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RESUMO

Plantulas provenientes da germinacao de sementes in vitro da bromélia
Aechmea blanchetiana foram cultivadas em meio liquido para o estudo do crescimento sob a
influéncia de diferentes reguladores vegetais. Os tratamentos consistiram da combinagdo de
concentragdes (mg L) de BAP (0,2), Kt (0,2), NAA (0,1) e IBA (0,1) adicionados aos meios
de cultivo liquido MS. As plantulas foram cultivadas sob fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 °C £ 2, durante 90 dias e subcultivos a cada 15 dias. O delineamento
experimental adotado foi o inteiramente casualizado para todas as variaveis consideradas com
9 tratamentos e 4 repeticdes, totalizando 36 parcelas, sendo cada parcela composta por 4
plantulas perfazendo um total de 144 plantulas. Foram medidas e analisadas as seguintes
caracteristicas: comprimento da maior folha, nimero de folhas, nimero de raizes,
comprimento da maior raiz, massa fresca ¢ seca de plantulas e raizes. O BAP promoveu o
melhor resultado para as varidveis numero de raizes e comprimento da maior raiz. Os
tratamentos com NAA e IBA apresentaram o melhor resultado quanto ao comprimento da
maior folha, gerando ambos melhores desempenho para a massa de matéria fresca de

plantulas.

Palavras chave: bromeliaceae, cultura de tecido, auxina, citocinina.
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Aechmea blanchetiana. December, 2010. 44p.

Dissertacao (Mestrado em Agronomia/Horticultura) - Faculdade de Ciéncias Agrondmicas,
Universidade Estadual Paulista.

Author: SONIA MARIA GONCALVES DA SILVA
Adviser: PROF.” DR.* ELIZABETH ORIKA ONO

Co-Adviser: PROF. DR. MARCIO CRHISTIAN SERPA DOMINGUES

ABSTRACT

Seedlings from in vitro seed germination of the bromeliad Aechmea blanchetiana were
cultured in liquid medium to study growth under influence of different plant growth
regulators. Treatments were combined concentrations (mg L) of BAP (0.2), Kinetin (0.2),
NAA (0.1) and IBA (0.1) added to MS liquid culture media. Seedlings were cultured under
16h photoperiod and 25 °C + 2 for 90 days and subcultured every 15 days. Experimental
design was completely randomized for all variables, with 9 treatments and 4 replicates totaling
36 plots, each one composed of 4 seedlings, 144 in total. Length of the largest leaf, number of
leaves, number of roots, length of the largest root, and fresh and dry matter of seedlings and
roots were measured and analyzed. BAP led to the best results for number of roots and length
of the largest root. Treatments with NAA and IBA led to the best values as to length of the
largest leaf, both resulting in higher values of seedling fresh matter.

Key words: Bromeliaceae, culture of tissue, auxin, cytokinin.



1 INTRODUCAO

A floricultura brasileira passou a ser visualizada e ganhar espaco como
atividade econdmica ha aproximadamente 20 anos, no entanto, somente na ultima década foi
possivel visualizar seu crescimento. A produgdo apresenta qualidade compativel para atender
as exigéncias das exportacdes, mas o setor aposta no abastecimento interno dirigindo em
média 95% da sua producgdo para atender este mercado (REVISTA CAMPO E NEGOCIO,
2008).

Para Uzzo (2008) as espécies brasileiras de flores podem ser agrupadas
em dois grupos: tropicais, neste grupo encontram-se as plantas originarias de areas de clima
quente situadas entre os tropicos de Cancer e de Capricornio; e subtropicais, onde neste grupo
estdo as plantas provenientes de areas localizadas em latitudes além dos tropicos, com climas
mais frios. A autora enfatiza que o “Brasil possui grande vantagem quanto a produ¢do de
plantas e isto se deve, principalmente, aos microclimas privilegiados e a disponibilidade de luz
e agua, o que possibilita a produ¢do durante o ano todo”.

Os projetos paisagisticos estdo povoados pela intrigante beleza

apresentada pelas bromélias e estas estdo se tornando a cada dia, mais populares em nosso



meio. No entanto, esta condicdo tem como consequéncia direta o extrativismo da espécie
como um todo (LEME e MARIGO, 1993).

No Brasil ¢ possivel verificar um nimero abundante desta espécie e o
destaque ¢ dado para a Mata Atlantica. Portanto, nosso territorio detém o maior ntimero de
espécies, uma vez que aqui estas encontram condigdes adequadas para seu desenvolvimento
(ENGLERT, 2000).

Além de acrescentar incontestavel beleza aos projetos paisagisticos, o
cultivo desta espécie favorece a reducdo do extrativismo predatorio de bromélias nativas,
possibilitando que estas sejam mantidas em seu habitat natural. As bromélias sao plantas, cujo
desenvolvimento se restringe as Américas, sendo encontrada na América do Sul, América
Central e no sul da América do Norte. A excegdo fica restrita a espécie Pifcairnia feliciana,
cujo desenvolvimento acontece exclusivamente na Africa (ENGLERT, 2000).

As bromélias pertencem a familia Bromeliaceae e entre os diversos
géneros que a compde pode-se destacar Navia, Canistrum, Pitcairnia, Cryptanthus, Dyckia,
Hohenbergia, Hechtia, Neoregelia, Puya, Nidularium, Catopis, Orthophytum, Guzmania,
Portea, Tillandsia, Quesnelia, Vriesea, Streptocalix, Alcantarea, Wittrockia, Aechmea,
Ananas, Billbergia e Bromelia que sao os mais usados e conhecidos para compor projetos
paisagisticos e ornamentacao (ENGLERT, 2000).

Paula e Silva (2001) relataram que s6 no Brasil sdo catalogadas em
torno de 73% dos géneros de toda familia Bromeliacea, sendo estas encontradas quase que
inteiramente em todos os ecossistemas terrestres, destaque seja dado a Mata Atlantica e seus
ecossistemas, bioma este que por sua vez ¢ contemplado com o maior numero de plantas desta
familia.

A partir do século XX as bromélias ornamentais ganharam destaque no
cenario comercial, passando a ser muito apreciadas e isto estd diretamente ligado ao trabalho
de profissionais como pesquisadores, colecionadores e paisagistas. Assim, as bromélias se
encontram em franco processo de popularizacdo (PAULA, 2000). Esta popularizagdo esta
associada ao fato das espécies apresentarem elevada gama de formas e cores, passando a ter
representatividade no volume comercial. O fendmeno “Burle Max”, marca o inicio da
utilizagdo das bromélias no paisagismo, onde o tragado deste arquiteto que até entdo era

marcado pelo estilo francés caracterizado por utilizar arbustos de clima temperado, coniferas,



roseiras entre outras, passa a utilizar o tracado naturalista inglés que ¢ realgado pela
biodiversidade tropical inerente as familias Araceae, Musaseae, Palmae, Bromeliaceae e
outras que passaram a sublinhar nossos jardins, parques e pragas, definindo volumes, dando
um novo contorno as composi¢des paisagisticas e ampliando texturas e cores (MELLO, 1996).

