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RESUMO

NAVES, V.C. Propagacio in vitro de bromélia imperial Alcantarea
imperialis (Carriére) Harms. Lavras: UFLA, 2001. 76p. Dissertagdo (Mestrado
em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, LavrassMG.

O grande valor das bromélias como plantas omamentais gera a
necessidade do desenvolvimento de técnicas para sua propagacdo, de forma a
evitar a coleta de espécimes do ambiente natural, os quais sdo cada vez mais
raros. A bromélia imperial, Alcantarea imperialis, de ocorréncia natural na
regido da Serra do Mar na Regido Sudeste, é um exemplo tipico de espécie
ameagada de extingdo em conseqiiéncia do extrativismo. Nesse contexto, com
este estudo objetivou-se estabelecer um protocolo para propagacdo in vitro dessa
espécie. Como explantes, foram usadas sementes inoculadas in vitro para avaliar
algumas caracteristicas de germinagdo e compara-las a germinagdo in vivo.
Ficou estabelecido que a germinagdo in vitro é mais rapida e eficiente, com bons
resultados em meio MS sélido a 75% da sua composigdo original, com um
tempo de germinagdo de 16 dias e 98% das sementes germinadas. As plantulas
foram inoculadas nos meios de cultura MS e Knudson a 50%, 100% e 150% de
suas composigdes originais para se estabelecer o meio ideal de propagagdo. O
melhor resultado foi obtido com a composi¢do original do meio MS soélido.
Estabelecido o meio de cultura ideal, os explantes foram cultivados em meio MS
contendo BAP e TDZ associados a ANA para indugdo de brotagGes. Os
melhores resultados foram obtidos com a associagio de TDZ a 0,02 mg.L" e
ANA a 0,10 mg.L", com regeneragdo média de 3,18 brotagSes por explante. Os
brotos obtidos foram transferidos para MS suplementado com ANA nas
concentragdes 0,0, 0,5, 1,0 e 2,0 mg L' para induzir o enraizamento que
antecede o processo de aclimatizagdo. Nessa fase do protocolo, foi estabelecida
como ideal a concentragiio de 0,5 mg.L' de ANA. O numero de brotagdes
obtido in vitro foi considerado expressivo, uma vez que essa espécie ndo emite
brotagOes laterais em seu estado natural. Testou-se a aclimatizacdo de brotos
com e sem raiz, em casa-de-vegetagdo, cultivando em substrato Plantmax®, e
avaliou-se o pegamento dos brotos, que foi de 98% para os brotos enraizados e
72% para os brotos sem raizes. Considera-se o protocolo desenvolvido uma
altemnativa de produgdo de mudas para o mercado de plantas ornamentais e
programas de reintrodugdo em ambientes degradados.

Comité Orientador: Patricia Duarte de Oliveira Paiva — UFLA (Orientadora) e Moacir
Pasqual - UFLA (Co-orientador)



ABSTRACT

NAVES, V.C. In vitro propagation of imperial bromeliad Alcantarea
imperialis (Carriére) Harms. Lavras: UFLA, 2001. 76p. Dissertation thesis
(Master degree in Agronomy — Plant Science) ~— Universidade Federal de
Lavras/MG.

The great value of their bromeliads as omamental plants generates the
need to develop techniques for propagation, avoiding the collection of
specimens in the natural areas, more and more rare. The imperial bromeliad
(Alcantarea imperialis) native to Serra do Mar, is a typical example of species
threatened of extinction due to the extraction. In this context, this study armed to
establish a protocol for in vitro propagation of this specie. As explants, seeds
inoculated in vitro were used, to determine some germination characteristics and
to compare them to the in vivo germination. It was established that the in vitro
germination is faster and efficient, with good results in solid MS medium at 75%
of its original composition. The seedlings were inoculated in the MS and
Knudson culture mediums at 50%, 100%, and 150% of its original compositions
to the ideal propagation medium. The best result was obtained with the original
composition of the MS solid medium. Established the ideal culture medium, the
explants were cultivated in MS medium containing BAP and TDZ, associated
with ANA for shoot induction. The best results were obtained with the
association of 0.02 mg.L™! TDZ and 0.10 mg.L" ANA, with regeneration of 3.18
shoots per explant. The shoots were transfered for MS medium supplemented
with ANA at the concentrations of 0.0, 0.5, 1.0 and 2.0 mg.L" to induce root
formation before aclimatization to ex vitro conditions. In this phase of the
protocol, the ANA concentration, 0.5 mg.L"?, was established as ideal. The
number of plants obtained was considered expressive, once this species does not
give out lateral shoots in its natural state. The aclimatization of the shoots were
tested using shoots with or without root, in greenhouse, cultivating in
Plantmax®, the survival of the shoots was evaluated, which was 98% in the
rooted shoots and 72% in the shoots without a root. The developed protocol, is
considered, an alternative to production of seedlings for the market of
omamental plants and reintroduction programs in degraded areas.

Guidance committee: Patricia Duarte de Oliveira Paiva - UFLA (Adviser) and Moacir
Pasqual - UFLA (Co-adviser).



1 INTRODUCAO

As Bromeliaceas sdo plantas que impressionam por suas formas exdticas
e pela ampla gama de cores e variedade de suas flores e folhas. Possuem grande
valor para arranjos e vasos de interior e ocupam sempre lugar de destaque em
projetos paisagisticos/A valorizagdo do uso das bromélias leva a acreditar no
potencial brasileiro de se tomar um grande exportador dessas plantas, tio
cobigadas em outros continentes.

O paisagista Roberto Burle Marx foi pioneiro na valorizagio das
bromélias como plantas omamentais, as quais sempre estavam presentes em seus
jardins. Foi também responsavel pela descoberta de novas espécies, muitas das
quais fazem referéncia ao seu nome.

Além da importancia ornamental, as bromélias apresentam também
importante papel na ecologia de varios ambientes, servindo como alimento e
local de prote¢do para muitos animais, atuando como reservatérios de dgua em
ambientes mais secos e, pela decomposicio de suas folhas, proporcionam
formagdo de solo viavel para sobrevivéncia de espécies vegetais mais exigentes.

A falta de informagGes especificas sobre técnicas de propagagdo e cultivo
tem desestimulado a produgdo de bromélias, sendo, muitas vezes, as espécies
oferecidas para comercializagdo provenientes de extrativismo. Em muitos casos,
essas espécies sdo retiradas de populagdes com poucos representantes, como é o
caso da Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, que ocorre em campos de
altitude, e por ser amplamente utilizada em projetos paisagisticos, vem sendo alvo
do extrativismo. Apesar de produzir sementes em abundincia e com alta
viabilidade, ndo ¢ capaz de emitir brotagSes laterais, como a maioria das plantas
dessa familia.



Além do extrativismo, essas plantas sofrem com a destruigdo de seus
ambientes. A exploragdo imobiliaria, a construgdo de avenidas e rodovias, a
exemplo da Linha Vermelha e o avango das fronteiras agricolas, suprimem cada
vez mais o habitat dessas plantas, aumentando a necessidade de se desenvolver
meios mais eficientes de se propagar bromélias.

Na natureza, assim como em pequenos viveiros onde sdo cultivadas, as
bromélias se propagam bem por meio de sementes, pois geralmente produzem
grande quantidade dessas estruturas. Porém, esse tipo de propagacdo ¢ muito
lento. Algumas espécies, dentre elas a Alcantarea imperialis, podem levar até
cingiienta anos para atingir a idade adulta em seu ambiente natural. No cultivo em
viveiros, esse tempo é reduzido para 4 anos.

Outra maneira comum de propagagdo € através da emissdo de brotagdes
laterais ou afithos, uma forma natural de propagagio vegetativa, comum entre as
bromélias. No entanto, o numero dessas brotagdes produzidas por planta é
geralmente pequeno, ndo sendo suficiente para suprir o mercado crescente. No
caso da Alcantarea imperialis, essa situagdo é ainda mais critica, pois essa
espécie produz pequeno numero de afilhos somente na fase inicial da muda,
cessando essa produgdo apos o primeiro ano de cultivo.

A utilizagdo da técnica de cultura de tecidos é uma importante forma de
propagagdo, permitindo a produgdo de plantas em larga escala, num periodo
reduzido de tempo e proporcionando maior uniformidade e qualidade das mudas
em relagdo aos métodos convencionais. No Brasil, ja existem laboratérios
dedicados a produgdo comercial de bromélias, atendendo o mercado intemo e
para exportagio.

Em fungdo disso, objetivou-se neste trabalho o desenvolvimento de um
protocolo para propagagdo in vitro da bromélia imperial (4lcantarea imperialis),
utilizando como explantes iniciais sementes, visando a otimizagio do processo de
micropropagagéo para produgdo de mudas. Enfatiza-se também que, mediante um



protocolo com alta eficiéncia de regeneragio, tem-se a possibilidade da
comercializagdo de mudas, diminuindo e desestimulando o extrativismo e
aumentando a popularizagdo dessa espécie, podendo ser usada até mesmo em

projetos de reintrodugdo em area degradadas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais e importfincia ecolégica das bromélias

As bromélias sdo plantas de ocorréncia exclusiva nas Américas.
Atualmente existem classificados 50 géneros de Bromeliaceae, que apresentam
mais de 3000 espécies, sendo aproximadamente a metade encontrada
exclusivamente no Brasil. Ocupam ambientes desde o nivel do mar até altitudes
superiores a 4.000 metros; em termos climaticos sobrevivem tanto nas zonas
desérticas, como nas mais umidas, e resistem até a temperaturas préximas de 0°
C (Leme e Marigo, 1993).

A Familia Bromeliaceae é dividida em trés Subfamilias, baseando-se em
caracteristicas florais ¢ na morfologia dos frutos e sementes:

a. Pitcarnioideae — plantas terrestres ou rupiculas, de folhas epinecentes, frutos
secos (capsulas) e sementes geralmente aladas. Estas plantas vivem junto aos
cactos e agaves, em pleno sol,

b. Bromelioideae — Terrestres ou epifitas, com folhas serrilhadas, denteadas ou
com espinhos nas margens. Os frutos podem ser secos (capsulas) ou camosos
(bagas) e sdo cultivadas tanto em jardim quanto em vasos. Algumas formam

com as folhas um depésito para captagio de 4gua, como uma cisterna. As



epifitas vivem em matas pluviais ou em ambientes com alta umidade relativa do
ar;

c. Tillandsioideae — na maioria, sio epifitas, com folhas de margens lisas, sem
espinhos ou dentes; os frutos sdo secos e as sementes apresentam uma coroa de
pélos longos que as auxiliam na dispersdo pelo vento (Kampf, 1992).

As bromélias sdo classificadas como plantas monocarpicas perenes, ou
seja, durante o ciclo vital, que pode variar de alguns meses a muitos anos, de
acordo com a espécie e/ou condigGes ambientais, o individuo floresce e frutifica
somente uma vez. A propagagio vegetativa, isto é, emissdo de brotagdes laterais
formando grandes touceiras é uma estratégia comum na familia, havendo poucas
excecdes de espécies que ndo possuem essa capacidade (Candido, 1996).

