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RESUMO

FIGUEIREDO, Maria de Lourdes, M. S., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2003, Desenvolvimento de protocolos para propagacédo in
vitro de trés espécies de bromeliaceae nativas do Brasil. Orientador:
Sérgio Yoshimitsu Motoike. Conselheiros: Claudio Coelho de Paula, José
Antonio Saraiva Grossi e José Maria Moreira Dias.

A destruicdo dos ambientes naturais das bromeliaceas, aliada a coleta
indiscriminada, tem levado muitas espécies nativas a extincdo. No Estado de
Minas Gerais ja se encontram listadas 48 espécies ameacgadas. Diante disso
foram selecionas trés espécies nativas deste Estado (Acanthostachys
strobilacea, Aechmea bambusoides e Quesnelia quesneliana) para o
desenvolvimento de protocolos de propagagdo in vitro. No laboratério, as
sementes passaram por um processo de desinfestacao e foram estabelecidas
in vitro. Na fase de multiplicagdo in vitro, para cada espécie foi feito um
experimento, testando-se cinco concentragdes de BAP (0, 10, 20, 40 e 80 uM)
e duas concentragdes dos sais minerais de MS (50% e 100%). Avaliou-se o
numero de brotagdes formadas, a altura média das brotagcdes e a presenca de
raizes nas brotagbes. Em seguida, as brotagdes foram transferidas para meio
de alongamento e enraizamento. Na fase de aclimatizagao, as plantulas foram
submetidas a experimentos distintos. No caso de A. strobilacea as plantulas
tiveram as raizes removidas e foram separadas em trés grupos: 1 (10 a 20
mm), 2 (30 a 40 mm) e 3 (50 a 60 mm). As pléntulas de A. bambusoides foram
separadas em dois grupos: 1 (20 a 40 mm) e 2 (acima de 4,1 a 60 mm).
Testou-se como substrato xaxim (Dicksonia sellowiana) e aguapé (Eichhornia
crassipes) nessas duas espécies. Para Q. quesneliana, selecionadas com 20 a
30 mm de altura, testou-se xaxim, aguapé e a mistura destes (1:1). Verificou-se
que o tratamento de desinfestacdo das sementes propiciou percentagem de
contaminagao menor que 1%, para as trés espécies. O numero de brotagdes
formadas, na etapa de multiplicacdo, foi maior na concentragdo estimada de
26,8 uM de BAP para A. strobilacea; 26,11 uM para A. bambusoides e 22,15
uM para Q. quesneliana. No entanto, a altura média das brotagdes diminuiu
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com o aumento da concentracdo de BAP. A formacdo de raizes so6 foi
observada na auséncia de BAP, para todas as espécies estudadas. O meio MS
com a metade da concentragdo dos sais foi eficiente na multiplicagdo, no
alongamento e no enraizamento de A. strobilacea e Q. quesneliana. Para A.
bambusoides melhores resultados foram conseguidos com o meio MS nao
modificado. O aguapé pode ser utilizado como substrato para aclimatizagao
das trés espécies, sendo que, para Q. quesneliana, o aguapé deve ser

misturado com areia na proporgao 1:1.
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ABSTRACT

FIGUEIREDO, Maria de Lourdes, M. S., Universidade Federal de Vigosa,
August, 2003, Development of protocols for in vitro propagation of three
species of bromeliaceae native from Brazil. Adviser: Sérgio Yoshimitsu
Motoike. Committee Members: Claudio Coelho de Paula, José Antonio
Saraiva Grossi and José Maria Moreira Dias.

The destruction of the habitats of the bromeliaceae, together with the
indiscriminate gathering, has threatened many native species to extinction level.
Today In the state of Minas Gerais 48 species are listed as endangered.
Considering this, three species (Acanthostachys strobilacea, Aechmea
bambusoides and Quesnelia quesneliana) native to this state were selected for
the establishment of in vitro propagation protocols. In the laboratory, the seeds
underwent a disinfestation process and were established in vitro. In the in vitro
multiplication phase an experiment was carried out with each one of the
selected species for testing five BAP concentrations (0, 10, 20, 40 e 80 uM) and
two concentrations of mineral salts in the MS culture medium (50% e 100%).
Evaluations were made through the produced axillary shoots, considering their
number, mean height and rooting. After these evaluations, the shoots were
transferred to the elongation and rooting medium. In the acclimatization phase
the plantlets underwent different experiments. In the case of A. strobilacea the
plantlets had their roots removed, then separated in three groups: 1 (10 to 20
mm), 2 (30 to 40 mm) and 3 (50 to 60 mm). The plantlets of A. bambusoides
were separated in two groups: 1 (20 to 40 mm) and 2 (41 to 60 mm). These two
species were tested on two substrates: xaxim (Dicksonia sellowiana) and water-
hyacinth (Eichhornia crassipes). For the experiment with Q. quesneliana, the
plantlets utilized had 20 to 30 mm of height and the substrates tested were
xaxim, water-hyacinth and a mix of these (1:1). It was verified that the
disinfestation treatment of the seeds provided contamination less than 1%, in all
species. The numbers of axillary shoots produced in the multiplication phase

were greater in the estimated concentrations of BAP: 26,8 uM in A. strobilacea;



26,11 uM in A. bambusoides and 22,15 uM in Q. quesneliana. However, the
mean height of axillary shoots decreased with increasing BAP concentration. In
all species rooting occurred only in the absence of BAP. The MS medium with
half of the salt concentrations was efficient in the multiplication, elongations and
rooting of A. strobilacea and Q. quesneliana. For A. bambusoides the best
results were obtained with the unmodified MS medium. The water-hyacinth may
be utilized as substrate in the acclimatization of the three species, but in the
case of Q. quesneliana this substrate must be mixed with sand in an 1:1
proportion.



INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae pertence a classe Monocotiledoneae e esta
subdividida em trés subfamilias: Bromelioideae, Pitcarnioideae e Tillandsiodeae
(Smith e Downs, 1974). No Brasil podem ser encontrados mais de 73% dos
géneros de Bromeliaceae catalogados até o momento e mais da metade das
3.000 espécies ja classificadas (Paula e Silva, 2001). Em todos os
ecossistemas brasileiros sdo encontradas espécies desta familia, que possuem
diferentes habitos de crescimento: rupicolas, saxicolas, terrestres e epifitas,
sendo a Mata Atlantica o ecossistema com maior diversidade de bromélias,
com varios géneros endémicos (Leme e Marigo, 1993).

Entretanto, a destruicdo dos habitats, aliada a coleta indiscriminada
dessas espécies, tem levado muitas espécies nativas a extingdo. Atualmente,
um total de 15 espécies sao citadas na Lista Oficial de Espécies da Flora
Brasileira Ameagada de Extingdo (IBAMA, 1992), sendo que a regido Sudeste,
a mais degradadas de todo o pais, € o centro de diversidade da Subfamilia
Bromelioideae (Leme e Marigo, 1993), a que apresenta maior numero de
géneros (Luther, 2000). Em Minas Gerais, se listam 48 espécies da familia em
risco de extingdo (Mendonga e Lins, 2000).

Na Zona da Mata Mineira, a espécie Acanthostachys strobilacea
(Schultes f.) Klotzsch ocorre exclusivamente como epifita, em grandes arvores,
localizadas geralmente na bifurcacdo dos troncos, sob luz difusa. O

desmatamento destas grandes arvores levou a uma redugdo drastica na



populagcdo desta espécie de tal forma que raramente é encontrada nos
fragmentos florestais ainda existentes nesta regiao (Paula, 2003).

A espécie Aechmea bambusoides L. B. Smith & Reitz ocorre no Vale do
Paraiba, nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, onde se localizavam
em arvores isoladas e remanescentes da Floresta Atlantica Sub-caducifdlia,
que recobria totalmente a regido (Paula, 2003). Esta espécie encontra-se na
lista das espécies ameacgadas de extingao da flora de Minas Gerais (Mendonga
e Lins, 2000), ndo ocorrendo em nenhuma area de unidade de conservagao,
tornando-se mais susceptivel ao processo de extincdo, em decorréncia do
corte de arvores para ampliagdo de pastagens e principalmente, devido as
queimadas no periodo seco (Paula, 2003).

A espécie Quesnelia quesneliana (Brongniart) L. B. Smith, apesar de
ainda ndo estar na lista das espécies ameacgadas de extingdo, € uma planta
cujas populagbes nativas vém sofrendo grande pressao degradativa, por
ocorrerem em area de grande agao antropica. No Rio de Janeiro esta espécie
ocorre, preferencialmente, na regido litordnea, em areas de Restinga, onde o
ecossistema encontra-se severamente degradado e com os fragmentos da
vegetacado restante sendo alvo da especulagdo imobiliaria (Smith e Downs,
1979).

O desenvolvimento de pesquisas visando a conservacdo das espécies
em seus habitats, bem como o desenvolvimento de tecnologia de produgao
dessas espécies, evitando seu extrativismo, é fundamental para a conservacgao
das Bromeliaceae no Brasil. Diante disso a UPCB (Unidade de Pesquisa e
Conservacao de Bromeliaceae) vem estimulando pesquisas com espécies da
subfamilia Bromelioideae, ocorrente na regido Sudeste.