Devido a esta nova visdo atribuida as bromélias, o seu habitat natural
passou a ser alvo de coleta indiscriminada visando a atender ndo s6 o mercado interno como
também a exportagdo com o intuito unico de atender a colecionadores e produtores europeus e
norte americanos.

Atualmente, a producdo comercial de bromélias, segundo Viana
(2007), configura-se como uma atividade viavel e rentdvel, marcada por diversas espécies que
ostentam as caracteristicas desejaveis para ornamentacdo. Dentre estas caracteristicas o autor
cita o colorido intenso e a durabilidade das bracteas de suas inflorescéncias.

O interesse por esta espécie se deve também ao fato que apesar da
beleza incontestavel, esta também ¢ uma espécie rustica, nao necessitando, portanto, de muitos
cuidados para que sua sobrevivéncia seja garantida.

A popularizagcdo crescente das bromélias ¢ notdéria segundo Melo
(1996), e esta nova posi¢ao da espécie poderia provocar maior pressdo sobre as populacdes
nativas. Os empresarios do setor da floricultura, impulsionados pelo movimento
preservacionista em conjunto com agdes que buscam a conscientizacdo da necessidade da
prote¢do das espécies e seus ecossistemas, caminham de forma a investir neste mercado em
franca expansdo. Segundo o mesmo autor, produtores rurais especializados, produzem mudas
de qualidade utilizando como ferramenta a micropropagacao.

As bromélias podem ser propagadas de forma sexuada ou assexuada.
Na propagag¢do assexuada ou vegetativa, a planta matriz emite brota¢des que podem ter origem
na base da planta por estolho ou rizomas, ou no interior da propria roseta. O processo sexual
ocorre a partir de sementes, possibilitando a formagao de elevado numero de plantulas. A
propagagdo vegetativa ocorre de forma lenta e isto acontece devido aos poucos brotos laterais
emitidos pela planta (PEREIRA et al 2009).

A propagacdo in vitro segundo Grattapaglia e Machado (1999)

apresenta vantagens em compara¢do as técnicas até entdo aplicadas para a propagagao da



espécie como redugdo de tempo, espaco e custos. Pode-se utilizar diversos explantes nos
protocolos de micropropagacao in vitro de bromélias.

Desta forma, levando em consideragdo os fatores apresentados o
presente trabalho teve como objetivo comparar o desenvolvimento in vifro da bromélia

Aechemea blanchetiana em diferentes concentragdes de reguladores vegetais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A familia Bromeliaceae

As bromélias ocorrem nas zonas tropicais e subtropicais das Américas.
Naturalmente estas podem ser encontradas desde os estados da Virginia, Texas e California,
nos Estados Unidos, até a Argentina (REITZ, 1993). No entanto, de acordo com Leme e
Marigo (1993) ¢ na América do Sul que estd localizada a grande maioria das espécies, em
torno de 40% e o Brasil ganha destaque por 73% dos géneros desta espécie se concentrar em
seu territorio. E no oeste do continente africano, que se encontra a tnica excegdo da espécie, a
Pitcairnia feliciana. A regido leste do Brasil, nos apontamentos de Costa e Fontoura (1989),
abriga o maior nimero de bromélias, sendo a mata Atlantica detentora de 81,8% da espécie.

A familia Bromeliaceae apresenta por volta de 3000 espécies dispostas
em 54 géneros e intmeros hibridos (COSTA, 1996). Pitcairnioideae, Tillandsioideae e
Bromelioideae, segundo Nunes (1997), sdo as trés subfamilias que representa a familia
Bromeliaceae, tomando como direcdo os caracteres florais e a morfologia dos frutos e

sementes.



Carvalho e Mercier (2005) apontam que esta espécie pode ser
encontrada em todos os climas do planeta ¢ diante desta diversidade ¢ possivel deparar-se com
espécies que podem ser epifitas e, assim, apresentam raizes que garantem a sua fixacdo na
planta hospedeira, como também pode ser vista as espécies terrestres, onde as raizes assumem
a funcdo nao s6 de fixagdo, mas também a retirada de dgua e nutrientes do solo. Constituida
por plantas terrestres, rupicolas e epifitas, e ndo raro ¢ possivel registrar que podem ser
também encontradas em solos sujeitos a inundagao (PEREIRA et al., 2009).

Dentre as diversas bromélias cultivadas, Andrade ¢ Dematté (1999)
apontam os géneros Aechmea, Neoregelia e Vriesea como as mais cultivadas nas regides sul e
sudeste do pais. J4 na regido do estado do Rio de Janeiro o cultivo apreciado ¢ por A.
imperialis, N. marmorata, A. blanchetiana, V. fosteriana e V. hieroglyphica que sdo plantas de
grande porte. Nos estudos realizados por Vitari (1994) as espécies A. reginae, A. blanchetiana,
N. compacta e A. imperialis sdo descritas como as bromélias que detém a preferéncia dos
paisagistas.

As bromélias ganham espaco cada vez maior por despertar o interesse
ornamental, uma vez que a espécie ¢ dotada de uma diversidade interessante de formas e
cores, € com isto acabam gerando volume comercial significativo. Para Moreira et al. (2006) ¢
neste fato que reside a importancia economica da familia Bromeliaceae, pois esta vem sendo
cultivada visando atender a utilizagdo cada vez maior em decoracdes de interiores e projetos
paisagisticos. Destaque para o abacaxi, Ananas comosus (L.) Merril, cujo fruto ¢ muito
utilizado na alimentagdo servindo de fonte para a produgdo de bebidas, doces e sobremesas. O
“caroa-verdadeiro”, Neoglaziovia variegata (Arr.Cam) Mez, ¢ apontada como outra espécie de
grande valor econdmico, utilizada para a producdo de fibras. Outra forma de utilizagdo desta
espécie ¢ na medicina natural, como digestiva, depurativa e com outras fungdes. H&4 que se
ressaltar o uso da enzima ‘“bromelina”, que pode ser encontrada em algumas espécies do

género Bromelia.

2.2 Aechmea blanchetiana



Nos estudos realizados por Reitz (1983) o género Aechmea pode ser
encontrado desde o México e Antilhas até o Uruguai e Norte da Argentina. Constituido por
172 espécies em oito subgéneros (SMITH e DOWNS, 1979). A espécie apresenta porte
herbaceo, com altura variando de 40 a 80 centimetros, e sdo utilizadas para compor a
ornamentagdo de paisagens domésticas. Nas folhas podem ser visualizadas faixas transversais
brancas sobre o fundo verde na parte adaxial e roxo escuro na parte abaxial. A reproducao
deste género ¢ realizada por brotagdes do rizoma e por sementes.

De acordo com os autores consultados por Moreira (2008) estas
plantas sdo mais duraveis e demonstram uma inflorescéncia simples e vistosa com forma
piramidal, apresentam flores com pétalas e sépalas, ovdrio infero, fruto do tipo baga, com
colorido intenso.