As raizes sdo quase sempre reduzidas estrutural e funcionalmente
(Braga, 1977). Podem servir tanto para absor¢do de agua e nutrientes como para
fixagdo ao substrato. Todas as espécies apresentam caule bastante curto e
densamente coberto por folhas dispostas em espiral, formando uma roseta. As
folhas costumam apresentar bainha, sendo providas de pélos escamosos que
absorvem nutrientes. A consisténcia da folha é variavel, assim como a sua cor e
o tamanho, variando de acordo com a intensidade luminosa. As flores sdo
hermafroditas na maioria dos casos, com bracteas muito coloridas, e sua corola
pode ser branca, vermelha, amarela, amarelo-esverdeada, azul ou violacea
(Reitz, 1983).

As bromélias sdo consideradas essenciais para a garantia da diversidade
nos locais onde ocorrem. Sua roseta tipo tanque em algumas espécies forma um
micro-habitat para diversos grupos de organismos, o que lhes confere um
importante papel ecologico (Oliveira, Rocha e Bangnal, 1994). Além disso,
muitas sdo consideradas como espécies pioneiras, ao longo da sucessdo
ecolégica, pois vdo se entouceirando através da propagagdo vegetativa e a

decomposi¢do da touceira forma solo fértil para o desenvolvimento de plantas



mais exigentes. Outras espécies sio rupiculas, vivendo entre as rochas, ou
epifitas, podendo localizar-se desde a base até o topo das arvores ( Leme e
Marigo, 1993).

Pertencendo a subfamilia Tillandsioideae, a Alcantarea imperialis
(Carriére) Harms (= Vriesea imperialis V. L. Harms) é considerada a imperatriz
das montanhas do Estado do Rio de Janeiro, onde ocorre principalmente nas
escarpas rochosas ingremes, em grandes grupamentos populacionais (Smith e
Downs, 1977). A planta pode reter entre suas bainhas varios litros de agua e sua
inflorescéncia pode atingir mais de trés metros de altura. Para atingir seu porte
majestoso, necessita de algumas décadas. A lentidio de seu desenvolvimento
decorre da pequena quantidade de nutrientes disponiveis nesse ecossistema, em
que a planta ndo pode contar, num curto espago de tempo, com a apreensio pela
roseta de boa quantidade de actiimulos organicos, como acontece nos ambientes
florestais. Porém, essa deficiéncia nutricional pode ser suprida com adubaggo no
cultivo comercial, o que diminui o seu ciclo (Leme e Marigo, 1993).

A Serra dos Orgéios (RJ) é uma das principais areas de extrativismo de
bromélias, caso especifico de Alcantarea imperialis, pois corresponde 3 area de
distribuicdo natural da espécie, sendo, portanto, considerada area de risco
(Nunes e Forzza, 1998)

Ha risco iminente de extingiio para a Alcantarea imperialis, ja que a
espécie pode levar mais de 20 anos para atingir a maturidade, quando entdo é
arrancada do seu habitat (Wanderley, 2001).

2.2 Importéncia econdmica
A importancia econdmica das bromélias tem crescido muito nos tltimos

anos, com sua utilizagdo em projetos paisagisticos por causa de sua grande
beleza, resisténcia e praticidade no manuseio. As bromélias sdo utilizadas tanto
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na decoragdo de jardins, como em interiores e hoje ja podem ser encontradas a
venda na maioria das floriculturas. A exportacdo ¢ uma atividade bastante
expressiva para colecionadores e comerciantes distribuidos por todo mundo, o
que incentiva a coleta ilegal de espécies de maior beleza, acarretando a redugdo
de populagdes naturais e o aumento do numero de espécies em risco de extingdo
(Melo, 1996)

Nos Estados Unidos, o grande interesse pelas bromélias foi demonstrado

Orlando (Flérida), o que estimulou o surgimento de organizagdes semelhantes
em varias partes do mundo. No Brasil, foi criada a Sociedade Brasileira de
Bromélias (SBB), sediada no Rio de Janeiro, que reuniu interessados na colegio
e estudo dessas plantas.

Em cultivo comercial, algumas espécies de Tillandsia, Vriesea e
Guzmania apresentam destaque entre as dez plantas mais comercializadas na

Europa na década de 80, conforme a Bolsa de Flores de Aalsmeer, na Holanda

~ (Kampf, 1992).

'
\

A exemplo de outros paises, ja existem no Brasil empresas que se
dedicam exclusivamente & produgdo massal de mudas de bromélias para fins
omamentais, utilizando-se técnicas de cultura de tecidos, visando a abastecer
mercados intemos e externos (Zoming, 1996).

> Os principais produtores de bromélias encontram-se nos minicipios de
Campinas (Rolf Bromélias), Holambra (Eco Flora) e Rio de Janeiro (Mania de
Bromélias). O nimero total de produtores é completamente desconhecido, pois
esse contingente pode ser composto por um grande numero de pequenos
produtores e comerciantes espathados por todo territorio nacional. Os principais
centros de comercializagdo sdo o CEAGESP (SP) e Guaratiba (RJ), onde sdo
comercializadas bromélias provenientes do extrativismo e de produtores (Nunes
e Forzza, 1998).



Segundo Wanderley (2001), a produgdo em estufas de Alcantarea
imperialis ainda é muito pequena e muitos dos exemplares comercializados sdo
retirados de seu ambiente natural e vendidos ilegalmente, devendo-se adquirir
bromélias somente de produtores e vendedores credenciados pelo IBAMA.

2. 3 Propagaciio convencional

As bromélias podem ser propagadas de forma sexuada ou assexuada. O
processo sexual envolve a formagdo de sementes, das quais pode-se obter grande
quantidade de plantulas (Rauh, 1990). Estas sdo geralmente pequenas, com 1 a 7
mm de comprimento, e os frutos necessitam de 6 a 12 meses para amadurecer. A
viabilidade pode ser mantida durante varios meses; porém, estudos ja
demonstraram que os melhores resultados foram obtidos quando a semeadura foi
feita logo apos a colheita (The Bromeliad Society, 1977). O periodo de
germinagdo varia com a espécie, ocorrendo entre 1 a 3 semanas. No caso de
muitas espécies dos géneros Pitcairnia, Vriesea, Billbergia, Aechmea e
Neoregelia, a freqiiéncia de germinagdo foi alta quando essas foram dispostas
em varias condi¢des de luz e temperatura (Mercier e Guerreiro, 1990). Algumas
espécies, no entanto, apresentam problemas na germinagdo em conseqiiéncia
pequeno numero de sementes produzidas ou das condigdes nutricionais do meio.

A propagacgao sexuada de bromélias apresenta varias limitagdes, como a
demora na maturagdo de sementes, que pode ocorrer em até um ano apds a
polinizagdo. Além disso, plantas oriundas de sementes requerem, dependendo da
espécie, de 3 a 8 anos para o florescimento (The Bromeliad Society, 1977). As
sementes podem ainda ser freqiientemente atacadas por fungos, exigindo baixa
umidade para germinaggo (Benzing, 1980).

O substrato para germinagdo pode ser algum tipo de musgo, imitando a

situagdo natural, em que as raizes encontram a aeragdo necessaria (Quinn, 1990).



No Brasil, a experiéncia de Roberto Menescal (Novaes, 1993) propde a
germinagdo das sementes em placas de xaxim, mantidas sob umidade
controlada.

Dosolto (2001) afirma que a Alcantarea imperialis é propagada
facilmente por sementes, muito numerosas, produzidas num periodo de floragdo
que dura 5 meses. Quando semeadas em substrato formado por turfa e areia,
levam de 20 a 30 dias para germinar.

A propagagdo assexuada de bromélias é realizada por meio das
brotagdes laterais, que ocorrem em quase todas as espécies apés o periodo de
floragdo, quando a matriz entra em senescéncia. As brotagSes podem surgir nas
gemas axilares das folhas ou a partir de estoldes, podendo sobreviver
independentemente ao atingirem aproximadamente um terco do tamanho da
roseta original. Essas brotagdes podem ser facilmente enraizadas se forem
destacadas e colocadas em mistura de solo apropriada. Quando a primeira
brotagdo é removida, quebra-se a dorméncia de outras gemas axilares, levando a
planta-miie a emitir varias afilhos antes de entrar em senescéncia (Wall, 1988).

No caso especifico da Alcantarea imperialis, a brotagdo lateral s6 ocorre
na fase jovem de desenvolvimento, havendo a emissdo de um ou dois brotos, os
quais geralmente ndo se desenvolvem. Por isso, na natureza, essa espécie nunca
é encontrada na forma de touceiras, e sim como individuos isolados, sendo sua
propagago realizada mediante numerosas sementes produzidas.

A propagacdo assexuada tem as vantagens de evitar a variabilidade
genética inerente aos processos sexuais, além de as planfas obtidas apresentarem
florescimento mais precoce em relagio as obtidas por sementes (The Bromeliad
Society, 1977). Apesar disso, o niimero de afilhos formados pela planta-mie ¢
baixo, o que diminui consideravelmente a taxa de multiplicagdo (Kampf, 1992).

Segundo Jimenez e Caballero (1990), a propagagdo vegetativa resulta
em altos custos na manutengio de matrizes, sendo recomendado que a



reprodugdo de bromélias em escala comercial seja feita via sementes ou por
técnicas in vitro.

A cultura de tecidos é a principal forma de obtengio de plantulas de
bromélias em escala comercial. A semeadura ¢ utilizada apenas para selecionar
matrizes a partir de hibridos ou de espécies naturais nativas ou exéticas (Nunes e
Forzza, 1998).

2.4 Propagacio in vitro

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas
quais um explante (célula, tecido ou 6rgio) é isolado e cultivado sob condigdes
de plena assepsia, em um meio nutritivo artificial. O principio basico da cultura
de tecidos é a denominada "totipotencialidade" das células (Pasqual, Hoffmann e
Ramos, 1997), que é a capacidade que possuem as células somaticas vegetais de,
em condi¢des adequadas, voltarem a dividir-se, sofrendo desdiferenciagdo,
seguida de rediferenciagdo em outros tipos celulares, regenerando, entdo, uma
planta completa (Grattaplaglia e Machado, 1990).

Para o setor de floricultura, as técnicas de cultura de tecidos vém sendo
amplamente utilizadas para a propagagdo clonal de um grande numero de
espécies, pois a multiplicagdo é rapida e a qualidade, uniformidade e quantidade
de plantas produzidas sd3o maiores em relagdo as obtidas por métodos
convencionais (Gatti, 1992). Segundo Mercier e Kerbauy (1995), a taxa de
multiplicagio de bromélias in vitro é geralmente muito superior aquela
conseguida in vivo.

