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Abstract

Bromeliads are an important component in the maintenance of
biodiversity in the Atlantic Forest, due to their peculiar structural and functional
characteristics. Many species show a high ornamental and commercial value,
turning them specially vulnerable to extractivism, like Vriesea gigantea
Gaudich.. Tissue culture has been employed for the mass propagation and
conservation of bromeliads threatened of extinction. The present work
describes an efficient protocol for plant production of V. gigantea. Seedlings
were cultured on Murashige & Skoog (MS) medium supplemented with 6-
benzylaminopurine (BAP) and a-naphthaleneacetic acid (NAA). Seed
germination percentage was of 100%. Induction and proliferation of adventitious
shoots were observed in the two tested combinations of growth regulators. MS
medium with BAP (0.5 mg/l) and NAA (0.1 mg/l) permitted the major
proliferation rate (20 shoots/plantlet). After eight months in culture medium with
plant regulators, the multiplication rate of adventitious shoots was two to three
times higher when compared with the rate obtained after six months, indicating
that the maintenance of plantlets in culture for a longer time is necessary for the
induction of multiple shoots. All plantlets with at least 1.5 cm were successfully
acclimated ex vitro.
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Resumo

As bromélias sdo importantes componentes para a manutencao da
biodiversidade do bioma Mata Atlantica, devido a suas caracteristicas
estruturais e funcionais peculiares. Muitas espécies apresentam alto valor
ornamental e comercial, 0 que as torna especialmente vulneraveis ao
extrativismo, como Vriesea gigantea Gaudich.. A cultura de tecidos tem sido
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empregada para a propagacao massal e conservagdo de bromélias ameacadas
de extingdo. O presente trabalho descreve um protocolo eficiente para a
producéo de plantas de V. gigantea. Plantulas provindas de sementes foram
cultivadas no meio Murashige & Skoog (MS) suplementado com 6-
benzilaminopurina (BAP) e acido a-naftalenoacético (NAA). A porcentagem de
germinacdo das sementes foi de 100%. Inducdo e proliferacdo de brotos
adventicios ocorreram nas duas combinacdes de reguladores vegetais
testadas. O meio MS com BAP (0,5 mg/l) e NAA (0,1 mg/l) permitiu a maior
taxa de proliferagéo (20 brotos/plantula). Apos oito meses em meio de cultura
com reguladores vegetais, a taxa de multiplicacdo de brotos adventicios foi
duas a trés vezes maior, quando comparada com a taxa obtida apds seis
meses, 0 que indicou ser necessaria a permanéncia das plantulas em cultura
por um tempo maior, para a indugdo de multiplos brotos.Todas as plantulas
com pelo menos 1,5 cm foram aclimatizadas ex vitro com sucesso.

Palavras-chave: Bromeélia, cultura in vitro, micropropagagéo.

Introducéo

A crescente diminuicdo da cobertura vegetal da Mata Atlantica vem
causando a diminuicdo da biodiversidade e a conseqiiente perda de patriménio
genético, afetando também a flora epifitica, originalmente rica em espécies da
familia Bromeliaceae (Coffani-Nunes, 2002). A complexidade estrutural das
bromélias cria condigbes para a coexisténcia de outras formas de vida, pois
permite o armazenamento de &gua, proporcionando diferentes microhabitats
para espécies animais e vegetais. Além disso, a familia Bromeliaceae
apresenta uma importante variedade de formas e recursos florais, o que atrai
um grande numero de polinizadores, tanto vertebrados quanto invertebrados,
além de servir como sitio de obtencéo de recursos por acaros florais (Rocha et
al., 2004).

O género Vriesea Lindl., pertencente a subfamilia Tillandsioideae, é
representado por vinte espécies no Rio Grande do Sul, que ocorrem
principalmente no litoral norte do Estado, nas regifes da Mata Atlantica (Reitz,
1983). Muitas destas apresentam alto potencial ornamental, sendo alvo de
extrativismo, 0 que tem acelerado o processo de erosédo genética. Além disso,
a propagacdo vegetativa das bromélias na natureza é lenta, devido ao baixo
namero de brotos laterais produzidos pelas plantas, apés o florescimento
(Mercier & Kerbauy, 1995; Carneiro et al., 1999). Por outro lado, o uso de
sementes também nado supre as necessidades de propagacao dessas plantas,
pois as taxas de germinacdo no ambiente natural, em geral, sdo baixas
(Mercier & Kerbauy, 1995), e o estadio juvenil da planta é bastante longo
(Hosoki & Asahira, 1980). Varias espécies do género Vriesea constam na lista
de espécies vulneraveis e em perigo de extingdo, dentre as quais esta Vriesea
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gigantea Gaudich., uma espécie epifita de tanque, nativa do RS (Rio Grande
do Sul, 2003).