A espécie A. blanchetiana segundo Leme e Marigo (1993) ¢ mais
comum nas restingas por ser helidfila, onde forma grandes touceiras, com folhagem de
coloracdo amarelada, podendo invadir a mata onde vive como epifita, quando entdo perde a
coloracdo amarelo-ouro que antes a caracterizava. Lorenzi e Souza (1998) e Lorenzi e Melo-
Filho (2001) afirmaram que a 4. blanchetiana ¢ cultivada isoladamente ou em grupos
formando macig¢os densos, a pleno sol ou a meia sombra, em canteiros ricos em matéria
organica mantidos umedecidos, podendo eventualmente ser cultivada em vasos. Sao plantas
herbaceas epifitas, perenes, rizomatosas, robustas, de 60 a 90 cm de comprimento, de
folhagem e florescimento decorativo e nativas do Brasil. Apresentam folhas longas, rijas,

laminares, verde-claras, concavas, basais e em roseta, sem espinhos nas margens (Figura 1).
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Figura 1. Espécime da bromélia Aechmea blanchetiana cultivada na Secao de

Ornamentais do instituto de Botanica, Sdo Paulo, SP.

2.3 Propagacio in vitro de bromélias

Mundialmente, o Brasil é reconhecido como o detentor do maior
numero de bromélias, apesar desta posicdo, as exportacdes brasileiras estdo bem abaixo
quando se compara a de outros paises como a Bélgica, Alemanha, Holanda e Australia
(CORREIA et al., 2000). Com este titulo atribuido ao Brasil faz-se necessario adotar uma
nova postura a fim de garantir e ampliar este posto, haja vista, que o cultivo de bromélias
ornamentais sdo sindnimos de um segmento de importancia econdmica para os paises ligados

ao mercado de flores e plantas ornamentais.



1

Reitz (1983) afirma a importdncia das bromélias como plantas
ornamentais e este, ¢ o fator primordial que conduz de forma direta, diversas espécies nativas
a condicdo de ameagadas de extingdo, isto porque estas espécies passam a ser alvo do
extrativismo.

Para Mengarda (2009) este fato passa ser o motivo que impulsiona a
busca na obteng¢do por técnicas de micropropagacao visando a conservacao destas espécies e,
consequentemente, possibilitando que estas espécies tenham a exploragao efetivada de forma
coerente, ja que a técnica de micropropagacao leva vantagem sobre a multiplicagdo vegetativa
natural, uma vez que esta ultima ¢ vista como ferramenta lenta e de baixo rendimento quando
associada a nimero de mudas produzidas.

A multiplicagdo de bromélias pode ocorrer de forma sexuada ou
assexuada. Na propagacdo assexuada ou vegetativa,utilizam-se os brotos provenientes da
planta matriz, que surgem da base da planta por estolhos ou rizomas, ou mesmo do interior da
roseta da planta. O processo sexual ¢ a formacdo a partir de sementes e neste processo, €
possivel a obtencdo de diversas plantulas. Moreira (2008) ressalta que embora o processo
sexual seja demorado, uma vez que a maturagao das sementes pode ocorrer somente apos um
ano da polinizagdo, dependendo da espécie, possibilita a diversidade genética e a geracdo de
inameros hibridos.

A utilizacdo da micropropagacdo para a propagacdo de algumas
bromélias vem sendo discutido na literatura, com resultados caracteristicos para cada espécie
(ARANDA-PERES, 2005). Pasqual et al. (1998) confirmam esta informacdo ao relatar o
cultivo in vitro da espécie mais famosa, o abacaxizeiro Ananas comosus, e para este fim ¢é
utilizado o meio nutritivo MS (Murashigue e Skoog,1962) suplementado com auxinas e
citocininas, tendo como material propagativo gemas laterais e apicais de coroas e filhotes.

Em bromélias ornamentais, a formacao de plantulas a partir do cultivo
in vitro tem como material propagativo vidvel gemas apicais de brotos, gemas axilares e
folhas removidas de plantulas adultas (KANASHIRO, 2005). O autor ressalta que € possivel a
propagacdo via sementes e esta vem sendo apontada como vital na conservagdo de
germoplasma de bromélias ameacadas de extingdo, assegurando a variabilidade natural dessas

espécies.



12

Mercier e Nievola (2003) descreveram algumas estratégias de
multiplicacdo in vitro de bromélias, ja que os métodos naturais ndo sdo capazes de fornecer
um grande nimero de plantas num curto espago de tempo. Os autores consideraram que a
germinagdo de semente in vitro ¢ uma Otima op¢ao para se conseguir plantas assépticas e a
partir delas se iniciar a cultura de explantes, como folhas, segmentos nodais, entre outras. Nos
segmentos nodais, cada gema encontrada na axila foliar origina um novo eixo caulinar. Ja o
cultivo de folhas inteiras ou de suas bases em meio contendo reguladores vegetais, geralmente
benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético (NAA), d4 origem ha um conjunto de
gemas adventicias, as quais se desenvolvem formando novos eixos caulinares. Apds o
enraizamento em meio indutor apropriado, as novas plantas podem ser transferidas para casa
de vegetacao ou servir como doadoras de novas folhas, continuando o processo de propagagao
in vitro.

A utilizagdo de plantas oriundas da germinagdo in vitro como forma de
gerar novos explantes ¢ sem duvida uma opg¢do vidvel para exercitar a micropropagagao,

fornecendo plantulas assépticas e explantes sadios para se iniciar o cultivo in vitro.

2.4 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos, células ou orgdos excisados de plantas ¢
caracterizado por ser conduzida em condigdes assépticas, desenvolvidas em meio nutritivo, e
mantidas em sala de crescimento com controle de luminosidade, fotoperiodo e temperatura.
Explante ¢ a defini¢do dada a toda parte da parte que dela ¢ excisada. Alguns termos técnicos
como cultivo in vitro e micropropagacao sao comumente usados como sindnimo de cultura de
tecidos (TORRES et al., 2001).

As técnicas de cultivo in vitro podem ser empregadas em ambas as
formas de propagacdo, tanto na sexuada como na assexuada. Segundo Guerra et al. (1999) a
propagacdo vegetativa apoiada na cultura in vitro tende a produzir mudas uniformes, com

qualidade superior e isengao de doencgas, ¢ concomitante a estas possibilidades pode-se obter
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tanto a multiplicacio em menor tempo como plantas geneticamente confidveis que dardo
novos cultivares e hibridos.

Aratjo (2004) concorda com a afirmagao de Guerra e acrescenta que o
cultivo in vitro “apresenta expressiva superioridade na produgao e qualidade das flores e com
maior valor comercial”.

Complementando as defini¢cdes apresentadas até aqui para a cultura de
tecidos, Peres (2001) apresenta a seguinte defini¢cdo: “o processo de cultura de tecidos vegetais
compreende um conjunto de técnicas nas quais um explante (célula, tecido ou um 6rgdo) ¢é
isolado sob condi¢des assépticas e cultivados em meio artificial”’. Kerbauy (1998)
complementa que este processo tem amparo na totipotencialidade das células, o que significa
que qualquer célula do organismo vegetal contém todas as informagdes genéticas necessarias
que possibilitardo a regeneracao de uma planta completa.

Ao se fazer uso da técnica de cultura de tecido de forma racional pode
obter excelentes resultados quanto a producdo comercial de ornamentais, Grattapaglia e
Machado (1999), ressaltam que esta técnica pode impulsionar a produtividade, possibilitando
a produc¢do de um grande numero de mudas, fato este relevante também para a conservagao in
vitro de germoplasma e acrescenta que este processo pode também favorecer o melhoramento
genético.