Os primeiros trabalhos com bromélias iniciaram na década de 70. Jones
e Murashige (1974), utilizando pontas de raizes inoculadas em meio de cultura
MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com os reguladores de
crescimento ANA (acido naftalenoacético) e AIB (acido indol-3-butirico),



conseguiram o desenvolvimento in vitro da espécie Aechmea fasciata. Esse
método foi testado em outros 19 géneros de Bromeliaceae, tendo sido obtido
regeneragdo de Ananas comossus, Cryptanthus bividatus e Cryptanthus start.
Com base nesse trabalho, outros pesquisadores tém se dedicado ao
estabelecimento de protocolos para regeneragdo e propagagdo in vitro de
diversas espécies de Bromeliaceae, com a utilizagdo de diferentes explantes e
combinagdes de reguladores de crescimento.

O sucesso do estabelecimento da cultura de células, orgdos ou tecidos in
vitro depende, em geral, da selegdo do explante, das condigdes de temperatura e
luminosidade em que a cultura é mantida e do uso de um meio de cultura
apropriado (Pasqual, Hoffimann e Ramos, 1997).

2.4.1 Meios de cultura

Na natureza, as bromélias absorvem agua e nutrientes principalmente
pela parte aérea, especialmente adaptada para esse fim por causa da formagao de
tanques que armazenam detritos organicos e pélos absorventes presentes nas
folhas, que s3o denominados tricomas foliares. Entretanto, muitas bromélias
epifitas, quando cultivadas em vaso, podem absorver esses nutrientes através do
sistema radicular. Essa capacidade, no entanto, € variavel entre as espécies
(Kampf, 1995).

Quando essas plantas sdo submetidas a condi¢Ges de cultivo in vitro,
suas raizes tém de apresentar obrigatoriamente a fung¢do de nutrigdo da planta,
pois o meio de cultura constitui a unica fonte disponivel de nutrientes para sua
sobrevivéncia. Assim, a escolha de um meio de cultura ideal ¢ em uma
concentragdo adequada é de fundamental importancia no cultivo in vitro, pois a
quantidade de nutrientes disponivel pode afetar consideravelmente nio s6 o
desenvolvimento, como também a taxa de multiplicagdo dos explantes. Uma das
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propriedades do meio de cultura ¢ suprir a planta com os nutrientes necessarios
para o crescimento dos explantes.

Estudos de formulagdes e modificagdes na composigio de meios de
cultura realizados no laboratorio do Prof. Skoog culminou em 1962 numa
publica¢do sobre sais organicos necessarios para cultura de tecidos de tabaco,
denominado MS (Murashige e Skoog, 1962). Esse constitui o meio de cultura
mais utilizado em trabalhos de cultura de tecidos (Pasqual, Hoffmann e Ramos,
1997).

Jones ¢ Murashige (1974) conseguiram induzir brotagdes nas espécies
Aechmea fasciata (Lindley) Baker, Cryptanthus bivitathus (Regal), Dyckia
sulphurea (C. Koch), Cryptbergia meadii (hibrido) e Guzmania sp., utilizando
apices caulinares cultivados em meio MS sélido acrescido de auxinas. Zimmer e
Pieper (1976) obtiveram desenvolvimento radicular de plantas da subfamilia
Tillandsioideae inoculando raizes em meio MS sodlido com auxinas. Ainda
utilizando o meio MS sélido, Davidson e Donnan (1977) obtiveram sucesso na
proliferagio de gemas em Cryptanthus bivitattus, adicionando cinetina e AIA.

O meio MS liquido também ja foi utilizado em varias situagdes, como
na indugdo de brotos em extremidades de folhas de Aechmea fasciata e
Guzmania ssp (Pierik, Steegmans e Hendriks, 1984) e de Tillandsia cyanea
(Pierik e Sprenkels, 1988). Também foi utilizado na indugio de brotagdes
laterais em plantulas de Aechmea victoriana e Aechmea dactylina (Dijck, Proft e
Greef, 1988), e na indugfio de brotos em meristemas e primérdios foliares de
Neoregelia carolinae, adicionando-se auxina e citocinina (Tombolato et al.,
1991).

O meio Knudson foi desenvolvido em 1943 para propagagio de
sementes de orquideas, com formulagio bastante similar aos primeiros meios

desenvolvidos, os quais apresentavam baixas concentragdes de ions inorganicos
(George, 1996).
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Mekers (1977) obteve multiplicagdo de brotos de espécies
exclusivamente epifitas inoculando sementes em meio Knudson acrescido de
auxinas, citocininas ou giberelinas. Estudando Vriesea fosteriana e Vriesea
hieroglyphica, Mercier e Kerbauy (1992, 1994, 1995) obtiveram formagdo de
gemas em folhas inoculadas em meio Knudson acrescido de ANA e BAP.

Quanto a espécie estudada neste trabalho, Alcantarea imperialis, nio foi
encontrada nenhuma pesquisa referente ao seu comportamento in vitro.

2.4.2 Reguladores de crescimento

Uma das peculiaridades da cultura de tecidos vegetais € a possibilidade
de controle do crescimento e desenvolvimento das plantas, que realizado pela
adigdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura, componentes esses
com a fungdo de direcionar o metabolismo do explante in vitro (Pasqual,
Hoffimann e Ramos, 1997).

Os efeitos dos reguladores de crescimento geralmente ndo sdo absolutos
e especificos. A resposta das células, tecidos e orgdos in vitro varia de acordo
com as condigdes de cultura, tipo de explante e genétipo da planta.
Fregiientemente, a combinagfo de dois ou mais reguladores é necessaria para se
obter uma determinada resposta de um explante (George, 1996).

A adig¢do de reguladores de crescimento ao meio de cultura controla o
crescimento e a morfogénese do explante, ocorrendo também interagdo com as
substincias de crescimento enddgenas do mesmo. As auxinas e as citocininas
sdo as classes de reguladores de crescimento mais utilizadas na cultura de
tecidos, sendo responsaveis pelo controle de formagdo de raizes, parte aérea e
calogénese, dependendo da disponibilidade e interagio desses (Skoog e Miller,
1957).
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As auxinas sdo muito utilizadas em trabalhos de micropropagacéo e sdo
incorporadas ao meio para promover o crescimento de calos e a regulagdo de
morfogénese, principalmente em associagio com uma citocinina. Estdo
associadas ao crescimento e alongamento celular, enraizamento, iniciando o
processo de divisio celular, formacio de meristemas e manutencio da
dominéncia apical (George, 1996).

As citocininas também estimulam o processo de divisdo celular, atuando
consegiientemente no processo de morfogénese (George, 1996). Segundo
Grattapaglia e Machado (1998), o BAP (6-benzilaminopurina),é a citocinina que
in vitro proporciona melhores resultados, dentre as comercialmente disponiveis.

O TDZ (Thidiazuron) é um regulador de crescimento que age como as
citocininas, sendo mais ativo e menos degradavel que essas, durante o processo
de autoclavagem, ja tendo sido empregado com sucesso na indugio de brotagdes
em bromeliaceas omamentais (Naves e Pinto, 1996).

O género Ananas tem sido o mais estudado pela sua importincia
economica. Cultivares de abacaxi (4dnanas comossus) apresentaram respostas
positivas de regeneragdio na presenga dos reguladores BAP, AIB, ANA e
cinetina (Matheus e Ragan, 1979; Zepada e Sagawa, 1982; Fichet, 1990).

Cameiro (1997) cultivou explantes foliares de Neoregelia cruenta e
Cryptanthus sinuosus em meio sélido suplementado com 2,2 mg.L" de BAP e
0,25 mg.L" de ANA, resultando numa produgio méaxima de 450 plantas por
semente germinada in vitro, que originaram os segmentos foliares utilizados
como explantes neste experimento.

Estudos realizados por Mekers (1977) demonstraram que a presenga de
ANA ou GA;, na concentragio de 1,0 mg.L”" em meio Knudson, promoveu a
germinagdo de Vriesea splendens numa taxa mais elevada que nas plantas-
controle e, além disso, a auxina ANA estimulou um desenvolvimento mais

prematuro nas plantulas. E interessante ressaltar que sementes de Vriesea
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hieroglyphica cultivadas em meio basal Knudson, na auséncia de reguladores de
crescimento, produziram de 3 a 8 plantulas por semente, em vez da tnica
plantula esperada na germinagdo normal. Mercier e Kerbauy (1995) sugeriram
que esse poderia ser um caso de poliembrionia induzida pelo meio de cultura.

Pierik, Steegmans e Hendriks (1984), examinando a influéncia da agdo
de auxinas na germinagdo de sementes e crescimento posterior de plantulas de
trés diferentes espécies de Bromeliaceae, constataram que 0 ANA, adicionado ao
meio MS, foi a auxina mais eficiente para promover o crescimento de raizes e de
brotos, sendo utilizada em concentragdes entre 0,5 ¢ 0,8 mg.L".

A técnica de estiolamento foi proposta para propagagdo de abacaxi
(Ananas comossus) por Kiss et al. (1995). Essa metodologia consiste em manter
plantas ja estabelecidas in vitro no escuro por um periodo de 30 dias. Apos esse
tempo, as plantas apresentavam-se esbranquigadas e com os nés bem afastados
um do outro. Nesta metodologia, as plantas foram entio transferidas para placa
de Petri contendo meio MS acrescido de reguladores de crescimento, sendo
dispostas em sentido horizontal na placa. Esse processo possibilitou regeneragio
média de 2,6 plantas nas gemas ao longo da planta estiolada.

O nitrogénio difere dos demais macronutrientes pelo fato de se
apresentar na forma de cation (amdnio) e &nion (nitrito e nitrato). O efeito dessas
diferentes formas inorganicas sobre o crescimento e desenvolvimento de
culturas de tecidos é marcante: o nitrato, como unica fonte de nitrogénio,
sustenta uma boa taxa de crescimento em muitas espécies, e outras, ao contrario,
n3o se desenvolvem (Caldas, Haridasan e Ferreira,1998).

Quando o nitrogénio é fornecido somente na forma de sais inorganicos
de amdnio, as células in vitro apresentam sintomas de toxidez. Uma combinaggo
das duas formas de nitrogénio, amé6nio e nitrato, estimula o crescimento de
muitas espécies in vitro, de modo que a toxidez por amonio ndo é absoluta. A

mesma concentragio de amoénio, que é inibitéria quando a concentragio de
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nitrato € baixa, permite um bom crescimento quando se eleva a concentragio de
nitrato (Caldas e Caldas, 1976). A razdo entre as concentragdes parece ser o
fator determinante do crescimento, ¢ a de aménio deve ser, no maximo, um tergo
do nitrogénio total fomecido no meio de cultura (Caldas, Haridasan e
Ferreira,1998).

De acordo com estudos realizados por Grossi (2000) em Aechmea
nudicaulis, o nitrato de amoénio é uma fonte adequada para o forecimento de
nitrogénio para essa e também para outras espécies de bromélias, devendo ser
utilizado na faixa entre 7,5 e 30 uM.L". Favorece-se, assim, a absor¢do de todos
os demais nutrientes minerais, proporcionando também um bom crescimento,
tanto da parte aérea como do sistema radicular. Acima desse limite, pode ocorrer
toxidez,e abaixo, sintomas de deficiéncia na planta.

