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RESUMO

A Begonia rex € uma espécie ornamental de interiores que se
propaga vegetativamente. A regeneracgao “ in vitro ” desta espécie, foi obtida
por cultivo de peciolos em meio MS completo, suplementado com trés
concentragdes de acido naftaleno acético (ANA) (0,01 mg/l; 0,1 mg/l; 0,5
mg/l) combinados com quatro concentracdes de cinetina (KIN) (0,1 mg/l; 0,2
mg/l; 0,5 mg/l ; 1,0 mg/l) ou apenas MS com extrato de batata (15% e 20%)
ou agua de coco (15% e 20%).

Os resultados indicaram que é possivel regenerar Begonia rex
apenas com agua de coco na auséncia de fitoreguladores em meio basico
MS, obtendo-se 40% de plantas completas em MS + agua de coco a 20%.
Com a utilizacao de 0,1 mg/l KIN e 0,01 mg/l ANA obteve-se 100% de
regeneragao de plantas completas. Ja a combinacao de 0,01 mg/| ANA com
0,2 mg/l e 0,5 mg/l KIN produziu a regeneragao de 80% e 83% de plantas
completas, respectivamente.

Palavras chaves: Begonia rex, micropropagacao, organogénese, extratos

vegetais e cultivo in vitro.
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SUMMARY

Petiole explants of Begonia rex were cultured on basal medium
(MURASHIGE & SKOOG, 1962). The medium was suplemented with
naphthalene acetic acid (0.01; 0.1 and 0.5 mg/l) and kinetin ( 0.1; 0.2; 0.5 and
1.0 mg/l). In these experiments, were as also used coconut water (15% and
20%) or potato extract ( 15% and 20%). Buds were formed in several
treatments, but the best combination was coconut water 0.01 mg/L NAA and
0.1 mg/l KIN. Whole plants (40% of the explants) were obtained when was
added coconut water . The optimal combination for plant regeneration (100%)
was 0.01 mg/l NAA plus 0.1 mg/l KIN.

Key words: Begonia rex. micropropagation, organogenesis, in

vitro culture.

INTRODUCAO
A familia Begoniaceae possui mais de 200 espécies sendo a

maioria ornamentais, mas ha também algumas com valor medicinal e
alimentar (CASTILLO & SMITH, 1997). Begonia rex é uma das espécies
ornamentais muito usada para decoracao de interiores, pela beleza de suas
folhas multicoloridas e por ser pouco exigente quanto aos cuidados de cultivo
e manutencao. Por ser de multiplicacao vegetativa, a busca de mudas sadias
através do uso da técnica da micropropagacgao “in vitro” se constitui numa
excelente ferramenta para fins de produgao comercial em grande escala,
possibilitando, ainda, a multiplicagao rapida em periodos de tempo e espago
fisico reduzidos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990). Também permite
uma producao independente da estacao e das condicoes ambientais, bem
como a obtencao de plantas livre de infecdes por bactérias, fungos e virus,
pois as begodnias sao muito susceptiveis as doencas (TAKAYAMA, 1990).
Folhas e peciolos de begbnias em geral possuem uma alta
capacidade regenerativa. Estudos histoldgicos classicos de PREVOT (1948)
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demonstraram que em explantes de folhas de Begonia rex os brotos e raizes
se originam espontaneamente das células epidérmicas, mas do tecido
perivascular formam-se somente raizes. Contudo, quando foram excisadas 3
a 4 camadas de células epidérmicas da regiao subjacente ao colénquima
das nervuras foliares, houve a formacao de brotos e raizes apenas na
presenca de determinadas substancias reguladoras de crescimento. Devido
a este fato, a composicao e a concentragao dos fitoreguladores no meio de
cultura tornaram-se fatores determinantes para o crescimento e
desenvolvimento da maioria dos sistemas através da cultura de tecidos,
sendo as auxinas e as citocininas os mais utilizados. Segundo SKOOG &
MILLER (1957), a disponibilidade e a interagao desses dois fitoreguladores
modularam a formacao de raiz e parte aérea. Entre as citocininas, a
benzilaminopurina (BAP) tem grande influéncia no inicio da formagao de
brotos e na alta taxa de multiplicacao em sistemas de micropropagacao
enquanto que o KIN e o 2-ip (2- isopenteniladenina) provocam o crescimento
normal (HU & WANG, 1983).

