu-
bos, lavadas em dgua corrente, e transplantadas em substrato
orgénico (Gomes & Pacheco, 1988) ¢ levadas imediata-
mente para casa de vegetaglio 4 meia sombra, com
nebulizagdo intermitente e ventilagio forgada.

A avaliagio foi feita através do percentual de plantas
sobreviventes, nitmero de folhas (NF) ¢ 4rea foliar (AF). O
numero de folhas foi tomado por contagem de todas as
plantas da parcela ¢ da qual extraiu-se a média (NFT/3); o
mesmo aconteceu quanto a drea foliar: para que pudesse
ser estimada, foram medidas as maiores dimensdes ¢ calcu-
lou-se o produto {1 x c), conforme 0 método de Barros
et al. (1973). Utilizou-se um fator de corregdo, calculado
pela média de dez folhas de cada espécie, passando no
integrador eletrénico, para determinar a constante (K=érea
encontrada/area calculada). Com o uso da férmula AF =
ACx K, onde AC =4drea calculada ¢ K = constante, encon-
trou-se a drea foliar de cada parcela: para a mandioca,
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K = 0,545; para a batata-doce, K = 0,686; e para amora-
preta, K = 0,956.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A andlise estatistica demonstrou significancia
apenas quanto a espécies, idade de enraizamento ¢
interag#o entre estes dois fatores. O desdobramento
desta interagdo, considerando-se a idade de
enraizamento dentro de espécies, revelou efeito sig-
nificativo em todas as espécies, a excegdo de “pau-
-santo”.

PelaFig. 1, verifica-se que até a idade trés (15-18
dias) de enraizamento, a resposta para a sobrevivén-
cia foi linear crescente, mostrando, assim, que este
fator é extremamente importante, pois as espécies
pau-santo, mandioca e batata-doce, que consegui-
ram sobreviver, mosiraram o mesmo comportamento
perante a idade de enraizamento. Verificou-se que a
partir da idade dois (7-10 dias), as plintulas das es-
pécies faceis de se aclimatarem mostraram maior in-
dice de sobrevivéncia.

A Tabela 1 apresenta as médias dos dados nio
transformados do percentual de plantas sobreviven-
tes por espécie em cada idade. A andlise estatistica
revelou diferengas entre as espécies, quanto a capa-
cidade de sobrevivéncia em casa de vegetagio.
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FIG 1. Comportamento do indice de sobrevivéncia das
espécies aclimatadas, e curvas de regressiic
em funglio da idade do enraizamento in vitro,
em dias apdés a emergéncia das raizes.

TABELA 1. Valores médios de sobrevivéncia das
espécies aclimatadas em casa de

vegetaciio.
Espécies/idade I Hn III
Pau-santo 05C 1,2C 08C
Mandioca 485 B 52,1B 56,0B
Batata-doce 973 A 93,0A 99,2 A
Amora-preta 96,2 A 983 A 99.6 A
DMS = 6,669

As médias seguidas da mesma letra na vertical nfio diferem
entre si peio teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nota-se que as espécies batata-doce ¢ amora-preta
ndo diferiram, tendo étima capacidade de aclitataciio
mesmo a partir da primeira idade, enquanto que a
mandioca ficou bem abaixo da média, embora seu
comportamento também tenha sido linear (Fig. 1).

Quanto ao pau-santo, sua baixa percentagem de
sobrevivéncia observada demonstra que o sistema
adotado foi totalmente ineficiente, pois todas as plan-
tas que ndo suportaram o estresse da aclimatagiio
tiveram morte répida, nio chegando nem a apresen-
tar os sintomas de deficiéncia hidrica, relatados por
diversos autores. O insucesso com o pau-santo pode
estar relacionado com as observages de Brainerd &
Fucchigami (1981), que relatam a deficiéncia de cera
epicuticular nas folhas e elevado volume de espagos
intercelulares no meséfilo e outras partes e pequena
resposta estomdatica nas pléntulas produzidas no
cultivo in vitro.

Observa-se que ocorreram significativas diferen-
¢as no NF quanto aos fatores espécies e idade de
enraizamento. A época de coleta nfio apresentou efei-
to no NF.

A Fig. 2 expressa a resposta linear da idade de
enraizamento dos explantes in vitro. Verifica-se que
ao sair dos tubos as plantulas estavam em pleno
desenvolvimento, nfio apresentando estagnagdo de
crescimento, fato este que é comum nas plintulas,
quando ainda no interior dos tubos. Também, por
estes dados, pode-se verificar que com o
enraizamento dos explantes ocorre aumento de cres-
cimento das plantulas, e, portanto, deve-se conside-
rar a idade de enraizamento dos explantes ao se fazer
aremog#o das plantulas para a pré-aclimatag¢fo; con-
seqilentemente, pldntulas com maior idade terfio
melho: resposta, pois o NF sofreu ajuste linear.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.30, n.1, p.49-53, jan. 1995



52 AT.DASILVAetal

tem2)
M. sculentum 4140

1120

0o
Media

£
Jeo =
1. bototas é
i «
480
R. idoauts T

440

! 4 L 20
° I 2 3 4

FIG. 2. Comportamento do crescimento da drea foliar
nas espécies aclimatadas, e curvas de regres-
s#io em funcfio da idade do enraizamento in
vitro, em dias ap6s a emergéncia das raizes.