A geracdo de plantas matrizes sadias € o principal fator que torna a
cultura de tecidos primordial, Barrueto Cid (2001) salienta que este método ndo s6 garante a
aquisicdo de inumeras plantas em um periodo de tempo relativamente curto, com qualidade
genética, como também possibilita a propagacdo de clones independente da época do ano,
além de propiciar a propaga¢ao de espécies que dificilmente seriam propagadas pelos métodos
convencionais, suprindo, assim, a necessidade dos produtores de flores ou plantas ornamentais
na aquisi¢ao de mudas com qualidade comprovada.

Como ¢ notério esta estd se tornando ferramenta vital para o setor
produtivo, como cita Fraguas et al. (1999) que observam que a cultura de tecidos ou
micropropagacdo de plantas ornamentais e sua atuacdo frente ao ambito comercial ¢ uma
realidade em paises como Holanda, Franga, Espanha, Japdo e também para o mais novo

integrante deste quadro, o Brasil.
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Nos ultimos anos tem-se observado uma crescente preocupagdo pela
conservacao e propagacao de espécies nativas (Rodrigues et al. 2004), e dentro deste contexto
pode-se ressaltar a familia Bromeliaceae que nos presenteia com inumeras espécies de
interesse a horticultura ornamental, destaque seja dado aos géneros Alcantarea, Tillandsia,
Vriesea, Guzmania, Aechmea e Neoregelia que sdo tidas como as plantas mais
comercializadas. A familia desperta tamanho interesse devido a sua beleza e com isso passa a
ser usada em larga escala nos mais diversos projetos paisagisticos.

De acordo com Coffani-Nunes & Forzza (2001) houve uma
intensificacdo do uso das espécies da familia Bormeleiaceas em projetos paisagisticos, desta
forma o extrativismo passou a ser visto como ferramenta ideal ao abastecimento do mercado.

A cultura de tecidos de Bromeliaceae se configura como alternativa
viavel para que o mercado seja abastecido de forma coerente e com isso possibilite a redugao

ou a nulidade do extrativismo.

2.5 Estado fisico do meio de cultura

Ao se propor o um determinado meio de cultura para a propagagdo de
uma espécie ha que se considerarem diversos fatores. Dentre estes fatores destacam-se pela
sua importancia os nutrientes minerais e os reguladores vegetais que compde o meio de
cultura, e estes por sua vez, em associacdo com os outros fatores, como o estado fisico do
meio, vao interferir de forma efetiva para o estabelecimento da cultura, ou seja, vao agir
diretamente na propagacdo da espécie (FORTES e PEREIRA, 2001). Segundo os mesmos
autores, alguns experimentos e diversos meios de cultura sdo estudados a fim de melhorar os
fatores descritos acima. Esta ndo ¢ uma das tarefas mais faceis, uma vez que os resultados
discutidos sdo por vezes divergentes dificultando sua reproducdo. Esta situacdo se deve ao fato
em primeiro lugar da cultura de tecidos sendo utilizado como ferramenta para a propagagdo
vegetativa, sofrer adaptacdes correspondentes a cada espécie e cultivar que serd estudada, isto
porque geneticamente estas diferem entre si, assim uma mesma espécie podera apresentar

resultados diferentes sob as mesmas condig¢des de cultivo.
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Mengarda (2009) ressalta que a mudanga do estado fisico do meio de
cultura altera a forma como ocorre o contato dos explantes com o meio, pois com isto esta se
modificando, ou melhor, retirando uma possivel barreira de resisténcia fisica entre a planta
(explante) e o meio, podendo causar alteracdes no desenvolvimento de plantulas in vitro.

Pereira e Fortes (2003) diante desta questdo exemplifica melhor ao
relatar que € no meio de cultura liquido que ocorre maior contato dos explantes com o mesmo,
fato este que pode propiciar o aumento de absorcdo de dgua e nutrientes quando este €
analisado em relagdao ao meio de cultura semi solido. Este maior contato entre plantulas e meio
de cultura que ocorre no meio liquido tem como vantagem o favorecimento da taxa de
assimilacdo de nutrientes, altura e multiplicacdo dos brotos, como também maior acimulo de
massa seca.

Entre os agentes que compde o meio nutritivo, o agar ¢ utilizado para
enrijecer o meio, ou seja, usado na solidificagdo do meio de cultura. Peixoto e Pasqual (1995)
recomendam reduzir o uso deste elemento no preparo do meio, embora o mercado disponha de
diversas marcas, este elemento ¢ tido como um dos que mais encarece o meio de cultura.
Oliveira (1994) reforga esta idéia e demonstra em seu trabalho com micro estacas de
crisantemo que ao se elevar a concentracao de agar no meio de cultura, isto dificulta o contato
do explante com o meio, reduzindo a absor¢dao de compostos.

Pereira e Fortes (2003) em suas pesquisas realizadas para obtencao de
protocolo in vitro para a propagagdo de batata em meio liquido, demonstram que esta cultura
se desenvolve bem em meio de cultura semi-s6lido. Entretanto, o meio de cultura liquido, para
diversas espécies vegetais, tem proporcionado resultados superiores ou iguais aos obtidos com
o cultivo em meio semi-solido e nesta situacdo pode-se citar como exemplos o abacaxi, a
banana e a cana-de-agucar. Outro quesito a favor do meio liquido € a questdo da facilidade em
seu preparo bem como sua manipulacao e, principalmente, a reducao do custo total empregado

para compor o meio de cultura.
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2.6 Reguladores vegetais e a cultura de tecidos

A composi¢cdo dos meios nutritivos utilizados na cultura de células,
tecidos e orgdos de plantas tem por finalidade disponibilizar as substancias necessarias ao
crescimento como também o de exercer certo controle na forma como ocorre o
desenvolvimento in vitro. Para Caldas et al. (1998) a presenca de reguladores vegetais no meio
de cultura bem como sua composi¢do e concentracao tem papel fundamental no crescimento e
no padrao de desenvolvimento na maioria dos sistemas de micropropagacao.

Os reguladores vegetais sdo substancias sintéticas que apresentam
funcdo semelhante ao dos hormonios vegetais e, para tanto, devem ser adicionados ao meio de
cultura em baixas concentragdes, uma vez que, encontram-se em atividade em diversos
processos de desenvolvimento da planta (SILVA, 2003).

Borgatto e Hayashi (2002) justificam o acréscimo de reguladores
vegetais no meio de cultura porque estes tem a incumbéncia de preencher a falta dos teores
endogenos de hormdnios vegetais que os explantes apresentam por estarem desligados das
regides produtoras na planta matriz. Além desta funcdo, estes compostos tém condi¢des de
propiciar determinadas respostas as plantas in vitro como crescimento, alongamento ou
multiplicacdo da parte aérea. No entanto, para que estas respostas acontegam, 0s autores
ressaltam que hd que se considerar o estado fisiologico dos explantes, que por sua vez, esta
diretamente ligado com a época do ano e o estado geral da planta matriz.

