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RESUMO

A crescente utilizacdo de Bromeliaceaes como plantas ornamentais e o
crescente interesse da horticultura por espécies nativas tém favorecido o
extrativismo ilegal de espécies dessa familia. Aechmea blanchetiana (Baker) L.
B. Smith, Aechmea distinchantha Lemaire e Aechmea leptantha (Harms) Leme
& J.A. Siqueira, sdo bromélias nativas e com potencial ornamental. A falta de
um sistema de cultivo estabelecido tem aumentado o extrativismo predatorio
nos ultimos anos e levado essas espécies a uma condicdo de ameacga. O
objetivo desse trabalho foi desenvolver protocolos de germinagéo de sementes
in vitro e micropropagacao de A. blanchetiana e A. distichantha e conservagéo
in vitro dessas espécies e da espécie A. leptantha. Foi avaliada a germinagéo
in vitro quanto a presenga e auséncia de luz e o efeito de diferentes
reguladores vegetais na fase de multiplicagéo. As plantas foram multiplicadas
em meio MS suplementado com as combinagdes de 0,05 e 0,5 yM de ANA e
22 e 44 upM de BAP e CIN. Na conservacao in vitro foram testadas 3
concentragbes de sais do meio MS (MS, 72 MS e 1/3 MS) e 2 ambientes de
cultivo, sala de crescimento (temperatura de 25 + 2°C, densidade de fluxo de
fotons de 30 pmol m? s” e fotoperiodo de 16h) e sala de conservacio
(temperatura de 22 + 2°C, densidade de fluxo de fétons de 22 pmol m? s e
fotoperiodo de 12h), para as 3 espécies de Aechmea (A. leptantha, A.
blanchetiana e A. distichantha). Sementes de A. blanchetiana e A. distichantha
mostraram ser fotoblasticas positivas, com porcentagens de germinagéo de
98,85% e 62,09% na presencga de luz. Todos os tratamentos formaram brotos
adventicios, sendo que o meio MS suplementado com 0,5 uM ANA + 2,2 uM
BAP promoveu as melhores taxas de multiplicagdo nas duas espécies. A
citocinina BAP promoveu a formacao de brotos sem raizes, enquanto a CIN
favoreceu a formacao de raizes em detrimento do numero de brotagdes. Os
resultados mostraram ser possiveis conservar plantas das trés espécies sob
crescimento lento, por doze meses, em meio de cultura com 1/3 MS, nas
condigbes da sala de conservagao (temperatura de 22 + 2°C, densidade de
fluxo de fétons de 22 pmol m? s™ e fotoperiodo de 12h).

Palavras-chave: Bromélias ornamentais. Cultura de tecidos. Conservacao de
germoplasma.



ABSTRACT

The increasing use of bromeliads as ornamental plants and the growing interest
in gardening with native species have favored the illegal extraction of species in
this family. Aechmea blanchetiana (Baker) L. B. Smith, Aechmea distinchantha
Lemaire and Aechmea leptantha (Harms) Leme & JA Siqueira are native
bromeliads with ornamental potential. Without a crop production system the
predatory extraction have been growing in the last years and has leading this
species to threatened conditions. The aim of this study was to develop an
efficient system to plant production using micropropagation techniques to A.
blanchetiana and A. distichantha and an in vitro conservation system of these
species and A. leptantha. In vitro germination was performed and evaluated
under presence or absence of light. On the multiplication phase the effect of
different plant growth regulators were evaluated. Plants were cultivated on MS
medium supplemented with 0.05 and 0.5 yM NAA in combination with 2.2 and
4.4 uM of BAP or KIN. To establish the in vitro conservation protocol three
concentrations of MS salts were tested (MS, 1/2 MS and 1/3 MS) and two
incubation condition were evaluated: the growth chamber and the conservation
chamber with different temperatures, light intensity and photoperiod for 3
species of Aechmea (A. leptantha, A. and A. blanchetiana distichantha). Seeds
of A. blanchetiana and A. distichantha presented photoblastic behavior with
98.85% and 62.09% of germination respectively under light condition. All
treatments formed adventitious buds, and the MS medium supplemented with
0.5 uM NAA + 2.2 yM BAP promoted the best multiplication rates in both
species. The BAP promoted the formation of shoots without roots, while KIN
favored higher rooting at the expense of the shoot number. The results showed
that it is possible to keep under slow growth for twelve months, plants of A.
leptantha, A. blanchetiana and A. distichantha in media culture with 1/3 MS in
conservation chamber (temperature of 22 + 2°C, 22 umol m? s™ of photon flux
density and 12h photoperiod).

Keywords. Ornamental bromeliads. Tissue culture. Germplasm conservation.
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ao longo de 12 meses de conservagao in vitro.
Figura4 Plantas de trés espécies de Aechmea, apds 12 meses de 73

cultivo em sala de conservacao e crescimento.



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 1

Tabela 2

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Porcentagem total de germinacéo in vitro de sementes de
A. blanchetiana avaliada aos 25 dias e A. distichantha,
avaliada aos 45 dias de inoculacdo em duas condi¢cdes
de cultivo.

Resumo da analise de varidncia para o numero médio de
brotos de A. blanchetiana apds o terceiro subcultivo.
Numero médio de brotos de A. blanchetiana apds o

terceiro subcultivo.

Resumo da analise de variancia para numero médio de
brotos de A. distichantha, apds o terceiro subcultivo.
Numero médio de brotos de A. distichantha em funcéo da
concentracao de ANA, apds o terceiro subcultivo.
Numero médio de brotos de A. distichantha em fungao do
tipo e concentracdo de citocinina, apds o terceiro
subcultivo.

Comparacdo do numero médio de brotos de A.
blanchetiana e A. distichantha, entre tratamentos vs.

testemunha.

CAPITULO 2

Resumo da analise de variancia para comprimento da
parte aérea (CPA), numero de folhas verdes (NFV),
numero de folhas senescentes (NFS) e numero de brotos
(NB), em funcao da espécie (ES), do meio de cultura
(ME), da condicao de cultivo (CO) e do efeito do tempo
de conservacgao (TE), sob esses fatores, na conservagao
in vitro de A. blanchetiana, A. distichantha e A. leptantha.

Comprimento da parte aérea (CPA), numero de folhas

40

44

44

45

45

46

46

64

66



Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

verdes (NFV) e numero de folhas senescentes de
espécies de Aechmea, na conservagao in vitro.
Comprimento da parte aérea (CPA) e numero de folhas
verdes (NFV) em funcao das espécies de Aechmea e do
meio de cultura, na conservagao in vitro.

Numero de folhas verdes (NFV) e numero de folhas
senescentes (NFS) em fungdo da espécie de Aechmea e
da condig¢ao de cultivo, na conservagao in vitro.
Comprimento da parte aérea (CPA) e numero de folhas
senescentes (NFS) em funcdo do meio de cultura e da
condicao de cultivo, na conservagao in vitro.
Comprimento da parte aérea (CPA) e numero de folhas
senescentes (NFS) em fungéo da condigéo de cultivo e
do tempo de conservagao in vitro.

Taxa de crescimento geométrico (%) do comprimento da
parte aérea (CPA) de trés espécies de Aechmea,

conservadas in vitro em diferentes tratamentos.