A inducao direta de partes aéreas em Begonia rex, tem
demonstrado que a relagao citocinina / auxina € muito importante. Pois as
concentragdes de 0,3 mg BAP e 1,0 mg/l ANA, produziram um grande
nimero de brotagdes adventicias a partir de peciolo e também asa
concentragoes de 1,0 mg/l KIN com 1,0 mg/l ANA foram eficiente para a
iniciacdo e o crescimento das partes aéreas de Begonia hiemalis
(TAKAYAMA, 1990). Ainda, para esta espécie, o percentual de brotacoes em
explantes peciolares, atingiu indices de 90 a 100% nas concentracdes de 0,1
a 1,0 mg/l de BA, mas, com a utilizacao de ANA os indices de brotacoes
ficaram abaixo de 50% (HILDING & WELANDER, 1976).

Os extratos naturais, apesar das diferengas na composicao e
na concentragao de seus componentes tém sido de grande valor na cultura
de tecidos, podendo substituir o uso de fitoreguladores, além de

enriquecerem os meios de cultivo e torna-los mais baratos. Varios autores
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obtiveram resultados positivos utilizando diferentes extratos naturais, tais
como: de batata (LINGAPPA, 1957), de folhas de fumo (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), agua de coco (VAN OVERBEEK et al. 1941) e suco de
tomate que adicionados aos meios sao fonte de nitrogénio, carboidratos e de
fatores de crescimento (MROGINSKI, C.A. & ROCA, W. M., 1991). O
endosperma de coco e os extratos de leveduras tém uso mais geral. A agua
de coco é retirada dos frutos verdes ou maduros, filtrada, autoclavada ou
usada diretamente; as vezes, com uma parte da massa de coco ralado e
moido conforme descricao de HENSHAW et al, 1966 citado por CALDAS &
TORRES (1990). Esta contém sais minerais, mio-inositol, citocininas,
nucleotideos (STEWARD et. al, 1968) e outros componentes organicos. Em
andlise feita por KRIKORIAN, 1991, estao relacionados 19 tipos de
aminodcidos, varios acidos organicos, compostos nitrogenados, agucares,
vitaminas, substancias de crescimento entre outras.

A substituicao de fitoreguladores por extratos vegetais € de
grande importancia na obtengcdo de mudas para reduzir os custos de
producao, pois poderiam atuar auxiliando o desencadeamento dos
processos morfogénicos.

O presente trabalho tem como objetivos verificar a influéncia
de diferentes concentracdes dos fitoreguladores de crescimento e a agao
dos extratos vegetais no desenvolvimento e morfogénese “in vitro” de

Begonia rex.

MATERIAL E METODOS

Plantas matrizes de Begonia rex mantidas em casa de
vegetacao em temperatura ambiente serviram como fonte de explante.
Segmentos de peciolos com 0,5 cm de diametro por 0,2 mm de espessura
foram lavados em agua corrente, mergulhados posteriormente, em alcool

70%, por 30 segundos. Logo a seguir, em camara de fluxo laminar, foram
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desinfestados em hipoclorito de sédio, a 2 % do comercial, com 2 gotas de
detergente neutro por 100 ml de solugao, em agitacao por 10 minutos. Apos
uma triplice lavagem em agua deionizada e autoclavada os explantes foram
retirados e inoculados em meio basico e Murashige & Skoog (1962), MS
completo, contendo 30 g/l de sacarose solidificado com, 7 g/l de agar, 10
mg/l de tiamina-HCI e 100 mg/I de mio-inositol.

Foram constituidos dois bioensaios :0 primeiro com extratos de
batata e de agua coco separadamente nas concentracoes de 15 e 20% e o
segundo com cinco diferentes combinagoes de fitoreguladores ,constituindo
os tratamentos: T1.-: 0,1 mg/l KIN + 0,01 mg/l de ANA; T2.-: 0,2 mg/l KIN +
0,01 mg/l ANA; T3.-: 0,5 mg/l KIN + 0,01 mg/l ANA; T4.-: 0,5 mg/l de KIN +
0,1 mg/l ANA; T5.-:1,0 mg/l KIN + 0,5 mg/l de ANA. O pH do meio foi
ajustado para 5,9, sendo em seguida autoclavado a 120 °C, a 1 atm por 15
minutos. O meio de cultura estéril foi distribuido em frascos, num total de 20
frascos para cada um dos tratamentos com extratos vegetais e
fitoreguladores separadamente. Cada frasco recebeu um explante
constituindo-se uma unidade experimental.