Dentre estas espécies, foram selecionadas as trés espécies citadas, de
ocorréncia em diferentes areas da regido de Minas Gerais, para o
desenvolvimento deste trabalho de propagacgdo in vitro. Esta técnica de
propagacao pode ser empregada com eficiéncia na preservacdo da
Bromeliaceae. No entanto, a maioria das pesquisas publicadas com espécies
desta familia refere-se ao abacaxi (Mathews e Rangan, 1979; Cote et al., 1991;
Almeida et al., 1997; Guerra et al., 1999; Praxedes et al., 2000).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos para

propagacao in vitro de A. strobilacea, A. bambusoides e Q. quesneliana,
2



subsidiando projetos de reintrodugdo, bem como a sua produgdo em escala

comercial.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Propagacao natural das Bromelidceas

A propagacao das bromeliaceas pode ocorrer tanto pela via seminifera
ou sexuada, quanto pela propagagéo vegetativa natural, a partir de brotagdes
axilares. A multiplicagdo de bromélias por via seminifera, tem a desvantagem
da grande variabilidade genética, o que impossibilita a manutencédo nos
descendentes das caracteristicas genéticas de uma matriz hibrida ou variedade
selecionada. De acordo com Van Dijck et al. (1988), este método de
propagacao possui a inconveniéncia de ser lento. Pelo processo vegetativo, as
brotagdes surgem geralmente durante ou apds a floragdo, e ao atingirem
aproximadamente um terco do tamanho da planta mae, poderdo ser usadas
como mudas (Paula e Silva, 2001). Este método é o mais utilizado para fins
comerciais, porém tem as desvantagens do numero limitado de brotagdes
emitidas (Read e Szendrak, 1998) e da disseminagcdo de doengas (Guerra et
al.,, 1999). A vantagem da propagacao por brotacdes reside no fato de se
selecionar clones com caracteristicas agronomicamente desejaveis. O mercado
tem valorizado a introdugdo de novos clones e este tem sido um fator de

concorréncia entre os produtores de bromélias (Paula e Silva, 2001).

2. Propagacdo in vitro de Bromelidceas

As técnicas de cultivo in vitro podem ser aplicadas tanto para a
propagacao sexuada, como para a assexuada. Na propagacao sexuada, o uso

de sementes permite a obtengdo de maior numero de plantas, que em termos
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ecologicos pode ser utilizado na preservacao de espécies ameagadas (Zornig,
1996). Na propagacao vegetativa, a cultura in vitro pode propiciar a obtengao
de mudas uniformes, de alta qualidade e livres de doencas, além de permitir a
multiplicagdo rapida e geneticamente confiavel de novos cultivares e hibridos
(Cote et al., 1991; Tombolato et al., 1998; Guerra et al., 1999). No entanto, falta
protocolo adequado para cada espécie (Tombolato e Costa, 1998).

A propagacéo in vitro das bromeliaceas é constituida de cinco etapas
distintas: selecdo e preparacdo da planta matriz, estabelecimento,
multiplicagdo, alongamento e enraizamento e aclimatizagdo (Zornig, 1996).
Cada etapa tem seus préprios problemas e particularidades que variam de
acordo com a espécie e até mesmo entre variedades (George, 1993) e,
dependendo da espécie, nem sempre todas estas etapas sdo necessarias
(Grattapaglia e Machado, 1998; Tombolato e Costa, 1998). Cote et al. (1991)
consideraram apenas trés etapas no cultivo in vitro de abacaxi: a fase de

cultura inicial, a fase de multiplicacao e a fase de crescimento.

2.1. Selecao e preparo da planta matriz

A selecdo de determinado tecido vegetal para ser utilizado como
explante depende do objetivo da pesquisa. As matrizes de bromeliaceas
selecionadas, segundo Zornig (1996), devem permanecer por dois a trés
meses sob cuidados de higiene e tratamentos regulatorios com fungicida e, ou

antibidticos, em casa de vegetacéo.

2.2. Fase de estabelecimento

A fase de estabelecimento consiste na introdugao in vitro do explante
proveniente de ambientes naturais. Os explantes de bromélias podem ser
sementes (Grossi, 2000; Koh e Davies Jr., 2001) ou tecidos (Hosoki e Asahira,
1980; Koh e Davies Jr., 1997), que sao desinfestados com substancias de acao
germicida. As substancias mais comuns sdo o etanol e os compostos a base
de cloro acrescidos, algumas vezes, de espalhante adesivo para melhorar o
contato deste com os tecidos. (Grattapaglia e Machado, 1998). Carneiro et al.

(1999) desinfestaram sementes de Neoregelia cruenta com etanol 70% e



hipoclorito de sodio 5% mais 0,01% de Tween-80, por 30 minutos. Koh e
Davies Jr. (2001) utilizaram 10% de Clorox por 10 minutos para desinfestar
capsulas de Tillandsia fasciculata. Na desinfestagdo de gemas de abacaxi,
Cote et al. (1991), recomendaram usar hipoclorito de sddio com 6% de cloro
ativo por 20 minutos e Guerra et al. (1999), utilizaram alcool 70% por um
minuto, seguido por hipoclorito de sédio 2% por 15 minutos. Hosoki e Asahira
(1980) utilizaram hipoclorito de so6dio com 1% de cloro ativo por 10 minutos,

para desinfestar gemas laterais de quatro espécies de bromeliaceas.

2.3. Fase de multiplicacao

O principal objetivo da fase de multiplicagéo € produzir o maior numero
de plantas possivel, no menor espaco de tempo (Grattapaglia e Machado,
1998). Atualmente, ndo é possivel indicar um meio de cultivo ideal para cada
espécie (Tombolato e Costa, 1998). Na maioria dos trabalhos in vitro com
bromeliaceas foi utilizada a formulagdo desenvolvida por Murashigue e Skoog,
em 1962 (Cote et al.,, 1991; Tombolato et al., 1998; Carneiro et al., 1999;
Guerra et al., 1999).

Na fase de multiplicacdo, as citocininas sao utilizadas, freqientemente,
junto com auxinas, para estimular a divisdo celular e controlar a morfogénese
(George, 1993; Taiz e Zeiger, 2002). Quando adicionadas ao meio de cultivo,
as citocininas quebram a dominéncia apical e induzem a proliferacdo de gemas
axilares (Grattapaglia e Machado, 1998). As citocininas naturais n&do sdo muito
utiizadas em laboratérios comerciais, devido ao seu custo, e entre as
sintéticas, a 6-benzilaminopurina (BAP) é a mais utilizada (George, 1993). O
BAP, isoladamente ou juntamente com auxinas, adicionado ao meio de cultivo,
tem sido eficaz para promover a multiplicacdo em diversas espécies de
bromeliaceas, sendo que as concentragdes sao especificas para cada vegetal
(Tagliacozzo, 1998), podendo variar dentro da propria espécie (Almeida et al.,
1997). Altas concentragdes de BAP inibiu o processo de brotagdo em abacaxi
(Kiss et al., 1995). Para abacaxi, Cote et al. (1991) recomendaram usar 2,2 uM
de BAP no meio de cultivo. No entanto, Oliveira et al. (1996) observaram maior
numero de brotos para a cultivar skay quando utilizaram 4,44 uM de BAP. Para

os cultivares Perolera e Primavera, o maior numero de brota¢des foi obtido com
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a combinagao de 2,7 uM de acido naftalenoacético (ANA) e 4,4 uM de BAP
(Guerra et al.,, 1999). Para a cultivar smooth cayenne, Araujo et al. (1996)
obtiveram maior numero de brotos na auséncia da auxina ANA e com 13,32 uM
de BAP. Para Neoregelia carolinae, Tombolato et al. (1998) recomendam 10,74
uM de ANA mais 8,88 uM de BAP. Entretanto, para N. cruenta melhores
resultados foram obtidos com 22 uM de BAP e 2,5 uM de ANA (Carneiro et al.,
1999). Varios fatores podem estar relacionados com a quantidade requerida de
regulador de crescimento exdgeno, tais como, genética, tipo e idade fisiolégica
dos explantes, condigbes ambientais de cultivo e composicdo mineral do meio
de cultivo (George, 1993; Grattapaglia e Machado, 1998).

O estado fisico do meio também tem influéncia sobre a multiplicacdo de
partes aéreas. Meios solidos ou semi-solidos sdo mais comuns em cultivo in
vitro (Grattapaglia e Machado, 1998) porém, para o abacaxi, 0 meio liquido é

mais eficiente (Mathews e Rangan, 1979; Guerra et al., 1999).

2.4. Fase de alongamento e enraizamento

O objetivo desta etapa €& promover o alongamento das células e a
formagao de raizes adventicias nas brotacbes provenientes da multiplicacao.
De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), tipos e concentragbes de
auxinas sao as variaveis que, em geral, mais influenciaram o enraizamento.
Neste caso, as partes aéreas em rapido crescimento sdo fontes de intensa
produgcdo de auxina, a qual é translocada para a base, estimulando a
rizogénese. O meio MS sdlido, sem regulador de crescimento é indicado para o
abacaxi (Cote et al., 1991) e Neoregelia carolinae (Tombolato et al., 1998). No
entanto, Cabral et al. (1983) recomendaram o meio liquido sem regulador de
crescimento para o enraizamento de abacaxi, que possibilitou o crescimento
mais rapido dos explantes. Porém, o cultivo em meio liquido requer alguma
forma de aeracdo, mantendo as culturas em agitagdo ou empregando pontes
de papel filtro para o suporte das partes aéreas (Grattapaglia e Machado,
1998). De modo geral, quando a relagao citocina/auxina & favoravel a auxina

pode haver inducéo de raizes, caso contrario, ha um estimulo da formacao de



parte aérea (Hinojosa, 2000). Guerra et al. (1999) adicionaram ao meio MS
liquido, para abacaxi, 2,7 uM de ANA e 4,4 uM de BAP.

O enraizamento in vitro pode também ser estimulado pela modificacao
da concentracdo dos sais nutrientes da formulacdo basica utilizada. Dilui¢gdes
de 1/2, 1/3 e 1/4 da concentragcdo salina do meio MS séao, frequentemente,
utilizados nesta fase, dependendo da espécie (Hasegawa, 1980; Valles e
Boxus, 1987; Zornig, 1996).

De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), o enraizamento é uma
etapa que pode ser realizada in vitro ou ex vitro. No enraizamento in vitro, as
raizes sao formadas em condigdes assépticas e a planta completa é
transplantada para recipientes contendo substrato apropriado. Em condi¢bes
ex vitro, todo o processo de enraizamento se da em substrato. A opg¢ao por um
dos sistemas depende, fundamentalmente, da qualidade das partes aéreas
obtidas na multiplicagdo, da espécie e gendtipo em questdo, além da
disponibilidade de infra estrutura adequada de casa de vegetagao, camara de

nevoeiro ou telado.

