Nota CIENTIFICA

Avaliacao de diferentes concentracoes dos meios
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RESUMO

A propagacao de bromélias por meio da cultura
de tecidos tem tido grande importancia. Mediante a
producgdo de mudas em larga escala, € possivel atender
aos mercados nacional e internacional e, ainda, permitir
a producdo de exemplares para programas de
reintroducdo em habitats quando se trata de espécies
ameacadas de exting¢do. Para esse processo, a defini¢ao
do tipo de meio de cultura e concentragdo a utilizar é
bastante relevante, permitindo determinar um protocolo
eficiente e economicamente viavel para propagagao da
cultura. Objetivou-se, neste trabalho, avaliar o
comportamento de plantulas de bromélia-imperial
(Alcantarea imperialis) em diferentes concentracdes do
meio de cultura MS (50 e 150% da sua concentragao
original) e do meio Knudson (50 e 150% da
concentragdo original), tendo como testemunha a
concentracdo original dos meios (100%). A todos os
meios, acrescentaram-se 2 mg.L"! de thidiazuron (TDZ),
30 g.L'! de sacarose e 7 g.L! de agar. Apds 120 dias,
realizaram-se as avaliagdes. Os parametros analisados
foram os seguintes: nimero de explantes responsivos,
numero de brotacdes por explante, altura de brotos e
intumescimento. O meio MS na sua concentragdo
original (100%) proporcionou os melhores resultados.

Palavras-chave: Bromeliaceae, meios de cultura,
propagacao in vitro, Alcantarea imperialis.

! Parte da dissertacdo de mestrado da primeira autora.

ABSTRACT

Evaluation of different concentrations of MS
and Knudson culture media for the in vitro
propagation of imperial bromeliad

The propagation of bromeliads using tissue cul-
ture has received considerable importance. Through
the plant production in large scale it is possible to
attend both national and international consumers as
well as programs for the reintroduction of species in
their habitats especially those considered endan-
gered. For this process, the definition of the type of
culture medium and the concentration to be used is
very important to determine an efficient and economi-
cal protocol for propagation of a species. The objec-
tive of this work was to evaluate the behavior of
imperial bromeliad (4/cantarea imperialis) plantlets
in different concentrations of MS (50 and 150% of
the original concentration) and Knudson (50 and
150% of the original concentration) media using as
control their original concentration (100%). All me-
dia were supplemented with 2 mg L' thidiazuron
(TDZ), 30 g.L! sucrose and 7 g.L"! agar. Number of
responsive explants, shoot number per explant, shoot
height and swelling were evaluated 120 days after
inoculation. It was observed that the use of 100%
MS medium provided the best results.

Key words: Bromeliaceae, culture medium, in vitro
propagation, Alcantarea imperialis.
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1. INTRODUCAO

As bromelidceas s3o plantas que impressionam
pelas formas exdticas e pela ampla gama de cores e
variedade das flores e folhas. Possuem grande valor para
arranjos e vasos de interior € ocupam sempre lugar de
destaque em projetos paisagisticos.

Além da importancia ornamental, as bromélias
representam valioso papel na ecologia de varios ambi-
entes, servindo como alimento e local de protecdo para
muitos animais, atuando como reservatorios de agua
em ambientes mais secos ¢, pela decomposi¢ao de suas
folhas, proporcionando formagao de solo viavel para
sobrevivéncia de espécies vegetais mais exigentes
(LEME & MARIGO, 1993; OLIVEIRA et al., 1994).

A falta de informagdes especificas sobre técnicas
de propagacao e cultivo tem desestimulado a produgao
de bromélias, sendo, muitas vezes, as espécies ofereci-
das para comercializagdo provenientes de extrativismo
(MELOQO, 1996). Em muitos casos, tais espécies sao re-
tiradas de populagdes com poucos representantes, como
a 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 abun-
dancia e com alta viabilidade, ndo ¢ capaz de emitir
brotagdes laterais, como a maioria das plantas dessa
familia.

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 (RAUH, 1990; DOSOLTO
2001). Esse tipo de propagacdo, porém, ¢ muito lento.
Algumas espécies, entre elas a Alcantarea imperialis,
podem levar até cinqiienta anos para atingir a idade
adulta em seu ambiente natural (LEME & MARIGO,
1993).

Outra maneira comum de propagacao ¢ mediante
a emissao de brotacdes laterais ou afilhos, uma forma
natural de propagac¢do vegetativa, comum entre as
bromélias (CANDIDO, 1996). No entanto, o nimero
dessas brotagdes produzidas por planta é geralmente
pequeno, ndo sendo suficiente para suprir o mercado
crescente.

A utilizacdo da técnica de cultura de tecidos ¢ uma
importante forma de propagagao, possibilitando a pro-
ducdo de plantas em larga escala, num periodo redu-
zido de tempo, e maior uniformidade e qualidade das
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mudas em relacdo aos métodos convencionais. Pela
produ¢do massal de bromélias, ¢ possivel produzir
mudas para reintrodug¢do em habitats e, ainda,
comercializar (mercado interno e externo), coibindo
praticas extrativistas (ZORNING, 1996; NUNES &
FORZZA, 1998), pois a taxa de multiplicacdo de
bromélias in vitro ¢ geralmente muito superior aquela
conseguida in vivo (MERCIER & KERBAUY, 1995).

