Micropropagacio de Aechmea tocantina Baker (Bromeliaceae)
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1. INTRODUCAO

Virias espécies de bromélias tém recebido atencdo de um nuimero cada vez maior de
pesquisadores e melhoristas. A importancia econdmica das bromélias estd na sua crescente
utilizagdo em projetos paisagisticos, por causa da beleza de suas flores, resisténcia e
praticidade no manuseio, além de formar um micro-habitat para diversos grupos de
organismos. Durante o ciclo vital, de acordo com a espécie e/ou condigdes ambientais, a
planta floresce e frutifica somente uma vez. Porém, uma vez coletadas as sementes, consegue-
se em curto espago de tempo, com a germinacado in vitro, grande quantidade de mudas, sendo

a taxa de multiplicacdo muito superior a obtida in vivo (Tombolato & Costa, 1998).

Técnicas de cultura de tecidos in vitro representam um importante conjunto de
tecnologias em todas as areas da biologia vegetal, auxiliando na compreensdo dos processos
da biologia do desenvolvimento e para a utilizagdo e conservagdo dos recursos genéticos
vegetais (Withers & Williams, 1998). A propagacdo in vitro, ou micropropagacdo, ¢ uma das
técnicas mais utilizadas e relaciona-se principalmente com a obtencdo de mudas uniformes, de
alta qualidade e livres de doencas, permitindo a multiplicagdo rapida e geneticamente

confiavel, além de possibilitar a preservagdo e propagacdo de espécies ameacadas de extingao.

Uma das principais vantagens da micropropagacdo ¢ a maior rapidez regenerativa em

relag@o a outros métodos de propagagdo vegetativa, convencionalmente utilizados, facilitando
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a propagacdo onde as tecnologias convencionais sdo dificeis ou até mesmo impossiveis de
serem realizadas (George, 1993). Nas bromélias, a propagagao clonal por divisdo natural de
brotagdes laterais ¢ de baixa freqiiéncia, originando poucos afilhos/planta/ano. No entanto, a
propagagao por meio da cultura de tecidos apresenta muitas vantagens, proporcionando o
desenvolvimento de protocolos para a conservacao do germoplasma e para a micropropaga¢ao
massal que podem ser utilizados em escala comercial, diminuindo a pressdo de extragdo

destas espécies do seu habitat natural.

A espécie Aechmea tocantina Baker pertence a familia Bromeliaceae, subfamilia
Bromelioideae, e € nativa, mas ndo endémica do Brasil, podendo ser encontrada nos dominios
fitogeograficos da Amazonia e do Cerrado. Possui habito epifitico, terrestre ou saxicola (Bert
& Luther, 2005). Apesar das espécies do Cerrado serem pouco exploradas para finalidades
ornamentais estas apresentam grandes potencialidades conforme foi relatado por Carneiro
(2002). Entretanto, para uma exploracdo racional, visando sua utilizacdo comercial sdo
necessarios maiores conhecimentos de suas caracteristicas, como sua fenologia,
comportamento em condi¢des de cultivo e condi¢cdes de propagacdo, destacando-se a

propagagdo vegetativa in vitro.

2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo avaliar a germinagio in vitro de sementes de A.
tocantina além de verificar a capacidade morfogenética e propagativa das plantulas formadas
in vitro, como contribuicdo a um futuro programa de melhoramento genético da espécie e ao

desenvolvimento de protocolos para sua propagacdo em escala comercial.

3. METODOLOGIA

Germinacio in vitro: os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goids. Sementes de
A. tocantina foram extraidas de frutos coletados, em setembro de 2009, de um exemplar da
espécie pertencente a Cole¢do de Bromélias Nativas do Cerrado da Escola de Agronomia e
Engenharia de Alimentos da UFG. Logo apds a colheita, os frutos foram espremidos em

peneira fina e as sementes lavadas em dgua corrente, para a retirada da mucilagem. As



sementes foram colocadas sobre folhas de papel e postas para secar a sombra, em temperatura
ambiente, por uma semana. Para a descontaminac¢do, as sementes em foram imersas em
hipoclorito de so6dio comercial a 20% (0,4% de cloro ativo) por 10 minutos. Apds esse
procedimento, dentro da camara de fluxo laminar, foi realizada a triplice lavagem em agua
destilada e esterilizada. Em seguida, em camara de fluxo laminar, as sementes foram
inoculadas em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) com metade dos
macronutrientes (MS 50%). As sementes foram divididas em cinco tratamentos: (T1) MS
50%; (T2) MS 50% + 0,5 mg/L de Acido Giberélico (GA3); (T3) MS 50% + 0,5 mg/L de
GA;3+ 0,1 mg/L de 6-Benzilaminopurina (BAP); (T4) MS 50% + 0,5 mg/L de GA3;+ 0,5 mg/L
de BAP; (T5) MS 50% + 0,5 mg/L de GAs+ 1,0 mg/L de BAP. O pH de todos os tratamentos
foi ajustado para 5,8 antes da adicao de agar (7,5 g/L) e autoclavados a 120°C a 1 atm, por 20
minutos. Apos a inoculacdo os tratamentos permaneceram em camara de crescimento sob
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 = 1°C. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 11 repeti¢des, em que cada parcela consistiu de um frasco com
30 ml de meio e 15 sementes. A avaliagdo da taxa de germinacdo, niimero de folhas,
comprimento da parte aérea e nimero de raizes foi feita a cada 15 dias durante 90 dias. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