2.5. Fase de aclimatizacao

O termo aclimatizagdo é definido como a adaptagao climatica de um
organismo, especialmente uma planta, que é transferido para um novo
ambiente, sendo todo este processo realizado artificialmente (Costa, 1998). A
etapa de aclimatizagcdo, na propagacgao in vitro, consiste na transferéncia da
plantula da condigdo de laboratodrio, onde ela é heterotrofica, para o ambiente
natural, quando a plantula torna-se autotréfica. Esta passagem €& bastante
critica e representa, em alguns casos, um fator limitante do processo de
propagacao in vitro (Grattapaglia e Machado, 1998). Costa (1998) citou que
esta fase € muito delicada porque representa um estresse para a plantula e
pelo perigo de infecgdes por fungos e bactérias. Neste sentido, a escolha do
substrato € um fator relevante neste processo.

O substrato deve possuir, como caracteristicas fisicas, boa retencao de
umidade e boa drenagem (Grattapaglia e Machado, 1998; Paula e Silva, 2001).
Para o abacaxi, testes com misturas de substratos, tais como solo + xaxim +

turfa e solo + xaxim + areia + humus, tém comportamento semelhante quanto
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ao indice de sobrevivéncia das plantas (Fauth et al., 1994). Apesar de existirem
diversos substratos para o cultivo de bromélias, o xaxim é considerado o
melhor de todos (Paula e Silva, 2001).

O xaxim é extraido da espécie Dicksonia sellowiana (Pr.) Hook, também
conhecida popularmente por samambaiagcu, samambaiacu-imperial e feto-
arborescente. A D. sellowiana € uma planta com caule ereto, fibroso e espesso,
possui 2 a 4 metros de altura e tem crescimento muito lento. Do seu caule séo
retirados os vasos de xaxim e, ainda o xaxim em pedacos, fibra ou p6 é
utilizado como substrato para o cultivo de diversas plantas (Lorenzi e Souza,
1999). No entanto, D. sellowiana esta em processo de extingdo devido a coleta
indiscriminada (IBAMA, 1992; Dematté e Graziano, 2000; Stancato et al.,
2000).

Uma possivel alternativa para substituir o xaxim, no cultivo de
bromeliaceas, € o aguapé, Eichhornia crassipes (Mart.) Solms, uma planta
aquatica constituida de 95% de agua (Padua, 2003) e cujas raizes podem
medir até um metro (Jardim de Flores, 2003). Esta planta multiplica-se
rapidamente, podendo duplicar-se em duas semanas. Em fungdo destas
caracteristicas, o aguapé pode prejudicar a navegabilidade dos rios, causar
problemas em represas e danificar as turbinas de usinas hidroelétricas
(Fermino et al., 2000; Greco, 2003). Dependendo do local no qual foi coletado,
0 aguapé seco pode ser usado como fertilizante e adubo para solos (Padua,
2003). De acordo com Fermino et al., (2000) o aguapé seco apos trituracao,
apresentou caracteristicas fisicas e quimica apropriadas para ser aproveitado
como um econémico substrato para plantas horticolas. Na UPCB (Unidade de
Pesquisa e Conservagcdao da Bromeliaceae) o aguapé, seco e dividido
manualmente em pedacos, € utilizado na composicédo de mais de 90% dos

substratos utilizados nas bromélias.
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PROPAGACAO IN VITRO DE Acanthostachys strobilacea (Schultes f.)
Klotzsch

Resumo

O objetivo deste estudo foi estabelecer um protocolo para propagacéo in
vitro de Acanthostachys strobilacea. Na etapa de multiplicagdo testou-se o
efeito de 0, 10, 20, 40 e 80 uM de BAP e duas concentragbes dos sais minerais
de Murashige e Skoog (1962) (50 e 100%), com 100% de nutrientes organicos.
Na etapa de aclimatizacdo as plantulas de A. strobilacea, sem raizes, foram
separadas em trés grupos: 1 (10 a 20 mm), 2 (30 a 40 mm) e 3 (60 a 60 mm).
Como substrato testou-se xaxim e aguapé. Observou-se que o numero de
brotacbes formadas foi maior na concentragéo estimada de 26,8 uM BAP (60,7
brotagdes por plantula). No entanto, a altura média das brotagdées diminuiu com
o0 aumento da concentracdo de BAP. Na auséncia de BAP foi observado a
formacgao de raizes, sendo que na presenga de BAP a formacéao de raizes foi
inibida. N&o houve diferenca significativa para as caracteristicas avaliadas,
entre as duas concentragdes do meio MS. Foi possivel aclimatizar plantulas de
A. strobilacea com altura a partir de 10 mm e sem raizes. O aguapé
demonstrou ser um bom substrato para aclimatizacdo desta espécie, com

percentagem de sobrevivéncia superior a 85%.
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2.1. Introducéao

Dentre as bromelidceas ornamentais, Acanthostachys strobilacea
(Schultes f.) Klotzsch se caracteriza por apresentar folhas fasciculadas ao
longo do caule sem formar roseta nem cisterna, inflorescéncia colorida com
flores agrupadas, assemelhando-se a um estrobilo e bagas grandes, de
coloragédo laranja a vermelho intenso (Reitz, 1983).

A. strobilacea é, preferencialmente, epifita e raramente rupicola ou
saxicola. Esta espécie apresenta grande distribuicdo no Brasil. Na Zona da
Mata de Minas Gerais, ocorre exclusivamente como epifita em grandes
arvores, desenvolvendo-se, geralmente, em bifurcagbes de troncos. O
extrativismo destas grandes arvores levou a uma redugdo drastica na
populacdo desta espécie, sendo hoje encontrada quase que somente nos
fragmentos florestais ainda existentes naquele estado. A baixa produgédo de
sementes, com dispersao restrita pelas aves, dificulta o seu restabelecimento
natural nos remanescentes florestais. A propagacdo vegetativa é pouco
eficiente. Apds a floragao, a planta produz de dois a trés brotos, por ano, que
surgem na base da mesma (Paula, 2003).

Dessa forma, o estabelecimento de um protocolo para propagagao in
vitro desta espécie € a maneira mais eficiente de disponibilizar mudas para
futuras reintrodugdes ou mesmo para o cultivo comercial, sendo este protocolo

0 objetivo deste trabalho.

2.2. Material e métodos

O cultivo in vitro foi conduzido no Laboratério de Cultura de Células e
Tecidos Vegetais do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), e a etapa de aclimatizagao foi realizada na Unidade de Pesquisa
e Conservacédo de Bromeliaceae (UPCB), do Departamento de Biologia Vegetal
da UFV.
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2.2.1. Estabelecimento in vitro

As sementes de Acanthostachys strobilacea (Schultes f.) Klotzsch',
obtidas de espécimes cultivados na UPCB, foram desinfestadas através da
imersao em alcool 70% (v/v) por um minuto, lavadas com agua deionizada
estéril e em seguida imersas em solugéo de hipoclorito de sodio (2,0 a 2,5% de
cloro ativo) e 0,01% de Tween 20, por 15 minutos. Em todas as etapas, as
sementes foram mantidas sob agitagcdo. Apds o tratamento de desinfestacgéao,
as sementes foram enxaguadas, por trés vezes, com agua deionizada estéril.
Em seguida foram inoculadas em meio de cultivo. Este foi composto dos 50%
de sais minerais e 100% de compostos organicos do meio de MS (Murashige e
Skoog, 1962). O pH do meio foi ajustado para 5,70 + 0,01 e gelificado com 8,0
g L de agar (Grupo Quimica). Utilizou-se 10 mL de meio em tubos de ensaio
(25 mm x 150 mm) que foram autoclavados a 121 °C e 1,5 atm por 20 minutos.
Apos inoculagao, os explantes foram incubados a temperatura de 27 + 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 40 pmol m? s™, fornecida por

lampadas fluorescentes (Osram®, luz do dia, 40 W).

2.2.2. Multiplicacao in vitro

Na fase de multiplicagdo in vitro, foram testadas cinco concentragdes
de BAP (0, 10, 20, 40 e 80 uM) e duas concentragdes dos sais de MS (50% e
100%), em um experimento fatorial (5 x 2). O delineamento adotado foi o de
blocos completos casualizados (DBC), com seis repeticdes. Cada bloco foi
constituido de plantulas previamente estabelecidas in vitro, de tamanho
uniforme (minimo de 20 mm) e sem raizes. Todos os meios de cultivo
continham os componentes organicos completos do meio MS e o pH ajustado
para 5,70 + 0,01, antes da esterilizacdo a 121 °C e 1,5 atm por 20 minutos.
Foram utilizados recipientes de 350 mL, contendo 15 mL de meio de cultura,
onde foi colocada uma plantula. O cultivo foi conduzido em meio liquido

estacionario, nas condigbées ambientais mencionadas anteriormente, por um

! A identificagdo do material para o recente trabalho fundamentou-se na analise da morfologia
vegetativa e floral de espécimes cultivadas na Unidade de Pesquisas e Conservagédo de
Bromeliaceae (UPCB) - UFV, bem como na analise de exsicata (VIC n°® 26.461), no Herbario do
Departamento de Biologia Vegetal (Herbario VIC).
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periodo de sete semanas, quando foram submetidos a avaliagdo. As
caracteristicas observadas foram o numero de brotacdes por plantula, a altura

meédia das brotag¢des e a presencga de raizes nas brotagdes.