Na Tabela 2, nota-se que as espécies apresenta-
ram diferengas quanto ao NF, e que a mandioca apre-
sentou menos folhas que a batata-doce e amora-pre-
ta, as quais, por sua vez, n3o diferiram entre si. Essa
similaridade apresentada entre as duas espécies ocor-
reu também quanto ao indice de sobrevivéncia e o
grau de aclimatago. As espécies batata-doce € amo-
ra-preta apresentam muita similaridade no que se re-
fere & aclimatag@o in vitro e alta rusticidade. Nao
ocorreu interagdo dos fatores quanto a este
parimetro.

Houve interagiio dos fatores espécies x idade no
que se refere 4 area foliar. Como nfio houve diferenca
quanto a época de coletas, o periodo de cinco em
cinco dias em que se realizaram as coletas nio foi um
intervalo de tempo suficiente para se avaliar o de-
senvolvimento das plantas em condigdes de casa de
vegetagio, porque neste periodo, as pléntulas ndo
chegaram a se desenvolver significativamente.

O efeito do desdobramento das idades dentro das
espécies foi significativo quanto a AF das espécies

TABELA 2. Valores médios do NF das espécies

mandioca e batata-doce, que receberam ajuste linear,
a0 passo que quanto 4 amora-preta ndo houve efeito
significativo.

Pela Fig. 3, observa-se que a resposta do cresci-
mento foliar em batata-doce ¢ mandioca foi linear
com a idade de enraizamento, ou seja, as plintulas
de maior idade obtiveram um crescimento maior quan-
do levadas para casa de vegetaciio. Porém, a amora-
-preta no se portou da mesma forma, embora, até
entfio, fosse tida como semelhante 4 batata-doce.

Esse comportamento encontrado em amora-preta
mostra que essa espécie é muito mais ristica que a
batata-doce, certamente por ser uma espécie lenhosa,
ao passo que a batata-doce ¢ herbacea.

Embora a mandioca tenha apresentado NF menor,
ela conseguiu superar, evidenciando um maior cres-
cimento da l4mina foliar, pois na Tabela 3 verifica-se
que a mandioca foi superior 2 batata-doce na AF,
embora as parcelas com mandioca tivessem um
estande bem menor.

Os resultados mostraram que quanto ao NF e AF
o periodo estimado para avaliagdo de cinco em cinco
dias n#o foi suficiente para as plantulas apresenta-
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FIG. 3. Curva de regressiio para AF das espécies
aclimatadas em funcéio da idade de

enraizamento in vitro.

TABELA 3. Valores médios da AF das espécies
aclimatadas e desenvolvidas na casa de¢

avaliadas em casa de vegetacio, vegetagiio.
Espécies Mandioca Batata-doce  Amora-preta Espécies Mandicca  Batata-doce  Amora-preta
Médias 236B 539A 548 A Médias (cmz) 81,26 A 58,8B 4231C
DMS = 0,641 DMS = 14,9891

As médias seguidas da mesma letra ndo difercm entre si pelo
teste Tukey a 5%.
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As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Tukey a 5%.
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rem diferengas no desenvolvimento. Por outro lado,
aidade de enraizamento in vitro, avaliada de sete em
sete dias apresentou diferencas, o que mostra que a
partir do sétimo dia apds a emergéncia das raizes as
plantulas estdo aptas a serem repassadas para a
aclimatagfio. Quanto a época de coletas, que repre-
senta o instante de as plantas deixarem a casa de
vegetagio para ir ao local definitivo, mostrou-se que
a partir do trigésimo dia essas plantas estéo
aclimatadas para ir ao campo.

CONCLUSOES

1. Os substratos nfo influenciam a sobrevivéncia
das pléntulas da cultura de tecidos na aclimatagio.

2. As espécies mostram comportamento diferente
quanto a capacidade de aclimataglo.

3. A sobrevivéncia no chega a ser influenciada
por nenhum dos fatores avaliados.

4. A resposta da idade de enraizamento in vitro
até os 18 dias ap6s a emergéncia das raizes ¢ linear
crescente.

5. O intervalo de cinco em cinco dias n#o ¢ sufici-
ente para observar o crescimento de plintulas du-
rante a aclimatagfo.

6. O namero de folhas nfio varia significativamen-
te ern nenhuma das espécies, porém a drea foliar de-
pende da espécie e idade de enraizamento, pois a
espécie que melhor aclimatou-se néo foi a de melhor

desenvolvimento foliar.
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