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THE PHYSICAL STATE OF THE CULTURE MEDIUM ON THE BEHAVIOR
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do estado fisico do meio de cultura sobre o comportamento
de Neoregelia cruenta, Tillandsia stricta, Vriesea gigantea, V. guttata e V. incurvata. Brotos micropropagados foram cu
em meio de cultura MS, com 30 g de sacarose, 2,5 mg dm? BAP, e 0,5 mg dm™ ANA estabelecendo os se
tratamentos: T1-semi-sélido com 7 g de agar; T2- liquido estatico; T3- liquido sob-agitagdo a 90 rpm; e T4- liquido
com ponte de papel filtro. Apds 30 dias de cultivo, a utilizagdo do meio de cultura liquido estatico apresentou
resultados em relagao a taxa média proliferativa em todas as espécies (9,4 brotos explante™ em N.cruenta, 5,6 em T
11,5 em V. gigantea, 9,2 em V. guttata e 3,9 em V. incurvata). Em relagdo a altura média dos brotos, destacou-se
cruenta o meio liquido sob agitagdo (2,83 cm), para T. stricta e V. incurvata o semi-sélido (1,76 cm e 2,
respectivamente) e para V. gigantea e V. guttata o liquido estatico (0,61 cm e 1,48 cm, respectivamente). A utilizagao «
de cultura MS liquido estatico mostrou-se como sendo o mais adequado para o cultivo in vitro das espécies de br
estudadas.

Palavras-chave: micropropagacgéo; conservagao da biodiversidade; bromélias ornamentais.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the physical state of the culture medium
behavior in vitro of the bromeliaceas Neoregelia cruenta, Tillandsia stricta, Vriesea gigantea, V. guttata e V. in
Micropropagated shoots had been cultivated in culture medium MS, with 30 g sucrose, 2,5 mg dm™® BAP, and 0,5 1
ANA, establishing the treatments: T1- half-solid with 7 g agar; T2- static liquid; T3- liquid under-agitation of 90 rpm; .
static liquid with bridge of paper filter. After 30 days, the use of static way of liquid culture presented better results in rel
proliferative average rate in all the species (9.4 shoots in N. cruenta, 5.6 in T. stricta, 11.5 in V. gigantea, 9.2 in V. gutt
3.9 in V. incurvata). In relation the average height of the shoots, was distinguished for N. cruenta the liquid under-z
(2.83 cm), T. stricta and V. incurvata the semisolid (1.76 cm and 2.02 cm, respectively) and V. gigantea and V. gut
static liquid (0.61 cm and 1.48 cm, respectively). The use of medium MS static liquid was more suitable for in vitro ct
bromeliads species studied.

Key-words: micropropagation; biodiversity conservation; ornamental bromeliads.
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INTRODUGAO

A familia Bromeliaceae é
representada por aproximadamente 3.086 espécies
distribuidas em 58 géneros (Luther, 2006), cuja
ocorréncia vai desde o sul da América do Norte até
a Patagonia (Wanderley et al., 2007). Possui grande
diversidade nas florestas pluviais, sendo seu
endemismo marcante, tem importancia econémica
em muitos paises, seja como alimento, planta
ornamental ou fornecedora de substancias de
interesse industrial (Reitz, 1983; Oliveira, 2004).

A importancia das bromélias como
plantas ornamentais € o principal fator que leva
varias espécies nativas a categoria de ameagadas
de extingdo, pois muitas vezes sdo foco de
extrativismo (Reitz, 1983). Em fungédo disto, &
crescente o interesse na aplicagdo de técnicas de
micropropagacgdo na conservagado destas espécies,
permitindo a exploragdo eficiente das mesmas, em
comparagédo com a multiplicagdo vegetativa natural,
considerada lenta e de baixo rendimento em termos
de nuimero de mudas produzidas (Droste et al.,
2005).

