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Resumo: As bromélias sdo plantas herbaceas, presentes em ampla variedade na natureza, com
cores, formas e arquiteturas que chamam a aten¢&do dos consumidores do Brasil e do mundo inteiro.
Em busca de um protocolo de multiplicacéo eficiente da espécie, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
resposta morfogénica de Neoregelia sp desenvolvida in vitro as concentracdes de 6-
benzilaminopurina (BAP). As plantulas coletadas do jardim clonal, foram transferidas para o meio de
cultura basico suplementado com 0,05 mg.L! de acido naftaleno acético (ANA) e constituindo os
tratamentos, com zero, 0,025 mg.L1, 0,05 mg.L? e 0,1mg.L* de BAP. Apos quatro subcultivos (120
dias) as microcepas foram pesadas individualmente e separadas para avaliacdo das varidveis. O
tratamento com concentracdo de 0,1 mg.L* de BAP obteve as melhores médias para numero de
gemas, numero de raizes, peso da matéria fresca e da matéria seca, porém, mesmo se destacando
perante os demais tratamentos, ndo diferiu estatisticamente da testemunha na variavel nimero de
gemas. A testemunha apresentou maior tamanho nas cepas. O uso de BAP no cultivo in vitro & muito
eficaz na promogéo da multiplicacdo da parte aérea em diversas espécies, gerando desempenho

satisfatorio para a massa de matéria fresca das microplantas.

Palavras-chave: Bromeliaceae. Micropropagacédo. Regulador de crescimento.
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Introducao

Segundo Correia et al., (1999), as bromélias sédo oriundas de climas tropicais

e subtropicais das Américas. A Familia Bromelidcea apresenta cerca de 50 géneros
e aproximadamente 4.000 espécies, sendo 40% nativas do Brasil. Um dos géneros
mais conhecido e comercializado € o Ananas Lucidus, um abacaxi ornamental.
Conforme Tamaki et al., (2011) “A grande maioria dos representantes de
Bromeliaceae é considerada ornamental, devido a arquitetura foliar em roseta e
bracteas geralmente coloridas.” Desta maneira, as bromélias ganharam espaco no
mercado por despertar o interesse ornamental, uma vez que a espécie € dotada de
uma diversidade interessante de formas e cores, e com isto acabam gerando volume
comercial significativo (SILVA, 2011).

As bromélias sédo plantas herbaceas de folhas largas ou estreitas, lisas ou
serrilhadas, com e sem espinhos, de cores variadas, desde o verde ao vinho,
variegadas, com e sem manchas, listras e/ou pintas, sendo uma espécie que
apresenta uma ampla variedade na natureza, de cores, formas e arquiteturas que
chamam a atencdo dos consumidores do Brasil e do mundo inteiro (CARNEIRO,
2004). Porém, o processo de propagacdo natural da espécie € muito lento, o que
dificulta sua producéo em larga escala.

A velocidade de germinacdo quando comparadas ao processo ocorrido em
ambiente natural esta entre a principal vantagem do cultivo in vitro. A germinacao de
bromélias in vitro tem sido relatada na literatura com resultados diferenciados para
as espécies, no Brasil podem ser encontrados mais de 70% do género Bromeliacea
catalogada (TAMAKI, 2011).

“Se bem utilizada, a cultura de tecidos pode ser uma alternativa viavel para
aumentar o nimero de plantas por ano com a mesma caracteristica genética,
independente da época do ano e em menor espaco de tempo” (CORREIA et al.
1999).

Neste contexto o presente trabalho visa avaliar a resposta morfogénica da
bromélia desenvolvida in vitro as concentracdes de BAP, verificando assim qual a

melhor concentragéo para o desenvolvimento e multiplicacdo da mesma.
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Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da

Universidade Estadual de Goias, localizada no municipio de Palmeiras de Goias, nas
coordenadas geograficas 16° 48’ 18”S 49° 55’ 33” W, com altitude média de 596 m.

O trabalho foi conduzido a partir de brotacbes obtidas de microcepas de
Neoregelia sp cedidas pelo Laboratorio de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de
Plantas do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da ESALQ- Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz/USP.

Para o estabelecimento do micro jardim clonal, plantulas germinadas in vitro
em meio de cultura constituido por sais de Murashige e Skoog (1962) acrescido de
sacarose (30 g.L1), mio-inositol (100 mg.L™1), tiamina (0,10 mg.L!), sem o acréscimo
de reguladores de crescimento (meio basico), foram coletadas e transferidas para o
mesmo meio de cultura basico suplementado com 0,05 mg.L* de ANA e constituindo
os tratamentos, com zero, 0,025 mg.L, 0,05 mg.Lt e 0,1dmg.L* de BAP.