67

68

69

70

76



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANA- Acido naftalenoacético

BAP- 6 - Benzilaminopurina

CIN- Cinetina

CV- Coeficiente de variagao

F- Valor da analise de varidncia

FV- Fonte de variagao

GL- Grau de liberdade

QM- Quadrado médio

ns- nao significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
MS- Meio nutritivo de Murashige & Skoog, 1962

1/2 MS- Meio nutritivo de Murashige & Skoog com metade da
concentragao dos sais

1/3 MS- Meio nutritivo de Murashige & Skoog, 1962 com 1/3 da
concentragao dos sais

MM- Micromolaridade

pmol.m?s™'- Micromol por metro quadrado por segundo
CA- Concentragao de ANA

CT- Citocinina

CC- Concentragao de citocinina

ES- Espécie

ME- Meio de cultura

CO- Condicao de cultivo

TE- Tempo de conservagao in vitro

CPA- Comprimento da parte aérea

NFV- Numero de folhas verdes

NFS- Numero de folhas senescentes

NB- Numero de brotos



1.1

1.2

1.2.1

1.2.2

1.3
1.3.1

1.3.2

1.4

2.1
2.2

2.2.1
222
2.2.3
2.3

2.4

SUMARIO

INTRODUGAO GERAL

CAPITULO 1

Micropropagagdao de Aechmea blanchetiana (Baker) L. B.

Smith e Aechmea distinchantha Lemaire
INTRODUQAO

MATERIAIS E METODOS
Germinacao in vitro de A. blanchetiana e A. distichantha

Multiplicagao in vitro de brotos adventicios de A.

blanchetiana e A. distichantha
RESULTADOS E DISCUSSAO
Germinagéo in vitro de A. blanchetiana e A. distichantha

Multiplicagao in vitro de brotos adventicios de A.

blanchetiana e A. distichantha
CONCLUSOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
CAPITULO 2

Conservacao in vitro de espécies do género Aechmea
INTRODUCAO

MATERIAIS E METODOS

Germinacgéao in vitro
Desenvolvimento in vitro
Conservacgao in vitro
RESULTADOS E DISCUSSAO

CONCLUSOES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CONCLUSAO GERAL

16

31

34

36

36

37

38
38

43

49
50

55

58
61

61
62
62
63

77

78

83



ANEXOS

84



16

INTRODUGAO GERAL

Bromeliaceae é uma familia essencialmente neotropical que possui mais de
3000 espécies distribuidas em 56 géneros (LUTHER, 2006), com exce¢ao de uma
unica espécie, Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Moldboard, que ocorre no
oeste do continente africano (SMITH & DOWNS, 1974). Estima-se que o Brasil
abrigue um percentual superior a 50% das espécies, sendo 40% delas nativas e
80% dos géneros, onde 22% deles sdo endémicos do territorio brasileiro, colocando
assim 0 nosso pais, entre os mais importantes em termos de variabilidade genética
desta familia. Ocorrem em todo territorio brasileiro e sdo comuns a varios biomas e
habitats, como a Caatinga, a Floresta Amazébnica, o Cerrado e a Mata Atlantica
(FORZZA, 2005; TERAO et al., 2005; LUTHER, 2006).

Segundo Cronquist (1988) a familia subdivide-se em trés subfamilias,
Pticarnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae. A diferenga entre as trés
subfamilias é baseada em caracteristicas morfoldgicas, tais como tipo de frutos e
sementes, margem das folhas e posi¢ao do ovario (SMTHI & DOWNS, 1974).

A subfamilia Pticairnoideae é normalmente referida como a mais primitiva
entre as trés subfamilias. Caracteriza-se por apresentar ovario supero, fruto em
capsula com sementes geralmente providas de alas ou outros apéndices. Essa
subfamilia inclui plantas terrestres, geralmente folhas com espinhos nas margens
(SMITH & DOWNS, 1974; FORZZA, 1998; MOREIRA et al., 2006; SANTOS, 2009).
Tillandsoideae possui plantas essencialmente epifitas, cujas raizes tém como funcao
principal a fixagcdo da planta no substrato, sendo consideradas espécies mais
especializadas, apresentando folhas com margem inteira, ovario supero ou
raramente semi-infero (Glomeroptcairnia) e sementes com tufos de apéndices
plumosos nas extremidades (MOREIRA et al., 2006 SANTOS, 2009). Ja& os
membros da subfamilia Bromelioideae apresentam caracteristicas bem variadas,
podendo ser terrestres ou epifitas. Caracterizam-se pelo fruto em baga, ovario
infero, sementes sem apéndices e folhas com espinhos nos bordos, sendo a raiz
responsavel pela absor¢do de nutrientes e/ ou fixagdo (PAULA, 2000; MOREIRA et
al., 2006).

Com pelo menos 60% de suas espécies encontradas no territorio brasileiro, o
género Aechmea é o maior dessa subfamilia e reune cerca de 243 espécies

(LUTHER, 2006) organizadas em oito subgéneros: Aechmea Ruiz & Pav.,
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Chevaliera (Gaudich. Ex Beer) Baker, Lamprococcus (Beer) Baker, Macrochordion
(de Vriese) Baker, Ortgiesia (Regel) Mez, Platyaechmea (Baker) Baker,
Podaechmea Mez e Pothuava (Baker) Baker. Destes, apenas Podaechmea nao
possui representantes no Brasil. A combinagao de uma grande diversidade estrutural
e morfolégica com a precaridade do conhecimento acerca da delimitacdo
consistente de suas espécies — e, consequentemente, dos proprios géneros e
subgéneros — faz de Aechmea um dos mais importantes desafios da pesquisa
taxonémica da atualidade. (SIQUEIRA FILHO & LEME, 2006).

Dentre as bromeliaceas, o abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril), destaca-se
como o representante de maior valor econdmico, por ser comestivel e amplamente
cultivado em todo o mundo. Além deste, outras espécies sao utilizadas na medicina
tradicional, na industria de alimentos ou na extragéo de fibras, além da significancia
da espécie, enquanto recurso bioldgico, sendo suas plantas utilizadas por diversas
espécies de répteis e insetos, como fonte de agua, alimento, abrigo ou sitio de
acasalamento (NADKARNI,1991). No entanto, o interesse na grande maioria das
bromélias, nos ultimos anos, vem sendo pautado em seu potencial ornamental,
principalmente pelo exotismo de suas flores, inflorescéncias vistosas, bracteas
coloridas e folhas distribuidas em roseta. Os representantes dessa familia tém sido
comercializados principalmente para decoragbes de interiores e projetos
paisagisticos (COFFANI-NUNES, 2002; FRAZAO, 2006).

No Brasil, o setor de Floricultura movimenta no mercado interno um valor
global em torno de US$ 1,3 bilhdes/ano (ANUARIO, 2007) e cresce anualmente
20%, sendo o quinto setor da agricultura nacional (BATALHA & BUAINAIM, 2007). O
Nordeste tem apresentado acentuado desenvolvimento nesse setor, a partir da
ultima década do século XX e na Bahia a Floricultura vem se destacando a partir de
2001, como importante alternativa de trabalho e renda para as mais diversas classes
da populagao, tornando-se 0 mais novo setor econdmico e produtivo na agricultura
baiana. Estimativa realizada em 2006 revelou uma produgao de cerca de 300 mil
duzias de flores por ano na Bahia, movimentando, no mercado atacadista, mais de
R$ 3 milhdes/ano, além de plantas ornamentais e folhagens produzidas em
aproximadamente 50 municipios baianos (SCHERER, 2006). Portanto, o volume
comercializado na Bahia ultrapassa a casa dos R$ 15 milhdes/ano no atacado, que
equivale dizer que deste montante, a participacdo dos produtores baianos no
mercado brasileiro gira em torno de 20% (BRAINER & OLIVEIRA, 2007).
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Dentre as espécies comercializadas, as bromélias destacam-se como uma
das principais espécies de flores e plantas ornamentais, cultivadas em vasos. Essas
plantas apresentam um grande potencial floristico, se adaptam muito bem aos vasos
e também, sdo muito utilizadas em projetos paisagisticos. As bromélias dos géneros
Aechmea, Guzmania, Neoregelia, Tillandsia e Vriesea sdo as mais comercializadas
(JUNQUEIRA & PEETZ, 2008).