O estabelecimento e a propagagéo in
vitro de uma espécie estdo submetidos aos mais
diversos fatores. Entre os mais importantes citam-
se o0s nutrientes minerais e reguladores de
crescimento no meio de cultura que, em
combinagdo com outros fatores, como o estado
fisico, proporciona a propagagdo efetiva de cada
espécie (Kozay et al., 1997; Fortes & Pereira,
2001). A alteragdo do estado fisico do meio de
cultura modifica a resisténcia fisica e de contato dos
explantes com o meio, podendo influenciar no
desenvolvimento de plantulas in vitro (Chen & Ziv,
2001). Assim, o maior contato dos explantes com
meio, que acontece nos cultivos em meio liquido,
pode aumentar a absorgdo de agua e nutrientes
quando comparado ao meio semi-sdlido,
favorecendo a taxa de assimilagdo de nutrientes,
altura e multiplicacdo de brotos e, ainda, acumulo
de massa seca (Pereira & Fortes, 2003). O estado
fisico do meio de cultura, portanto, pode estar
relacionado ao desempenho assimilatério das
plantas durante o periodo de cultivo do material
vegetal  (Ziv, 1995). Sendo assim, o
estabelecimento de protocolos de micropropagagéo
requer a aplicagdo de varios ensaios, a fim de
estabelecer o melhor meio de cultura para
determinada espécie, ja que, de acordo com as
caracteristicas  genéticas, cada uma pode
apresentar respostas diferentes sob as mesmas
condi¢des de cultivo (Ziv, 1995; Fortes & Pereira,
2001).

O estado fisico do meio de cultura
pode ser alterado pela exclusdo ou adigédo de agar,
modificando, assim, a disponibilidade de agua,
nutrientes e dos reguladores de crescimento
(Grattapaglia & Machado, 1998). A utilizagdo de
meios de cultura liquidos, ou seja, sem a adi¢cdo do
agar, tem proporcionado igual ou até maior

sentido, alguns estudos relacionados com o
fisico do meio de cultura em bromeliaceas te
realizados, principalmente com abace
(Escalona et al., 1999; Feuser et al., 2001; (
et al., 2007), com o objetivo de facilitar o pre
manipulagdo da cultura e, especialmen
baratear os custos deste sistema de propa
No entanto, poucas espécies de brc
apresentam protocolo estabelecido e otimizac
micropropagacgdo. Sendo assim, o objetivo
trabalho foi verificar o efeito do estado fis
meio de cultura na micropropagagdo de
espécies nativas de bromeliaceas, endémi
Mata Atlantica e com potencial ornament:
meio da avaliagdo da taxa de proliferagac
altura dos brotos formados.

MATERIAL E METODOS

Exemplares de Neoregelia c
Tillandsia stricta, Vriesea gigantea, Vriesea
e Vriesea incurvata, estabelecidos in vitro, m:
em meio de cultura MS 0 semi-sélido (despr
de reguladores de crescimento) e conservac
camara germinativa, forneceram os ex
iniciais (brotos com + 1,0 cm de altur:
explantes (dez explantes tratamento™
tratamento foram transferidos para tubos de
(0,05 dm?®), contendo 0,01 dm® de meio de
MS (Murashige & Skoog, 1962), supleme
com sacarose (30 g), reguladores de crescim
benzilaminopurina BAP (2,5 mg dm?®) e
naftalenoacético ANA (0,5 mg dm™), e pH aj
para 5,8. Tais reguladores e concentracdes
utilizadas de acordo com ensaios preliminare
publicados, nos quais tal protocolo se n
adequado para multiplicacdo de bromeliac
vitro. Foram estabelecidos os tratamento
semi-solidificado com 7 g agar; T2- liquido e:
T3- liquido sob agitagéo rotatéria a 90 rpm;
liquido estatico com ponte de papel filtro. O n
foi mantido em sala de crescimento com fotor
de 16 h luz dia™ (50 umol m?s™), e tempera
25+2°C.