A cultura de tecidos é uma ferramenta para a propagagéo vegetal em
larga escala. A homogeneidade genética depende da escolha do tipo de
explante. A utilizacdo de sementes é uma estratégia para a conservacao da
diversidade genética. Por outro lado, o uso de explantes somaticos derivados
de uma planta m&e caracteriza a clonagem, que € importante para a
multiplicagdo de gendtipos especificos, produzindo um grande numero de
plantas homogéneas com qualidade estética e fitossanitaria que possam ser
comercializados, aliviando a presséo sobre as popula¢cfes naturais (Hummer,
1999).

Diferentes métodos tém sido utilizados para a cultura in vitro de
espécies da familia Bromeliaceae (Mercier & Kerbauy, 1997; Daquinta et al.,
1998; Alves & Guerra, 2001; Dal Vesco et al., 2001; Arrabal et al., 2002; Rech
Filho et al., 2005). Especificamente para Vriesea gigantea, um protocolo de
micropropagacéo foi descrito por Droste et al. (2005), embora a eficiéncia da
taxa de multiplicacao relatada tenha sido baixa.

O objetivo do presente trabalho foi otimizar o protocolo de
micropropagacdo de Vrisea gigantea, por meio da investigacdo do efeito da
aplicacdo de baixas concentragbes dos reguladores vegetais 6-
benzilaminopurina (BAP) e acido a-naftalenoacético (NAA).

Material e Métodos

Cépsulas maduras de Vriesea gigantea foram obtidas da colecao de
bromélias da Fundacdo Zooboténica do Rio Grande do Sul. Excicatas das
plantas doadoras encontram-se depositadas no Herbario Alarich Schulz da
referida Instituicdo. As céapsulas foram desinfestadas e abertas conforme
metodologia descrita por Droste et al. (2005). As sementes tiveram seus
apéndices plumosos eliminados e foram colocadas em placas de petri de 9 cm
de didmetro, com 25 ml meio MS (Murashi]gMe & Skoog, 1962), suplementado
com 20 g/l de sacarose e 4g/l de Phytagel *, ajustado em pH 6,0 (antes da
esterilizagdo em autoclave). Foram utilizadas 60 sementes, distribuidas em trés
placas, que foram submetidas a temperatura constante de 26+1°C e
fotoperiodo de 16h luz, & intensidade luminosa de 22,5 pEm™?s™. Apés 45 dias,
foi calculada a porcentagem de germinacao.

Plantulas obtidas a partir de sementes foram transferidas para meio de
cultura MS suplementado com 20 g/l de sacarose e 4g/l de Phytagel™ e com
pH ajustado para 6,0. Nesta etapa, foram testadas duas combinac¢des dos
reguladores vegetais BAP e NAA: (MS1) meio MS descrito acima
suplementado com 1,0 mg/l de BAP e 0,2 mg/l de NAA; (MS2) meio MS
descrito acima suplementado com 0,5 mg/l de BAP e 0,1 mg/l de NAA. A
unidade experimental foi o tubo de ensaio contendo 20 ml de meio de cultura e
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uma plantula. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
dois tratamentos, 20 unidades experimentais e quatro repeticdes por
tratamento. Apds seis e oito meses, com subculturas mensais, foi contado o
namero de brotos obtidos a partir de cada plantula inicial nos dois tratamentos.
As médias foram submetidas ao teste t de Student, ao nivel de significancia de
0,05.

Os brotos obtidos foram transferidos para frascos com 30 ml de meio
MS contendo 0,2 mg/l de NAA, 20 g/l de sacarose, 5 g/l de carvao ativado, 4 g/l
de PhytageIT'VI e com pH ajustado para 6,0, onde permaneceram por trés
meses. Apos este periodo, o comprimento da folha maior de cada plantula foi
medido e as médias foram comparadas pelo teste t de Student, ao nivel de
significancia de 0,05. Plantulas com pelo menos 1,5 cm foram transferidas para
copos plasticos contendo vermiculita, cobertos com filme plastico, nas mesmas
condi¢des de temperatura e luminosidade das etapas anteriores. Apos 14 dias,
as plantulas enraizadas foram transferidas para vasos com solo e submetidas a
condicdes ambientais externas.

Resultados e Discusséo

A porcentagem de germinacdo foi de 100%. Estes resultados séo
similares aos encontrados na literatura para outras espécies do género Vriesea
(Mekers, 1977; Mercier & Kerbauy, 1994) e confirmam os dados previamente
obtidos para a espécie (Droste et al., 2005; Matos & Droste, 2005).