Entretanto, apesar de crescente, o cultivo comercial de bromélias na Regiao
Nordeste, principalmente no Estado da Bahia, ainda é incipiente e as espécies
comercializadas sao obtidas principalmente através do extrativismo predatério,
devido a disponibilidade dessas bromélias em seu ambiente natural e o acesso
amplamente facilitado a estas. Esta agdo associada a redugao e fragmentagao dos
ambientes naturais, sem a reposicdo natural dos estoques de bromélias, vem
provocando grandes danos ambientais, dentre estes a redugdo da diversidade
especifica, levando muitas espécies a uma erosao genética significativa ou a prépria
extingao.

Uma amostra desse dano encontra-se na Lista Oficial de Espécies da Flora
Brasileira Ameacgada de Extingdo, publicada em 2008 pelo Ministério do Meio
Ambiente, que cita um total de 38 espécies de Bromeliaceae, um acréscimo de 23
espécies em relacao a lista publicada em 1992 (IBAMA, 2010).

Apesar da publicacao desses dados, sabemos que na realidade o numero de
espécies de bromélias ameacadas pode ser bem maior, carecendo de estudos e
estratégias que visem amenizar sua extincdo, principalmente das espécies nativas
ou endémicas. Assim, ha necessidade de informacdes técnicas que possam
promover o aumento da produtividade, qualidade e introducdo de novos clones no
mercado, bem como desenvolver estratégias de conservagdo dessas espécies,
principalmente as ameacadas.

Nesse sentido, para a realizacdo desse trabalho, selecionaram-se trés
especies de Aechmea com potencial ornamental, principalmente, para paisagismo. A
Aechmea blanchetiana (Baker) L. B. Smith (Figura 1A) € uma bromélia terrestre
nativa do Brasil e endémica dos Estados da Bahia e Espirito Santo, herbacea,
perene, rizomatosa, robusta, com folhagem e inflorescéncias decorativas de 60 a 90
cm de altura, e vegetam nas Restingas e Mata Atlantica (LORENZI & SOUZA, 1998;
KANASHIRO et al., 2007; MARTINELLI et al., 2008). Aechmea distichantha Lemaire

(Figura 1B), € uma espécie tipica do Cerrado brasileiro, nativa do sul do Brasil, norte
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da Argentina, Paraguai e Uruguai, de diferentes habitos (epifita, saxicola ou
terrestre), com roseta ereta de folhas arqueadas de até 90 cm de altura e que
floresce apenas uma vez por ano, ainda que a inflorescéncia tenha uma durabilidade
de até um més (GILMAN, 2009; FLORIDATA, 2009). Finalmente, a Aechmea
leptantha (Harms) Leme & J.A. Siqueira (Figura 1C) é uma bromélia nativa do Brasil
que ocorre em varias formagdes vegetacionais na Zona da Mata, passando pelo
Agreste, em areas de Caatinga hipoxerdfila, até os umidos Brejos de Altitude nos
Estados da Paraiba, Pernambuco e Alagoas. De habito terrestre, rupicola ou epifita,
apresenta inflorescéncia laranja largamente e esparsamente paniculada, que duram
um longo periodo (SIQUEIRA FILHO & LEME, 2006; MARTINELLI et al., 2008) e
sdo, a semelhanga das outras, extremamente ornamentais. Apesar de nenhuma das
trés espécies em estudo estarem na lista de espécies ameagadas de extingdo, ndo
existe plantio comercial das mesmas e o que vem sendo comercializado é obtido
principalmente através do extrativismo predatorio, colocando essas espécies em

constante ameaca.

Figura 1: Plantas em florescimento das espécies: A. blanchetiana (A), A. distichantha (B) e
A. leptantha (C).

Considerando o exposto, a propagacado em larga escala dessas espécies de
bromélias de interesse ornamental, que vém sendo comercializadas a partir de

extrativismo, aliada a conservacgao in vitro, pode ser uma alternativa para reduzir o
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impacto da retirada dessas plantas do seu ambiente natural, por meio da ampla
oferta de mudas produzidas para o mercado interno e externo, além da introdugcao
de materiais rusticos e de beleza singular.

Para isso, primeiramente € preciso entender o processo de propagacgao
dessas espécies. As bromélias de forma geral podem propagar-se de forma
sexuada, por meio de sementes, ou assexuada, por um processo vegetativo.

No processo de reproducdo assexuada, formam-se brotos a partir da planta
mae, que podem sair da base da planta por estolhos ou rizomas, ou do interior da
propria roseta. No entanto, essas brotacdes surgem geralmente durante ou apds a
floragdo, e ao atingirem aproximadamente um ter¢o do tamanho da planta mae,
poderdo ser usadas como mudas (PAULA & SILVA, 2001). A desvantagem desse
processo € o numero limitado de brotag¢des, originando poucos filhos/planta/ano e da
disseminagdo de doengas, além de agravar ainda mais a situagcdo de muitas
espécies ameagadas, uma vez que a planta matriz pode ser danificada ou retirada
no processo (SOUZA et al. 2009; RECH FILHO, 2004). J& o processo sexual
envolve a formagédo de sementes, das quais podem ser obtidas grandes quantidades
de plantas, considerado de grande importancia na conservagao de germoplasma de
bromélias ameagadas de extingdo, ja que assegura a variabilidade natural e a
diversidade genética dessas espécies. No entanto, essa forma de propagacao é
demorada, pois, a depender da espécie, a maturagao das sementes pode levar até
um ano apos a polinizagdo (RAUH, 1979; RECH FILHO, 2004).

Considerando as dificuldades dos métodos naturais de propagacdo e da
incapacidade de atender a demanda de mudas do mercado de floricultura, nas
ultimas décadas, a biotecnologia por meio de técnicas de cultura de tecidos in vitro
se constituiu em uma ferramenta valiosa na propagacao e conservagao de muitas
espécies (WITHERS & WILLIAMS, 1998). Dentre essas técnicas, a micropropagacao
€ a de maior impacto na agricultura, ja que propiciam a produgao de um elevado
numero de plantas uniformes em um curto espaco de tempo, de alta qualidade e
livres de doenca, caracteristicas essenciais para a aplicacdo comercial.
Adicionalmente é uma técnica que presta auxilio significativo para a conservagao de
espécies ameacadas de extingao, principalmente quando é feita a partir de plantas
obtidas de sementes germinadas in vitro, garantindo a variabilidade genética da
espécie (SANTOS et al., 2007). Além disso, explantes provenientes de plantas

obtidas a partir da germinagdo de sementes ou de plantas propagadas in vitro néo
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requerem a etapa de desinfestagcdo e apresentam boa eficiéncia de regeneragao
(CARNEIRO & MANSUR, 2004).

Essa técnica tem sido uma alternativa viavel na produgdao comercial de
Bromeliaceaes, além de subsidiarem o desenvolvimento de protocolos para a
conservagao in vitro das mesmas (SOUZA et al., 2009).