2.4.3 Desinfestaciio dos explantes

Zimmer e Pieper (1976) destacaram a dificuldade de se estabelecer in
vitro explantes de bromélias destacadas de extremidades de brotos ou gemas
axilares de plantas adultas oriundas do campo. Para se reduzir a porcentagem de
contamina¢do no estabelecimento in virro, Davidson e Donnan (1977)
recomendaram manter as plantas-mdes em uma sala com baixa umidade e sob ar
condicionado por 24 semanas antes da retirada dos explantes.

O desinfetante comercial mais comumente empregado vem sendo o
hipoclorito de sodio em solugdo diluida de 1 a 20 %, com a adigdo de um agente
umectante como o Tween 20, em diferentes tempbs de imersdo (5 a 30 minutos).
Em todos os casos, os explantes sdo lavados varias vezes em agua destilada e
autoclavada antes da inoculagdo no meio de cultura. Uma desinfecgio eficiente
de Cryptanthus bromelioides var. tricolor foi obtida com cloreto de mercirio a
0,1% por 10 minutos (Matheus e Rao, 1982).
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Plantulas provenientes de sementes de bromélias vém sendo
amplamente utilizadas como fonte de explantes em virtude de maior facilidade
de desinfecgdo (Mercier e Kerbauy 1994).

2.4.4 Aclimatizaciio

A aclimatizagdo é apontada como uma das fases mais criticas do
processo de micropropaga¢do de plantas. Porém, de maneira geral, os trabalhos
de micropropagac¢do ndo relatam os procedimentos, dificuldades e solugdes para
o processo de aclimatizagdo (Cameiro, 1997).

Cozai e Kitaya (1995) analisaram os componentes do ambiente in vitro e
listaram as seguintes caracteristicas relativas a parte aérea de plantas obtidas por
micropropagagdo: reducfio na taxa fotossintética liquida em conseqiiéncia do
baixo fluxo foténico, diminui¢do da transpira¢do, redugdo no fluxo de radiagdo
térmica liquida e elevada taxa respiratoria. Quanto a parte radicular, ocorre
redugdo na absor¢do de agua, ions e agucar.

As condigdes de umidade relativa, temperatura do ar, concentragdo de
CO,, alta concentragdo de ions, agucar e reguladores de crescimento in vitro
tendem a ser alterados quando a planta é transferida para o local onde sera
submetida a condigdes de aclimatizagdo, dificultando seu desenvolvimento
(Cozai e Kitaya, 1995).

Outra condigdo importante para o sucesso da formagdo de mudas na fase
de aclimatiza¢@o ex vitro é o tipo de substrato utilizado, por causa dos efeitos
proporcionados na translocagio de agua no sistema solo-planta-atmosfera e da
facilidade para o estabelecimento da arquitetura do sistema radicular (Spurr e
Bames, 1973). A escolha do material a ser utilizado como substrato depende nﬁo
s6 do objetivo a ser alcangado, mas também da disponibilidade no local, custo
de aquisi¢do e experiéncia do viveirista (Kampf, 1992).
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Plantas epifitas, como as bromélias, exigem substratos de baixa
densidade, alta permeabilidade e aeragdo. A presenca de elevada fragdo de
matéria organica no meio de cultivo pode melhorar tais caracteristicas. Misturas
com solo mineral podem ser usadas para o cultivo em recipientes, desde que
sejam adicionados condicionadores para diminuir 0 peso e/ou aumentar a
porosidade do meio (Kampf, 1992).

As bromélias sdo plantas que preferem substrato acido (pH 4,5 a 5,5),
podendo ser utilizados turfa, casca de pinus e poliuretano na composi¢do do
substrato de cultivo (Jimenez e Caballero, 1990). Cameiro (1997) utilizou com
sucesso o Plantmax na aclimatizagio de bromélias.

Bromélias obtidas in vitro, segundo Mercier e Kerbauy (1994), em geral,

ndo demonstram dificuldade para aclimatizagdo em vasos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras,
UFLA, em Lavras/MG.
3.2 Material vegetal

Para os experimentos foi utilizada a espécie bromélia imperial,

Alcantarea imperialis (= Vriesea imperialis V.L. Harms) var. “rubra” (Figura 1),

selecionada pela ampla utilizagdo em projetos paisagisticos, estando ameagada
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de extingdo em conseqiiéncia do ao extrativismo seletivo em seus ambientes de
origem. O material propagativo foi retirado de plantas ocorrentes em jardins do
campus da UFLA.

Alcantarea ifperialis
3 PhobbyPec Fiatkin

FIGURA 1. Exemplar de Alcantarea imperialis var. “rubra”, cultivado em casa-
de-vegetacdo, com botdo floral. Foto de Peter Franklin. Bromeliad
Society International, (2001).
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3.3 Experimentos
3.3.1 Germinagio in vitro e in vivo de sementes de Alcantarea imperialis

Os frutos de Alcantarea imperialis foram coletados antes que as
capsulas se abrissem naturalmente para dispersdo das sementes. Essas capsulas
foram levadas para o laboratério, onde foram abertas, retiradas as sementes e
colocadas em bolsas de tecido permedvel. Essas bolsas foram submetidas a
assepsia constituida de: 1) lavagem com detergente em agua destilada, 2)
imersdo em alcool 70% por 5 minutos, 3) imersdo em solugdo de hipoclorito de
sédio 70%, 1,0 gL' de Benlate e 2 gotas/100 ml do espalhante adesivo Tween
20, durante 15 minutos. Em cdmara de fluxo laminar, foram lavadas em agua
destilada e autoclavada por 4 vezes e, entdio, dispostas em frascos contendo 40
ml de meio de cuitura MS (Tabela 1A) nas seguintes concentragdes: 0, 25, 50,
75, 100 e 125% em relagdo a composi¢do original. O meio de cultura foi
acrescido de 7 g.” de agar e o pH foi ajustado para 5,8 antes do processo de
autoclavagem, realizado a 121°C, 1 atm, por 20 minutos. Em cada frasco foram
colocadas 10 sementes e o experimento foi repetido 4 vezes, totalizando 40
sementes por tratamento. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado.

O material foi mantido em sala de crescimento com temperatura de 26 +
1°C e fotoperiodo de 16 h luz por 8 semanas. Os paradmetros analisados foram
tempo gasto para iniciar a germinaggo, porcentagem de germina¢do e tamanho

de plantulas ao final de 8 semanas.
Sementes de bromélias também foram colocadas para germinar in vivo

com o objetivo de se comparar com a produgdo in vitro. Para isso, as sementes
foram retiradas dos frutos, espalhadas uniformemente sobre placa de xaxim na
quantidade de 40 sementes por placa, as quais foram mantidas dentro de
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bandejas plasticas com agua a fim de manter a umidade da placa até a
germinagdo. A bandeja foi mantida sob sombrite e foram avaliados os
pardmetros: tempo gasto para iniciar a germinagdo, porcentagem de germinagdo
e tamanho de plantulas apos 8 semanas.

3.3.2 Avaliaciio de diferentes meios de cultura para o desenvolvimento in

vitro de Alcantarea imperialis

O experimento foi constituido pelos seguintes tratamentos: trés
concentragdes do meio MS (50%, 100% e 150%) e trés concentragdes do meio
Knudson modificado (Tabela 2A) (50%, 100% e 150%). Em tpdos os
tratamentos foram adicionados thidiazuron (TDZ) na concentracio 0,02__mg.L",
7gL" de agar e o pH foi ajustado para 5,8, antes do processo de auwciéyégem,
realizado a 121°C, 1 atm por 20 minutos. Os meios foram distribuidos e\m @bm
de ensaio, contendo 20 ml de meio em cada. -

Procedeu-se 3 inoculagdo das plantulas de Alcantarea 1mperzahs
semeadas in vitro e ja com 8 semanas, as quais tiveram suas folhas e ratzes
cortadas, permanecendo apenas o pequeno caule contendo as gemas axilares.

Apés a inoculagdo dos explantes em camara de fluxo laminar, o
experimento foi transferido para sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas, intensidade luminosa de 3000 lux, temperatura de 26 + 1°C,
permanecendo nessas condigdes durante 120 dias.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado com 4 -
repeti¢des, sendo cada parcela constituida por 4 tubos de ensaio contendo uma
planta por tubo. Os explantes foram avaliados aos 120 dias, observando-se a
quantidade de explantes responsivos, mimero e tamanho dos brotos formados,
tamanho do explante inicial, ocorréncia de raizes, ocorréncia de entumescimento

e calogénese.
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3.3.3 Efeito de BAP e ANA sobre o desenvolvimento in vitro de brotos de

Alcantarea imperialis

O meio de cultura pré-determinado pelo methor resultado observado no
experimento anterior, MS na sua concentragio original, foi acrescido de BAP
nas concentragdes 0,0; 0,5; 1,0, 2,0 e 4,0 mg.L" em combinagio com ANA a
0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 mg.L", perfazendo um fatorial 5x4. O meio foi acrescido de 7
gL de agar, tendo o pH ajustado para 5,8 antes do processo de autoclavagem,
realizado a 121°C e 1 atm, por 20 minutos.

Os explantes utilizados foram plantulas germinadas in vitro com 8
semanas de idade. Esses brotos tiveram suas folhas e raizes cortadas,
permanecendo apenas o caule com as gemas axilares.

O experimento foi conduzido em sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas, intensidade luminosa de 3000 lux e temperatura de 26 + 1°C.

'O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com
4 repetigoes. Cada parcela foi constituida por 4 tubos de ensaio contendo uma
plantula por tubo. Os explantes foram avaliados aos 120 dias, observando-se a
quantidade de explantes responsivos, nliimero e tamanho dos brotos formados,

ocorréncia de raizes, entumescimento, calogénese e tamanho do explante inicial.

3.34 Efeito de TDZ e ANA sobre o desenvolvimento in vitro de brotos de
Alcantarea imperialis

Ao meio de cultura MS na sua concentragdo original, acrescentou-se

TDZ nas concentragdes 0,0; 0,01; 0,02, 0,05 e 0,1 mg.L", em combinagio com
ANA a 0,0; 0,1; 0,5 e 1,0 mgL", perfazendo um fatorial 5x4. O meio foi
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acrescido de 7 g.L' de agar e o pH foi ajustado para 5,8 antes do processo de
autoclavagem, realizado a 121°C e 1 atm, por 20 minutos.

Foi entdo realizada a inoculagdo dos explantes de Alcantarea imperialis,
provenientes de sementes germinadas in vitro. Esses se apresentavam com 8
semanas de idade e tiveram suas folhas e raizes retiradas, inoculando-se apenas
o caule contendo as gemas axilares.

O experimento foi conduzido em sala de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas, intensidade luminosa de 3000 lux e temperatura de 26 + 1°C. O
delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com 4
repeticbes. Cada parcela foi constituida por 4 tubos de ensaio contendo uma
planta por tubo.