2.2.3. Alongamento e enraizamento in vitro

A etapa de alongamento e enraizamento foi conduzida no mesmo tipo de
recipiente da fase anterior, contendo 15 mL de meio liquido, em condicao
estacionaria. O meio de cultivo foi composto de 50% de sais e 100% de
compostos orgéanicos de MS. O pH do meio, a esterilizagdo e as condi¢des de

incubacao foram como as descritas nas etapas anteriores.
2.2.4. Aclimatizacéo

A etapa de aclimatizagao foi realizada no periodo de abril a junho de
2003. Foram selecionadas plantulas de A. strobilacea, removidas as raizes, e
separadas em trés grupos: 1 (10 a 20 mm), 2 (30 a 40 mm) e 3 (50 a 60 mm).
Estas foram plantadas em bandejas de isopor com células de 50 mL. Testou-se
xaxim (Dicksonia sellowiana (Pr.) Hook) e aguapé (Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms) seco e desfiado a mé&o, proveniente da lagoa do Setor de
Equideocultura da UFV. O experimento foi montado em um fatorial 3 x 2, em
DBC, com cinco repeticdes e 12 plantulas por parcela. Quinze dias apds o
plantio, as plantulas foram pulverizadas com benlate (2 g L ™). Aos 29 dias
foram adubadas com Osmocote® 14-14-14 (0,03 g por célula) e passaram a
receber adubacdo foliar semanalmente (2 g L™ Peters® 20-20-20). Aos 60 dias
foram avaliadas a percentagem de sobrevivéncia, o numero de raizes por
planta e a matéria seca por planta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias das
caracteristicas ajustadas a regressao ou comparadas pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.
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2.3. Resultados e discusséao
2.3.1. Estabelecimento in vitro

O tratamento de desinfestacdo das sementes proporcionou uma
percentagem de contaminagdo menor que 1%. A germinagcdo das sementes
ocorreu com aproximadamente 15 dias da incubacdo. O tempo de exposicao e
a concentracao das solugdes desinfestantes nao prejudicaram a viabilidade das
sementes, que possuiam um tegumento rigido, caracteristica das espécies da
subfamilia Bromelioideae (Smith e Daws, 1979). Esta metodologia também foi
eficiente na desinfestacdo de sementes de Aechmea bambusoides (Capitulo
[lI) e Quesnelia quesneliana (Capitulo 1V). Quando as sementes estao
protegidas por seus tecidos tegumentares, a concentragdo e o tempo de
exposi¢cao ao hipoclorito de sédio podem ser maiores (Grattapaglia e Machado,
1998). Para a assepsia de gemas de Neoregelia carolinae, Tombolato et al.
(1998) recomendaram usar hipoclorito de célcio a 1,5%, por 10 minutos.

A localizagdo do explante na planta e o ambiente em que as plantas
matrizes foram mantidas e seu bom aspecto fitossanitario podem ter
contribuido também para a baixa percentagem de contaminagéo. Além disso as
sementes utilizadas neste experimento foram extraidas de frutos intactos, nos

quais as sementes se encontravam protegidas por uma mucilagem.

2.3.2. Multiplicacao in vitro

O numero de brotagdes formadas foi maior na concentragao estimada de
26,8 uM de BAP (60,7 brotagdes por plantula). Em concentragdes superiores a
esta, o BAP mostrou-se inibitério ao processo de brotagao (Figura 1A). O efeito
antagbnico de dosagens elevadas de BAP também tem sido observado na
brotagcdo de gemas de abacaxi (Ananas comosus) (Kiss et al., 1995).

A altura média das brota¢des diminuiu com o aumento da concentragao
de BAP (Figura 1B). Provavelmente, a adicdo crescente de BAP ao meio de
cultivo diminuiu a relagcdo auxina/citocinina das plantulas in vitro, inibindo o
alongamento das brotagdes (Taiz e Zeiger, 2002). Outros fatores, como
competi¢cdo por nutrientes e espago, também podem ter afetado a altura das

brotacdes.
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Figura 1: Estimativa do efeito do BAP no numero de brotagdes (A) e na altura
média das brotacdes (B) de Acanthostachys strobilacea. (A: Y = 5,974456 -
2,0416547*X + 21,15971*X*°, R* = 0,94; B: Y' = 0,020238126** +
0,016773467**X%°, R? = 0,99).

Na auséncia de BAP observou-se a formacgao de raizes, sendo que na
presenca deste fitoregulador a formagao de raizes foi inibida (dados nao
apresentados). O efeito inibitério do BAP na formag&do de raizes in vitro é
bastante conhecido, sendo atribuido a baixa relagdo auxina/citocinina (Fosket,
1994).

Neste experimento ndo se observou efeito significativo das diferentes
concentracdes do meio MS, para as caracteristicas avaliadas, indicando que a
metade da concentracdo dos sais do MS é suficiente para permitir bom

desenvolvimento das brotagdes (Figuras 2).
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Figura 2: Efeito da concentracao de sais de MS no numero de brotacdes (A) e
na altura das brotagbes (B) de Acanthostachys strobilacea. Médias seguidas
pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste F (P < 0,05).
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2.3.3. Alongamento e enraizamento in vitro

Apo6s sete semanas de incubacdo, observou-se que o0 processo de
alongamento e de enraizamento das brotagbes ndo era sincronizado. O
surgimento de novas brotagdes era comum durante esta fase do cultivo, o que,
provavelmente, deve estar relacionado ao efeito residual do BAP. A falta de
sincronizagao pode ter ocorrido também devido a grande variabilidade genética
das plantulas empregadas neste trabalho, uma vez que estas foram obtidas de
sementes. Uma pratica comum na produgado de mudas in vitro € a separagao e
a selecdo de brotagdbes de tamanho adequado para a aclimatizagao,

recultivando-se as demais até atingirem o tamanho requerido.

2.3.4. Aclimatizacéo

Na aclimatizacdo obteve-se maior percentagem de sobrevivéncia
quando as mudas foram aclimatizadas no xaxim (Figura 3A). Para o numero de
raizes por planta, quando as mudas foram aclimatizadas em xaxim, este
também foi significativamente superior ao aguapé (Figura 4A). Ja para matéria

seca nao houve diferenga entre os dois substratos (Figura 5A).
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Figura 3: Efeito do substrato (A) e da altura das pléantulas (B) (1= 10 a 20 mm,
2= 30 a 40 mm e 3= 50 a 60 mm) na percentagem de sobrevivéncia de
plantulas de Acanthostachys strobilacea. Médias seguidas por letra diferente
diferem significativamente pelo teste F (P < 0,01; A) e teste de Tukey (P < 0,05;
B).
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Figura 4: Efeito do substrato (A) e da altura das plantulas (B) (1= 10 a 20 mm,
2= 30 a 40 mm e 3= 50 a 60 mm) no numero de raizes emitidas por planta,
durante a aclimatizacdo de plantas de Acanthostachys strobilacea. Médias
seguidas por letra diferente, diferem significativamente pelo teste F (P < 0,05;
A) e teste de Tukey (P < 0,05; B).
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Figura 5: Efeito do substrato (A) e da altura das plantulas (B) (1= 10 a 20 mm,
2= 30 a 40 mm e 3= 50 a 60 mm) na matéria seca por planta de
Acanthostachys strobilacea. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste F (P < 0,05; A) e teste de Tukey (P < 0,05; B).

Apesar de a percentagem de sobrevivéncia e o0 numero de raizes
emitidas por planta terem sido estatisticamente superior no xaxim, o aguapé
demonstrou ser um bom substrato para aclimatizacdo desta espécie, uma vez
que a percentagem de sobrevivéncia foi superior a 85%. Contudo, ha a
necessidade de se estudar melhor a forma de preparagcdo deste substrato,

incluindo a sua esterilizagdo e a mistura com outros componentes, o que
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poderia aumentar a performance do aguapé como substrato de aclimatizagao
de mudas produzidas in vitro de A. strobilacea.

As plantulas do grupo 3, como ja era esperado por ter altura inicial
maior, apresentaram maior matéria seca do que as dos grupos 1 e 2 (Figura
5B), entretanto, a altura inicial das plantulas nao influenciou a formacao de
raizes (Figura 4B), nem a taxa de sobrevivéncia (Figura 3B). Desta forma, é
possivel aclimatizar plantulas de A. strobilacea com altura a partir de 10 mm e
sem raizes. Estes resultados contrastam com os estudos de Zornig (1996) e
Costa (1998) nos quais afirmam que, para a aclimatizagao, as plantulas devem
apresentar sistema radicular e parte aérea proporcionais a fim de garantir maior
taxa de sobrevivéncia. Entretanto, devido a dificuldade de manuseio das
plantulas com menor altura, deve-se avaliar economicamente os custos de
manutencdo em laboratério e de mao-de-obra capacitada para a aclimatizacao
Neste processo, plantulas com menor altura exigem maior habilidade no

manuseio.

2.4. Conclusodes

O numero de plantulas formadas foi maior na concentragdo estimada de
26,8 uM BAP (60,7 brotagdes por plantula). No entanto, a altura média das
brota¢des diminuiu com o aumento da concentragcéo de BAP.

Na auséncia de BAP, observou-se a formacao de raizes, sendo que na
presenca de BAP a formacgao de raizes foi inibida.

N&o houve diferenga significativa para as caracteristicas avaliadas, entre
as duas concentracées do meio MS.

Na aclimatizagao, foi possivel aclimatizar plantulas de A. strobilacea com
altura a partir de 10 mm e sem raizes.

O aguapé demonstrou ser um bom substrato para aclimatizagdo desta

espécie, com percentagem de sobrevivéncia superior a 85%.
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2.5. Protocolo
2.5.1. Estabelecimento

O estabelecimento in vitro de espécimes de A. strobilacea pode ser feito
a partir de sementes obtidas de frutos maduros. As sementes devem ser
desinfestadas em 4&lcool 70% (v/v) por um minuto; lavadas com agua
deionizada estéril e tratadas em hipoclorito de sédio (2,0 a 2,5% de cloro ativo)
+ 0,01% de Tween 20 por 15 minutos. Apds o tratamento, lavar por trés vezes
com agua deionizada estéril sempre sob agitagdo. A inoculagdo das sementes
deve ser feita em meio de cultivo gelificado, contendo o meio MS modificado
(50% de sais minerais e 100% de compostos organicos) (Murashige e Skoog,
1962).

O pH do meio de cultivo deve ser ajustado para 5,70 £ 0,01 e
autoclavado a 121 °C e 1,5 atm por 20 minutos.

O ambiente de incubacao deve apresentar temperatura de 27 = 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 40 umol m? s’ fornecida por lampadas

fluorescentes (luz do dia, 40 W).

2.5.2. Multiplicacao

Quando as plantulas atingirem tamanho minimo de 20 mm, transferir
para o meio de cultivo liquido, contendo 50% dos sais minerais de MS e 26,8
uM de BAP, por um periodo de sete semanas.