Os frascos foram colocados numa sala de crescimento na
auséncia de luz até a iniciacao de respostas ou mudancas morfologicas,
sendo, posteriormente, mantidos em sala de incubagdo com um fotoperiodo
de 16 h, a uma temperatura de 25° C, pelo periodo de 50 dias.

Avaliou-se o percentual de respostas através de observagoes
visuais, com e sem o auxilio de lupa, para a contagem do numero de
brotagdes, aspectos morfogénicos apresentados pelos explantes, e o
numero de plantas completas formadas. Os tratamentos foram comparados
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

As brotagdes obtidas e as plantas completas foram separadas
e cultivadas em MS na auséncia de reguladores de crescimento, por 60 dias,
e ao apresentarem 3 ou 4 folhas bem desenvolvidas, foram transplantadas
para vasos com terra esterilizada, e colocadas em casa de vegetagao, com

temperatura ambiente, para aclimatacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A adicao da agua de coco no meio de cultura foi eficaz na
obtengao de respostas morfogénicas, ocorrendo, diretamente, a formagao de
raiz e parte aérea conforme se observa na Tabela 1 . O aumento da
concentragdo de agua de coco (5%), no meio de cultura, proporcionou a
elevacao de 10% na formacao de brotagdes, demonstrando um acréscimo
quantitativo dos mesmos. Enquanto que a presenca de diferentes
concentragdes de extrato de batata nao estimularam nenhum tipo de
resposta morfogénica nos explantes.

A diferenca de resposta verificada nestes tratamentos pode ser
melhor interpretada ao analisarmos a composi¢ao desses extratos. A agua
de coco contém, além de outros compostos, sais minerais, mio-inositol,
citocininas, nucleotideos (STEWARD et al, 1968), zeatina, zeatinaribosideo e
purinas que podem promover a divisdao celular e ser substituidas por
substancias quimicas (KRIKORIAN, 1991) ou ainda podem interagir com
efeito sinérgico na nutricao dos tecidos cultivados in vitro (MROGINSKI, L. A.
& ROCA, W. M. 1991). Ja no extrato de batata encontram-se proteinas,
hidratos de carbono, sais minerais, tiamina, riboflavina, niacina, acido
ascorbico e outros componentes, substancias incapazes de induzir a
morfogénese na auséncia de fitoreguladores, comprovado pelos resultados
negativos obtidos neste estudo no tratamento com extrato de batata.
MANGAT et al. (1989), comparando diferentes fontes de carbono,
demonstraram que o uso de sucrose para Begonia rex produziu 40 brotagoes
por explantes, desde que citocininas e auxinas estivessem presentes no
meio de cultura. Acredita-se que o efeito estimulatério da agua de coco neste
estudo, seja devido a acao das citocininas naturais, das substancias do
grupo das auxinas, giberelinas, além da presenca de fontes de carbono, e
também das concentragdes subdtimas de tiamina e de outros aminoacidos
presentes. Pois, VAN OVERBEECK et al. 1941 demostraram pela primeira
vez a eficacia da agua de coco na inducao de embrides de Datura e

136 Rev. Ciéncia e Natura. Santa Maria. 20: 131 - 142 [ 1998.



LINGAPPA 1957, entre outros, evidenciou a sua agao estimulatéria no
crescimento de calos.