O desenvolvimento das plantas in vitro associadas a adi¢ao de auxinas
e/ou citocininas no meio de cultura esta bem fundamentada na literatura. Nascimento (2007)
demonstra que a relagdo citocinina:auxina favorece a multiplicagdo de brotos e impede o
desenvolvimento de raizes, no entanto, ao se¢ diminuir a relagdo citocinina:auxina esta nova
proporg¢ao favorece o desenvolvimento de raizes. A produgado de calos ¢ beneficiada quando se
tem concentragdes iguais desses dois reguladores vegetais. Desta forma, ao se fazer uso dos
reguladores vegetais, esta decisdo deve ser tomada de forma criteriosa, pois em determinados
casos, em fases especificas do desenvolvimento, estas substancias poderdo provocar respostas

nao desejaveis.
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Caldas et al. (1990) citam que dentre as citocininas podem ser
percebidas determinadas diferengas, onde a BAP induz a formacdo de grande numero de
brotacdes e alta taxa de multiplicagdo em sistemas de micropropagacdo, enquanto a cinetina
(Kt) e a dimetilalil-aminopurina (2iP) causam apenas o crescimento normal, sem brotagdes
multiplas, as concentragdes devem ser determinadas considerando a espécie ¢ o tipo de
explante

Tagliacozzo (1998) aponta que as citocininas possibilitam a divisao
celular, alongamento e diferenciacdo celular e também retardam a senescéncia das plantas,
promovem a quebra da domindncia apical e induzem proliferacdo de gemas axilares,
constituindo-se elemento essencial para a multiplicacdo da parte aérea e inducao de gemas
adventicias. As citocininas mais utilizadas s3o 6-benzilaminopurina (BAP), 6-
furfurilaminopurina ou cinetina (Kt) e N-6-benziladenina (BA).

As citocininas influenciam também no desenvolvimento dos
cloroplastos, na regulagdo do crescimento dos caules e raizes (TAIZ E ZEIGER, 2009).

As auxinas sdo essenciais no sentido de promover o crescimento inicial
do meristema e a extremidade do broto dos explantes. Quando se pretende alcancar
multiplicacdes de brotagdes acrescenta-se auxinas em combinagdo com citocininas e, para
tanto, deverdo ser utilizadas baixas concentra¢des de auxinas combinadas com altos niveis de
citocinina. O autor descreve que quando se pretende alcangcar um maior crescimento das
plantulas in vitro devem-se usar altas concentragdes de auxinas, sem induzir a formacao de
calos. No entanto, se o caso for este, indugdo de calos, faz-se necessario um ajuste nos niveis
de auxina e citocinina (PASQUAL, 2001).

De acordo com Caldas et al. (1998) no cultivo in vitro varias auxinas
como o acido naftalenoacético (NAA), acido indolilacético (IAA), acido indolilbutirico (IBA)
e acido 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) tem proporcionado diferentes respostas neste tipo de
cultivo. As auxinas podem desempenhar papel de complementar o teor endéogeno ou mesmo
suprir as necessidades de meristemas isolados. Observando a acdo que as auxinas exercem na
germinagdo de sementes e crescimento posterior de trés espécies de Bromeliaceaes, a auxina
NAA, presente no meio de cultura apresentou o melhor desempenho na promocdo do

crescimento de brotos e raizes, sendo utilizada em concentragdes entre 0,5 ¢ 0,8 mg L.



A disponibilidade e a agdo reciproca entre as auxinas e citocininas

regulam a formacgdo de raiz, parte aérea e calo em cultura de tecidos. Caldas et al. (1990)

demonstram na Tabela 1 as diversas substancias que pertencem a cada uma destas classes de

reguladores vegetais e que, para tanto, podem ser usadas nos meios de cultura levando em

consideragdo o objetivo do estudo.

Tabela 1. Exemplos de reguladores vegetais utilizados na cultura de tecidos de plantas (Caldas et al., 1990).

Classe de reguladores = Abreviaturas

IAA
NAA
IBA
AUXINAS CPA
2,4-D

Picloran
NOA

Cinetina (Kt)
BAP (BA)

CITOCININAS 2iP

Zeatina

PBA
GIBERELINAS

INIBIDORES ABA

Nome Quimico
Acido 3-idolilacético
Acido naftalenacético
Acido indolbutirico
Acido (4-clorofenoxi) acético
Acido 2, 4-diclorofenoxiacético
Acido 4-amino-3,4,6-tricloropicolinico
Acido naftoxiacético
6-furfurilamino-purina
6-Benzilaminopurina = 6-benziladenina

Isopenteniladenina

N6-(4-hidroxi-3-metibut-2 enil) aminopurina
(6-Benzilamino)-9-2-tetraidropiranil-9-H-purina

Acido giberélico (GA3) 2, 4* ,7-trihidroxi- 1-metil-8-metilenegib-3

ene-1,10-acido carboxilico-1-4-lactona

Acido abscisico

Mendes et al. (2007) em seu trabalho com multiplicagdo in vitro da

Bromeliaceae Billbergia distanchia obtiveram aumento significativo no niimero de brotagdes

quando na presenga de BAP, no entanto, na auséncia desta citocinina, as taxas de

multiplicacdo foram significativamente reduzidas.
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Pasqual et al. (2008) trabalhando com micropropagacdo de
abacaxizeiro concluiram que ¢ viavel a multiplicagdo in vitro desta espécie em meio liquido
acrescido de BAP 1,5 mg L™

A propagacao in vitro de Aechmea blanchetiana, no trabalho realizado
por Galvanese et al. (2007), mostrou que o maior nimero de brotacdes foi obtido no
tratamento composto por 5,0 mg L' de NAA + 5,0 mg L' de 6-BA em meio liquido e para a
variavel tamanho de raizes observaram incremento significativo quando houve aumento nas
concentragdes de NAA.

A cultura de tecidos estd diretamente ligada a uma série de fatores
como os reguladores vegetais, luz, temperatura, pH e nutrientes, entre outros. Castro et al.
(2002) citam que os hormonios vegetais apresentam a ‘“capacidade de promover, inibir e
modificar as diferentes respostas fisioldgicas, atuando em baixas concentragdes”. Os autores
complementam que estas substdncias provocam alteragdes fisiologicas e/ou morfologicas,
agindo de forma direta nos processos que vao desde a germinagao, crescimento, florescimento,
frutificagdo, culminando com a senescéncia e abscisdo. A acdo destas potentes substancias, no
entanto, estd diretamente ligada as condigdes ambientais e também as potencialidades

genéticas das plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Centro de Apoio Tecnologico Cantareira (CEATEC) da Faculdade Integral Cantareira, Sao
Paulo, SP.

3.1 Material Vegetal

O material botanico, plantulas da espécie Aechmea blanchetiana
procedentes de sementes germinadas in vitro em meio de cultura Murashigue e Skoog (MS)
semi-solido, utilizados no experimento foram cedidos pela Secdo de Ornamentais do Instituto

de Botanica de Sao Paulo, SP.
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Figura 2. Plantulas de Aechmea blanchetiana cedidas pela Se¢do de Ornamentais do Instituto
de Botanica, em Sao Paulo — SP.

3.2 Obtencao dos Explantes

As plantulas foram removidas do meio semi sélido sob condigdes de
camara de fluxo laminar e lavadas em agua destilada e esterilizada a fim de remover residuos

do meio nutritivo.