O pH do meio de cultivo, a autoclavagem e o ambiente de incubagao

devem ser como descritos na etapa de estabelecimento.
2.5.3. Alongamento e enraizamento

Apos o periodo de incubacdo em meio de multiplicacado, transferir as
brotacdes, sem dividi-las, para o meio contendo MS modificado, na forma
liquida.

O pH do meio de cultivo, a autoclavagem e o ambiente de incubagao

devem ser como descritos na etapa de estabelecimento.
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2.5.4. Aclimatizacéao

Considerando-se a facilidade de manuseio, quando as brotagcdes
atingirem 30 a 40 mm de altura, separa-las e planta-las em bandejas coletivas
contendo aguapé seco e desfiado, sob condi¢cdes de telado (50% de sombra).
A irrigacdo deve ser feita para manter o substrato umido, porém nunca
encharcado. Recomenda-se aplicar adubacéo foliar a intervalos semanais, com

a formulacdo de 20-20-20 (N P K), na proporgdo de 2 g L™

1 2 3 4
Desinfestacdo Inoculacdo Germinacao Multiplicacao

c = = -
> &
2-3 Semanas 7-8 Semanas

6 ) 2

Aclimatizacao

5

Alongamento e
Enraizamento

2-3 Meses 1-2 Meses

Figura 6: Esquema ilustrativo do protocolo para propagagdo in vitro de
Acanthostachys strobilaceae.
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CAPITULO T



PROPAGACAO IN VITRO DE Aechmea bambusoides L. B. Smith & Reitz

Resumo

No presente trabalho definiu-se um protocolo para a propagacao in vitro
de Aechmea bambusoides. Testou-se BAP nas concentragdes de 0, 10, 20, 40
e 80 uM e duas concentragdes dos sais minerais de MS (50 e 100%), na etapa
de multiplicagdo. Na aclimatizacdo, as pléntulas de A. bambusoides, sem
raizes, foram separadas em dois grupos: 1 (plantulas de 20 a 40 mm) e 2
(plantulas de 41 a 60 mm). Estimou-se que a concentragao de 26,11 uM foi a
mais eficiente para multiplicacdo, promovendo em média 18,39 brotacdes. A
concentracédo de 100% de sais de MS propiciou maior numero de brotagdes.
Na auséncia de BAP, a altura das brotagdes foi maior no meio MS com 100%
da concentracdo de sais. Nao houve formacdo de raizes nos meios que
continham BAP. E possivel aclimatizar plantulas de A. bambusoides com altura
a partir de 40 mm e sem raizes. O aguapé pode ser utilizado como substrato

alternativo para o xaxim, na aclimatizacdo desta espécie.

3.1. Introducéo

O género Aechmea Ruiz & Pavon, pertencente a subfamilia
Bromeliodeae, € o maior da familia Bromeliaceae, com 231 espécies e 55
variedades (Luther, 2000). Por possuirem formas esculturais, sdo muito

utilizadas em projetos paisagisticos (Melo, 1996).
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Aechmea bambusoides L. B. Smith & Reitz, apesar de nao ser cultivada
com fins comerciais, apresenta grande potencial ornamental, devido a
arquitetura de suas folhas e Inflorescéncia multicolorida (Paula, 2003). E uma
espécie endémica da Mata Atlantica e, em Minas Gerais, esta ameacada de
extingdo (Mendonga e Lins, 2000).

Na Universidade Federal de Vigosa estuda-se a conservagdo desta
espécie in vitro. De acordo com Bajaj (1995), isto implica na reducdo dos
custos associados a manutencdo de colecbes e a minimizacdo de perdas
causadas por doencgas e contaminacdes.

Entretanto, para se utilizar o cultivo in vitro é necessario o
desenvolvimento de protocolos, que variam em fungdo da espécie (Tombolato
et al. 1998). As concentragbes dos reguladores de crescimento, por exemplo,
sao especificas para cada espécie, nas diferentes etapas de cultivo
(Tagliacozzo, 1998), podendo variar dentro da propria espécie (Almeida et al.,
1997).

Considerando-se que o cultivo in vitro ainda nao é praticado para a
conservagao de A. bambusoides, objetivou-se nesse trabalho definir um

protocolo para a propagacao in vitro desta espécie.

3.2. Material e métodos

O cultivo in vitro foi conduzido no Laboratério de Cultura de Células e
Tecidos Vegetais do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), e a etapa de aclimatizagao foi realizada na Unidade de Pesquisa
e Conservacao de Bromeliaceae (UPCB), do Departamento de Biologia Vegetal
da UFV.
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3.2.1. Estabelecimento in vitro

As sementes de Aechmea bambusoides L. B. Smith & Reitz® obtidas de
espécimes cultivadas no UPCB, foram desinfestadas através da imersao em
alcool 70% (v/v) por um minuto, lavadas com agua deionizada estéril e, em
seguida, imersas em solugao de hipoclorito de sédio (2,0 a 2,5% de cloro ativo)
e 0,01% de Tween 20, por 15 minutos. Em todas as etapas, as sementes foram
mantidas sob agitacdo. Apds o tratamento de desinfestagdo, as sementes
foram enxaguadas por trés vezes com agua deionizada estéril. Em seguida,
foram inoculadas em meio de cultivo. Este foi composto de 50% dos sais
minerais € 100% de compostos orgénicos do meio de MS (Murashige e Skoog,
1962). O pH do meio foi ajustado para 5,70 + 0,01 e gelificado com 8,0 g L™ de
agar (Grupo Quimica). Utilizou-se 10 mL de meio em tubos de ensaio (25 mm x
150 mm) que foram autoclavados a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos. Apds
inoculacdo, os explantes foram incubados a temperatura de 27 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 40 pmol m? s™, fornecida por

lampadas fluorescentes (Osram®, luz do dia, 40 W).

3.2.2. Multiplicacao in vitro

Na fase de multiplicacado in vitro, foram testadas cinco concentragdes
de BAP (0, 10, 20, 40 e 80 uM) e duas concentragdes dos sais minerais de MS
(50% e 100%), em um experimento fatorial (5 x 2). O delineamento adotado foi
o de blocos completos casualizados (DBC), com seis repeticbes. Cada bloco foi
constituido de plantulas previamente estabelecidas in vitro, de tamanho
uniforme (minimo de 15 mm) e sem raizes. Todos os meios de cultivo
continham os componentes organicos completos do meio MS e o pH ajustado
para 5,70 + 0,01, antes da esterilizacdo a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.
Foram utilizados recipientes de 350 mL, contendo 15 mL de meio de cultura,
onde foi colocada uma plantula. O cultivo foi conduzido em meio liquido

estacionario, nas condi¢des de incubagao mencionadas anteriormente, por um

2 A identificagdo do material para o recente trabalho fundamentou-se na analise da morfologia
vegetativa e floral de espécimes cultivadas na Unidade de Pesquisas e Conservacdo de
Bromeliaceae (UPCB) - UFV, bem como na analise de exsicata (VIC n® 15.141), no Herbario do
Departamento de Biologia Vegetal (Herbario VIC).
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periodo de sete semanas, quando as plantulas foram submetidas a avaliagao.
As caracteristicas observadas foram o numero de brotagcdes formadas, a altura

meédia das brotagdes e a presencga de raizes nas plantulas.

3.2.3. Alongamento e enraizamento in vitro

A etapa de alongamento e enraizamento foi conduzida no mesmo tipo de
recipiente da fase anterior, contendo 15 mL de meio liquido, em condicao
estacionaria. O meio de cultivo foi composto de 50% de sais e 100% dos
compostos orgéanicos de MS. O pH do meio, a esterilizagdo e as condi¢des de

incubacao foram como as descritas nas etapas anteriores.

3.2.4. Aclimatizacéo

A etapa de aclimatizagao foi realizada no periodo de abril a junho de
2003. Foram selecionadas plantulas de A. bambusoides, separadas em dois
grupos: 1 (plantulas de 20 até 40 mm) e 2 (plantulas acima de 41 até 60 mm).
As plantulas tiveram as raizes removidas, para avaliar a capacidade de
enraizamento. Estas foram plantadas em bandejas de isopor com células de 50
mL. Como substrato, testou-se xaxim (Dicksonia sellowiana (Pr.) Hook) e
aguapé (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) seco e desfiado a méo,
proveniente da lagoa do Setor de Equideocultura da UFV. O experimento foi
montado em esquema fatorial 2 x 2, em DBC, com 5 repeticdes e 12 plantulas
por parcela. Nove dias apds o plantio, as plantulas foram pulverizadas com
benlate (2 g L™"). Aos 30 dias foram adubadas com Osmocote® 14-14-14 (0,03
g por célula) e passaram a receber adubacdo foliar, semanalmente (2 g L™
Peters® 20-20-20). Aos 60 dias foram avaliadas percentagens de
sobrevivéncia, o numero de raizes por planta e a matéria seca por planta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias das

caracteristicas ajustadas a regressao.
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3.3. Resultados e discusséao
3.3.1. Estabelecimento in vitro

O tratamento de desinfestacdo das sementes proporcionou uma
percentagem de contaminagdo menor que 1%. A germinagcdo das sementes
ocorreu com aproximadamente 20 dias da incubacdo. O tempo de exposicao e
a concentracao das solugdes desinfestantes nao prejudicaram a viabilidade das
sementes, que possuiam um tegumento rigido. Quando as sementes estédo
protegidas por seus tecidos tegumentares, a concentracdo e o tempo de
exposi¢cao, ao hipoclorito de sédio podem ser maiores (Grattapaglia e
Machado, 1998). Para a assepsia de gemas de Neoregelia carolinae,
Tombolato et al. (1998) recomendaram usar hipoclorito de calcio a 1,5%, por 10
minutos.

A localizacdo do explante na planta e o ambiente em que as plantas
matrizes foram mantidas e seu bom aspecto fitossanitario podem ter
contribuido, também, para a baixa percentagem de contaminagdo. Além disso
as sementes utilizadas neste experimento foram extraidas de frutos intactos,

nos quais as sementes se encontravam protegidas por uma mucilagem.
3.3.2. Multiplicagéo in vitro

Estimou-se que a concentragao de 26,11 uM de BAP foi a mais eficiente
para multiplicagao, promovendo em média 18,39 brotacdes por plantula (Figura
1A). A partir desta concentragdo houve diminuicdo no numero de brotagdes, o
que de acordo com Leshen et al. (1988), altas concentracdo de BAP podem ter
efeito fitotdxico para o vegetal. A inibicdo do numero de brotagdes em altas
concentracdo de BAP também foi verificada em abacaxi (Ananas comosus)
(Kiss et al., 1995). A concentragdo de 100% de sais minerais de MS foi
significativamente superior, na indugcdo de brotagdes, a metade da
concentragao de sais de MS (Figura 2A).

