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Resumo: As bromélias possuem grande importancia no mercado de ornamentais, sendo utilizadas
para projetos paisagisticos, porém sua propagac¢do natural é lenta. A cultura de tecidos, permite a
multiplicagdo em larga escala de gendtipos de interesse comercial. A produgdo macica de mudas de
bromélias reduz o interesse extrativista nesta, colaborando com sua recupera¢é@o na natureza. Nesse
contexto objetivou-se avaliar o desenvolvimento de plantulas de bromélia do género Neoregelia sp
cultivadas in vitro a partir do uso quatro concentragcbes do meio de cultura MS, para determinar a
melhor constituicdo salina e vitaminica para seu desenvolvimento. As brotac6es de microcepas
obtidas do microjardim clonal, foram transferidas para quatro tratamentos com composi¢ées do meio
de cultura MS (2X, ¥2X, %X e MS completo (testemunha)), todos suplementados com 0,50 mg.L?
acido naftaleno acético (ANA) e 0,50 mg.L? 6-benzilaminopurina (BAP). As microcepas foram
mantidas por 120 dias em temperatura ambiente, fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de 36
pumol.m2.s1 e entdo submetidas a diversas analises morfofisiolégicas. De acordo com as variaveis
analisadas foi possivel observar que as baixas concentragBes nutricionais testadas para a espécie
Neoregelia sp (¥2X e ¥4X da composi¢cdo do MS), inibiram o acimulo de biomassa e o alongamento

das brotag@es laterais nas microcepas.

Palavra-chave: Protocolo de desenvolvimento. Meios de cultura. Organogénese.
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Introducao

As bromélias sdo monocotiledéneas encontradas em diversas condi¢gbes de

altitude, temperatura e umidade. Podem ser classificadas na natureza como plantas
epifitas terrestres ou rupicolas e compdem um grupo de plantas que apresentam uma
grande resisténcia para sobreviver em condi¢coes adversas além de apresentarem
variadas formas, cores, tamanho e arquiteturas que encantam consumidores de todo
o mundo (CARNEIRO, 2004). Possuem grande importancia no mercado interno e
externo de ornamentais, sendo muito utilizadas para projetos paisagisticos (SILVA,
2011), porém sua propagacdo natural € muito lenta. Em funcdo da grande procura e
da baixa produtividade natural das espécies, o0 extrativismo de seus ambientes
naturais coloca algumas em maior risco e ameaga a extingao.

A cultura de tecidos tem como principal vantagem permitir a conservacéo do
germoplasma além da multiplicacdo em larga escala de gendtipos de interesse
comercial, como € o0 caso, 0 que certamente reduziria 0 interesse extrativista nestas
espécies, colaborando com sua recuperacdo na natureza e a diminuicdo do tempo
de producéo das mudas.

O meio de cultura usado na técnica de cultura de tecidos fornece as
substancias essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas, portanto,
0S meios de cultura existentes se baseiam nas exigéncias nutricionais da planta
como um todo, considerando que algumas modificacbes sdo necessarias para
atender as necessidades da técnica in vitro (CALDAS; HARIDASAN; FERREIRA,
1998). Apesar de existirem diversos trabalhos sobre a adequagdo de meios de
cultura, a maior parte tem como objetivo estudos sobre o tipo e concentragdo dos
reguladores de crescimento, carecendo estudos relacionados a formulagéo
nutricional in vitro (ENDRES, MERCIER, 2001). A organogénese adventicia é o
processo de inducdo a formacdo de um novo 6rgdo na planta, seja este pelo
desenvolvimento de uma gema, raizes adventicias ou folhas e a constituicdo salina

e vitaminica do meio é de extrema importancia para sua ocorréncia.
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Nesse contexto, objetivou-se neste trabalho, avaliar o desenvolvimento de

plantulas de bromélia do género Neoregelia sp cultivadas in vitro a partir do uso

guatro composicdes do meio de cultura Murashige e Skoog (1962).

Material e Métodos

Os estudos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia
da UEG Campus Palmeiras de Goias, GO. O trabalho foi realizado a partir de
brotacdes obtidas de microcepas de Neoregelia sp cedidas pelo Laboratério de
Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas do Departamento de Ciéncias
Biologicas 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.Lt), mio-inositol (100 mg.L™?), tiamina (0,10 mg.L), sem o acréscimo
de reguladores de crescimento (meio basico), foram coletadas e transferidas para
quatro tratamentos com composicdo salina e vitaminica diferentes, sendo estes
constituidos por: 2x MS (meio MS com o dobro dos sais e vitaminas), 2 MS (meio
MS com metade da concentracdo de sais e vitaminas) e ¥ MS (meio MS com um
guarto da concentracdo de sais e vitaminas), meio MS completo, como testemunha,
todos acrescidos de 0,05 mg.L? de BAP e 0,05 mg.L? de ANA,. O material vegetal
foi mantido a temperatura ambiente, fotoperiodo de 12 horas e luminosidade de 36
umol.m-?s*, 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 (DIC),
contendo dez repeticdes com trés cepas por repeticao.