Multiplicacdo in vitro: ap6s as analises de germinagdo e crescimento inicial, as plantulas
formadas foram mantidas nos meios por mais 90 dias e entdo repicados. Foi feita a medigao
quanto ao tamanho da parte aérea e o tamanho das raizes e, em seguida, as plantulas foram
transferidas para o meio de cultura MS 50% dos macronutrientes, acrescido de 7,5 g/L. de
Agar e pH ajustado para 5,8, sem acréscimo de reguladores de crescimento. Apos 30 dias, as
plantulas foram transferidas para novos meios com diferentes concentragdes de reguladores de
crescimento para a inducdo de multiplicacio de novos brotos. Foram elaborados dez
tratamentos: (T1) MS 50%; (T2) MS 50% + 1,0 mg/L de Acido Naftalenoacético (ANA) +
1,0 mg/L de BAP; (T3) MS 50% + 1,0 mg/L de ANA + 2,5 mg/L de BAP; (T4) MS 50% +
1,0 mg/L de ANA + 5,0 mg/L de BAP; (T5) MS 50% + 2,5 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de
BAP; (T6) MS 50% + 2,5 mg/L de ANA + 2,5 mg/L de BAP; (T7) MS 50% + 2,5 mg/L de
ANA + 5,0 mg/L de BAP; (T8) MS 50% + 5,0 mg/L de ANA + 1,0 mg/L de BAP; (T9) MS
50% + 5,0 mg/L de ANA + 2,5 mg/L. de BAP; (T10) MS 50% + 5,0 mg/L de ANA + 5,0
mg/L de BAP. O pH de todos os tratamentos foi ajustado para 5,7 antes da adi¢do de agar



(7g.L") e autoclavados a 120°C a 1 atm, por 20 minutos. Ap6s a inoculagio os tratamentos
permaneceram em camara de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 +
1°C. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 30 repeti¢des, em que
cada parcela consistiu de um frasco com 20 ml de meio com uma plantula por frasco. A
avaliagdo do numero de brotos e presencga de raizes foi realizada a cada 15 dias durante 90
dias. Os resultados serdo submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

Enraizamento in vitro: apés as andlises de multiplicagdo, as plantulas formadas foram
inoculadas em novos meios com outros reguladores em novas concentragcdes que pudessem
auxiliar o enraizamento das mesmas. Foram elaborados oito tratamentos: (T1) MS 50% + 0,2
mg/L de ANA + 2g/L. de carvdo ativo + 30 g/L. de sacarose; (T2) MS 50% + 0,2 mg/L de
ANA + 2 g/L de carvdo ativo + 15 g/L de sacarose; (T3) MS 50% + 0,2 mg/L de ANA + 30
g/L de sacarose; (T4) MS 50% + 0,2 mg/L de ANA + 15 g/LL de sacarose; (T5) MS 50% +
2g/L de carvao ativo + 30 g/L de sacarose; (T6) MS 50% + 2g/L de carvao ativo + 15 g/L de
sacarose; (T7) MS 50% + 30 g/L. de sacarose; (T8) MS 50% + 15 g/L. de sacarose. Foi
acrescentado a todos os tratamentos 7,5 g/l de Agar e pH ajustado para 5,8 e autoclavados a
120°C a 1 atm, por 20 minutos. Apods a inocula¢do os tratamentos permaneceram em camara
de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 1°C. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 30 repeti¢des, em que cada parcela consistiu
de um frasco com 30 ml de meio com uma plantula por frasco. A avaliacdo da presenca de
raizes esta sendo feita a cada 15 dias durante um periodo de 90 dias (esta etapa ainda esta

sendo realizada e as plantulas ainda estao sendo avaliadas).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de esterilizacdo das sementes foi eficiente, uma vez que houve
contaminagdo em apenas quatro frascos (7,3% do total). O meio de cultura e os reguladores de
crescimento nao influenciaram significativamente a porcentagem de germinacdo de sementes
de A. tocantina. Nao se observou diferenca significativa, pelo teste F, na taxa de germinacao
entre os tratamentos (p = 0,257). Entretanto, a taxa de germinagdo foi alta em todos os
tratamentos. Aproximadamente 20 dias apos a inoculagdo, a taxa de germinagdo das

sementess em todos os tratamentos ficou igual ou superior a 65% (Tabela 1 ¢ Figura 1).



Tabela 1. Total de sementes germinadas por tratamento e a média de germinagdo por frasco

de cada tratamento.