Apés quatro subcultivos (120 dias) as microcepas foram individualmente
separadas para avaliacdo do peso da matéria fresca, e entdo, armazenadas em
sacos de papel e acondicionadas em estufa a 60° C até obtencédo de peso constante
para a avaliacdo do peso da matéria seca e da taxa de crescimento relativo.

O material vegetal foi mantido em temperatura ambiente, fotoperiodo de 12
horas e luminosidade de 36 pmol.m2.s1, em meio de cultura liquido, pH ajustado a
5,8 e autoclavados por 30 min a 121 °C.

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado
testando-se quatro concentracdes de BAP, sendo a concentracdo 0,05 mg.L? a
testemunha (concentracdo recomendada a espécie), usando dez repeticdes com
cinco explantes por repetigéo.

Os dados mensurados na avaliacdo apos os 4 subcultivos foram submetidos
ao teste de Tukey (P<0,05), em seguida foi realizada a andlise de variancia (ANOVA,
P<0,05). O software Sisvar 5.6 foi utilizado na analise de variancia.

Resultados e Discussao
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Alguns autores ressaltam a relevancia do cultivo in vitro e os diversos
protocolos com formulacdes de meios basicos suplementados com concentracdes
e/ou combinacdes de reguladores vegetais. A utilizacdo destes nos meios de cultura,
objetivam adequa-los as necessidades de cada espécie, buscando obter melhor
crescimento, alongamento, enraizamento e multiplicacdo da parte aérea
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1999; BARBOZA et al., 2004; SILVA et al., 2008).
Em conformidade com os autores acima, Tagliacozzo (1998) demonstra que nestes
protocolos, a adicdo de reguladores vegetais tem a missdo de suprir as deficiéncias
dos teores enddgenos destes nos explantes isolados da planta matriz. Lembrando
que a concentracdo e o tipo de regulador vegetal devem estar diretamente
relacionados com o tecido utilizado como explante e da espécie vegetal. No presente
trabalho os efeitos da adicdo de auxina e citocinina podem ser visualizados na

Figura 1.

Figura 1 — Plantulas de Neoregelia sp, apés 120 dias de cultivo. A) meio MS
contendo 0,025 mg.L! de BAP, tratamento 2 (micanga rosa). B) meio MS contendo
0,05 mg.Lt de BAP, testemunha (micanga azul claro). C) meio MS contendo 0,1
mg.L? de BAP, tratamento 1 (micanga amarela). D) meio MS sem adi¢do de BAP,

tratamento 3 (sem micanga).

Os resultados encontrados para o numero de gemas sdo apresentados na
tabela 1 e observa-se que o tratamento com concentragdo de 0,1 mg.L! de BAP
(T1), obteve o maior indice de niumero de gemas, diferindo estatisticamente do
tratamento sem adicédo de BAP (T3). O T1 apresentou melhores médias, embora nao

tenha apresentado diferenga estatistica em relacdo a testemunha e o T2 (0,025
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mg.Lt de BAP). Isso provavelmente se explica pois as citocininas séo
indispensaveis na proliferacdo de gemas axilares, sendo os tipos e niveis os fatores
gue mais influenciam no sucesso da multiplicacdo in vitro (BRONDANI et al., 2009) e
a alta concentracdo de BAP induziu significativamente tal proliferacdo nas cepas
avaliadas.

Tabela 1 — Resultado da analise de variancia para o niumero de gemas de plantulas
de Neoregelia sp em meio MS contendo 0,1 mg.L' de BAP (T1), 0,025 mg.L* de
BAP (T2), auséncia de BAP (T3) e a concentragdo ideal de 0,05 mg.L! de BAP e

0,05 mg.L* de ANA (Testemunha), apds 4 subcultivos sucessivos, com duracéo de

21 dias cada

Tratamentos Médias Resultados do teste
T3 1.166667 al
Testemunha 1.833333 al a2

T2 1.833333 al a2

T1 2.500000 a2

Vicente et al. (2009), trabalhando com Vernonia condensata, constataram
que a concentracdo de 0,1 mg Lt de BAP foi a que proporcionou a melhor resposta
em relacdo ao numero de brotos por explantes. Brum et al. (2002) demonstraram
que o efeito benéfico do BAP na multiplicacdo das brotac6es pode estar relacionado
com a influéncia desse regulador na divisdo celular e na quebra de dorméncia das
gemas axilares, até entéo inibidas pela dominancia apical.