O meio MS tem sido utilizado para propagacao de
algumas espécies de bromélias - Aechmea fasciata e
Guzmania ssp. (PIERIK et al., 1984); Tillandsia cyanea
(PIERIK & SPRENKELS, 1988), Aechmea victoriana
e A. dactylina (DIJCK et al., 1988), Neoregelia
carolinae (TOMBOLATO et al., 1991).

O meio Knudson, desenvolvido em 1946 para
propagacdo de sementes de orquideas (GEORGE,
1996), também foi testado para propagacdo de
bromélias, como Vriesea fosteriana e V. hieroglyphica
(MERCIER & KERBAUY, 1992, 1994, 1995). Para a
micropropagacdo de Alcantarea imperialis, no entan-
to, nenhum registro foi encontrado.

Assim, objetivou-se avaliar a multiplicacao in vitro
de explantes da bromélia-imperial (4lcantarea
imperialis), cultivados em diferentes concentragdes dos
meios de cultura MS e Knudson, a fim de determinar o
meio mais adequado a sua propagacao.

2. MATERIAL E METODOS

As plantulas de Alcantarea imperialis ja se encontra-
vam estabelecidas in vitro e foram obtidas de sementes.

No experimento, avaliou-se o desenvolvimento de
Alcantarea imperialis cultivada em trés concentragdes
do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962): 50%,
100% (concentracao original, testemunha) e 150% e
trés concentracdes do meio Knudson modificado: 50%,
100% e 150%. Os meios foram diluidos ou concentra-
dos a partir da sua composi¢ao original, alterando tan-
to a concentragdo de sais como de organicos. Em todos
os tratamentos, adicionou-se thidiazuron (TDZ) na
concentragdo 0,02 mg.L!, conforme NAVES & PIN-
TO (1996) ¢ 7g.L! de agar. Os meios foram distri-
buidos em tubos de ensaio contendo 20 ml de meio
em cada um, e, o pH, ajustado para 5,8 antes do pro-
cesso de autoclavagem realizado a 121°C, 1 atm. por
20 minutos.

Em cada tubo de ensaio, colocou-se um explante,
com as folhas e raizes cortadas, permanecendo apenas
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as folhas mais jovens e o caule contendo as gemas axi-
lares. Apds a inoculag@o, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas sob
luz branca fria, complementada com lampada Grolux,
irradiancia de 56 umol.m2.s™!, temperatura de 26 + 1°C,
permanecendo nessas condi¢des durante 120 dias.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteira-
mente casualizado com quatro repeti¢cdes, sendo cada
parcela constituida por 4 tubos de ensaio contendo uma
planta por tubo. Avaliaram-se os explantes apds 120
dias da instalacdo do experimento, observando-se a
quantidade dos responsivos (explantes que emitiram
pelo menos uma brotagdo), nimero e tamanho dos bro-
tos formados, ocorréncia de raizes e de intumescimento
e calogénese.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que, pelos resultados das analises
estatisticas realizadas para os parametros analisados
neste experimento, houve interagdo entre os diferentes
meios de cultura e as concentra¢des adotadas para to-
das as caracteristicas.

Pela avaliagdo do nimero de explantes responsivos,
observou-se que houve poucas respostas quando esses
foram mantidos na concentragdo mais baixa dos meios
de cultura (50%), demonstrando que a presencga de
nutrientes oferecidos por um meio mais rico ¢ funda-
mental para estimular o desenvolvimento da brotagao
(Figura 1A).

Comparando os meios de cultura testados, obser-
vou-se superioridade do meio MS sobre o Knudson,
efeito esse atribuido a maior concentragdo de nutrien-
tes apresentada pelo MS. Explantes cultivados nesse
meio nas concentragdes 100 e 150% apresentaram 25 e
43,75% respectivamente de explantes responsivos, en-
quanto, no meio Knudson, nas mesmas concentragoes,
ocorreram 12,5 e 25%, respectivamente, de explantes
responsivos. Nao houve diferenca significativa entre
as diferentes concentragdes do meio Knudson e do MS
(Figura 1B e C).

A formacao de brotagdes também foi influenciada
pelo tipo de meio utilizado. O ntimero médio de brotos
formados no meio MS foi mais elevado em relagdo ao
Knudson, com 0,52 e 0,125 brotos por explante res-
pectivamente (Figura 2A). Para esse parametro, nao
houve diferenca entre as concentra¢des utilizadas do
meio Knudson (Figura 2B). Para o MS, as concentra-
¢oes de 100 e 150% promoveram a formagao de maior

numero de brotos, sem, no entanto, apresentar diferen-
cas significativas entre si, em valores superiores aos
resultados dos explantes cultivados em 50%, conforme
demonstrado na Figura 2C.