Total de Sementes Média de Taxa de germinacio
Tratamento . . -
sementes germinadas germinacio (%)
T1 145 100 10£2,16 68,96
T2 145 101 10,1 +1,52 69,65
T3 160 115 10,45455 + 2,01 71,87
T4 145 103 10,3+2,4 71,03
T5 145 108 12 +£2,39 74,48
Total 740 527 10,57091 + 0,81 71,21
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Figura 1. Média da taxa de germinagdo por tratamento e a variagcdo obtida para esta medida.
As extremidades das linhas indicadas para cada tratamento foram obtidas pelos valores dos

desvios padrio.

Durante a fase de estabelecimento da plantula in vitro, apds a germinagdo, a presenca
dos reguladores de crescimento favoreceu significativamente o nimero de folhas (Tabela 2 e
Figura 2) e o comprimento da parte aérea (Tabela 3 e Figura 3). Porém, ndo houve

diferencas significativas para o nimero de raizes (p = 0,0879).



Tabela 2. Valores médios de nimeros de folhas obtidos para plantulas de Aechmea tocantina

Baker durante a fse de estabelecimento in vitro.

Tratamentos

T1 T2 T3 T4 T5
16.65a' 1527a 14.78a 1125b 9.71b

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5%.
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Figura 2. Média do nimero de folhas emitidos por cada explante e a variagao obtida para esta
medida. As extremidades das linhas indicadas para cada tratamento foram obtidas pelos

valores dos desvios padrao.

Tabela 3. Valores médios do comprimento da maior folha de cada plantulas de Aechmea

tocantina Baker durante a fase de estabelecimento in vitr.

Tratamentos
T1 T2 T3 T4 T5
4,12 al 3,66a 3,88a 3,08b 197b

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5%.
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Figura 3. Média do comprimento da maior folha de cada explante e a variagdo obtida para
esta medida. As extremidades das linhas indicadas para cada tratamento foram obtidas pelos

valores dos desvios padrao.

Durante a fase de germinacdo, todos os tratamentos levaram a formacdo de raiz.
Houve uma dificuldade na contagem das raizes e na mensuracdo do comprimento das mesmas

devido ao emaranhado que elas formavam dentro do frasco.

Seis meses ap6s a inoculacdo das sementes, as plantulas que iniciaram seu
desenvolvimento foram transferidos para um meio de descanso, com macro ¢ micronutrientes
porém sem reguladores de crescimento. Esta repicagem ¢ realizada para evitar que efeitos
acumulativos dos reguladores utilizados nos tratamentos anteriores interfiram nas novas
concentragdes elaboradas para o proximo experimento visando a indugdo de multiplicacdo

destas plantulas.

Na multiplicagdo o tratamento T9 foi o gerou um maior nimero de brotos, seguido
pelos tratamentos T8, T10, T7, T6, TS5 e os demais tratamentos tiveram uma quantidade
minima de brotos (Tabela 4). Pode-se ainda observar que o unico tratamento no qual houve

crescimento de novas raizes foi o T1, o qual ndo continha nenhum tipo de regulador (Tabela

5).

Tabela 4. Valores médios do nimero de brotos obtidos para cada plantula de Aechmea
tocantina Baker durante a fase de multiplicagao in vitro.

Tratamento Numero de Brotos




T9
T8
T10
T7
T6
T5
T2
T3
T4
T1

2,08a'
1,28 ab
1,18 ab
0,96 ab
0,79 ab
0,65 ab
0,48 b
0,48 b
0,44 b
0b

'"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5%.

Tabela 5. Valores médios do nimero de raiz por cada tratamento com plantulas de Aechmea

tocantina Baker durante a fase multiplicacdo in vitro.

Tratamento Presenca de raiz

T1
T8
T10
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T9

1,0a'
0,03 b
0b
0b
0b
0b
0b
0b
0b
0b

'Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5%.

O experimento de enraizamento ainda esta em curso. Até o presente momento, 45 apos

a inoculacdo das plantulas, em apenas trés tratamentos (T3, T4 e T8) foi observada a presenga

de raizes, sendo apenas uma em uma planta em cada um dos trés tratamentos.

5. CONCLUSOES

A germinagdo in vitro de sementes de A. focantina ndo ¢ influenciada pela presenca de

Acido Giberélico (GA;) e 6-Benzilaminopurina (BAP).

Durante a fase de estabelecimento das plantulas in vitro, apds a germinacao, GAj3 e

BAP também ndo influenciaram significativamente a produc¢do de novas folhas, o

comprimento destas folhas e a produ¢ao de raizes.



e A utiliza¢do de meio MS, com metade da concentragdo de macronutrientes, sem a
adicdo de reguladores de crescimento, proporciona resultados similares aos demais
tratamentos com GAs; e BAP durante a germinacdo in vitro e o posterior

estabelecimento das plantulas.

e Apds a germinacdo, na fase de estabelecimento, a presenca de 6-Benzilaminopurina

(BAP) atrapalha o desenvolvimento da plantula.

e Na fase de multiplicagdo, quanto maior a concentragdo de acido naftalenoacético

(ANA), maior o nimero de brotos emitidos por plantula.

e A presenca de ANA e BAP, na fase de multiplicagdo, inibiram o crescimento de novas

raizes.
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