Os explantes foram avaliados aos 120 dias, observando-se a quantidade
de explantes responsivos, niumero e tamanho dos brotos formados, ocorréncia de

raizes, entumescimento, calogénese e tamanho do explante inicial.

3.3.5 Avaliacdo do efeito de ANA sobre a inducéio de enraizamento em

brotos de Alcantarea imperialis cultivados in vitro

Ao meio de cultura MS na sua concentragdo original, foi acrescentado
ANA nas concentragdes 0,0; 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mgL'. Ao meio, foram
acrescidos ainda 7 g.L"de agar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes do processo
de autoclavagem, realizado a 121°C e 1 atm, por 20 minutos.

Os explantes utilizados foram as brotagGes obtidas nos experimentos de
multiplicagdo, apos 120 dias de cultivo, mantendo-se a parte aérea intacta
durante a inoculagdo. As plantulas inoculadas foram padronizadas, apresentando
altura entre 1 e 2 cm. O experimento foi conduzido em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de 3000 lux e temperatura de 26 +
1°C.
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O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com
4 repeticdes. Cada parcela foi constituida por 4 tubos de ensaio contendo uma
planta cada um. A avaliagio foi realizada aos 60 dias, observando-se a

ocorréncia de raizes, tamanho de raiz, altura da parte aérea e nimero de brotos.

3.3.6 Aclimatizaciio

Para aclimatizagio, foram utilizados brotos com e sem raizes, para se
avaliar a adaptagdo desses ex-vitro. Os brotos foram plantados em bandejas de
isopor de 120 células contendo Plantmax como substrato e mantidos sob
sombrite 80% em casa-de-vegetagdo com irriga¢io intermitente e temperatura
média de 25°C. Foram utilizadas 30 plantas com raiz e 30 sem raiz, sendo o
experimento repetido por 2 vezes. As plantas foram avaliadas apés 30 dias,
observando-se a porcentagem de sobrevivéncia das mudas.

3.3.7 Anilises estatisticas

As andlises estatisticas dos experimentos foram feitas utilizando o
sistema SISVAR® versdo 4.3 (Ferreira, 1999). Os dados foram analisados por
meio do teste de regressdo, e para diferencas entre os tratamentos, utilizou-se o
teste de Tukey.

Para as caracteristicas ocorréncia de calos, entumescimento e formagio
de raizes, foram atribuidas notas durante as avaliagdes. Quando essas

caracteristicas eram observadas, atribuiu-se nota 1, e na sua auséncia, nota 0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Germinagcio in vitro e in vivo de sementes

Na germinagdo_de_sementes, em que foram analisados os parametros
tempo de germinagdo, nimero de sementes germinadas e tamanho das plantulas

apos 8 semanas de semeadura, pode-se observar que houve variagdo néo so para

o_tipo de semeadura, in_vivo e in vitro, como também em relagfo as diferentes
concentracdes do meio MS utilizadas neste experimento. Os resultados da
analise de varidncia estio descritos na Tabela 1.

A germinagdo in vivo foi testada para comparagio, ndo sendo somada
para efeito de analise estatistica, uma vez que o erro em casa-de-vegetagdo seria
diferente das condigdes da sala de crescimento onde o experimento de

germinagdo in vitro foi conduzido.

TABELA 1. Resumo das analises de variancia do experimento de germinag3o in
vitro de A. imperialis, em diferentes concentragdes do MS. UFLA,
Lavras/MG, 1999.

Porcentagem de

Cau§as da GL Tempo. para sementes AlturaA média

variagio germinar . de pléantula
_germinadas
Concentragdes
5 179,833333*¢  8600,000000%*  43,223750%*

do meio MS
Residuo 18 10,500000 600,000000 1,762500
CV(%) 4,11 6,79 7,26

** Significativo a 1% de probabilidade
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O tempo necessario para germinagao variou entre 15 dias, para o melhor
resultado de germinag3o in vitro, e 26 dias, para germinagdo in vivo (Figura 2A),
dependendo do tipo de germinagdo e da concentragdo do meio MS. Resultados
semelhantes foram observados por Mercier e Kerbauy (1995) e Cameiro‘-(1997)

na germinagdo de outras espécies de bromélias. O periodo necessario para a

germinagdo in vitro mostrou-se significativamente superior ao in vivo, mesmo

quando a concentragiio do MS foi 0%, chegando esse tempo a ser reduzido em

10 dias em concentragdes superiores a 75% do MS. Entre as concentragdes do

meio MS testadas, os melhores resultados foram encontrados nas concentragdes
superiores a 75% do meio, as quais n3o diferiram estatisticamente entre si.

O tempo gasto para germinagdo in vivo coincidiu com as observagdes
realizadas por Dosolto (2001), que afirma que a germinagdo de Alcantarea
imperialis em bandeja contendo turfa e areia fica em tomo de 20 a 30 dias. Em
placa de xaxim, método utilizado neste experimento, a germinagdo ocorreu, em
média, em 26 dias.

Quando se avalion a porcentagem de germinagdo, como pode ser

observado na figura 2B, notou-se maior porcentagem de germinacdo quando se

utiizou MS em concentragoes superiores a 50%, ndo havendo diferenca

estatistica entre esses tratamento em praticamente 100% de germinacdo das

sementes_inoculadas in vitro. A porcentagem de germinagdo em placa de xaxim
foi bastante inferior, atingindo aproximadamente 40%. Por causa do tamanho
reduzido das sementes de A. imperialis, pode-se afirmar que esse._melhor
desempenho na porcentagem de germinagdo, se deve & maior concentragio de
nutrientes no meio de germinagdo, j4 que a quantidade de reservas dessa
semente é muito pequena, e a_germinagdo sO é percebida quando a plantula ja
gsta mais desenvolvida.

A_altura final das plantulas, apos 8 semanas de germinagio, varion de
L72 a 5,62 cm. A média de altura das plintulas germinadas em placa de xaxim
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superou apenas a média das cultivadas na concentragio 0% do MS. A altura das
plantulas germinadas em meio MS aumentou proporcionalmente a elevacio da

concentracdes do meio, tendendo a se estabilizar nos valores acima de 75%.da
concentrag¢do do MS (Figura 2C).

Ao contrario do que foi relatado por Mercier e Kerbauy (1995), que
utilizaram meio Knudson sélido para germinacdo de sementes de Vriesea
hieroglyphica, ndo foi observada poliembrionia induzida pelo meio de cultura
neste trabalho, originando uma unica plantula de cada semente. Cameiro (1997)
também n8o observou poliembrionia quando germinou outras sementes de
bromélia em meio MS, podendo ser uma caracteristica da espécie ou do meio
Knudson.

%  Pode:se, entdo, afirmar que o meio MS, na concentragio de 75%, foi
bastante _eficiente para germinacio de sementes de Alcantarea imperialis,
superando a germinacdo in vive, ndo_s6 no tempo gasto para germinar, como

também na porcentagem de germinacdo e na _qualidade final das plantulas
germinadas in vitro.
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4.2 Avaliaciio de diferentes meios de cultura para o desenvolvimento in vitro

de Alcantarea imperialis

Objetivou-se_nesta. fase determinar o tipo de meio._de_cultura_e a

concentracdo ideal para o desenvolvimento in vifro da bromélia imperial,

_partindo_do principio de que néio s6 o crescimento, como também a morfogénese

in vitro, podem ser influenciados pelos componentes do meio e pela forma como_
se apresentam.

Para interagir com os diferentes meios de cultura, foi adicionada em
todos os tratamentos uma concentragio fixa de TDZ, 0,02 mg.L?, a fim de
estimular o processo de morfogénese. Essa concentragdo de TDZ foi utilizada
com sucesso por Naves e Pinto (1996) na indugdo de brotagbes em
bromeliaceas.

Como o meio de cultura ndo possuia nenhuma auxina associada ao TDZ,
ndo houve formacdo de raizes, nem desenvolvimento de calos nos explantes.

Pela Tabela 2 verificam-se os resultados das analises estatisticas

realizadas para os parametros analisados neste experimento.
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TABELA 2. Resumo das analises de varidncia do experimento de avaliagdo de diferentes meios de cultura em fungdo da

porcentagem de explantes responsivos, numero de brotos, altura média dos brotos, entumescimento e altura
média do explante inicial de Alcantarea imperialis. UFLA, Lavras/MG, 1999,

Porcentagem de

Causas da Niimero de Altura média . Altura média
variacdo explan?es brotagdes de brotes Entumescimento explante inicial
responsivos
Tipo de meio 3151,041667** 0,956004** 5,548817** 7526,041667** 47,012004**
Concentracdes 1458,333333%* 0,462808** 3,058058*¢ 2239,583333+* 18,755208**
Tipo de meio* 208,333333* 0,055308%  1,230558**  089,583333* 7,6940008**
Concentragdes
Residuo 4531,250000 0,431875 2,115750 7968,750000 2,016475
CV(%) 66,22 47,72 49,75 54,59 11,20

**Significativo a 1% de probabilidade
*Significativo a 5% de probailidade



U

4,2.1 Explantes responsivos

‘Considerou-se_explante responsivo_o_explante_que.emitiu_pelo menos
uma brotagdo, na ocasido de avaliagdo do experimento.

Qbserva-se que houve influéncia dos diferentes meios de cultura (MS e
Knudson) e das concentragdes testadas sobre_a porcentagem de explantes que.

rgsponsivos. Os explantes apresentaram poucas respostas em concentragdes mais

baixas do meio de cultura (0 e 50%), demonstrando_que a presenga de nutrientes
¢é fundamental para estimular o desenvolvimento (Figura 3A).
Para o meio Knudson, obtiveram 0; 12,5 e 25% de explantes responsivos

_nas concentragdes testadas: 50, 100 e 150 %, respectivamente. Para_ o meio MS,

o numero de explantes responsivos foi de 37; 25 e 43,75%, respectivamente para
as concentragdes 50, 100 e 150% da concentragdo original. O meio MS, que
apresenta em sua constituigio maiores concentragdes de nutrientes, apresentou
respostas sensivelmente mais altas em relagdo aos explantes cultivados em meio
Knudson, mais pobre nesse macronutriente. Ndo houve diferenga significativa
entre as diferentes concentragdes do meio Knudson e do meio. MS (Figuras 3B e
C).

Cameiro (1997) obteve 30% de resposta do explante quando utilizou
caules de C. sinuosus inoculados em meio MS contendo TDZ, sem adig¢do de

auxinas.
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4.2.2 Numero de brotacges

A formagi ota fetada pelo tipo de meio utilizado.
O numero médio de brotos formados no meio MS foi mais elevado_em relagio

ao meio Knudson, com 0,52 e 0,125 brotos por explante, respectivamente
(Figura 4A). Ndo houve diferenca significativa entre as diferentes concentragdes
testadas_do_meio Knudson (Figura_4B). Para_o meio MS, as _concentragdes de
100 e 150% promoveram formagdo de maior numero de brotos, sem, no entanto,

apresentar diferenca significativa entre si, em valores superiores aos resultados

dos explantes cultivados em 50%, conforme demonstrado na Figura 4C.