3.3 Inoculacio dos explantes e subcultivos

Plantulas de Aechmea blanchetiana foram utilizadas no estudo da agdo
dos reguladores vegetais no desenvolvimento in vitro os tratamentos consistindo da

combinacdo de concentragdes de benzilaminopurina (BAP a 0,2 mg L'l), cinetina (Kt a 0,2 mg
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L"), acido naftalenoacético (NAA a 0,1 mg L) e acido indolilbutirico (IBA a 0,1 mg L)
adicionados aos meios de cultivo MS (Murashigue e Skoog, 1962 modificado segundo Takane
et al., 1994) liquido (sem adi¢do de agar) suplementado com 30 g de sacarose, mio-inositol
(100 mg L) e glicina (2,0 mg L") em formulagio liquida, com pH ajustado a 5,8 (Tabela 2),

perfazendo os seguintes tratamentos:

e T1 - Testemunha (apenas meio basico MS liquido)

e T2 — MS liquido + BAP (0,2 mg L)

o T3 — MS liquido + Kt (0,2 mg L")

e T4 — MS liquido + NAA (0,1 mg L™)

e T5 — MS liquido + IBA (0,1 mg L™)

e T6 — MS liquido + BAP (0,2 mg L")+ NAA (0,1 mg L")
e T7 - MS liquido + BAP (0,2 mg L")+ IBA (0,1 mg L")
o T8 — MS liquido + Kt (0,2 mg L) + NAA (0,1 mg L™)

o T9 — MS liquido + Kt (0,2 mg L") + IBA (0,1 mg L")

Frascos de vidro com capacidade volumétrica de 180 mL, contendo 30
mL do meio de cultura descrito acima foram autoclavados a 121°C durante 20 minutos. Em
temperatura ambiente, as plantulas foram inoculadas e os frascos vedados com dupla camada
de filme transparente PVC. As plantulas permaneceram durante 90 dias em sala de
crescimento com temperatura de 25 + 2°C, sob fotoperiodo de 16 horas luz com intensidade
luminosa 35 pmol™s™”, sofrendo agitagio a cada dois dias durante 10 segundos e subcultivos

aos 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias nas mesmas condigoes.
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Tabela 2. Composi¢do do Meio de Cultura Bésico de Murashigue e Skoog (1962) e o meio MS modificado
segundo Takane et al. (1994).

) Meio MS (1962) Meio MS modificado
Macronutrientes
mg L'
NH4NO; 1.650 1.650
KNO; 1.900 1.900
CaCL,. 2H,0 440 1.760
MGSO47H,0 370 370
KH,PO, 170 170
Micronutrientes mg L!

MnSO.4H,0 22,3 22,3
ZnS0,. TH,0 8,6 8,6
H3BO; 6,3 6,3
KI 0,83 0,83
Na,MoO,. 2H,0 0,25 0,25
CuS0;,. 5H,0 0,025 0,025
COCL,;. 6H,0 0,025 0,025
FeSO,. 2H,0 37,3 37,3
NaEDTA. 2H,0 27,8 27,8
Glicina 2 2
Acido nicotinico 0,5 --
Piridoxina. Hcl 0,5 --
Tiamina.Hcl 0,1 0,1
Mio-inositol 100 100
Sacarose 30.000 30.000

3.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado
com 9 tratamentos e 4 repeti¢des, totalizando 36 parcelas, sendo cada parcela composta por 4

plantulas totalizando 144 plantulas.

Para a comparacao das médias de todas as caracteristicas avaliadas foi

utilizado o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3.5 Avaliacoes

Para a avaliagdo dos efeitos dos reguladores vegetais adicionados no
meio de cultura para o desenvolvimento de plantulas de Aechmea blanchetiana as seguintes

caracteristicas foram observadas aos 90 dias:
e Comprimento da maior folha

O comprimento da maior folha foi mensurado com paquimetro,

marca Digimess, com escala em milimetros.
e Numero de folhas

O numero de folhas foi avaliado pela contagem das folhas de

plantas individualmente, desconsiderando-se as folhas senescentes da parte basal.
e Numero de raizes

O numero de raizes foi avaliado pela contagem das raizes

individualmente, desconsiderando aquelas menores que 1,0 mm.
e Comprimento da maior raiz

O comprimento da maior raiz foi mensurado com paquimetro,
marca Digimess, com escala em milimetros, considerando-se a medida compreendida entre a

inser¢@o no caule e o dpice da raiz com maior tamanho.
e Massa fresca de plantulas e raizes

As plantulas retiradas do frasco foram previamente secas em
papel toalha para eliminacao do liquido aderido a superficie e destacadas da raiz e a massa de
ambas determinada individualmente sendo pesadas em balanga analitica, marca Marconi,
modelo Chyo JK - 200, com precisdo de centésimos de grama, obtendo-se a massa fresca das

folhas e das raizes.
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e Massa seca de plantulas e raizes

As plantulas separadas em orgaos (folha e raizes) foram
acondicionadas individualmente em sacos de papel Kraft e secas em estufa dotada de sistema
para circulagdo forcada de ar, a uma temperatura de 65 °C, até atingir peso constante. Apds o
processo de secagem, o material foi mantido em dessecador, contendo silica gel, para evitar a
rehidratagdo da amostra. A determinagdo da massa seca de folhas e raizes foi realizada em

balanga analitica, marca Marconi modelo Chyo JK 200.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho observou-se que o desenvolvimento da espécie
Aechmea blanchetiana in vitro apresentou melhor conformagdo das plantulas quando foram
retiradas do meio semi-solido e inoculadas em meio de cultura liquido MS acrescido de
reguladores vegetais (Figura 3). Na literatura é possivel observar diversos trabalhos que
propde como ideal para a proliferacdo de bromélias o meio liquido MS acrescido de

reguladores vegetais visando promover o melhor desenvolvimento da espécie.

O meio de cultura ou meio nutritivo pode apresentar constitui¢do
liquida ou semi-solida, considerando que no meio liquido faz-se necessario que este receba
algum tipo de agitacdo que tem por objetivo propiciar aeracdo ao meio proporcionando
condigdes ideais para a respiracdo dos explantes (HELLER et al., 1968). Segundo Kampf
(1995) a escolha por meio liquido para o cultivo in vitro de bromelias se deve ao fato destas
espécies apresentarem melhor absor¢ao de nutrientes neste tipo de meio. Raven et al. (1999)
ampliam a questdo ao ressaltar que as bromélias em sua grande maioria absorvem agua e
nutrientes, principalmente, pela parte aérea, via pelos absolventes das folhas, denominados de

pelos peltados, portanto, resultando em melhor desempenho no meio liquido.
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Figura 3. Plantulas de Adechmea blanchetiana advindas do meio semi-so6lido e inoculadas em
meio MS liquido acrescido de diferentes reguladores vegetais.

As plantulas de Adechmea blanchetiana cultivadas in vitro
apresentavam tamanho reduzido, folhas estreitas e menos vigorosas, com coloracao mais clara.
Estas plantulas em contato com o meio nutritivo MS liquido acrescido de reguladores vegetais
apos o primeiro subcultivo que ocorreu aos 15 dias do inicio do experimento ja ndo se

encontravam submersas no meio liquido.