O cultivo teve duragdo de 120 dias, com subcultivos a cada 21 dias para
renovacdo do meio de cultura. Apds os quatro subcultivos foram feitas as seguintes
avaliacOes: peso da matéria fresca, tamanho da cepa, nimero de raizes, numero de

gemas e peso da matéria seca.
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Resultados e Discusséo

Os principais componentes de um meio de cultura sdo: agua, macro e

micronutrientes, carboidratos, vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimento,
porém, segundo Ramage e Williams (2002), pouca atencdo € dada aos efeitos
nutricionais durante o desenvolvimento vegetal in vitro.

No primeiro ensaio de avalia¢des foi realizada a analise de peso de matéria
fresca, onde a quantidade de biomassa apresentou valor significativamente inferior
apenas para o0 tratamento trés, contendo Y4 de meio. Mesmo ndo deferindo
estatisticamente, o tratamento quatro, testemunha, apresentou melhor média,

guando comparado aos demais (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores médios da analise de variancia do peso fresco de explantes de
Neoregelia sp em meio MS contendo 2X a quantidade de meio MS (T1), % de meio
MS (T2), ¥a de meio MS (T3) e testemunha (T4), ao longo de 4 subcultivos

sucessivos.

Tratamentos Médias Resultados do teste
T3 0.158000 al
T2 0.373333 a2
T1 0.395000 a2
T4 0.450167 a2

O baixo acumulo de biomassa no tratamento 3, provavelmente se justifica

pela baixa concentragdo mineral em sua constituicdo, dificultando assim a

assimilacdo dos nutrientes essenciais aos processos bioquimicos necessarios ao
desenvolvimento do vegetal.

No segundo ensaio de avaliacbes, observou-se que, na variavel namero

meédio de raizes, os tratamentos um (2x meio MS) dois (1/2 meio MS) e trés (1/4

meio MS) ndo apresentaram diferenca significativa entre si, porém a testemunha foi

estatisticamente superior a todos, até mesmo ao T1, onde apresentou semelhanca

significativa. Pode-se entdo afirmar que a testemunha obteve maior nimero de

raizes em relacéo a todos os tratamentos testados (Tabela 2).
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Tabela 2- Valores médios da analise de variancia do numero de raizes de explantes
de Neoregelia sp em meio MS contendo 2X a quantidade de meio MS (T1), ¥ de
meio MS (T2), ¥4« de meio MS (T3) e testemunha (T4), ao longo de 4 subcultivos

SuUCessivos.

Tratamentos Médias Resultados do teste
T3 1.166667 al

T2 1.166667 al

T1 2.000000 al a2

T4 2.333333 a2

Os niveis de auxina sdo os fatores que possuem maior influéncia em relagcéo
ao enraizamento e aumento de biomassa de espécies de plantas trabalhadas in
vitro, outros componentes do meio de cultura sejam frequentemente modificados
visando melhor promocédo do enraizamento (KHAN et al., 2004). Portanto, na
avaliacdo da variavel enraizamento neste trabalho pode-se dizer que a falta de
disponibilidade de nutrientes, como no T3, impediu o desenvolvimento e a inducao
da raizes adventicias.

Em relacdo a avaliacdo do numero de gemas, o0s tratamentos né&o
apresentaram diferenca estatistica, no entanto, o tratamento que mais se destacou,
com melhor média, foi a testemunha, T4. Isso provavelmente se explica pela
presenca dos reguladores de crescimento, ANA e BAP, presentes em todos o0s
tratamentos e em mesma concentracdo. A relacdo auxina citocinina nos vegetais é
de extrema importancia para a inducdo e multiplicacdo de gemas laterais nos
vegetais. Como se encontram iguais em todos os tratamentos, tal inducédo fora

estimulada em mesma intensidade.
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Tabela 3- Valores médios da analise de variancia do numero de gemas de explantes
de Neoregelia sp em meio MS contendo 2X a quantidade de meio MS (T1), % de
meio MS (T2), ¥4« de meio MS (T3) e testemunha (T4), ao longo de 4 subcultivos

SuUCessivos.