Para a altura média das brotagcbes, houve interacdo entre as
concentracdes de sais de MS e BAP, sendo que as brotagdes obtidas na
auséncia de BAP, foram 7,9 mm maiores no meio MS, com 100% das

concentragbes de sais (Figura 2B). Estes resultados indicam que a
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concentracdo de sais na etapa de multiplicagdo pode variar entre as espécies
de bromélias. As espécies Acanthostachys strobilacea (Capitulo Il) e Quesnelia
quesneliana (Capitulo V), por exemplo, s&o menos exigentes quanto a
concentragéo de sais no meio durante a fase de multiplicagao.

O efeito do BAP foi inibitério quanto ao alongamento das brotagdes
durante a fase de multiplicagéo (Figura 1B). A concentragdo de 100% de sais
de MS foi significativamente superior para a altura das brotagées na auséncia
de BAP, porém, esta diferenca ndo foi observada em tratamentos que
continham BAP (Figura 2B).
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Figura 1: Estimativa do efeito do BAP no numero de brotagdes (A) e na altura
média das brotagdes (B) de Aechmea bambusoides. [A: Y = 5,29437786 —
0,50527423X + 5,1725973*X%° R? = 0,58; B: MS 50%: Y = 11,418644** +
0,082305754X — 1,4396648*X%°, R? = 0,93; MS 100% Y = 1/(0,051428043** —
0,0016670239**X + 0,030319132**X%®), R? = 0,99].
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Figura 2: Efeito da concentragao de sais de MS no numero de brotagdes (A) e
na altura das brotagdes (B) de Aechmea bambusoides. Médias seguidas por
letra diferente (A) e por letra diferente dentro de cada concentragcdo de BAP
(B), diferem significativamente pelo teste F (P < 0,05, A; P < 0,01, B).
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Nao se observou a formacao de raizes nos tratamentos contendo BAP
(dados nao apresentados). A presengca de BAP no meio de cultivo também
inibiu a formac&o de raizes em A. strobilacea (Capitulo Il) e Q. quesneliana
(Capitulo 1V). Desta forma, o BAP adicionado ao meio de cultivo, ao alterar a
balango entre as citocininas e auxinas, pode ter inibido o alongamento das

brotagdes e a formacao de raizes.

3.3.3. Alongamento e enraizamento in vitro

Apo6s sete semanas de incubacdo, observou-se que o0 processo de
alongamento e de enraizamento das brotagcbes ndo eram sincronizados. O
surgimento de novas brotagdes era comum durante esta fase do cultivo, o que,
provavelmente, deve estar relacionado ao efeito residual do BAP. A falta de
sincronizagao pode ter ocorrido também devido a grande variabilidade genética
das plantulas empregadas neste trabalho, uma vez que estas foram obtidas de
sementes. Uma pratica comum na producdo de mudas in vitro € a separagao e
a selecdo de brotagbes de tamanho adequado para a aclimatizagao,

recultivando-se as demais até atingir o tamanho requerido.

3.3.4. Aclimatizacéo

Na aclimatizagdo o numero de raizes produzidas por planta no xaxim
foi significativamente superior ao aguapé (Figura 3A). Isto deve ter ocorrido
devido a maior porosidade do xaxim em relagdo ao aguape, que deve ter
permitido maior drenagem e aeragdo. De acordo com Paula e Silva (2001),
estas caracteristicas permitem o bom desenvolvimento das raizes. Apesar das
plantas aclimatizadas em aguapé terem apresentado menor numero de raizes,
a matéria seca e a taxa de sobrevivéncia nao foram afetadas estatisticamente
entre os substratos (Figuras 4A e 5A). Provavelmente, isto ocorreu devido a
presenca de tricomas nas folhas das bromélias, que, além das raizes,
absorvem agua e nutrientes (Smith e Downs, 1974), uma vez que todas as
plantas receberam adubacao foliar. Estes resultados indicam ser possivel a

aclimatizacado de A. bambusoides em aguapé, que pode ser considerado uma
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alternativa para substituir o xaxim, que estda ameacado de extincao (IBAMA,
1992).

Como esperado, a matéria seca das plantas do grupo 1, com altura
inicial maior, foi significativamente inferior as do grupo 2 (Figura 4B), uma vez
que plantas do grupo 2 eram, inicialmente, mais altas do que as do grupo 1.
Porém, isto ndo teve influéncia negativa no desenvolvimento das plantas de A.
bambusoides, visto que o numero de raizes por planta e a percentagem de
sobrevivéncia ndo foram afetados pelo seu tamanho inicial (Figuras 3B e 5B).
Dessa forma, plantulas com 40 mm de altura e sem raizes podem ser
aclimatizadas, o que torna possivel reduzir o tempo de manutengcdo em
laboratorio. Estes resultados indicam que a etapa de enraizamento in vitro,
deve ser melhor estudada e comparada com o comportamento dessas
plantulas na aclimatizagao, pois plantulas de A. bambusoides desenvolveram

raizes adventicias quando transferidas para o ambiente ex vitro.
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Figura 3: Efeito do substrato (A) e da altura das plantulas (B) (1= 20 a 40 mm
e 2= 40 a 60 mm) no numero de raizes emitidas por planta, durante a
aclimatizacdo de Aechmeia bambusoides. Médias seguidas por letra
diferente, diferem significativamente pelo teste F (P < 0,05).
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Figura 4: Efeito do substrato (A) e da altura das plantulas (B) (1=20a40 mm e
2= 40 a 60 mm) na matéria seca por planta de Aechmeia bambusoides. Médias
seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente pelo teste F (P <
0,05; Ae P<0,01; B).
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Figura 5: Efeito do substrato (A) e da altura das plantulas (B) na percentagem
de sobrevivéncia de Aechmeia bambusoides. Médias seguidas por letra
diferente, diferem significativamente pelo teste F (P < 0,05).

3.4. Conclusodes

A concentragao estimada de 26,11 uM de BAP foi a mais eficiente para
estimular as brotagdes, promovendo em média 18,39 brotacdes por plantula.
A presenca deste regulador de crescimento no meio de cultura, inibiu o

alongamento e a emissao de raizes das brotagdes.
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A concentragédo de 100% de sais de MS propiciou maior numero de
brotagcdes. Na auséncia de BAP, a altura das brotagdes foi maior no meio MS
com 100% da concentracdo de sais.

Nao houve formacdo de raizes nos meios que continham BAP. E
possivel aclimatizar plantulas de A. bambusoides com altura a partir de 40 mm
e sem raizes.

O aguapé pode ser utilizado como substrato alternativo para o xaxim, na

aclimatizagao desta espécie.

3.5. Protocolo

3.5.1. Estabelecimento

O estabelecimento in vitro de espécimes de A. bambusoides pode ser
feito a partir de sementes obtidas de frutos maduros. As sementes devem ser
desinfestadas em alcool 70% (v/v) por um minuto, lavadas com agua
deionizada estéril; e tratadas em hipoclorito de sddio (2,0 a 2,5% de cloro ativo)
+ 0,01% de Tween 20, por 15 minutos. Apds o tratamento, lavar por trés vezes
com agua deionizada estéril sempre sob agitagdo. A inoculagdo das sementes
deve ser feita em meio de cultivo gelificado, contendo o meio MS modificado
(50% de sais minerais e 100% de compostos orgéanicos) (Murashige e Skoog,
1962).

O pH do meio de cultivo deve ser ajustado para 5,70 + 0,01 e
autoclavado a 121 °C e 1,5 atm por 20 minutos.

O ambiente de incubacao deve apresentar temperatura de 27 £ 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 40 pmol m? s’ fornecida por lampadas

fluorescentes (luz do dia, 40 W).
3.5.2. Multiplicacéo
Quando as plantulas atingirem tamanho minimo de 15 mm, transferir

para o meio de cultivo liquido, contendo 100% dos sais minerais de MS e 26,11

uM de BAP, por um periodo de sete semanas.
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O pH do meio de cultivo, a autoclavagem e o ambiente de incubagao

devem ser como descritos na etapa de estabelecimento.

3.5.3. Alongamento e enraizamento

Apos o periodo de incubacdo em meio de multiplicacado, transferir as
brotacdes, sem dividi-las, para o meio contendo 100% de sais minerais e 100%
de compostos organicos do meio de MS, na forma liquida.

O pH do meio de cultivo, a autoclavagem e o ambiente de incubagao

devem ser como descritos na etapa de estabelecimento.