Ja foram descritos diversos protocolos de micropropagacao para espécies de
Bromeliaceae, tendo sido os primeiros, desenvolvidos por Mapes (1973) e Jones &
Murashige (1974). Em seguida, foram descritos diversos outros, tanto para espécies
de interesse ornamental, como para espécies nativas, endémicas ou ameacgadas,
como Cryptanthus sinuosus (L.B. Smith) (ARRABAL et al., 2002), Acanthosachys
strobilacea (Schultes f.) Klotzsch, Aechmea bambusoides L. B. Smith & Reitz e
Quesnelia quesneliana (Brongniart) L. B. Smith (FIGUEIREDO, 2003), Vriesea reitzii
Leme & Costa (RECH FILHO et al., 2005), Billbergia distachia (Vellozo) Mez
(MENDES et al., 2007), Dyckia maritima Baker (SILVA et al., 2008) e Neoglaziovia
variegata (Arruda) Mez (SILVEIRA et al., 2009).

Entretanto, existem diferencas nos protocolos de multiplicacdo estabelecidos
que vao depender de diferentes fatores, como o estado fisiolégico do material
vegetal, condicbes de cultivo da cultura, gendtipo e principalmente, do meio de
cultura (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Embora nao exista uma formulagao
padrdo, o meio basico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com suas modificagbes e
diluicdes, tem apresentado bons resultados na micropropagagdo de diversas
espécies de bromélias, como Aechmea bromelifolia (Rudge) Baker (FRAGUAS et al.,
2002), Vriesea gigantea Gaudichaud e Vriesea philippocoburgii Wawra (DROSTE et
al., 2005), Aechmea blanchetiana (Baker) L. B. Smith (GALVANESI, et al., 2007),
Billbergia distachia (Vellozo) MEZ (MENDES et al., 2007) e Ananas comosus (L.)
Merril (SOUZA et al., 2009), sendo que as variagdes mais frequentes dizem respeito
a composigcdo de macronutrientes e reguladores vegetais (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998; MELO et al., 1999).

Além da necessidade de se estabelecer protocolos para propagagao em larga
escala dessas espécies, a conservagao ex situ desses germoplasmas deve ser
considerada como estratégica, em vista do papel estruturante das Bromeliaceae e
da ameaca crescente dos biomas onde se encontram inseridas, tais como a Mata
Atléantica, Restinga, Caatinga e Cerrado (SIQUEIRA FILHO & LEME, 2006).
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Aliada as diversas estratégias de conservagdo, como Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) ex situ em condigdes de campo e a conservagao de sementes,
a conservagao in vitro de plantas micropropagadas € uma das alternativas de
conservagao de germoplasma que vem sendo largamente utilizada em muitas
especies de importdncia econbmica, notadamente aquelas propagadas
assexuadamente, (GIACOMETTI & GOES, 1993; CANTO et al., 2004; SOUZA et al.,
2009).

Esse tipo de conservagcdo consiste na manutencdo de plantas
micropropagadas em condi¢gdes de crescimento minimo por meio da intervengao de
diferentes fatores do cultivo como, reducao da temperatura de incubacéao, radiacéao
fotossintética ativa, fotoperiodo, e da adigcdo de retardantes osmadticos e hormonais
ao meio de cultura (CANTO et al., 2004).

As vantagens de um BAG in vitro sdo inumeras, podendo-se ressaltar,
principalmente, a manutencdo de um grande numero de acessos num pequeno
espaco fisico e livre das intempéries e riscos que existem no campo (VALOIS et al,,
2001), além de ser considerada como uma duplicata de seguranga, uma das
premissas basicas para a conservagao de germoplasma vegetal.

Withers & Williams (1998) informam que a utilizagdo da conservagéo in vitro é
indicada tanto por razbes econdmicas como praticas, sendo um componente
importante também na conservagao de espécies ameacadas de extincdo. Cuidados
especiais, entretanto, devem ser considerados em relagéo a correta amostragem do
germoplasma a ser conservado com vistas a conservar genoétipos que sejam
representativos da variabilidade genética das espécies alvo (ENGELMANN, 1998).

Outra vantagem dessa técnica, € que permite o rapido retorno das culturas as
condigbdes de crescimento normal, podendo atender a demanda de material vegetal.
Embora seja utilizado com sucesso para conservagao de diversas culturas em curto
e médio prazo, o sistema de crescimento lento € ineficiente para conservagao em
longo prazo, sobretudo em fungdo do risco de sele¢do, como consequéncia do
estresse imposto durante a estocagem e de ocorréncia de variagdo somaclonal
(LYNCH, 1999).

Um dos problemas da conservacao in vitro pode ser o alto custo com mao-de-
obra, ja que é necessario realizar repicagens periodicas para a manutengdo do
material (SALOMAO et al, 1997), ainda que estes custos sejam menores do que a

manuteng¢ao de um BAG no campo.
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A conservagao em meédio prazo se da pela manutencdo das plantas em
condigbes de crescimento lento ou crescimento minimo, o que pode ser obtido pela
reducdo no metabolismo e consequente reducdo nas taxas de crescimento,
permitindo periodos mais prolongados entre subcultivos e diminuindo a necessidade
de intervengao de mao de obra.

A adocido de algumas estratégias como a redugdo da temperatura e da
luminosidade nas salas de crescimento, alteracbes no meio de cultivo, mais
precisamente na redugdo de macro e micronutrientes, sacarose e uso de agentes
retardantes de crescimento, podem produzir condicbes favoraveis para a
conservagao in vitro, pela diminuigdo significativa no numero de repicagens e na
extensao do intervalo entre os subcultivos.

A eficacia desta técnica varia de acordo com as caracteristicas fisiologicas da
espécie a ser conservada. Geralmente os explantes mais indicados para a
conservagao in vitro sédo os de origem meristematica, ja que suas células sdo mais
resistentes as baixas temperaturas e esses tecidos também apresentam maior
estabilidade genética e qualidade fitossanitaria (AMARAL et al., 2007). Vriesea reitzii
Leme & Costa (RECH FILHO et al., 2005), Aechmea fasciata e Aechmea miniata
(MOREIRA, 2008) sado algumas das poucas espécies de Bromeliaceae estudadas
com vistas a conservacao in vitro que ainda é bastante escassa para plantas dessa
familia.

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento de protocolos
de germinagdo de sementes in vitro e micropropagacéo de A. blanchetiana e A.
distichantha, visando o processo de produgdo de mudas em larga escala (Capitulo
1) e o estabelecimento das condicbes mais adequadas de conservagao in vitro para

essas espécies e para a espécie A. leptantha (Capitulo 2).
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CAPITULO 1

Micropropagagdo de Aechmea blanchetiana (Baker) L. B. Smith e Aechmea
distichantha Lemaire'

! Este capitulo sera submetido & Revista Horticultura Brasileira.
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RESUMO

Aechmea blanchetiana (Baker) L. B. Smith e Aechmea distichantha Lemaire, sdo
bromélias nativas e ornamentais, obtidas principalmente através do extrativismo
predatdrio, o que pode levar a uma erosédo genética das espécies. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a germinagao de sementes in vitro e estabelecer protocolos de
micropropagacao destas bromélias, visando a produ¢ao de mudas para atender as
recentes demandas do mercado. Sementes de frutos maduros das duas espécies
foram germinadas em meio de cultura MS em presenga e auséncia de luz. As
plantas obtidas in vitro em presenga de luz, foram multiplicadas em meio MS e
usadas como explante para avaliar o efeito de diferentes combinacbes e
concentracdes dos reguladores vegetais BAP e CIN (2,2 e 4,4 uM), e ANA (0,05 e
0,5 uM) no numero médio de brotos. A presencga de luz favoreceu a germinagao in
vitro de A. blanchetiana e A. distichantha, que apresentaram porcentagens de
germinagao superiores a 60%. O meio MS suplementado com 0,5 yM ANA + 2,2 uM
BAP, promoveu a melhor taxa de multiplicagdo para ambas as espécies. O BAP
promoveu a formagdo de brotos sem raizes, enquanto a cinetina favoreceu a
formacao de raizes em detrimento de brotagdes.