Tratamentos Médias Resultados do teste
T3 1.166667 al

T2 1.333333 al

T1 1.333333 al

T4 1.833333 al

As citocininas influenciam no desenvolvimento dos cloroplastos, na regulacao
do crescimento dos caules e raizes além de induzirem a proliferacdo de gemas
axilares (TAIZ E ZEIGER, 2009). As auxinas também possuem papel importante pois
SA0 essenciais para promover o crescimento meristematico e a extremidade do broto
dos explantes.

Para a avaliacdo do tamanho da cepa, o tratamento dois (¥ de meio) foi
inferior estatisticamente quando comparado aos demais. J4 o tratamento trés (¥4 de
meio), foi estatisticamente semelhante tanto ao menor resultado (T2) quanto aos
maiores resultados (T1 e T4), que obtiveram valores significativos entre si, como
mostra a tabela 4. Tal fato ocorreu, possivelmente, porque baixas concentracdes
nutricionais inibiram o desenvolvimento morfogénico das brotagbes lateria, nao

ocorrendo o alongamento das mesmas.

Tabela 4- Valores médios da analise de variancia do tamanho da cepa de explantes
de Neoregelia sp em meio MS contendo 2X a quantidade de meio MS (T1), %2 de
meio MS (T2), ¥2 de meio MS (T3) e testemunha (T4), ao longo de 4 subcultivos

sucessivos.

Tratamentos Médias Resultados do teste
T2 1.818333 al

T3 2.111667 al a2

T1 2.371667 a2

T4 2.448333 a2
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A avaliacdo da varidvel peso de matéria seca, ndo pdde ser discutida nos

resultados devida a perda total do material, em consequéncia de um aumento
irregular da temperatura da estufa, chegando a temperaturas maiores que 100°C,
gueimando todo o material existente para avaliacéo.

Durante o trabalho foi possivel observar que as microcepas de Neoregelia sp
(exceto a testemunha) ap6s 90 dias de cultivo, apresentaram reducdo na biomassa e
na formacdo de brotacdes impedindo seu desenvolvimento, como pode ser
observado na figura 1. Esse fator pode ser justificado devido ao excesso ou
diminuicdo da disponibilidade de sais e vitaminas para seu metabolismo, ou em
consequéncia das altas temperaturas ambiente as quais as microplantas foram

submetidas.

Figura 1- Microcepas de explantes de Neoregelia sp em meio MS contendo 2X a
guantidade de meio MS (T1), ¥2 de meio MS (T2), ¥ de meio MS (T3) e testemunha

(T4), ao longo de 3 subcultivos sucessivos.

Segundo Williams (1991), a absor¢cdo dos nutrientes minerais por plantas
cultivadas in vitro pode ser afetada por fatores como a composi¢cdo do meio de
cultura, composicdo do tecido da planta além do ambiente de cultivo. O

comportamento das plantas € susceptivel as variagbes ambientais, como a
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temperatura e Iluminosidade, o que impdem uma série de desafios a sua

sobrevivéncia.

Um grave problema enfrentado durante a realizacdo do experimento foi uma
contaminacgdo por diferentes tipos de fungos presentes no laboratério (Figura 2), o
qual resultou em uma grande perda, onde mais de 15 repeticdes foram perdidas.
Para controle da infestacéo, foi realizada uma limpeza total do laboratério com o uso

de hipoclorito de sédio e cloreto de alquil de metil benzil aménio - 0,4%.

Figura 2 - Microcepas de explantes de Neoregelia sp em meio MS,

contaminadas com fungos.

-~ Consideragges Finas

Com este trabalho foi possivel observar que as baixas concentracdes
nutricionais testadas para a espécie Neoregelia sp (¥2X e %X da composi¢cdo do
MS), inibiram o acumulo de biomassa e o alongamento das brotacfes laterais nas
microcepas.

Em relacdo ao tratamento 1 (2x a composicdo do MS), as variaveis
apresentaram boas médias quando comparadas a testemunha, esse fato pode ser
justificado pois os nutrientes disponiveis as microplantas no meio MS completo e no
dobro de sua composicdo salina e vitaminica s&o equivalentes, suprindo as

microplantas para o melhor desenvolvimento fisiologico.
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Porém a partir do segundo subcultivo houve uma reducdo no tamanho e

numero das gemas e das raizes expostas ao tratamento 1 (2x a composi¢ao do MS),

Ihe trazendo caracteristicas fitotoxicas para a continuidade de producéo.
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