Na etapa de multiplicagdo, os meios com as duas combinacdes de BAP
e NAA levaram a proliferacéo de brotos, a qual péde ser observada a partir do
segundo més em meio com o0s reguladores vegetais. O meio MS2,
suplementado com 0,5 mg/l de BAP e 0,1 mg/l de NAA, apresentou o maior
numero de brotos adventicios (t=3,445; p=0,002), resultando em uma média de
5,9 e 20,9 brotos por plantula apés seis e oito meses, respectivamente (Tabela
1). Mercier & Kerbauy (1992) obtiveram 22 e sete brotos por plantula inicial,
respectivamente, para Vriesea fosteriana L. B. Smith e V. hieroglyphica
(Carriere) Morren, utilizando 2,0 mg/l de BAP e 0,5 mg/l de NAA, usando o
meio basico K (Knudson, 1946) que havia sido indicado por Mekers (1977)
como sendo benéfico para a sobrevivéncia e multiplicacdo de plantas do
género Vriesea. Embora diversas publicacbes posteriores tenham ratificado a
vantagem do uso do meio K, mostrando que a sobrevivéncia e a taxa de
multiplicagdo in vitro de espécies do género Vriesea sdo maiores em meios
com baixas concentracdes de sais, como no referido meio (Mercier & Kerbauy,
1994; Endres & Mercier, 2003), a mesma ndo p6de ser comprovada para V.
gigantea, para a qual ocorreu uma maior multiplicacdo de brotos no meio MS,
quando comparado ao meio K (Droste et al., 2005). Neste trabalho, a
combinacéo de 2,0 mg/l de BAP e 0,5 mg/l de NAA resultou em uma média de
3,1 brotos por plantula ap6s quatro meses, quando usado o meio MS, e uma
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média de 0,55 brotos por semente, quando usado o meio K (Droste et al.,
2005).

Tabela 1: Efeito do meio de cultura MS suplementado com BAP e NAA sobre
0 numero de brotos e o tamanho da folha maior de plantulas de Vriesea
gigantea.

Meio BAP®  NAA’ Nimero de brotos/plantula Comprimento
(média + EPY) da folha maior
(cm)
(mg/l)  (mgll) 6 meses 8 meses (média = EP)
MS1 1 0,2 2,32+3,21 6,50 £ 1,69 1,65+0,11
MS2 0,5 0,1 5,90 +7,13 20,92 + 3,83 1,42 +0,06
p-valor® 0,002 0,059

Yerro-padrao

%6-benzilaminopurina

%acido a-naftalenoacético

“p-valor obtido de acordo com o teste t de Student.

O uso de meios de cultura suplementados com BAP e NAA tem sido
associado com eventos morfogenéticos na cultura in vitro de Bromeliaceae.
Recentemente, Rech Filho et al. (2005) descreveram um eficiente sistema de
proliferacdo de Vriesea reitzii Leme & Costa, utilizando o meio MS liquido
suplementado com 0,5 mg/l de BAP e 0,2 mg/l de NAA, resultando, apds 12
semanas, em 20 brotos por explante. No entanto, para a micropropagacéo de
V. gigantea, concentracbes de BAP e NAA menores de 2,0 mg/l e 0,5 mgl/l,
respectivamente, ndo haviam sido testadas até o presente e tampouco havia se
obtido um numero expressivo de brotos adventicios.

Apés 12 meses em cultura, o comprimento de folha maior das plantulas
foi, em média, de 1,65 cm no meio MS1 e de 1,42 cm no meio MS2, valores
sem diferenca estatistica significativa (t=1,895; p=0,059) (Tabela 1). Na etapa
de regeneracéo, foram adicionados 0,2 mg/l de NAA e 0,5% de carvéo ativado
ao meio, pois ambos os componentes se mostraram benéficos para Vriesea
gigantea (Droste et al., 2005; Matos & Droste, 2005). O efeito do carvéo ativado
se deve, provavelmente, a adsor¢cdo de substancias inibidoras e/ou toxicas
derivadas do meio de cultura (Kohlenbach & Wernicke, 1978), de auxinas e
citocininas (Weatherhead et al., 1978), agentes quelantes (Heberle-Bors, 1980)
e substancias fendlicas (Fridborg et al., 1978). Plantulas transferidas para
vasos com solo e aclimatadas ex vitro apresentaram 100% de sobrevivéncia.

No presente estudo, sementes de Vriesea gigantea puderam ser
cultivadas in vitro no meio MS, apresentando altas taxas de multiplicacdo de
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brotos e regeneracdo de plantulas com baixas concentracées de BAP e NAA.
ApOs oito meses em meio de cultura com reguladores vegetais, uma
multiplicacdo de brotos adventicios 2,5 vezes (MS1) e 3,5 vezes (MS2) maior,
comparada com a média obtida apds seis meses, indicou ser necesséaria a
permanéncia das plantulas em cultura por um tempo maior, para a indugéo de
multiplos brotos, o que pode estar relacionado ao lento ritmo do
desenvolvimento ontogenético natural das bromélias (Hosoki & Asahira, 1980).
Além disso, houve um incremento de seis vezes no numero de brotos
adventicios obtidos em relagdo aos dados de Matos & Droste (2005), quando
foram utilizadas concentra¢ces mais altas de BAP e NAA. Para determinadas
espécies, concentragdes relativamente altas de BAP podem causar um efeito
téxico e, portanto, menores concentracdes sdo preferidas (Rech Filho et al.,
2005). Comparado com os resultados previamente alcancados, o protocolo
evidenciou um importante incremento na taxa de multiplicacdo in vitro de
Vriesea gigantea.
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