Palavras-chave: Bromeliaceae. Cultura de tecidos. Taxas de multiplicagao.
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ABSTRACT

Aechmea blanchetiana (Baker) L. B. Smith and Aechmea distichantha Lemaire are ornamental and
native bromeliads obtained mainly through the predatory extraction, which can lead to the genetic
erosion of these species. This study aimed to establish protocols for micropropagation of these
bromeliads, aiming the production of seedlings to supply the recent demand of the market. Mature
seeds of both species were cultivated on MS medium in the presence or absence of light to perform
the in vitro germination. The in vitro plantlets were cultivated on MS medium to obtain plants to use as
explants in order to evaluate the effect of different combinations and concentrations of plant growth
regulators, like BAP and KIN (2.2 and 4.4 yM) with NAA (0.05 and 0.5 uM) in shoot multiplication of
these species. Seeds of A. blanchetiana and A. distichantha present a positive photoblastic behavior
with percentages of germination above 90%. MS medium supplemented with 0.5 yM NAA + 2.2 uM
BAP provided the best in vitro multiplication rate for both species. BAP promoted the formation of
shoots without roots, while kinetin favored the formation of roots at the expense of the number of
shoots

Keywords: Bromeliaceae.Tissue culture. In vitro multiplication rate.
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1.1 INTRODUGAO

A familia Bromeliaceae é dividida em trés subfamilias: a Pitcarnioideae, a
Tillandsioideae, e a Bromelioideae (FERREIRA et al., 2005). Possui cerca de 56
géneros e aproximadamente 3.086 espécies (LUTHER, 2006). No Brasil sao
encontrados cerca de 40 géneros e 1.500 espécies, sendo 40% nativas. Ocorre
praticamente em todo territério nacional, de Norte a Sul e em todos os ecossistemas,
sendo que na regido Sudeste apresenta maior diversidade, principalmente, na regiao
da Mata Atlantica (PAULA & SILVA, 2004), destacando o pais como o0 mais
biodiverso em Bromeliaceae (LEME, 2003; FORZZA, 2005).

O género Aechmea é um dos maiores da familia, pertence a subfamilia
Bromelioideae e possui cerca de 200 espécies. A maioria das bromélias desse
género exibe rosetas vistosas e as inflorescéncias sdo compostas por bracteas
coloridas, que mantém a intensa coloracdo por varias semanas ou até meses,
conferindo a essas espécies alto potencial ornamental como em Aechmea
blanchetiana (Baker) L. B. Smith e Aechmea distichantha Lemaire (TERAO et al.,
2005).

A. blanchetiana é uma bromélia terrestre, nativa do Brasil, endémica dos
Estados da Bahia e Espirito Santo, comuns nas Restingas e na Mata Atlantica
(KANASHIRO et al., 2007; MARTINELLI et al., 2008). E herbacea, perene,
rizomatosa, robusta, com folhagem e inflorescéncias decorativas de 60 a 90 cm de
altura (LORENZI & SOUZA, 1998). Suas folhas amarelo-ouro e inflorescéncia
composta por um conjunto de bracteas vermelhas chegam a durar diversos meses,
conferindo, assim, a essa espécie, além de um grande potencial ornamental, uma
boa durabilidade pds-colheita (GILMAN, 2009a). O seu uso crescente em
paisagismo de jardins tem gerado uma demanda para o mercado, colocando essa
espécie em constante ameaca. De acordo com Leme & Marigo (1993) essa espécie
vem sendo criminosamente extraida de seu ambiente natural para atender a essa
demanda.

A. distichantha é uma espécie tipica do Cerrado brasileiro, nativa do sul do
Brasil, norte da Argentina, Paraguai e Uruguai, de habito epifito, saxicola ou
terrestre, possui roseta ereta de folhas arqueadas de até 90 cm de altura, que

floresce apenas uma vez por ano entre os meses de novembro a margo, com
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durabilidade de até um més (FLORIDATA, 2009; GILMAN, 2009b). Da mesma forma
que a A. blanchetiana, ndo é cultivada e vem sendo utilizada no mercado de plantas
ornamentais como resultado de atividades extrativistas, o que a colocou na categoria
de ameaca como espécie vulneravel a extingdo (MARTINELLI et al., 2008).

A comercializacdo de bromélias para fins ornamentais cresceu muito no final
do século XX, conquistando a preferéncia dos paisagistas e consumidores.
Caracteristicas como facil adaptacédo, beleza, originalidade, durabilidade e
versatilidade, tornam as espécies dessa familia cada vez mais apreciadas para
ornamentagdes de interiores e exteriores. Todavia, a maioria das espécies
ornamentais, ou mesmo com potencial ornamental, & proveniente do extrativismo
predatério, ocasionado pelo facil acesso desses materiais na natureza e pela
crescente demanda que nao atende o mercado (BERED et al., 2007).

Considerando esse contexto, a producao de mudas para atender o mercado é
uma estratégia importante para minimizar as atividades extrativistas. Estudos
relacionados ao sistema de propagacao dessas espécies sao necessarios, a fim de
subsidiar o estabelecimento de protocolos eficientes e que possam garantir uma
produgcao em larga escala desses materiais.

Por outro lado, a clonagem de espécies pouco estudadas consiste em uma
ameaca a manutengdo da variabilidade genética das populagbes naturais e a
conservagao desses germoplasmas, podendo causar uma erosao genética
irrecuperavel. Em vista disso, a propagacgao de plantas por meio de sementes é a
mais indicada, em casos como esses (SILVEIRA et al., 2009), uma vez que
assegura a manutengao da variabilidade genética, além de gerar um grande numero
de plantas-matrizes, evitando a perda de genes (MERCIER & NIEVOLA, 2003;
CARNEIRO & MANSUR, 2004).

A propagagao in vitro tem demonstrado grande potencial em relagdo as
técnicas convencionais, pois permite multiplicagao rapida e geneticamente confiavel
de um elevado numero de plantas, que pode atender a elevada demanda do
mercado (VILLALOBOS & THORPE, 1991). No que se refere as bromélias, a
propagacao in vitro tem sido empregada com sucesso na produgdo de mudas em
larga escala, com destaque para o estabelecimento de diversos protocolos de
diferentes espécies (ARRABAL et al., 2002; RECH FILHO et al., 2005; MENDES et
al., 2007; SILVA et al., 2008, SILVEIRA et al., 2009).
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Varios fatores podem influenciar as diferentes etapas para o estabelecimento
de um protocolo eficiente de micropropagagcdo. O meio de cultura € um dos
principais fatores, uma vez que determina o crescimento e desenvolvimento das
plantas (GRATTAPAGLIA & MACHADO 1998). O meio basico MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) suplementado com auxinas e citocininas, como &cido
naftalenoacético (ANA), cinetina (CIN) ou benzilaminopurina (BAP) em diversas
concentragbes sdo os mais utilizados para a micropropagagao de bromélias (SOUZA
et al., 2003; DROSTE et al. 2005; BELLINTANI, et al. 2008), considerando as
diferentes etapas. Como em outras espécies, a necessidade de protocolos
especificos, se deve, principalmente, a gendtipo-dependéncia que pode existir,
demandando otimizacdo desses protocolos para a obtencdo de um resultado
eficiente.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a germinagéo de
sementes in vitro e desenvolver protocolos de micropropagacdo das bromélias
ornamentais A. blanchetiana e A. distichantha a partir das plantas in vitro, avaliando
o efeito de diferentes concentragdes dos reguladores vegetais na etapa de

multiplicagao.