A quantidade de nutrientes do meio de cultura
pareceu influenciar o numero de brotacdes 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 comparacao ao MS.
A mesma observacao foi feita quando se utilizou 50%
do meio MS.

A altura média de brotos formados in vitro apre-
sentou comportamento semelhante ao observado para
o numero de brotagdes, ocorrendo média de 0,2 cm para

100

©
o

[e2]
o

IS
o

Porcentagem de
explantes responsivos (%)

al

N
o

o
f

e

Knudson MS

%100 12,5+ 0,25

= s + s X
S g0l ” . B
§¢2 R2=100
52 40
S3
82 20 —— al
g ﬂf—
é 0 =gt T

50% 100% 150%

Concentragdes do meio Knudson (%)

100
y = 0,0025x2 - 0,375x + 43,75 C

2 80
0.2 R?2 = 100
S & 40 — Y|
gL "
= =¥
“ C
£2 o ;

S 50% 100% 150%

Concentragbes do meio MS (%)

Figura 1. Porcentagem de explantes responsivos de
Alcantarea imperialis: A- comparagdo entre os meios
de cultura; B- comportamento em diferentes concen-
tracdes do meio Knudson; C- comportamento em di-
ferentes concentragdes do meio MS.
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os cultivados no meio Knudson e 1,2 cm para os do
MS (Figura 3A). Entre as diferentes concentragdes de
cada meio, nao houve diferenga entre as alturas dos
brotos formados no meio Knudson, enquanto no MS as
concentragdes 100 e 150% proporcionaram maior altu-
ra de brotos, 1,7 e 1,4 cm respectivamente, sendo supe-
riores aos cultivados na concentragdo 50% (Figura 3B
e C). O baixo desempenho dessa espécie, quando cul-
tivada em Knudson (CANDIDO, 1996) pode ser atri-
buido a menor disponibilidade de nutrientes desse meio
(CALDAS et al., 1998).

O intumescimento ¢ um tipo de formagao que pa-
rece preceder a emissdo de brotacdes. Nos explantes
cultivados em meio Knudson, cerca de 25% apresenta-
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Figura 2. Numero médio de brotos formados em explantes
de Alcantarea imperialis cultivados in vitro: A- compa-
racdo entre os meios de cultura; B- comportamento em
diferentes concentragdes do meio Knudson ¢ C- com-
portamento em diferentes concentragdes do meio MS.
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ram intumescimento, ao passo que no MS esse ocorreu
em torno de 50% (Figura 4).

O intumescimento em explantes de bromélias pa-
rece ser uma reagdo comum das plantas dessa fami-
lia, ja tendo sido relatada por NAVES & PINTO
(1996) e CARNEIRO (1997), os quais registraram a
presenca de protuberancias nos seus explantes. Tra-
ta-se de um crescimento na base do explante, dife-
rindo da formagao de calos, por apresentar um as-
pecto liso, como de um bulbo, mas sem interferéncia
na formacgao de brotos.

Nao houve formagao de raizes, provavelmente
em vista da auséncia de auxinas nesses meios de cultura.
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Figura 3. Altura média de brotos de Alcantarea imperialis
formados em explantes cultivados em diferentes meio
de cultura: A- comparagdo entre os meios de cultura; B-
comportamento em diferentes concentracdes do meio
Knudson e C- comportamento em diferentes concentra-
¢oes do meio MS.
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Figura 4. Porcentagem de explantes de Alcantarea imperialis
com presenca de intumecimento: A- comparagdo entre
os meios de cultura; B- comportamento em diferentes
concentragdes do meio Knudson e C- comportamento
em diferentes concentragdes do meio MS.

Houve uma tendéncia de maior crescimento do
explante inicial quando cultivado no meio MS, che-
gando a média de 4,4 cm de comprimento, ao passo
que no Knudson, a média foi de 1,6 cm (Figura 5).
Ao contrario dos outros parametros, a diferenca no
tamanho do explante inicial foi significativa entre as
diferentes concentragdes testadas dos meios de cul-
tura, crescendo proporcionalmente a medida que se
aumentaram as concentragdes dos meios, como ilus-
tra a Figura 5 (B e C).

Observou-se que o meio MS, em maiores concen-
tragdes, proporcionou maior desenvolvimento do
explante, assim como também os brotos formados nas
gemas laterais apresentaram maior tamanho.
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Figura 5. Altura média do explante inicial de Alcantarea
imperialis em cultivo in vitro em diferentes meio de cul-
tura: A- comparagao entre os meios de cultura; B- com-
portamento em diferentes concentragdes do meio
Knudson e C- comportamento em diferentes concentra-
¢oes do meio MS.

4. CONCLUSOES

1. O meio MS, em sua concentragdo original, pro-
porcionou melhores resultados, ocorrendo melhor de-
senvolvimento dos explantes de Alcantarea
imperialis cultivados in vitro.

2. As diferentes concentragdes do meio Knudson
nao diferiram estatisticamente entre si em nenhum
parametro analisado.

3. As concentra¢des mais elevadas de MS propor-
cionaram maior numero de brotos.
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