Alguns autores ressaltam a relevancia do cultivo in vitro e os diversos
protocolos com formulagdes de meios basicos suplementados com diferentes concentragoes e/
ou combinagdes de reguladores vegetais e a utilizacdo destes nos meios de cultura,
objetivando adequa-los as necessidades de cada espécie vegetal, 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
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vegetais tem a missdo de suprir as deficiéncias dos teores endégenos de hormdnios vegetais
nos explantes isolados da planta matriz. Lembrando que a concentragdo e o tipo de regulador
vegetal devem estar diretamente relacionados com o tecido utilizado como explante e da
espécie vegetal. No presente trabalho os beneficios alcangados pelas plantulas de Aechmea
blanchetiana com a adicdo de auxina e citocinina podem ser visualizados na Figura 4,
mostrando o desenvolvimento destas plantulas ao final de 90 dias do cultivo in vitro quando

comparadas com as mesmas plantulas do inicio do experimento.
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A

Figura 4. Plantulas de Aechmea blanchetiana: A) plantulas utilizadas para o a realizagdo do
presente trabalho, cultivadas em meio semi-sélido; B) plantulas apos 75 dias de cultivo em
meio liquido; C) plantulas apds 90 dias de cultivo, advindas do meio liquido. Nov. 2010 -
Centro de Apoio tecnologico Cantareira. Sao Paulo-SP

Na Figura 5 s3o apresentados os resultados para nimero de
raizes e observou-se que tratamento com BAP (T2) diferiu estatisticamente da testemunha,
embora ndo tenha apresentado diferengas estatisticas com relagdo aos tratamentos com

BAP+IBA (T7), NAA (T4), Kt (T3), IBA (T5) e Kt+IBA (T9). Os tratamentos BAP + NAA
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(T6) e Kt + NAA (T8) apresentaram os menores valores para esta variavel ndo diferindo

estatisticamente da testemunha.
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Figura 5. Numero médio de raizes em Aechmea blanchetiana cultivadas in vitro sob a
influéncia de diferentes reguladores vegetais. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo Teste Tukey a 5% de probabilidade.

O mesmo comportamento pode ser visualizado na Figura 6 quanto ao
comprimento da maior raiz, apresentando o tratamento com BAP raizes em torno de 107,75
mm diferindo estatisticamente da testemunha que apresentou valor em torno de 76,75 mm. O
tratamento com BAP + NAA apresentou resultado inferior quando comparado aos demais

tratamentos com reguladores vegetais, raizes com comprimento em torno de 79,25 mm.

O efeito negativo do tratamento com BAP + NAA também foi
observado por Mercier e Kerbauy (1992) em seu trabalho com micropropagacdo de Vriesea
fosteriana, empregando as mesmas concentragdes do presente trabalho. Nos relatos dos
autores estes dois reguladores vegetais estimularam o desenvolvimento de brotagdes nas
combinag¢des estudadas, no entanto, ndo houve enraizamento em nenhuma das concentragoes
por eles testadas. Os mesmos autores observaram que a adigdo de NAA ao meio nutritivo

favoreceu o enraizamento quando aplicado isoladamente, cessando assim, a proliferacdo de
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brotos e posteriormente promovendo o alongamento dos explantes. O mesmo ocorreu no
presente trabalho em que os tratamentos com IBA e Kt ndo diferiram estatisticamente do
melhor resultado representado neste trabalho pelo tratamento com BAP. Os autores ressaltam
que no trabalho com Vriesea foi necessario adicionar NAA ao meio para promover o retorno

da dominancia apical e este fato favoreceu o processo de enraizamento.

Grattapaglia e Machado (1999) afirmam o contrario do que foi
observado no presente trabalho ao relatar que se o “objetivo ¢ o enraizamento dos explantes, a
adicdo de reguladores vegetais, que ndo sejam as auxinas, ¢ desnecessdria ou mesmo
prejudicial”. Pasqual e Hoshika (1992) com seu trabalho em Gymnocalicium
buldiamur/Mammillaria bocassana L. e Barbosa et al. (1993) em seu trabalho com Gerbera
jamesonii concordam com Grattapaglia e Machado (1999) demonstrando a ocorréncia de

enraizamento na auséncia de BAP.
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Figura 6. Comprimento médio da maior raiz em Aechmea blanchetiana cultivadas in vitro sob
a influéncia de diferentes reguladores vegetais. Centro de Apoio Tecnoldgico Cantareira. Sao
Paulo — SP — Nov. 2010. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
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Na Figura 7 o tratamento de melhor resposta em relagdo ao nimero de
folhas foi a testemunha (MS sem reguladores vegetais) e foi possivel notar, visualmente,
menor nimero de folhas quando utilizado o tratamento com Kt + NAA (T8). Nos tratamentos
com Kt, NAA, IBA, BAP + IBA ¢ Kt + IBA foram obtidas respostas mais eficazes, porém
sem diferencas estatisticas entre si. Os tratamentos com BAP e BAP + NAA apresentaram

resultados inferiores, diferindo estatisticamente da testemunha.
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Figura 7. Numero de folhas em Aechmea blanchetiana cultivadas in vitro sob a influéncia de
diferentes reguladores vegetais. Centro de Apoio Tecnoldgico Cantareira. Sdo Paulo — SP —
Nov. 2010. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste T ao nivel de 5%
de probabilidade.

Este melhor desempenho apresentado pela testemunha, dependendo do
objetivo do trabalho, pode ser interessante, pois favorece a reducdo de custos para a produgao

de mudas micropropagadas.

Resultado semelhante foi encontrado por Praxedes et al. (2001) em seu
trabalho com estiolamento in vitro do abacaxizeiro ‘Pérola’ em presenca de NAA e [AA, em

que o tratamento controle foi superior.
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Esta ndo diferenga estatistica entre os tratamentos para a varidvel
numero de folhas também foi observada por Macedo et al. (2003) na micropropagacao de
abacaxizeiro sob diferentes concentracoes de NAA e BAP ndo ocorrendo diferencas
significativas entre os trés tratamentos estudados pelos autores ao longo dos 90 dias de

experimento.

O comprimento em extensdo das folhas (Figura 8) apresentou resposta
significativa em fun¢do dos niveis de NAA e IBA, tratamentos T4 e TS5 respectivamente. Taiz
e Zeiger (2004) fazendo referéncia ao hormonio IBA, atribuiram a esta auxina o incremento
no crescimento como sendo resultante do alongamento celular, uma vez que este hormonio
tem a capacidade de propiciar a extensao da parede celular. Davis (1987) também relata que as
auxinas sdo amplamente utilizadas no cultivo in vifro com o objetivo na indugdo de

enraizamento, em baixas concentracdes, além de promover a divisdo celular e a alongamento
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Figura 8. Comprimento da maior folha em Aechmea blanchetiana cultivadas in vitro sob a
influéncia de diferentes reguladores vegetais. Centro de Apoio Tecnologico Cantareira. Sao
Paulo — SP — Nov. 2010. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste T ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Os dados mostrados na Figura 8 permitiram constatar que o tratamento
de BAP em combinagdo com IBA (T7) apresentou desempenho insatisfatorio, quanto ao
comprimento da maior folha, quando comparado ao tratamento testemunha e aos melhores

tratamentos.