O mesmo comportamento pode ser observado para o numero de raizes,
peso fresco e peso seco (Tabelas 2 e 3), onde o T1 apresentou as melhores médias,
diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

Tabela 2 - Resultado da analise de variancia para o numero de raizes das plantulas

de Neoregelia sp em meio MS contendo BAP (T1 e T2), auséncia do BAP (T3) e a
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concentracdo ideal contendo 0,05 mg.L' de BAP e 0,05 mg.L?! de ANA

(Testemunha), apés 4 subcultivos sucessivos, com duracéo de 21 dias cada.

Tratamentos Médias Resultados do teste
T3 2.333333 al
Testemunha 3.166667 al

T2 3.666667 al

T1 7.333333 a2

Tabela 3 — Resultados da analise de variancia para os valores de peso fresco e peso

seco das plantulas de Neoregelia sp.

Peso Fresco Peso seco
Tratamentos Médias Médias
Testemunha 0.299350 al 0.102800 al
T2 0.427867 al 0.161400 a2
T3 0.448483 al 0.194100 a3
T1 0.801233 a2 0.262600 a4

O T3 (auséncia de BAP), obteve menor valor na varidvel nimero de raizes.
A testemunha nas variaveis peso fresco e seco, apresentou as menores médias. O
uso de BAP tem sido eficaz para promover a multiplicacdo da parte aérea em
diversas espécies (FRAGUAS et al., 2009). Isso se deve principalmente por induzir a
divisdo celular com células de tamanho reduzido (PEREIRA et al., 2000), o que
propicia a formac&o de uma maior massa seca.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados para tamanho das cepas e
observou-se que a testemunha apresentou os melhores resultados, diferindo
estatisticamente do T1 (0,1 mg.L'! de BAP) e T2 (0,025 mg.L* de BAP), embora ndo
tenha apresentado diferencas estatisticas com relagdo ao T3 (auséncia de BAP). O
T1 detém da maior concentracdo de BAP dentre os tratamentos e obteve um dos

menores valores para esta variavel.

Tabela 4 — Resultado da andlise de variancia para o tamanho das cepas das

plantulas de Neoregelia sp em meio MS contendo BAP (T1 e T2), auséncia do BAP
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(T3) e a concentragdo ideal contendo 0,05 mg.L' de BAP e 0,05 mg.L? de ANA

(Testemunha), apés 4 subcultivos sucessivos, com duracéo de 21 dias cada.

Tratamentos Médias Resultados do teste
T1 1.565000 al

T2 2.095000 al a2

T3 2.450000 a2
Testemunha 2.451667 a2

O uso de BAP pode apresentar efeito fitotoxico, que é caracterizado
principalmente pela falta de alongamento, reducdo no tamanho das folhas,
encurtamento dos entrend6s e engrossamento exagerado dos caules
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Essa reducdo de tamanho da parte aérea é
comumente observada, porque o BAP é um regulador que induz a divisdo celular
reduzindo o tamanho das células e aumentando o nimero destas (PEREIRA et al.,
2000).

Durante o experimento houve uma grande perda de material cultivado, devido
uma contaminagdo por diferentes tipos de fungos dentro do laboratério da
Universidade, onde mais de 15 repeticbes foram perdidas (Figura 2). Para controlar

a infestacdo foi realizada uma desinfeccdo total do laboratério com hipoclorito de
sédio e Lysoform (cloreto de benzil alquil dimetil aménio - 0,4%) .

Figura 2 — Plantulas de Neoregelia sp contaminadas com fungo.

No presente estudo, os efeitos observados foram satisfatérios para o uso do
regulador vegetal BAP, onde os resultados indicam o potencial e a influéncia desse
regulador no crescimento de plantulas da espécie Neoregelia sp.
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Consideracdes Finais

Considerando os resultados observados no presente trabalho, pode-se

concluir que a concentragdo de 0,1 mg.L* de BAP com 0,05 mg.L* de ANA (T1),
obteve o0s melhores resultados na maioria dos parametros avaliados, em
comparacao aos demais tratamentos.

A alta concentragdo de BAP do tratamento 1, com 0,1 mg.L* propiciou maior
multiplicacdo, porém menor alongamento e producdo de biomassa as microplantas
de Neoregelia sp.

A testemunha apresentou maior tamanho nas cepas, propiciando cepas em

torno de 4,8 cm e excelente indice de multiplicacdo das gemas laterais.
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