A quantidade de nutrientes do meio de cultura parece influenciar o

numero de brotagbes emitidas por Alcantarea imperialis, pois, em meio

' Knudson, mais pobre em nutrientes, conforme Ja descrito por George (1996), o

numero médio de brotagdes emitidas foi bastante inferior, em comparagdo ao

meio MS. Essa mesma observagdo foi feita quando se reduziu a concentragio do
meio MS a metade.

Quando se altera a concentragio de um meio de cultura, a

disponibilidade de sais do meio também é alterada, o que pode influenciar na

morfogénese das culturas in vitro.
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4.2.3 Altura média de brotos

A altura_média de brotos formados in vitro apresentou o mesmo

__comportamento que o nimero_de brotagdes, ocorrendo média de 0,2 cm para os
cultivados no meio Knudson e 1,2 cm para os do meio MS (Figura 5A). Dentre.
as diferentes concentragdes de cada meio, ndo houve diferenca entre as alturas
dos brotos formados no meio Knudson, ao passo que no meio MS as
‘concentragdes 100 e 150% proporcionaram maior altura de brotos, 1,7 e 1,4 cm

_Tespectivamente, sendo superiores aos cultivados na concentracio 50%. Esses
resultados estio demostrados na Figuras 5B e C.

O tamanho final dos brotos parece ndo concorrer com a quantidade de
brotos emitidos, pois ambos os pardmetros tendem a aumentar & medida que
aumenta a concentragdo de nutrientes no meio de cultura.

O baixo desempenho dessa espécie, quando cultivada em meio Knudson
(Candido, 1996), pode ser atribuido ndo s6 3 menor disponibilidade de nutrientes
desse meio, mas também a forma de fomecimento de nitrogénio (Caldas, 1998),
que ¢ diferente em relagdo ao MS.
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4.2.4 Entumescimento

QO entumescimento ¢ um tipo de formagdo que parece preceder a emissao

de_brotacGes. Nos explantes cultivados_em_meio. Knudson, cerca de 25%
apresentaram entumescimento, ao passo que no meio MS ocorreu em tomo de
50% (Figura 6A). Dentro das diferentes concentragdes, em ambos os meios, ndo

houve diferenca_significativa entre os tratamentos, conforme representado nas

Figuras 6B e C.

A presenga de entumescimento em explantes de bromélias parece ser
uma reagdio comum das plantas dessa familia, ja tendo sido relatada
anteriormente por Naves e Pinto (1996) e por Cameiro (1997), os quais
registraram a presen¢a de protuberdncias nos seus explantes. Trata-se de um
crescimento anormal na base do explante, diferindo da formagdo de calos por
apresentar um aspecto liso, como de um bulbo.

Na maioria dos casos, o aparecimento dessas protuberdncias ndo
interfere no numero de brotagGes, a ndo ser em concentragdes muito elevadas de
reguladores de crescimento, quando em vez de brotos, elas precedem a formagdo

de calos.
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4.2.5 Altura média do explante inicial

Qbservou-se também o desenvolvimento do explante inicial. Avaliou-se
a_altura do explante ao_final do_experimento, em virtude dos diferentes
tratamentos aplicados.

Houve uma tendéncia de maior crescimento do explante micial quando

cultivados no meio MS, chegando a média de 4,4 cm de comprimento, ao passo
que no meio Knudson, a média foi de 1,6 cm (Figura 7A). Ao contrario dos

outros pardmetros, a diferenca no tamanho do explante inicial foi significativa
entre as diferentes concentragdes testadas dos meios de_ cultura, crescendo

proporcionalmente 4 medida que se aumentaram as concentragdes dos meios,
como ilustram os graficos da Figura 7 (B e C).
Qbserva-se_que_o_meio MS em maiores concentragdes proporcionou

maior desenvolvimento do explante e maior numero _de_brotos de_maijor.

tamanho, ndo demonstrando ter ocorrido concorréncia entre a formagio de
brotos e a altura desses.
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4.3 Efeitos dos reguladores de crescimento BAP e TDZ associados ao ANA

sobre o desenvolvimento in vitro de brotos de Alcantarea imperialis

Compararam-se_os _efeitos das citocininas BAP e TDZ associados a
auxina ANA, em experimentos isolados, sobre o desenvolvimento in vitro de

brotagdes da Alcantarea imperialis. Os resumos das analises de variancias para

esses experimentos estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4.



TABELA 3. Resumo das analises de varidncia do experimento de efeito de diferentes concentragdes de TDZ ¢ ANA na
indugdo de brotos em fungdo da porcentagem de explantes responsivos, nimero de brotos, altura dos brotos,

entumescimento, ocorréncia de calos, altura média do explante inicial e enraizamento de Alcantarea
imperialis. UFLA, Lavras/MG, 1999.

Porcentagem de
GL explantes
responsivos

Altura dos . Altura média
brotos  Entumescimento o::r:aél';?a do explante Enraizamento
formados inicial

Niimero
de brotos

Causas da
variacio

It

ANA 3 17371,5828**  22,1302*%*° 24,4062%* 1841,1596%*  51138,8889** 105,8431** 21299,6032%*

TDZ 4  36071,1408** 39,2102** 433091** 106190,7963** 44199,0911** 703,8193** 86228,0433%*

ANA*TDZ 12 10305,3472** 22,1826** 27,0895**  14333,0132**  19175,9089%* 379,4717** 19298,7424**

Residuo 60 9994,1651 3,1955 20,7392 13853,7809 22986,1111 96,2393 8103,298611

CV(%) 34,13 21,49 43,45 22,30 52,19 19,56 30,23

**Significativo a 1% de probabilidade
*Significativo a 5% de probabilidade



w

TABELA 4. Resumo das anilises de varidncia do experimento de efeito de diferentes concentragdes de BAP ¢ ANA na
indugdo de brotos em funcio da porcentagem de explantes responsivos, namero de brotos, altura dos brotos,
entumescimento, ocorréncia de calos, altura média do explante inicial e enraizamento de Alcantarea
imperialis. UFLA, Lavras/MG, 1999.

Porcentagem de , Altura dos . Altura média
Caz;:::a(:’a GL explantes (zul:nrs::s brotos  Entumescimento Ozzr:aé]:(:a do explante Enraizamento
va responsivos formados inicial

ANA 3 4406,2500** 1,5629**  2,8688** 12062,5000**  15023,4375%* 1,2204* 1898,4375**
BAP 4  17265,6250%*  4,8104**  16,2227**  105906,2500%*  32000,0000**  593,7960**  94531,2500**
ANA*BAP 12 27546,8750**  11,2942*%* 12,6406** 5281,2500%*%  24312,5000** 113,7736**  7593,7500**

Residuo 60  10000,0000 3,0473 12,5814 12500,0000 18281,2500 18,1040 468,7500

CV(%) 45,90 49,98 52,45 19,91 43,98 14,22 16,26

**Significativo a 1% de probabilidade
*Significativo a 5% de probabilidade



4.3.1 Explantes responsivos

Nédo foi observada qualquer resposta dos explantes quando foram
cultivados em meios desprovidos de reguladores de crescimento. O incremento
nas concentragbes de ANA, isoladamente, aumentou também as respostas dos
explantes em relagdo a emissio de brotos. Em média, houve brotagdo de 62.5% a
68,75% dos explantes nos meios com adigdo de 0,5 mg.L” de ANA (Figura 8).
Em concentragGes superiores, houve redugdo na indugdo de brotagdes. Apesar de
a acgdo das auxinas, segundo George (1996), estar mais associada ao
enraizamento e alongamento celular, houve aparecimento de brotagdes em
Alcantarea imperialis. Ndo se pode afirmar que essas brotagdes foram induzidas
pela auxina, mas a adi¢do dessa no meio pode ter afetado o balango intemo de
fitorménios da planta, provocando o surgimento de brotagdes.

Ao se adicionar TDZ na concentragio 0,01 mg.L" ao meio de cultura,
houve aumento do numero de explantes responsivos, atingindo o seu méaximo
quando associado a 0,5 mg.L” de ANA, |confirmando a afirmagdo de Skoog e
Miller (1957) de que a associagdo desses dois tipos de reguladores, auxina e
citocinina, potencializa a resposta de explantes em cultura de tecidos. Utilizando
o TDZ, na auséncia de ANA, Cameiro (1997) conseguiu 30% de resposta em
folhas e 80% em caules de Cryptanthus sinuosus, o que demonstra que essa
espécie responde mais prontamente a indugdo por reguladores que a Alcantarea
imperialis.

A associagdo de TDZ e ANA continuou elevando a resposta do explante
até a concentragdo 0,02 mgL’ de TDZ, quando atingiu o seu méximo,
ocorrendo 87,5% de explantes responsivos. A melhor associagdo para TDZ foi
0,02 mg.L"! com 0,5 mg.L" de ANA. Concentra¢des mais elevadas desses dois
reguladores diminuiram a brotagdo dos explantes (Figura 8A). As equagdes das

curvas da Figura 8 estdo apresentadas na Tabela 3A do Anexo.
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FIGURA 8. Porcentagem de explantes responsivos de Alcantarea imperialis
cultivada em meios com TDZ (A) e BAP (B) associados ou nio a
auxina ANA. UFLA, Lavras/MG, 1999.




Cameiro (1997) obteve 40% de explantes responsivos independente da
concentragdo de BAP aplicado, cultivando Cryptanthus sinuosos em meio MS.
No caso da Alcantarea imperialis, a adi¢gdo de BAP ao meio, na auséncia de
ANA, aumentou a resposta dos explantes até a concentragdo de 2,0 mg.L’,
tendendo a cair em concentragdes mais elevadas (Figura 8B). O uso de BAP
associado ao ANA na concentragio 0,1 mg.L’ proporcionou aumento de
resposta do explante, atingindo seu maximo (93,75%) na concentragdo de 1,0
mgL'. Comparando-se esses resultados, observa-se que a utilizagdo da
citocinina BAP apesar de proporcionar brotagdo de maior numero de explantes
em relagdo ao TDZ, a média em numero de brotos por explante é superior na
presenga do TDZ.

4.3.2 Numero de brotagdes

Apesar de a citocinina BAP ter induzido respostas nos explantes em
valores ligeiramente superiores a agdo do TDZ, seu desempenho foi bem inferior
_em relagio ao niimero médio de brotagSes emitidas. O uso de 1,0 mg 1! de BAP

associado a 0,1 mg. L' de ANA proporcionou um nimero méximo de 1,58 broto

por_explante. A medida que se aumentaram as concentracdes de BAP houve
redugdo na formacdo de brotos (Figura 9B). Concentragoes em valores proximos

a essa foram recomendadas por Mercier e Kerbauy (1995), que cultivaram folhas
de Vriesea hieroglyphica e Vriesea forsteriana em meio Knudson utilizando 2
mg.L” de BAP ¢ 0,5 mg.L" de ANA para indugio de brotagdes.