Alguns fatores podem ter contribuido para o bom desenvovimento da
parte aérea in vitro de Aechmea blanchetiana, entre eles, a produgdo enddgena de auxina pelas
plantas, pois de acordo com Coll et al. (1988) as partes aéreas sdao fontes de intensa produgao
de auxina. Outro fator pode estar relacionado a raiz, pois ao se observar no presente trabalho
os tratamentos com NAA e IBA nas Figuras 6 e 8, observa-se que o crescimento das mesmas
nao diferiram estatistitcamente da testemunha, apresentando desenvolvimento intermediario
quando comparado aos demais. Esta constatacdo esta de acordo com Cuzzuo et al. (1996) que
relatam em seus estudos que a raiz uma vez estabelecida tende a promover o crescimento da

parte aérea.

O melhor resultado de matéria fresca da parte aérea foi obtido quando as
plantulas de Aechmea blanchetiana foram cultivadas com BAP em combinacdo com NAA
(T6) e também, quando cultivadas com IBA e NAA isoladamente (Tabela 3), apresentando
massa fresca em torno 2,30 g diferindo estatisticamente do tratamento controle que apresentou
1,69 g. Este resultado pode ser observado também para os demais tratamentos, tendo o

tratamento com Kt apresentado a menor massa de matéria fresca de plantulas (1,43g).

Resultado semelhante foi discutido por Lima et al. (2007), trabalhando
com hortela verde (Mentha viridis L.), que alcancaram as maiores médias de massa fresca da
parte aérea com 2 mg L' e 0,5 mg L' de NAA, valores estes proximos aos utilizados no
presente trabalho. Macedo et al. (2003) trabalhando com diferentes concentragdes de BAP e
NAA na micropropaga¢do de abacaxizeiro com os mesmos niveis de reguladores vegetais
usados por Lima et al. (2007) obtiveram vantagens nao s6 no aumento de massa fresca como

no aumento de maior namero de brotos.



35

Tabela 3. Massa de matéria fresca da parte aérea (g) de Aechmea blanchetiana mantidas in
vitro por 90 dias sob a influéncia de diferentes reguladores vegetais.

Reguladores vegetais Médias
5-IBA (0,1 mg L") 2,35a
6-BAP (0,2 mg L") + NAA (0,1 mg L™) 2,35a
4-NAA (0,1 mg L") 2,30a
1-Testemunha 1,69b
9-Kt (0,2 mg L") +IBA (0,1 mgL™") 1,63b
2-BAP (0,2 mgL™) 1,50b
7-BAP (0,2 mg L") +IBA (0,1 mgL™) 1,48b
8-Kt (0,2 mg L") + NAA (0,1 mg L™ 1,48b
3-Kt (0,2 mg L) 1,43 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A massa de matéria seca da parte aérea, que ¢ a expressao do
crescimento real da parte aérea, no presente trabalho, ndo apresentou diferenga estatistica entre

os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4. Massa de matéria seca da parte aérea (g) de plantulas de Aechmea blanchetiana
mantidas in vitro por 90 dias sob a influéncia de diferentes reguladores vegetais.

Reguladores vegetais Médias
3-Kt (0,2 mg L") 0,15a
4-NAA (0,1 mg L™ 0,15a
7- BAP (0,2 mg L) + IBA (0,1 mg L") 0,15a
6- BAP (0,2 mg L) + NAA (0,1 mg L™) 0,14a
2- BAP (0,1 mg L") 0,14a
5-1BA (0,1 mg L™ 0,13a
1-Testemunha 0,13a
8- Kt (0,2 mg L") + NAA (0,1 mg L™) 0,13a
9- Kt (0,2 mg L) + IBA (0,1 mg L) 0,13a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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No cultivo in vitro de Aechmea blanchetiana a maior massa de matéria
fresca de raizes (Tabela 5) ocorreu na presenga de NAA (T4) e este tratamento diferiu
estatisticamente dos demais inclusive da testemunha. Apresentando massa na ordem de 0,24 g,
valor este superior aos demais tratamentos, principalmente, em relacdo a testemunha que

apresentou peso de 0,11g.

Tabela 5. Massa de matéria fresca de raizes (g) de plantulas de Aechmea blanchetiana
mantidas in vitro por 90 dias sob a influéncia de diferentes reguladores vegetais.

Reguladores vegetais Médias

4-NAA (0,1 mg L") 0,24 a

3-Kt (0,2 mgL™) 0,20 b

7- BAP (0,2 mg L) + IBA (0,1 mg L™ 0,18 b
8- Kt (0,2 mg L") + NAA (0,1 mg L") 0,18 b
6- BAP (0,2 mg L") + NAA (0,1 mg L) 0,16 be
9- Kt (0,2 mg L") + IBA (0,1 mg L) 0,13 cd
2-BAP (0,2 mg L) 0,13 cd
1-Testemunha 0,11d

5-1BA (0,1 mg L™) 0,11d

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os tratamentos T6 (BAP + NAA) e T9 (Kt + IBA) embora apresentem
os melhores resultados na avaliacdo de massa de matéria seca de raizes, estes ndo diferiram

estatisticamente da testemunha e dos demais tratamentos (Tabela 6).
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Tabela 6. Massa de matéria seca de raizes (g) de plantulas de Aechmea blanchetiana mantidas
in vitro por 90 dias sob a influéncia de diferentes reguladores vegetais.

Reguladores vegetais Médias

6- BAP (0,2 mg L") + NAA (0,1 mg L) 0,05 a
9- Kt (0,2 mg L) + IBA (0,1 mg L™) 0,05 a
7- BAP (0,2 mg L) + IBA (0,1 mg L) 0,04 a
2- BAP (0,2 mg L) 0,04 a

3-Kt (0,2 mg L") 0,04 a

4-NAA (0,2 mg L™ 0,04 a

1- Testemunha 0,04 a

8- Kt (0,2 mg L") + NAA (0,1 mg L) 0,03 a
5-IBA (0,1 mg L") 0,02 a

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

No presente estudo, embora os efeitos observados ndo tenham sido
pronunciados quanto aos encontrados na literatura para os diversos reguladores vegetais
utilizados, os resultados indicam o potencial dessas substancias que podem influenciar no
crescimento de plantulas da espécie Aechmea blanchetiana. No entanto, ha necessidade de se
averiguar o efeito dessas substancias no meio de cultura visando estabelecer a concentragdo

6tima para o melhor desenvolvimento da espécie em estudo.
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5 CONCLUSAO

Considerando os resultados observados no presente trabalho,
pode-se concluir que a utilizagdo de BAP, Kt, NAA e IBA em meio de cultura estimula o

desenvolvimento in vitro da bromélia Aechmea blanchetiana.

BAP na concentra¢io de 0,2 mg L estimulou maior nimero de

raizes e maior comprimento de raiz, propiciando raizes em torno de 107,75 mm.

A presenga dos reguladores NAA e IBA no meio liquido
propiciaram o melhor resultado para o comprimento das folhas, ambos gerando desempenho

satisfatorio para a massa de matéria fresca de plantulas.
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