3.5.4. Aclimatizacéo

Quando as brotagdes atingirem 40 mm de altura, separa-las e planta-las
em bandejas coletivas contendo aguapé seco e desidratado, sob condigbes de
telado (50% de sombra). A irrigacdo deve ser feita para manter o substrato
umido, porém nunca encharcado. Recomenda-se aplicar adubacio foliar a
intervalos semanais, com a formulacado 20-20-20 (N P K), na proporg¢ao de 2 g
L.
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Figura 6: Esquema ilustrativo do protocolo para propagagao in vitro de Aechmea
bambusoides.
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PROPAGACAO IN VITRO DE Quesnelia quesneliana (Brongniart) L. B.
Smith

Resumo

O objetivo deste trabalho foi definir um protocolo eficiente para
propagacao in vitro de Quesnelia quesneliana. Para a etapa de multiplicagcéo
foram testadas as concentragbes de 50% e 100% dos sais minerais de MS
combinadas com 0, 10, 20, 40 e 80 uM de BAP. Na etapa de aclimatizacao
testaram-se po6 de xaxim, raizes de aguapé e raizes de aguapé com areia (1:1).
Concluiu-se que na etapa de multiplicagdo a concentracao de 50% dos sais de
MS propiciou maior numero de brotacdes por plantula. Plantulas desenvolvidas
em meio de cultura, suplementado com meia forga de sais MS foram em média
1,7 mm menores do que as obtidas em meio de cultura com forga total de sais.
O numero de plantulas aumentou na presenca de BAP até a concentracao
estimada de 22,15 uM. Contudo, a presenca deste regulador de crescimento no
meio de cultura, inibiu o alongamento e a emissao de raizes das brotacdes. Na
aclimatizacdo nao houve diferenga significativa no indice de sobrevivéncia
entre os substratos. No entanto, para a matéria seca, os melhores tratamentos
foram o xaxim e aguapé + areia. Desta forma, a mistura de aguapé + areia
(1:1) pode ser utilizada como substituto do xaxim na aclimatizagdo desta

espécie.
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4.1. Introducao

A espécie Quesnelia quesneliana (Brongniart) L. B. Smith € uma
Bromeliaceae da subfamilia Bromelioideae, de habitat terrestre e sua
distribuicdo ocorre na regiao costeira (planta da restinga fluminense), entre a
vegetacdo arbustiva e arbdrea, proxima ao nivel do mar. E uma planta cujas
populagdes nativas vém sofrendo grande pressdo degradativa, por ocorrerem
em area de grande acgao antrdpica, cujo ecossistema encontra-se severamente
degradado e onde os fragmentos de vegetacdo restantes sdo alvos da
especulacdo imobiliaria (Smith e Downs, 1979).

As espécies do subgénero Quesnelia sdo muito utilizadas nos projetos
paisagisticos por apresentarem inflorescéncias roseas, como se fossem tochas
incandescentes (Melo, 1996), constituindo-se em uma planta de grande
interesse ornamental.

Uma forma eficiente de preservar espécies como a Q. quesneliana é a
producdo de mudas em grande escala, tanto para a recomposi¢cao de areas
degradadas, quanto para a comercializagdo. Atendendo-se assim, a demanda
do mercado de plantas ornamentais, diminuindo a pressao extrativista.

A propagacdo de Q. quesneliana é feita normalmente através de
sementes ou por brotacdes axilares. Entretanto, estes métodos de propagacéao
nao sao eficientes. O cultivo in vitro permite a multiplicacdo rapida, além de
proporcionar a obtencdo de mudas uniformes, de alta qualidade e livres de
doengas (Cabral et al., 1983 e Pierik, 1990). Contudo, a auséncia de um
protocolo eficiente para a multiplicagao in vitro tem limitado o emprego desta
tecnologia para a propagacao desta Bromeliaceae.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi definir um protocolo eficiente

para propagacao in vitro de Q. quesneliana.

4. 2. Material e métodos

O cultivo in vitro foi conduzido no Laboratério de Cultura de Células e
Tecidos Vegetais do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de

Vicosa (UFV), e a etapa de aclimatizag&o foi realizada na Unidade de Pesquisa
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e Conservacao de Bromeliaceae (UPCB), do Departamento de Biologia Vegetal
da UFV.

4.2.1. Estabelecimento in vitro

O estabelecimento in vitro de Quesnelia quesneliana (Brongniart) L. B.
Smith?® foi feito a partir de sementes obtidas de espécimes cultivadas na UPCB.
As sementes foram desinfestadas através da imersdo em alcool 70% (v/v) por
um minuto, lavadas com agua deionizada estéril e, em seguida, imersas em
solugéo de hipoclorito de soédio (2,0 a 2,5% de cloro ativo) e 0,01% de Tween
20, por 15 minutos. Em todas as etapas, as sementes foram mantidas sob
agitacado. Apos o tratamento de desinfestagdo, as sementes foram enxaguadas
por trés vezes com agua deionizada estéril. Em seguida, foram inoculadas em
meio de cultivo. Este foi composto de 50% dos sais minerais e 100% de
compostos organicos do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962). O pH do
meio foi ajustado para 5,70 + 0,01 e gelificado com 8,0 g L™ de agar (Grupo
Quimica). Utilizou-se 10 mL de meio em tubos de ensaio (2 5mm x 150 mm)
que foram autoclavados a 121 °C e 1,5 atm por 20 minutos. Apos inoculac&o,
os explantes foram incubados a temperatura de 27 + 2 °C, fotoperiodo de 16
horas e irradiancia de 40 umol m? s™ fornecida por lampadas fluorescentes
(Osram®, luz do dia, 40 W).

4.2.2. Multiplicacao in vitro

Na fase de multiplicagdo in vitro, foram testadas cinco concentragdes
de BAP (0, 10, 20, 40 e 80 uM) e duas concentra¢des dos sais minerais de MS
(50% e 100%), em um experimento fatorial (5 x 2). O delineamento adotado foi
o de blocos completos casualizados (DBC), com seis repeticbes. Cada bloco foi
constituido de plantulas previamente estabelecidas in vitro, de tamanho
uniforme (minimo de 10 mm) e sem raizes. Todos os meios de cultivo

continham os componentes organicos completos do meio MS e o pH ajustado

¥ A identificagdo do material para o recente trabalho fundamentou-se na anélise da morfologia
vegetativa e floral de espécimes cultivadas na Unidade de Pesquisas e Conservagao de
Bromeliaceae (UPCB) - UFV, bem como na andlise de exsicata (VIC n°® 26.466), no Herbario do
Departamento de Biologia Vegetal (Herbario VIC).
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para 5,70 £ 0,01, antes da esterilizagéo a 121°C e 1,5 atm. por 20 minutos.
Foram utilizados recipientes de 350 mL, contendo 15 mL de meio de cultura,
onde foi colocada uma plantula. O cultivo foi conduzido em meio liquido
estacionario, nas condi¢gdes de incubagao mencionadas anteriormente, por um
periodo de sete semanas, quando as plantulas foram submetidas a avaliagao.
As caracteristicas observadas foram o numero de plantulas formadas, a altura

meédia das brotagdes e a presencga de raizes nas plantulas.
4.2.3. Alongamento e enraizamento in vitro

A etapa de alongamento e enraizamento foi conduzida no mesmo tipo de
recipiente da etapa anterior, contendo 15 mL de meio liquido, em condi¢cbes
estacionaria. O meio de cultivo foi composto de 50% de sais minerais € 100%
de compostos orgéanicos de MS. O pH do meio, a esterilizagdo e as condi¢des

ambientais de incubacao foram como as descritas nas etapas anteriores.
4.2.4. Aclimatizacao

A etapa de aclimatizagao foi realizada no periodo de abril a junho de
2003. Foram selecionadas plantulas de Q. quesneliana com 20 a 30 mm de
altura, contendo primordios radiculares. Estas foram plantadas em bandejas de
isopor com células de 50 mL. Testou-se xaxim Dicksonia sellowiana (Pr.) Hook,
aguapé Eichhornia, crassipes (Mart.) Solms seco e desfiado a méo
(proveniente do Setor de Equideocultura da UFV) e a mistura de aguapé mais
areia (1:1). O delineamento utilizado foi o DBC com 10 repeti¢cdes e 12 plantas
por parcela. Oito dias apds o plantio, as plantulas foram pulverizadas com
benlate (2 g L™"). Aos 30 dias foram adubadas com Osmocote® 14-14-14 (0,03
g por célula) e passaram a receber adubagdo foliar semanalmente (2 g L™
Peters® 20-20-20). Aos 60 dias foram avaliados a percentagem de
sobrevivéncia, o numero de raizes por planta e a matéria seca por planta.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias das
caracteristicas ajustadas a regressao ou comparadas pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.
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4 3. Resultados e discussao
4.3.1. Estabelecimento in vitro

O tratamento de desinfestacdo das sementes proporcionou uma
percentagem de contaminagdo menor que 1%. A germinagcdo das sementes
ocorreu com aproximadamente 15 dias da incubacdo. O tempo de exposicao e
a concentracao das solugdes desinfestantes nao prejudicaram a viabilidade das
sementes, que possuiam um tegumento rigido. Quando estes propagulos estéo
protegidos por seus tegumentos, a concentragdo e o tempo de exposigao, ao
hipoclorito de sddio, podem ser maiores (Grattapaglia e Machado, 1998). Para
a assepsia de gemas de Neoregelia carolinae, Tombolato et al. (1998)
recomendaram usar hipoclorito de calcio a 1,5%, por 10 minutos.

A localizacdo do explante na planta e o ambiente em que as plantas
matrizes foram mantidas e seu bom aspecto fitossanitario podem ter
contribuido também para a baixa percentagem de contaminagdo. Além disso as
sementes utilizadas neste experimento foram extraidas de frutos intactos, nos

quais as sementes se encontravam protegidas por uma mucilagem.

4.3.2. Multiplicacao in vitro

Apds uma semana de incubacgdo, observou-se o0 surgimento das
brotacdes em alguns tratamentos. Em avaliagdo conduzida apds sete semanas
de incubacido observou-se que a concentracdo de 50% dos sais minerais de
MS promoveu maior numero de brotagées (Figura 2A). Dependendo da
espécie, ou até mesmo dentro da espécie, a concentracdo dos nutrientes
minerais no meio de cultura pode influenciar a multiplicacédo in vitro. Algumas
vezes o excesso de nutrientes pode inibir a multiplicagcado (George, 1993), o que
pode ter ocorrido neste experimento.

As brotacdes desenvolvidas em meio de cultura com meia forca de sais
MS foram em média 1,7 mm menores do que as brotacdes desenvolvidas em
meio de cultura com forga total (Figura 2B). Esta menor altura pode ser devido
a maior competicdo entre estas por nutrientes, pois este meio propiciou maior
numero de brotagdes. Entretanto, a altura das brotacbées &€ um fator pouco

relevante na etapa de multiplicacédo, pois estas brotacdes serdao submetidas a
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uma etapa de alongamento e enraizamento, antes da aclimatizagcdo. Desta
forma, a utilizagdo do meio de cultura com 50% de sais MS é desejavel sob o
ponto de vista econdmico.