1.2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da

Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, Cruz das Almas, BA.

1.2.1 Germinacgao in vitro de A. blanchetiana e A. distichantha

Sementes obtidas de bagas maduras de A. blanchetiana coletadas em margo
de 2008 na Fazenda Flor de Brotas em Irara, BA e sementes retiradas de bagas
maduras de A. distichantha, coletadas em janeiro de 2008 no Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de abacaxi da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical,
foram desinfestadas em condicbes assépticas, em camara de fluxo laminar. As
sementes foram inicialmente lavadas para a retirada de qualquer residuo e
colocadas em uma solug¢do de etanol a 70% por 5 minutos, seguido de imersdo em

solugado aquosa de hipoclorito de sédio contendo 2% de cloro ativo com trés gotas
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do detergente Tweem-20® por 100 mL, durante 30 minutos, e enxaguadas trés vezes
em agua destilada autoclavada. A inoculagdo das sementes foi em placas de Petri
contendo 15 mL de meio de cultura MS, acrescido de 30 g L' de sacarose,
solidificado com 2,4 g L™ de Phytagel®, pH ajustado em 5,8 e autoclavado a 121°C
por 20 minutos.

ApOs essa etapa, foram incubadas em sala de crescimento com temperatura
de 25 * 2°C, sob fotoperiodo de 16 horas com densidade de fluxo de fétons de 30
umol.m?2s' e em auséncia de luz. A germinagao foi avaliada diariamente e
encerrada quando o numero de sementes germinadas tornou-se constante por um
periodo de cinco dias. Considerou-se a semente germinada quando houve a
emissdao da radicula. Apds esse periodo, avaliou-se a porcentagem de
contaminagdo fungica e bacteriana, a porcentagem total de germinagdo e a
germinagado cumulativa. As médias obtidas da porcentagem de germinagao foram
transformadas em arc-seno V% germinagdo/100 e comparadas pelo teste de Tukey
a 5%, utilizando-se o programa estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 2004).

Foram considerados dois experimentos separados, um para cada espécie,
sendo o delineamento utilizado inteiramente casualizado, com dois tratamentos
(presenca e auséncia de luz). Para a espécie A. blanchetiana cada tratamento foi
composto de sete repeticoes, sendo cada repeticdo constituida de uma placa com
15 sementes. Para A. distichantha cada tratamento foi composto por oito repeticoes

e cada repeticao por 15 sementes.

1.2.2 Multiplicagao in vitro de brotos adventicios de A. blanchetiana e A.

distichantha

As plantas com aproximadamente 60 dias, obtidas da germinagéao in vitro na
presenga de luz, oriundas do experimento anterior, foram limpas (removendo as
raizes e tegumento residual da semente) e mantidas em tubos de ensaio de 150 x
25 mm contendo 15 mL de meio de cultura MS, acrescido de 30 g L™ de sacarose,
solidificado com 2,4 g L™ de Phytagel®, em que permaneceram por mais 60 dias
para o desenvolvimento das plantas. Apds esse periodo, as plantas foram reduzidas
a um tamanho de aproximadamente 1 cm, retirando todas as folhas e raizes,
deixando-se apenas o caule, a fim de tornar homogéneo o material de partida, e

utilizadas como explante para o estabelecimento desse experimento. As plantas
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foram distribuidas em meio de cultura MS suplementado com 30 g L™ de sacarose e
com todas as combinagdes entre as concentracbes de 0,05 e 0,5 uM de ANA
(acidonaftalenoacético) com 2,2 e 4,4 uM de BAP (6-benzilaminopurina) e CIN
(cinetina). O meio de cultura foi solidificado com 2,4 g L™ de Phytagel®, pH ajustado
em 5,8 e autoclavado por 20 minutos na temperatura de 121°C. Além disso, foi
adicionado um tratamento que serviu como controle, em que as plantas de cada
espécie foram cultivadas no mesmo meio sem a presenga dos reguladores vegetais.

Foram realizados trés subcultivos, em intervalos de 45 dias, tendo sido
efetuada a subdivisao longitudinal dos brotos sempre que possivel. As plantas foram
incubadas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo de 16
horas e densidade de fluxo de fétons de 30 pmol m?s™.

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 (concentragdes de ANA) x 2 (citocininas) x 2 (concentragdes de citocininas)
+ 1 (testemunha), com 10 repeticbes por tratamento, em que cada repeticdo se
constituiu de uma planta por frasco. Avaliou-se o numero médio de brotos por
tratamento em cada subcultivo. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% e posteriormente comparadas com a testemunha pelo teste de Dunnett a 5%,
que consistiu na comparacdo de cada tratamento com o controle (meio de cultura
sem nenhum regulador de crescimento), apds serem transformadas em log (x + 10)
a fim de se corrigir desvios na distribuicdo normal dos dados. Utilizou-se o programa
estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 2004).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.3.1 Germinacgao in vitro de A. blanchetiana e A. distichantha

Sementes de A. blanchetiana sé apresentaram contaminagao fungica (14,3%)
quando cultivadas em presenca de luz nos 10 primeiros dias de cultivo e ndo houve
contaminagao bacteriana em nenhum dos experimentos realizados. Ja para as
sementes de A. distichantha nao foi verificada nenhuma contaminacg&o fungica nem
bacteriana nas condi¢des de cultivo estabelecidas. Apesar da contaminagao fungica
registrada em A. blanchetiana o tratamento de desinfestagdo utilizado pode ser

considerado eficiente.
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Estudos com germinacédo de sementes de bromélias apresentaram resultados
semelhantes a das duas espécies analisadas, demonstrando que ndo ha maiores
problemas para a desinfestagdo das sementes, de uma maneira geral (GALVANESI
et al; 2007; FIGUEIREDO, 2003; SANTOS, 2009). A contaminagéo fungica
registrada em A. blanchetiana pode estar relacionada com a assepsia e 0 manuseio
das sementes durante a inoculagéo. Fortes et al. (2004) citam que no cultivo in vitro
a presenca de fungos, apesar de causar danos, nédo é tdo importante como a de
bactérias, visto que evitar sua ocorréncia € uma questdo de ajustar a assepsia do
material, enquanto que as ocorréncias de bactérias, principalmente se forem de
origem endofitica, implica em um controle mais complexo. Embora algumas possam
ser patogénicas, muitas sdo encontradas no solo como sapréfitas, ou nas plantas
como flora endofitica e apdés o estabelecimento in vitro podem interferir no
crescimento e conduzir a cultura de plantas & morte (CORREA, 2004).