As caracteristicas biom
avaliadas apdés 30 dias de cultivo foram
média proliferativa por explante (nimero mé
brotagdes formadas) e a altura média dos
além da ocorréncia de hiperidricidade nos t
O experimento foi estabelecido em DIC (del
inteiramente casualizado), com 10 repeticd
tratamento (cada repeticdo representada r
explante). A interpretagdo dos dados foi b:
em andlise de variancia (ANAVA) e teste de
ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa média proliferative
explante, apés 30 dias de cultivo in vitro,
significativamente conforme o estado fisico d

de cultura em todas as espécies estudadas (
4. Cintirs 1)
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TABELA 1 — Taxa média proliferativa in vitro (brotos explante ') de N. cruenta, T. stricta, V. gigantea, V.
e V. incurvata, aos 30 dias de cultivo, nos diferentes meios de cultura.

T Neoregelia Tillandsia Vriesea Vriesea Vries
ratamentos Ny . .
cruenta stricta gigantea guttata incurv
T1 11c 10b 4,3b 29b 1,7b
T2 94 a 56a 11,5a 9,2a 39a
T3 35b 0,0c 52b 0,0c 0,3¢c
T4 2,0 bc 0,7 bc 49b 51b 0,8 bc
CV % 39,04 39,28 46,65 52,82 59,62
DMS 1,88 0,87 3,57 2,75 1,20

T1= meio semi-solidificado com 7g dm™ de agar; T2= meio liquido estatico; T3= meio liquido sob agitacio rotatoria a-
T4= meio liquido estatico com ponte de papel filtro). Letras referem-se a diferenga entre os tratamentos. Médias segu
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), n=10. CV% = coeficiente de variagdo; DMS = di

minima significativa.

yrm
al b1'a:’

a2 b2

c2'

d2

FIGURA 1 — Explantes de Bromeliaceae cultivados no tratamento 2 (liquido estatico), sendo 1 represen
o dia 0, e 2 representando o mesmo tratamento apds 30 dias. a- Neoregelia cruen
Tillandsia stricta. c- Vriesea gigantea. d- Vriesea guttata. e- Vriesea incurvata.

Para as bromélias do presente estudo,
observou-se que, de modo geral, o tratamento T2
(meio liquido estatico) foi o que proporcionou as
maiores taxas proliferativas. Assim, observou-se
para N. cruenta o ndmero médio de 9,4 brotos
explante 1. bem como 5,6, para T. stricta, o valor de
11,5 para V. gigantea; 9,2 para V. guttata e por
ultimo 3,9 para V. Incurvata, todos
significativamente superiores aos nimeros médios
obtidos nos demais tratamentos para cada espécie.

Culturas como aspargo (Asparagus
officinalis) e gengibre (Zingiber officinale), tém
preferéncias pelo meio de cultura semi-sélido para
seu estabelecimento e propagagdo in vitro,
enquanto as bromélias, de forma geral, respondem
melhor ao meio de cultura liquido (Murashige,
1974).

Ainda com relagao aos representantes

.

(Bromeliaceae) observaram  resultados
eficientes com a utilizacdo de meio de
liquido e Oliveira et al. (2007), também verif
melhores resultados quanto a multiplicagao
de abacaxi ornamental foi feita também en
liquido.

Por outro lado, o uso de meic
solido pode ndo ser tdo satisfatorio para
bromeliaceas. Barboza et al. (2004) destacan
utilizagcdo do meio de cultura semi-soli
propagagdo in vitro de dois genotipc
abacaxizeiro (Ananas comosus), a cultivar
Cayenne e o hibrido PExSC-52, apes
promover taxas proliferativas satisfatérias, |
formacdo de aglomerados de gemas
minusculos brotos, o que dificulta o traba
subcultivo e individualizagao.