A associagio do TDZ com o ANA aumentou a inducdo de brotagdes até

a_concentragdo 0,02 mg.L”, atingindo seu maximo na presenca de ANA a 0,1

mg.L", produzindo média de 3,18 brotagdes por explante. A associacio de
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concentragbes mais_elevadas desses dois reguladores diminuiu o nimero_de
brotagdes formadas (Figura 9A).

Pode-se observar que o numero de explantes responsivos ndo
influenciou o numero médio de brotagdes em um tratamento. Apesar de o
melhor resultado para explante responsivo ter sido obtido nas concentragdes 1,0
mg.L” de BAP e 0,1 mg.L" de ANA, 98% de explantes com pelo menos uma
brotagdo, figura 8B, o numero médio de brotos nessa concentragio foi de 1,5
brotos/ explante.

‘ No caso do TDZ, a maior porcentagem de explantes responsivos, 83%,

foi obtida nas concentragdes 0,02 mg.L” de TDZ e 0,5 mg.L” de ANA. Porém a
maior média de numero de brotos, 3,18 brotos/explante, foi obtida nas
concentragdes 0,02 mg.L” de TDZ e 0,1 mg L" de ANA.

Podemos concluir que apesar de promoverem brotagGes em um maior
namero de explantes nas concentragdes 0,02 mg.L” de TDZ e 0,5 mg.L” de
ANA, os explantes produziram uma maior quantidade de brotos individualmente
quando tratados com 0,02 mg.L"' de TDZ e 0,1 mg.L" de ANA.

~ Hosoki e Asahira (1980) obtiveram formagdo de 10,5 brotos por folha
de Quesnelia quesneliana, quando cultivada em meio MS liquido acrescido de
ANA, demonstrando que o ANA utilizado isoladamente no meio de cultura
pode induzir brotagdes. Cameiro (1997) obteve uma taxa maxima de 11,66
brotos por folha de Quesnelia arvensis cultivadas em meios MS sélido e liquido
na presenga de BAP e ANA. Em outro caso, trabalhando com Cryptanthus
sinuosos, o proprio Cameiro (1997) obteve produgdo maxima de 41,29 brotos,
também na presenga de BAP e ANA. As equagdes para as curvas da Figura 9
estdo apresentadas na Tabela 3A do Anexo.
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FIGURA 9. Numero médio de brotos formados em explantes de Alcantarea
imperialis cultivados em meio de cultura adicionado de diferentes
concentragoes de TDZ (A) e BAP (B), associados ao ANA. UFLA,
Lavras/MG, 1999.
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Neste trabalho, a aplicagdo do ANA, na auséncia de citocininas, chegou
a produzir média de 1,56 broto em Alcantarea imperialis, quando aplicado na
concentragdo de 0,5 mg.L".

Esse pequeno niumero de brotos formados, em contraposi¢do aos obtidos
em outras espécies de bromeliaceas, reflete a dificuldade natural de Alcantarea
imperialis em emitir brotagoes laterais.

Comparando-se os resultados, observa-se que o uso de TDZ em baixa
concentragdo, 0,02 mg.L" induziu a formagio de maior niimero de brotos, 3,18
por explante, em contraposi¢do ao 1,58 broto por explante formado quando se
utilizou 1mg.L" de BAP, ambos associados a 0,1 mg.L™! de ANA.

4.3.3 Altura dos brotos formados

A altura média de brotos aumentou proporcionalmente as concentragdes

de ANA testadas, quando esse regulador foi aplicado isoladamente, até o nivel
de 0,5 mg.L”". Em concentrages superiores, a altura média dos brotos formados
foi_menor ou tendeu a se estabilizar (Figura 10). Pierik, Steegans e Hendriks

(1984) ja haviam constatado a eficiéncia do ANA para promover o crescimento
dos brotos de bromeliaceas.

A associagio de TDZ e ANA pareceu ser mais eficiente para o
crescimento dos brotos, obtendo-se 3,78 cm de comprimento nos cultivados em
0,5 mg.L"' de ANA e 0,02 mg.L" de TDZ (Figura 10A e B). As equagdes das
curvas da Figura 10 estdo apresentadas na Tabela 3A do Anexo. Concentragdes
de ANA inferiores a 0,5 mgL’, em associagio com BAP ou TDZ,
proporcionaram uma altura média de brotos de 1,4 cm. Acima dessa
concentragdo, a associagdo de ANA com as citocininas induziu a formagdo de
brotos de altura menor.
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FIGURA 10. Altura média de brotos de Alcantarea imperialis formados em
meio de cultura adicionado de diferentes concentragdes de TDZ

(A) e BAP (B), associados a0 ANA. UFLA, Lavras/MG, 1999
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Apesar de o maior tamanho de brotos ter sido obtido na associagdo de
0,02 mg.L"' de TDZ e 0,5 mg.L" de ANA, o niimero de brotos formados foi
menor nessa concentragio de ANA. A utilizagdo de 0,1 mgL’ de ANA, na
mesma concentragdo de TDZ, proporcionou maior numero de brotos de altura
ligeiramente inferior (2,0 cm). Esse crescimento de brotos de bromélias na
presenga de concentragGes mais elevadas de ANA foi também observado por
Mekers (1977) cultivando Vriesea splendens.

4.3.4 Entumescimento
As_entumescéncias_tenderam_a_ocorrer._nos explantes cultivados na

presenca de auxina e citocinina ou, em alguns casos, em_concentragdes mais
elevadas das citocininas BAP e TDZ, quando utilizadas isoladamente. No_caso

especifico do experimento onde se avaliou o efeito de BAP e ANA, a incidéncia

de_entumescéncias ndo se enquadrou em modelos estatisticos que pudessem ser

biologicamente explicados. Quando se utilizou BAP em qualquer concentragdo
associado com ANA a 1,0 mg/L, a presenga de entumescéncia ocorreu em 100%
dos explantes (Figuras 11A e B). As equagdes estabelecidas para a Figura 11
estdo apresentadas na Tabela 3A.

Na associagdo do TDZ com ANA, o numero de explantes que
apresentaram entumescimento foi crescente até a concentragdo de 0,5 mg.L" de
TDZ, quando houve 100% de explantes com protuberancia.

O aparecimento de entumescéncias nos explantes de Alcantarea
imperialis foi mais evidente no inicio do cultivo até os 60 dias. Ao final dos 120
dias, quando os explantes foram avaliados, as entumescéncias se confundiam

com a emissdo de brotagdes e ou com a formagdo de calos.
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A presenca dessa protuberancia na base de varios tipos de explantes de
bromélias ja foi relatada por alguns autores (Mercier e Kerbauy, 1993, 1995;
Carneiro, 1997), sendo por alguns denominados calos (Mathews e Ragan, 1982).
Essa formagdo, no entanto, € bastante diferenciada da estrutura de calos, sendo
mais parecidas com um entumescimento das células basais dos explantes. Cortes
histolégicos realizados por Cameiro (1997) indicam que essas estruturas ndo sdo
compativeis com calos, pois existe um sistema vascular visivelmente
organizado.

Mais uma vez, pode-se observar que o entumescimento ndo interfere na
emissdo de brotagdes, porém aparece em um maior nimero de explantes quando
se associa uma auxina a citocinina utilizada para indugido de brotagdes, ou

quando se aumenta a concentragdo de reguladores no meio de cultura.
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FIGURA 11. Porcentagem de explantes de Alcantarea imperialis com presenga
de entumescimento, cultivados em meio de cultura adicionado de
diferentes concentragbes de TDZ (A) e BAP (B), associados ao
ANA. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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4.3.5 Ocorréncia de calos

Observou-se presenca de calos em todos os tratamentos nos_quais se

BAP.
A inducdo de calos pelo uso isolado de ANA foi inexpressiva. O TDZ

também ndo induziu a formacdo de calos quando ndo estava associado a0 ANA.

Ia a utilizacdo de BAP na auséncia de ANA induziu a formacdo de calos quando.

presente_em_concentragdes superiores a 1,0 mg.L” (Figuras 12A e B). As
equagdes para as curvas da Figura 12 encontram-se na Tabela 3A do Anexo.

A associagio de TDZ e ANA aumentou a ocorréncia de calos nos
explantes, proporcionalmente ao incremento das concentragdes utilizadas.
Quando se associou BAP e ANA, a formagdo de calos atingiu maiores valores
nas concentragdes 0,5 e 1,0 mg.L”, respectivamente, tendendo a diminuir ou a se
estabilizar em concentragdes maiores de BAP. Apesar da redugio no numero de
explantes com ocorréncia de calos, esses tenderam a ocorrer em maior volume
nas maiores concentragdes em comparagdo com os formados em niveis mais
baixos. '

As bromélias demonstram, em geral, facilidade na formagdo calos,
quando cultivadas na presenga de auxinas e citocininas, sendo esse fato também
ja observado por varios autores: Mercier e Kerbauy (1992, 1993, 1994, 1995),
Vinterhalter e Vinterhalter (1994) e Cameiro (1997).
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FIGURA 12. Porcentagem de explantes de Alcantarea imperialis que
apresentaram calos quando cultivados em meio de cultura
adicionado de diferentes concentragdes de TDZ (A) e BAP (B),
associados ao ANA. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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4.3.6 Altura média do explante inicial

O crescimento do explante inicial de Alcantarea imperialis foi inibido a

medida que se elevaram as concentracoes dos reguladores de crescimento BAP e

TDZ, efeito esse ja citado por George (1996). Q alongamento foi estimulado_

pela presenca de ANA, na auséncia das citocininas ou em concentragdes mais

baixas (Figura 13A e B). Equagbes para as curvas dessa figura estdo
apresentadas na Tabela 3A do Anexo.

Quando o ANA foi utilizado isoladamente, o explante inicial cresceu de

acordo. com o aumento das concentragdes da auxina, evidenciando o

desenvolvimento precoce dos explantes de bromélias_ja relatado por Mekers
(1977), na presenca desse regulador. O crescimento do explante inicial foi

inversamente proporcional a indugdo de brotagGes, formagdo de calos e
entumescimento nos explantes.
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FIGURA 13, Altura dos explantes de Alcantarea imperialis cultivados em meio
de cultura com diferentes concentragdes de TDZ (A) e BAP (B),

associados ac ANA. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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4.3.7 Enraizamento 5\0&;

Observa-se na Figura 14A° a_inibicdo da formacdo de raizes nos

explantes_cultivados em meio de cultura na presenga de BAP e, ao contrario, foi

estimulado pela presenca de ANA.

Esse_comportamento foi um pouco diferente quando se associou TDZ e

ANA, ocorrendo uma menor inibicdo do enraizamento. Apenas nas

houve completa inibicio da formagdo de raizes (Figura 14B). As equagdes
determinadas para as curvas da Figura 14 estio na Tabela 3A do Anexo.
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FIGURA 14 Porcentagem de explantes de Alcantarea imperialis com formagdo
de raizes em cultivo em meio de cultura adicionado de diferentes
concentra¢des de TDZ (A) e BAP (B), associados ao ANA. UFLA,
Lavras/MG, 1999.
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4.4 Efeito do ANA sobre o enraizamento de brotos de Alcantarea imperialis

cultivados in vitro

As brotagdes produzidas in vitro, na presenga de BAP e TDZ associados

ao ANA, nido apresentaram formacdo de raizes. Na Tabela 5 encontram-se os

resultados das analises de varidncia de todos os parametros analisados neste
experimento.