As respostas obtidas nas diferentes combinagcdes de
fitoreguladores testados encontram-se na Figura 1. Os resultados
demostram a alta frequéncia obtida para a Begonia rex, na combinacao de
0,1 mg/l de KIN + 0,01 mg/I de ANA, onde houve 100% de regeneracao de
plantas, seguidos de 83,4% e 80% com a regeneracao de plantas nas
combinagoes de 0,5 e 0,2 mg/l de KIN para 0,01 mg/l de ANA. Evidencia-se
assim a acao da cinetina na formacao de brotacao aérea, demostrado nos
classicos trabalhos de SKOOG & MILLER, 1957. Com o aumento da
concentragao de ANA para 0,1 mg/l e a manutencao de 0,5 mg/l de KIN, os
indices de regeneracdo de plantas foram reduzidos para 28,6%. Neste
tratamento 19,1% dos explantes apresentaram apenas intumescimento, nao
ocorrendo nenhuma evolugao e apenas 9,5% formaram brotos aéreos. Esta
combinagdo produziu um numero ainda expressivo de respostas
morfogénicas diferenciadas, isto €, s6 o intumescimento ou nenhuma
resposta, enquanto que na combinacao 1,0 mg/l de KIN + 0,5 mg/l de ANA
s6 observou-se intumescimento dos explantes. O que indica que estas
concentracoes dos fitoreguladores nao sao suficientes para desencadear o
processo de morfogénese, destacando a importancia da relagao auxina
/citocinina, pois em Begonia erythrophylla, segundo RAMACHANDRA &
KHATAMIAN, (1989), os segmentos peciolares produziram 38,7% de
brotacdes com concentracdes altas de KIN (10,0 mg/l) combinadas com 1,0
mg/l de ANA. Comparando-se estes dados aos obtidos para Begonia. rex,
sugere-nos um efeito inibitério da morfogénese, atribuido ao uso de alta
concentragao de KIN.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados quanto ao numero de
brotos formados a partir de explantes peciolares, cultivados em meio MS
com diferentes concentragoes na associagao de KIN e ANA. Observa-se que
a menor concentracao de cinetina associada a 0,01 mg/l de ANA, produziu o
maior numero de brotos aéreos, 33 por explante. Enquanto que nas
combinagdes subsequentes, o niumero desses brotos (25 e 24), também foi
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expressivo. Em Begonia hiemalis (HILDING & WELANDER, 1976), usando
combinagdes de ANA e BAP, em concentracdes similares, obtiveram, em
média 5 brotagdes aéreas por planta, resultados muito inferiores aos obtidos
em Begonia rex, nas combinagoes testadas neste estudo. J&, em Begonia
rieger, segmentos de peciolos formaram 60% de brotos com as
concentragdes de 0,2 — 2,0 mg/l de ANA e KIN, respectivamente, enquanto
que em concentracdes menores, nao mais do que 40% dos explantes
regeneraram brotos ( PARANHOS et al., 1994). Isto é confirmado pelo fato
de que todos os tratamentos testados com diferentes combinagdes das
substancias de crescimento mostram respostas morfogénicas. As brotagdes
formadas foram isoladas e subcultivadas em meio MS até apresentarem 3 a
4 folhas. Destacamos a formagao espontanea das raizes sem a necessidade
de suplementagao de fitoreguladores, efeito que talvez possa ser atribuido a
concentragdo endogena de auxina ou indugao pela presenga de ANA no
meio de cultura anterior.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram o potencial
dos peciolos de Begonia rex, como fonte de explantes para a multiplicacao
“in vitro’, com a formagao de alto numero de brotacdes nas combinagoes de
substancias de crescimento utilizadas. Também, fica evidenciada a formagao
de brotagdes adventicias em meio MS com agua de coco, que atua como
indutor da morfogénse devido a presenga de inumeras substancias naturais
ativas na divisdo celular. E, finalmente, que nas concentracoes mais baixas
de KIN combinadas com ANA, houve a formagao de um maior numero de

plantas completas e também de brotacoes adventicias.
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Tabela 1- Percentagem de ocorréncia de plantulas de Begonia rex regeneradas “in

vitro” em diferentes .concentragbes de extratos vegetais em meio MS
completo., no periodo de 50 dias

TRATAMENTOS (%) PLANTAS REGENERADAS (%)
Agua de coco 15% 30% a
Agua de coco 20% 40%b
Extrato de batata 15% 0%
Extrato de batata  20% 0%

* Médias nao seguidas pela mesma letra diferem significativamente ao nivel
de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Tabela 2 - Numero médio de brotos adventicios formados por explantes nas diferentes
concentragoes de fitoreguladores de crescimento, no periodo de 50

dias.

TRATAMENTOS BROTA(;'()ES

Kin mg/L + ANA mg/L  ADVENTICIAS / EXPLANTE
0,1+ 0,01 33 a
0,2 + 0,01 25b
0,5+ 0,01 24b
0,5+ 0,1 18 ¢
1,0+ 0,5 0d

* Médias nao seguidas pela mesma letra diferem significativamente ao nivel
de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Figura 01 — Percentagem de respostas morfogénicas de explantes de Begonia rex
submetidos a diferentes concentragbes e combinagGes de Cinetina e
Acido Naftaleno Acético (mg/1),em 50 dias.
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