Apesar de ser comum a presenga de microrganismos endofiticos nos tecidos
vegetais de bromélias e se constituirem na principal causa de perda de material
vegetal, em sementes, poucos registros foram feitos sobre contaminagao bacteriana
in vitro (PEREIRA et al.,, 2003). A maioria dos protocolos de propagacado de
bromélias que utiliza sementes como fonte de explante (NIEVOLA et al., 2001,
RECH FILHO et al., 2005; PICKENS et al., 2006; BELLINTANI et al., 2008;
SILVEIRA, et al. 2009; SOUZA et al., 2009) nao relata a porcentagem de
contaminagao.

A porcentagem total de sementes germinadas de ambas as espécies,
apresentou diferencas significativa em relagcdo as condigdes de Iluminosidade
(Tabela 1). A taxa de germinacdo de sementes de A. blanchetiana foi maior, em
ambas as condigbes de cultivo, quando comparada com a germinagao de A.
distichantha. Contudo, as sementes germinadas em presenga de luz, nas duas
espécies apresentaram taxas de germinacao significativamente superior (98,85% e
62,09%) em relacdo as sementes germinadas em auséncia de luz (93,74% e
46,51%), deixando evidente que a presenca de luz favoreceu a germinagao in vitro

de ambas as espécies.
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Tabela 1. Porcentagem total de germinagado in vitro de sementes de A. blanchetiana

avaliada aos 25 dias e A. distichantha, avaliada aos 45 dias de inoculacdo em duas
condic¢des de cultivo.

Germinacéo (%)

Especies Presenca de luz Auséncia de luz
A. blanchetiana 98,85 a 93,74 b
A. distichantha 62,09 a 46,51 b

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha nao diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O inicio da germinagdo para A. blanchetiana iniciou cinco dias apds a
semeadura, independente das condi¢cdes de luminosidade, sendo que a germinagao
estendeu-se até o 10° dia apds a semeadura para as sementes germinadas na

presenca da luz e até 15° dia para as sementes cultivadas no escuro (Figura 1).
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Figura 1. Germinagdo cumulativa in vitro de sementes de A. blanchetiana em duas
condig¢des de cultivo.
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No caso de A. distichantha, observou-se que a protrusao da radicula também
teve inicio no quinto dia apds a semeadura. Contudo, a finalizagdo ocorreu entre o

35° e 0 40° dia na presenca e auséncia de luz, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2: Germinagdo cumulativa in vitro de sementes de A. distichantha em duas

condicoes de cultivo.

Silveira et al. (2009) também observaram diferenca na taxa de germinacgéo de
sementes de Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez., ao germinarem sementes
oriundas de frutos maduros e imaturos nas mesmas condi¢gdes de luminosidade
utilizadas neste trabalho, sendo que as melhores taxas de germinagéao foram obtidas
em presenca de luz, 100% e 80% com emissdo da radicula no 10° e 15° dia para as
sementes maduras e imaturas, respectivamente. Diversos trabalhos relatam taxas
de germinagao, entre 90 — 100%, ocorrendo em até uma semana apos a inoculagéo
(BELLINTANI et al., 2007; BENCKE & DROSTE, 2008; SILVA, 2008). Esses
resultados, bem como os encontrados nesse trabalho, demonstram que a presenca
de luz favorece a porcentagem e a velocidade de germinagao de diferentes espécies
de bromeliaceas.

A resposta a luz pode se manifestar por um incremento na germinagao

(fotoblastismo positivo), enquanto para outras espécies a auséncia de luz é o que
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promove a germinacdo (fotoblastismo negativo) (ROSA & FERREIRA, 2001).
Mercier & Nievola (2003) citam que as sementes de bromélias, em geral, sdo
fotoblasticas positivas e em presenca de luz as moléculas de fitocromo, presente
nas sementes, reagem rapidamente passando da forma inativa para ativa. Quando
as sementes apresentam o fitocromo A, podem germinar tanto na presenga, quanto
na auséncia de luz, enquanto, quando o fitocromo B esta presente na semente, ela
s6 germina com a presenga da luz (SOCOLOWSKI & TAKAKI, 2004).
Provavelmente, o fitocromo A esta presente em A. blanchetiana e A. distichantha,
explicando a reagcdo mais rapida em presenca de luz.

Sabe-se que a agua e a temperatura, bem como outros fatores interagem,
podendo interferir nos processos metabdlicos que desencadeiam a germinagéo de
sementes. Além disso, a diferenca na resposta germinativa pode ser devido a
caracteristicas genéticas inerentes a cada espécie. A germinagao in vitro dessas
espécies demonstrou ser bastante eficiente, uma vez que seu desenvolvimento
partindo de sementes gerou plantas saudaveis, morfologicamente normais e
vistosas em um periodo de 25 dias para A. blanchetiana e 45 dias para A.
distichantha (Figura 3).
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Figura 3. Germinagéao in vitro de sementes de A. blanchetiana aos 25 dias de cultivo em

auséncia (A) e presenga de luz (B) e de A. distichantha aos 45 dias de cultivo em auséncia
(C) e presencga de luz (D).

1.3.2 Multiplicagdo in vitro de brotos adventicios de A. blanchetiana e A.

distichantha

A formacgéao de brotos adventicios foi observada em todos os tratamentos para
as duas espécies estudadas. No entanto, houve diferencas no numero médio de
brotos das espécies em funcdo dos fatores estudados. Para a espécie A.
blanchetiana, somente o tipo de citocinina influenciou no niumero médio de brotos
ap6s o terceiro subcultivo (Tabela 2), sendo que a melhor resposta para essa
variavel (38,50) foi encontrada na presengca do BAP independentemente das

concentragdes utilizadas neste estudo (Tabela 3).
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para o nimero médio de brotos de A.

blanchetiana apds o terceiro subcultivo.

Fontes de variacao GL QM
Concentragdo de ANA (CA) 1 0,010™
Citocinina (CT) 1 1,154
Concentragao de citocinina (CC) 1 0,001™
CAxCT 1 0,000™
CAxCC 1 0,086"
CTxCC 1 0,173™
CAxCTxCC 1 0,208"
Residuo 65 0,055
CV (%) 16,082
Média Geral 1,385

ns

, " nao significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Tabela 3. Numero médio de brotos de A. blanchetiana apds o terceiro subcultivo.

Citocinina

N° de brotos

BAP
CIN

Médias seguidas pela mesma letra minudscula nao diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Ja para a A. distichantha o efeito da concentracdo de ANA (CA), o tipo de

citocinina utilizada (CT), a concentracao da citocinina (CC), bem como a interagao

citocinina e sua concentracdo (CT x CC) influenciaram nos resultados obtidos na

multiplicagdo de brotos adventicios (Tabela 4), deixando evidente que cada espécie

apresenta uma resposta morfogenética diferente em relagdo as mesmas condi¢des

estabelecidas nesse trabalho.
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia para numero médio de brotos de A. distichantha,

apos o terceiro subcultivo.

Fontes de variacao GL QM
Concentragdo de ANA (CA) 1 0,381
Citocinina (CT) 1 8,077
Concentragao de citocinina (CC) 1 0,370
CAxCT 1 0,108
CAxCC 1 0,039™
CT xCC 1 0,637
CAxCTxCC 1 0,150™
Residuo 77 0,074
CV (%) 15,694
Média Geral 1,730

ns

. nao significativo e significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

A concentragao de ANA que promoveu os melhores resultados na producao
de brotos (104,59) foi a de 0,5 uyM (Tabela 5). O desdobramento da interagao CT x
CC mostrou que a concentragao de 2,2 yM de BAP proporcionou a maior produgao
de brotos, com uma média de 237,30 em contraste com os 108,50 obtidos com o
dobro da concentracédo de BAP. Esses resultados sugerem um efeito inibitério do
BAP quando utilizado na maior concentragao, diferente do que ocorreu com a CIN.
Contudo, esta citocinina apresentou resultados muito inferiores em relagao ao BAP
(Tabela 6).