O BAP foi efetivo na indugéo de brotagdes de Q. quesneliana, sendo que
a producdo maxima estimada foi alcangada a 22,15 uM, com 17,5 brotag¢des
por plantula (Figura 1A). Acima desta concentracdo, o BAP mostrou-se
inibitério ao processo de brotagdo. Estes resultados demonstram a viabilidade
da multiplicagdo de Q. quesneliana sem a adi¢do de auxina no meio de cultura,
contrastando com os resultados de Hosoki e Asahira (1980), que concluiram
pela necessidade do uso da combinacdo do BAP com ANA para a
multiplicacao in vitro desta espécie de bromélia.

O BAP teve efeito inibitério na altura das plantulas (Figura 1B). Este
efeito pode ser devido a menor relagdo auxina/citocinina (Hinojosa, 2000) e
também ao aumento do numero de plantulas, induzido por esta citocinina, o
que aumenta a competigcado entre as brotagdes por espaco e nutrientes. Estes
fatores, geralmente, se encontram limitados dentro do frasco de cultura in vitro.
O BAP também se mostrou inibitério ao processo de enraizamento. Desta
forma, a formacao de raizes foi observada somente em plantulas obtidas em

tratamentos nos quais nao havia a presenga de BAP .
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Figura 1: Estimativa do efeito do BAP no numero de brotagdes (A) e na altura
media das brotagbes (B) de Quesnelia quesneliana. (A: Y = 9,864359 —
0,34371412X + 3,2438054X%°, R* = 0,75; B: Y = 6,0929973** + 8,2810616**¢™,
R =0,98).
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Figura 2: Efeito da concentragao de sais de MS no numero de brotagdes (A) e
na altura das brotagdes (B) de Quesnelia quesneliana. Médias seguidas por
letra diferente, diferem significativamente pelo teste F (P < 0,05, A; P < 0,01, B).

4.3.3. Alongamento e enraizamento

Ap6s sete semanas de incubacdo, observou-se que o processo de
alongamento e de enraizamento das brotagcbes nao era sincronizado. O
surgimento de novas brotagdes era comum durante esta fase do cultivo, o que,
provavelmente, deve estar relacionada ao efeito residual do BAP. A falta de
sincronizagdo pode ter ocorrido, também, devido a grande variabilidade
genética das plantulas empregadas neste trabalho, uma vez que estas foram
obtidas de sementes. Uma pratica comum na producdo de mudas in vitro € a
separacdo e a selecdo de brotacbes de tamanho adequado para a

aclimatizagao, recultivando-se as demais até atingirem o tamanho requerido.

4.3.4. Aclimatizacao

A percentagem média de sobrevivéncia das plantas, durante a
aclimatizacao, n&o diferiu entre os substratos (Figura 3A). Contudo, o numero
de raizes por planta, foi significativamente superior no xaxim aos demais
substratos (Figura 3B). A matéria seca acumulada foi superior nas plantas
aclimatizadas no xaxim e aguapé + areia as aclimatizadas em substrato que
continha somente o aguapé (Figura 4). O maior incremento em matéria seca
observado nas plantas aclimatizadas em xaxim e aguapé + areia pode ser

devido as melhores caracteristicas fisicas destes substratos, que
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proporcionaram maior aeragdo e drenagem. De com Costa (1998), na
aclimatizacao o substrato deve ser suficientemente poroso para promover
drenagem e a aeragao adequada. Um substrato que apresenta aeracgéo
adequada possibilita melhor formacado do sistema radicular das plantas e,
consequentemente, maior desenvolvimento. Neste trabalho, pode-se observar
maior quantidade de raizes em plantas aclimatizadas em xaxim, confirmando
as qualidades ja conhecidas deste substrato para as bromélias (Paula e Silva,
2001). Entretanto, o xaxim é uma planta ameagada de extingdo (Bellé, 2000;
Stancato et al., 2000; Dematté e Graziano, 2000), sendo necessaria a sua
substituicdo. A mistura de aguapé + areia pode ser uma alternativa ao xaxim na
aclimatizacdo de Q. quesneliana, uma vez que o peso da matéria seca
acumulada por planta, nesta espécie, quando aclimatizada em aguapé + areia,

nao diferiu estatisticamente do peso observado quando aclimatizado em xaxim.

A B
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< 80 g 4 b
> - b
s 3
o 60 - a2 3
«@ o
2 a
S 40| 8 2.
= N
S I
o 20 | = o
Xaxim  Aguapé Aguapé + ) Xaxim Aguapé | Aguapé + |
Areia Areia

Figura 3: Efeito do substrato na percentagem de sobrevivéncia das plantas
(A) e no numero de raizes emitidas durante a aclimatizacdao de Quesnelia
guesneliana. Médias seguidas por letra diferente, diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 4: Efeito do substrato na
percentagem de sobrevivéncia das
plantas de Quesnelia quesneliana.
Médias seguidas por letra diferente,
diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P < 0,05).

4 4. Conclusodes

No presente trabalho de pesquisa concluiu-se que é viavel a propagagao
in vitro de Q. quesneliana.

Na etapa de multiplicagdo observou-se que a concentracdo de 50% dos
sais minerais de MS propiciou maior numero de brotagdes por plantula.

Plantulas desenvolvidas em meio de cultura contendo a meia forca de
sais minerais de MS foram em média 1,7 mm menores do que as obtidas em
meio de cultura com forca total de sais.

O numero de plantulas aumentou na presenca de BAP até a
concentragao estimada de 22,15 uM. Contudo, a presenca deste regulador de
crescimento no meio de cultura, inibiu 0 alongamento e a emissédo de raizes
das brotacgoes.

Na aclimatizacdo nao houve diferenga significativa no indice de
sobrevivéncia entre os substratos. No entanto, para a matéria seca, os
melhores tratamentos foram o xaxim e aguapé + areia. Desta forma, a mistura
de aguapé + areia (1:1) pode ser utilizada como substituto do xaxim na

aclimatizacao desta espécie.
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4.5. Protocolo
4.51. Estabelecimento

O estabelecimento in vitro de espécimes de Q. quesneliana pode ser
feito a partir de sementes obtidas de frutos maduros. As sementes devem ser
desinfestadas em a&lcool 70% (v/v) por um minuto; lavadas com agua
deionizada estéril e tratadas em hipoclorito de sédio (2,0 a 2,5% de cloro ativo)
+ 0,01% de Tween 20 por 15 minutos. Apds o tratamento, lavar por trés vezes
com agua deionizada estéril, sempre sob agitagcédo. A inoculagdo das sementes
deve ser feita em meio de cultivo gelificado, contendo o meio MS modificado
(50% de sais minerais e 100% de compostos organicos) (Murashige e Skoog,
1962).

O pH do meio de cultivo deve ser ajustado para 5,70 + 0,01 e
autoclavado a 121 °C e 1,5 atm por 20 minutos.

O ambiente de incubagao deve apresentar temperatura de 27 £ 2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 40 umol m? s’ fornecida por lampadas

fluorescentes (luz do dia, 40 W).
4.5.2. Multiplicagéo

Quando as pléantulas atingirem tamanho minimo de 15 mm transferir
para o meio de cultivo liquido, contendo 50% dos sais minerais de MS e 22,15
uM de BAP, por um periodo de sete semanas.

O pH do meio de cultivo, a autoclavagem e o ambiente de incubagao

devem ser como descritos na etapa de estabelecimento.

4.5.3. Alongamento e enraizamento

Apos o periodo de incubagdo em meio de multiplicagao, transferir as
brotacdes, sem dividi-las, para o meio MS modificado, na forma liquida.
O pH do meio de cultivo, a autoclavagem e o ambiente de incubagao

devem ser como descritos na etapa de estabelecimento.
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4.5.4. Aclimatizacéo

Quando as brotagdes atingirem 20 a 30 mm de altura, separa-las e
planta-las em bandejas coletivas contendo aguapé + areia (1:1), sob condigdes
de telado (50% de sombra). A irrigacao deve ser feita para manter o substrato
umido, porém nunca encharcado. Recomenda-se aplicar adubacao foliar a
intervalos semanais, com a formulacédo 20-20-20 (N P K), na propor¢ao de 2 g
L.

1 2 3 4

Desinfestacdo Inoculacdo Germinacéao Multiplicacao

%

/

Clo

2-3 Semanas 7-8 Semanas

6 2

Aclimatizacao

5

Alongamento e
Enraizamento

2-3 Meses 1-2 Meses

Figura 5: Esquema ilustrativo do protocolo para propagacao in vitro de Quesnelia
quesneliana.
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CONCLUSOES

Os protocolos para propagagao in vitro das trés espécies estudadas
compreende as seguintes etapas: estabelecimento, multiplicagdo, alongamento
e enraizamento e aclimatizacao.

No estabelecimento, o tratamento de desinfestacdo das sementes,
propiciou percentagem de contaminagdo menor que um 1%, para as trés
especies.

Na etapa de multiplicagdao, as duas concentracbes de sais de MS nao
influenciaram as caracteristicas avaliadas em A. strobilacea. Para A.
bambusoides, o meio MS ndo modificado propiciou maior numero de
brotagdes. Em Q. quesneliana obteve-se maior numero de brotagdes no meio
MS modificado para de 50% dos sais.

Em A. bambusoides, na auséncia de BAP, a altura das brotagdes foi
maior no meio MS ndo modificado.

O BAP estimulou maior numero de brotacdes até as concentragdes
estimadas de 26,80 yM em A. strobilacea, propiciando 60,7 brotacdes; 26,11
MM em A. bambusoides, propiciando 18,4 brotacbes e 22,15 uyM em Q.
guesneliana propiciando 17,5 brotagdes.

A presenga de BAP no meio de cultivo inibiu o alongamento das
brotacdes e a emissao de raizes.

Na etapa de alongamento e enraizamento, os resultados obtidos indicam

que, para A. strobilacea e Q. quesneliana se deve utilizar o meio MS com 50%
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dos sais minerais e para A. bambusoides é recomendado utilizar o meio MS
nao modificado.

O aguapé pode ser utilizado como substrato alternativo ao xaxim na
aclimatizacdo de A. strobilacea e A. bambusoides. Na aclimatizagédo de Q.
quesneliana pode-se usar como substrato a mistura de aguapé + areia na

proporcao de 1:1.
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