TABELA 5. Resumo dos resultados das analises de varidncia dos parametros
analisados no experimento de enraizamento de brotos de

Alcantarea imperialis cultivados in vitro. UFLA, Lavras/MG,

1999.
Causas da Porcentagem Tamanho Numero Altura
. GL  de brotos médio de médiode média do
variagio . . ~
enraizados raiz brotacdes broto
Concentragdes . . - .
de ANA 4 6125,000 13,428 8,393 53,183
Residuo 15 1718,750 1,077 0,515 1,095
CV(%) 11,73 9,52 22,14 4,57

** Significativo a 1% de probabilidade

Esses brotos foram transferidos para meios com diferentes
concentragdes de ANA e, apds 60 dias de cultivo, as plantulas ja se encontravam
bem desenvolvidas, ocorrendo formagdo de raizes em 100% dos brotos
cultivados em meios com ANA, independente da concentragiio utilizada. No
tratamento em que ndo se utilizou ANA, ocorreu o enraizamento de 56,25% das
plantulas (Figura 15A). Cameiro (1997) ndo utilizou nenhuma auxina para
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induzir enraizamento em C. sinuosus, N. cruenta e (). arvensis, obtendo
enraizamento cultivando-as somente em meio MS.

O ANA ¢ a auxina normalmente utilizada para induzir enraizamento de
brotos em cultura de tecidos. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), a
utilizagdo de concentragdes muito elevadas de auxina pode inibir a multiplicagdo
e favorecer a formagdo de calos. Isso ndo ocorrew em qualquer das
concentragdes utilizadas neste experimento. O tamanho meédio das raizes
formadas aumentou até a concentragdo de 1,0 mg.L" de ANA, tendendo a se
estabilizar acima desse valor (Figura 15B).

As plantulas de Alcantarea imperialis apresentaram ainda a formag3o de
novos brotos, fator esse indesejavel para plantulas nessa fase da produgdo, pois
prejudica a conformagdo da planta, diminuindo a qualidade comercial da muda
destinada a aclimatizagdo (Figura 15C).

A concentragio mais baixa de ANA utilizada neste experimento, 0,1
mg.L", pode ser indicada como 6tima, pois induziu o enraizamento em 100%
dos brotos, com menor formagio de brotagdes. O tamanho da plantula e das

raizes n3o variou muito com o aumento na concentragio de ANA (Figura 15D).
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FIGURA 15. Efeito de diferentes concentragdes de ANA sobre o enraizamento
dos brotos (A), tamanho de raiz (B), nimero de brotos (C) e
tamanho de plantula (D) de Alcantarea imperialis. UFLA,
Lavras/MG, 1999,
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4.5 Aclimatizacio

As plantulas demonstraram grande capacidade de adapatagdo ao
ambiente ex vitro, confirmando a informagdo de Mercier e Kerbauy (1994). Dos
brotos aclimatizados sem indugdo de enraizamento in vitro, 72% sobreviveram
ao final de 30 dias, apresentando raizes incipientes, no substrato. Dentre os
brotos ja enraizados, houve uma sobrevivéncia de 98%, demonstrando a
necessidade de se realizar enraizamento in vifro para proceder ao processo de
aclimatizagdo. Esse processo, apesar de aumentar o tempo de propagagdo em
laboratério em 60 dias, proporciona pegamento de mudas superior, como pode

ser observado na Figura 16.

% de pegamento
de mudas
2

Comraiz Semraiz

Figura 16. Porcentagem de pegamento de mudas de Alcantarea imperialis
oriundas do cultivo in vitro, quando aclimatizadas com e sem
raizes, apos 30 dias. UFLA, Lavras/MG, 1999.
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5§ CONCLUSOES

A germinagdo de sementes de Alcantarea imperialis, realizada in vitro,
reduz o tempo final desse processo em até 10 dias, além de produzir
plantulas maiores, mais vigorosas e com boa conformagdo, quando
comparado com a germinagio convencional realizada em xaxim.

A concentragdo ideal do meio MS para germinagdo de sementes € de
75% de sua composigdo original, desprovido de reguladores.

Para a propagagdo e cultivo in vitro de Alcantarea imperialis,
recomenda-se utilizar o meio MS em sua composigdo original;

Para multiplicagdo dos brotos, o meio mais eficiente é o MS
suplementado com 0,02 mg.L?! de TDZ, associado a 0,1 mg.L” de
ANA, que promoveu um maior nimero médio de brotos.

A porcentagem de entumescimento ndo influencia a média de brotos
emitidos, porém aumenta sua incidéncia com a elevagdo nas
concentragoes de reguladores de crescimento.

O enraizamento dos brotos deve ser feito em meio MS suplementado
com 0,1 mg.L" de ANA.

A aclimatizagdo de brotos ja enraizados promove um indice de
sobrevivéncia de 98%, em compara¢do com os 72% observados para
brotos sem raizes.

O tempo total de produgdo in vitro gasto neste protocolo € de 196 dias
até o final da aclimatizagdo. In vivo, as plantulas levam até um ano para
atingir esse tamanho.

Esse protocolo de propagagio ¢ uma altemnativa bastante importante
para producdo de mudas de Alcantarea imperialis, tanto para o mercado
de plantas omamentais, como para programas de reintrodu¢io em areas
degradadas.
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TABELA 1A. Composigio do meio de cultura MS*

Sais Quantidade (mg/L)
KH,NO, 1650,000
KNO; 190,000
H;BO; 6,200
KN,PO, 170,000
KI 0,830
NO,MoO, . 2H,0 0,250
CoCL, . 2H,0 0,025
CaCL,.2H,0 440,000
MgSO; . TH,0 370,000
MnSO, 4H,0 22,300
ZnSO, . TH,0 8,600
CuS0; .5H,0 0,025
Na,EDTA . 2H,0 37,250
FeSO, . TH,0 27,850
Tiamina-HCI 0,500
Ac. Nicotinico 0,500
Piridoxina 0,500
Glicina 2,000
Agucar 30000,000
Agar 7000,000

*Murashige e Skoog (1962)



TABELA 2A. Composigiio do meio de cultura Knudson modificado*

Sais Concentraciio (mg/L)
Ca(NO;), . 4H,0 1000,000
KH,PO, 250,000
MgSO, . TH;0 250,00
(NH.),SO, 500,000
Fe SO, . TH,0 25,000
MnSO . 4H;0 7,500
H,BO; 0,056
NaMoO, . 2H,0 0,016
CuSO 0,040
ZnSO, . TH;0 0,331
Agicar 20000,000
Agar 7000,000

*Campos (1996)
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TABELA 3A. Equagdes de regressio para as curvas das Figuras 8 a 14.

Figura Legenda Equaciio R’ (%)
8A —e— Y=-1332+4029,582x-109596,567x’+694302,023x° 98,30
8A  —_a- Y=2815027+1794,0532x-36059,6361x* 59,31
8A  ...o.. Y=639890+286,6365x-8868,4240x* 80,67
8A _.a._ Y=60,9388+5350816x—11628,5266x" 90,43
8B —e— Y=3,4615+324690x-7,5682x" 90,70
8B  —-a-— Y=142305+164,9268x-115,9010x*+18,4416x° 93,28
8B e-o... Y=653846-38,3995x+5,5211x> 95,17
8B _.m.- Y=525000-37,13715x+6,0484x" 97,30
9A —e— Y=-0,0067+54,2789x%-1521,8490x*+9797,1356x> 99,76
OA  __a - Y=0,2322+271,8889x-6781,239x*+40392,569%> 99,67
9A  ...o... Y=0,6855+162,858x-4553,989x>+28624,043x’ 80,27
9A _.m.. Y=17047+6,7694x-236,7147x* 81,96
9B -—e— Y=0,0433+0,4796x-0,1147x* 86,51
OB  —.-a- Y=0,0922+3,0852x-2,055x°+0,3195° 97,03
OB  ...o.. Y=11555-0,8531x+0,1419%* 89,32
9B _.a.. Y=10874-0,9516x+0,1421x> 89,34
10A —e— Y=0,1111490,5466x-2124,1430x°+12078,7189x> 86,27
10A __a — Y=2,3378-45,8495x+224,5255x" 63,88
10A  ...o.. Y=2,4992+87,8144x-3132,6501x+20162,6675x° 84,87
10A _.a.- Y=2,0393-3,9836x-165,5201x* 99,20
10B  —e— Y=0,1500+2,8207x-1,6947x+0,2491x’ 77,93
10B  ~-a-- Y=10786+0,5991x-0,2154x> 90,34
10B  ...o... Y=128550-0,7746x+0,0777x’ 99,87
10B  _.a._. Y=14507-1,1077x+0,1875x* 92,60
11A  —e— Y=20,0051+2466,4176x-16844,6580x> 76,38
11A  —-a- Y=7,8051+3282,5699x-23933,7174x> 79,24
11A  ...o... Y=12,538+6575,004x-139405,104x>+824360,815x° 72,51
11A  _.m.. Y=21,7380+2854,8539x-20966,4377x> 88,21
11B  ...o.. Y=253846+79,3424x-15,4466x" 69,99
12A  —e— Y=0

12A°  — - Y=88957+665,6748x 91,06
12A  ...e... Y=-19167+2886,7488x-20002,4059x" 94,20
12A  _.m.. Y=21,1967+2618,2401x-18443,5816x* 86,18
12B  —e— Y=-3,1731+30,3040x-5,8313x> 78,22
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TABELA 3A

...Cont...

Figura_ Legenda Equagio R’ (%)
12B  —-a - Y=-8,1218+137,9903x-74,9424x"+10,9157x’ 73,38
12B  _.m.. Y=56202+143,7957x-85,2426x°+13,3140x> 84,84
13A  —e— Y=51802-12,7837x 67,82
13A —-a— Y=9,3618-151,8612x+831,2386x" 79,66
13A ...e... Y=12,7801-277,9749x+1699,4019x" 82,75
13A  _.m._ Y=14,1679-301,7149x+1683,5978x* 96,91
13B  —e— Y=5,2702-1,4607x+0,2314x> 87,23
13B  —-a— Y=16767-56097x+1,0691x* 72,41
13B  ...o... Y=8,2134-65496x+1,2565% 69,53
13B  _.m.. Y=9,1116-7,8136x+1,5217x* 67,67
14A  —_a-— Y=96,9445-2207,0814x+12504,0098x" 95,69
14A ...o... Y=102,8550-3112,0348x+20837,7887x" 98,92
14A  _.m._ Y=107,6067-3205,2302x+21262,1632x* 95,92
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