Tabela 5. Numero médio de brotos de A. distichantha em fungao da concentragdo de ANA,

apos o terceiro subcultivo.

Concentragao de ANA (uM) N° de brotos
0,05 98,62 b
0,5 104,59 a

Médias seguidas pela mesma letra minudscula nao diferem estatisticamente entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Numero médio de brotos de A. distichantha em funcgéo do tipo e concentragcédo de

citocinina, apés o terceiro subcultivo.

Numero de brotos

Citocininas Concentragéo (M)
2,2 4,4
BAP 237,30 aA 108,50 Ab
CIN 20,89 bA 24,22 bA

Médias seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maiuscula nas linhas nao

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para A. blanchetiana o teste de Dunnett mostrou que houve diferencga
significativa entre as médias dos tratamentos T2 (0,05 ANA + 4,4 BAP) e T5 (0,5
ANA + 2,2 BAP) e o tratamento controle, sendo que o tratamento T5 foi o que
apresentou a maior diferenga de numero médio de brotos e para A. distichantha
todos os tratamentos, exceto os tratamentos T3 (0,05 ANA + 2,2 CIN) e T4 (0,05
ANA + 4,4 CIN), apresentaram diferenga significativa em relagéo ao controle (Tabela
7), observando maior diferenga de niumero médio de brotos nos tratamentos T1 (0,0
5 ANA + 2,2 BAP) e T5 (0,5 ANA + 2,2 BAP). Esse resultado ressalta mais uma vez
a diferenca na resposta morfogenética in vitro de ambas as espécies e a diferenca
significativa entre o numero médio de brotos dos tratamentos com reguladores

vegetais em relacido ao tratamento sem regulador vegetal.

Tabela 7: Comparacao do niumero médio de brotos de A. blanchetiana e A. distichantha,

entre tratamentos vs. testemunha.

Diferenca entre o n° médio de brotos

Tratamentos - —
A. blanchetiana A. distichantha
T1: ANA (0,05 uM) + BAP (2,2 uM) x TO 63,51™ 237,40*
T2: ANA (0,05 uM) + BAP (4,4 uM) x TO 89,71* 92,10*
T3: ANA (0,05 uM) + CIN (2,2 uM) x TO 4511 3,52"
T4: ANA (0,05 uM) + CIN (4,4 uM) x TO 51,63" 9,30™
T5: ANA (0,5 uM) + BAP (2,2 uM) x T0 105,62* 223,80*
T6: ANA (0,5 uM) + BAP (4,4 uM) x TO 61,43" 111,50*
T7: ANA (0,5 uM) + CIN (2,2 uM) x T0O 46,62" 24 10*
T8: ANA (0,5 uM) + CIN (4,4 uM) x T0 52,51™ 24 .86*

"Comparacao significativa a 5% de probabilidade pelo teste T de Dunnet. ™: nao significativo.

TO: Tratamento testemunha, com auséncia de regulador.
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Apesar do Teste de Dunnett mostrar diferencga significativa entre o contraste
das médias dos tratamentos contendo as combinacbes de ANA e citocininas em
relagéo ao controle, a interagdo ANA e citocininas nao foi significativa para ambas as
espécies (Tabela 2 e 4). Assim, o balango auxina-citocinina nédo foi um fator
significativo para o numero de brotos, nas concentragdes utilizadas nesse estudo.
Outras concentracbes ou balancos diferentes desses reguladores devem ser
testados em experimentos futuros, uma vez que o aumento na concentracao de BAP
parece ter exercido um efeito inibidor sobre o numero de brotagdes (Tabela 6).
Galvanesi et al. (2007) trabalhando com a espécie A. blanchetiana obtiveram 138,71
brotos no meio de cultura suplementado com 5,0 mg L™ de ANA (25 uM) + 5,0mg L™
de BAP (22 uM) em meio liquido e 62,00 brotos no meio contendo 1,0 mg L' de ANA
(5 uM) + 1,0 mg L de BAP (4,4 uM) em meio semisdlido, aos 180 dias de cultivo in
vitro. Essas concentragdes foram muito mais elevadas do que as que foram
utilizadas no presente estudo, além do uso de meio liquido e semisdlido, e podem
explicar os resultados obtidos, sugerindo que essa espécie necessita de maiores
concentracbes de citocinina para aumentar suas taxas de multiplicacdo. Estudos
realizados com segmentos caulinares de Billbergia distachia (Vellozo) Mez por
Mendes et al. (2007) obtiveram apds 90 dias 5,1 e 5,3 brotagdes em meios contendo
as combinagdes de 1,5 uM de ANA + 5 uM de BAP e 3,0 uM de ANA + 5 pM de
BAP, respectivamente. Ja Silveira et al. (2009) conseguiram obter 60,57 brotos de
Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez no meio MS suplementado com 0,5 yM de
ANA + 4,4 uM de BAP, apos 210 dias de cultivo. Esse resultado é semelhante ao
que foi obtido neste trabalho com A. blanchetiana (61,43) com 0 mesmo meio de
cultura e a metade do que foi obtido com A. distichantha (111,50). De acordo com os
resultados a menor concentracdo do BAP utilizada favoreceu o aumento da
multiplicagado, provavelmente por constituir um balango hormonal mais adequado.

Com relagdo a morfologia dos brotos produzidos, todos os tratamentos
proporcionaram brotos normais, sem nenhuma anormalidade morfoldgica aparente.
Todavia os tratamentos contendo BAP, apesar de terem proporcionado o maior
numero médio de brotos, formaram brotos pequenos sem raiz e/ou em pequena
quantidade e pouco desenvolvidas, enquanto os meios com CIN, produziram brotos
bem definidos e com um sistema radicular bem desenvolvido (Figura 4),

comportamento também relatado por Silveira et al. (2009) ao realizar experimentos
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de micropropagacgao de caroa (Neoglaziovia variegata) com BAP e CIN nas mesmas
concentracdes usadas neste trabalho.

Esse comportamento de ambas as citocininas, nas concentracdes utilizadas
neste trabalho, em relacédo a algumas bromeliaceas parece estar bem definido e
deve estar relacionado com a maior eficiéncia do BAP em quebrar a dominancia
apical das plantas no inicio do cultivo, favorecendo, dessa forma, maior numero de
brotagdo lateral, enquanto a cinetina parece favorecer a formagédo de raizes em
lugar de brotagdes. Contudo, ha necessidade de outros estudos com doses maiores

de cinetina para confirmar esses resultados.

Figura 4. Brotos de A. blanchetiana (A e B) e A. distichantha (C e D) apds o terceiro
subcultivo, em meio contendo BAP (A e C) e CIN (B e D).
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1.4 CONCLUSOES

A presencga de luz favoreceu a germinagéo in vitro de A. blanchetiana e A.

distichantha;

e E possivel a germinacgéo in vitro de A. blanchetiana e A. distichantha em meio
MS;

e A espécie A. distichantha apresenta taxas de multiplicacdo superior a A.
blanchetiana nas condi¢des estabelecidas nesse trabalho.

e Maiores taxas de multiplicacdo podem ser obtidas para ambas as espécies,
quando mu