Os resultados referentes a taxa
proliferativa obtidas para N. cruenta, no pr
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liquido estatico, com 9,2 brotos explante'1, e T3-
liquido sob agitagéo rotatéria a 90 rpm, com 3,5
brotos explante”). Ja o tratamento T1, que
representava o meio de cultura semi-solidificado
com 7 g dm?® &gar, induziu a menor média de
producgdo de novos brotos nesta espécie (1,1 brotos
explante”), no diferindo estatisticamente do T4-
liquido estatico com ponte de papel filtro (2,0 brotos
explante™), conforme pode ser observado na Tabela

Borges et al. (2001) descreveram que
gemas laterais de Ananas porteanus cultivadas in
vitro em meio de cultura MS liquido, suplementado
com 1,0 mg dm™® de BAP e 0,5 mg dm™® ANA, apos
60 dias de cultivo, apresentaram taxa média de
proliferacdo de 13 novos brotos explante™”, média
significativamente superior aquelas obtidas em meio
de cultura semi-solidificado suplementado com a
mesma concentragao de reguladores. Rech Filho et
al. (2008) também observaram o melhor resultado
quanto a taxa proliferativa ao utilizar meio de cultura
MS liquido em culturas nodulares de Vriesea reitzii
objetivando a formagao de novos brotos.

Alvard et al. (1993) avaliaram o estado
fisico do meio de cultura (liquido e sdlido), na
multiplicagédo in vitro de bananeira em seis
tratamentos: 1- semi-solidificado com &gar; 2-
liqguido com imersdo das plantas; 3- liquido com
suporte de papel; 4- liquido com imersao parcial das
plantas; 5- liquido com aeragdo de borbulhas e; 6-
liquido com imersao temporaria — 20 min a cada 2
h. Apoés 20 dias de cultivo, trés grupos
estatisticamente diferenciados se destacaram: o
primeiro grupo, formado pelos meios de cultura
liguido com imersdo das plantas e liquido com
suporte de papel, nos quais praticamente nao
houve proliferagdo; o segundo grupo, pelos meios
de cultura semi-solidificado com &gar e liquido com
aeracéo de borbulhas, nos quais observaram taxas
de proliferacdo média de 2,2 a 3,1 brotos e; o
terceiro grupo, pelo meio de cultura liquido com
imersdo temporaria — 20 min a cada 2 h, o qual
apresentou média superior de 5 brotos explante .
Ja Prasad & Gupta (2006) cultivaram brotos laterais
de gladiolo (Gladiolus hybridus Hort. Cv. Hedding
Bouquet) em meios de cultura semi-sélido (agar),
liqguido com suporte de membrana, e liquido com
suporte de espuma, todos adicionados com 1,0 mg
dm™ de ANA e 2,0 mg dm™ de BAP e obtiveram a
melhor resposta a partir da utilizagdo do meio de
cultura liquido com suporte de membrana, com
média de 33,15 brotos explante ™.

Segundo Alvard et al. (1993) e
Grattapaglia & Machado (1998), normalmente os
cultivos in vitro realizados em meios de cultura
liquidos requerem suporte ou agitagdo para o
fornecimento de  oxigénio  necessario ao
metabolismo do explante, garantindo a diviséo e a
diferenciagé@o para formagao de brotos. No entanto,
os protocolos variam de acordo com a espécie e o
tipo de explante. No presente trabalho, os

melhores resultados em termos de prolif
(Tabela 1). A imersdo constante dos explar
meio de cultura parece nao afetar negativarn
comportamento in vitro das espécies estu
Observou-se, ainda, que T. stricta, V. guttat
incurvata, quando cultivadas no meio liquic
agitagéo rotatéria a 90 rpm (T3), praticamen
proliferaram, apresentando as menores n
estatisticamente diferente dos demais tratame

De acordo com o0s resi
apresentados, ficou evidente que a utilizag
meio de cultura de consisténcia liquid
condicdo estatica proporcionou maior ta
multiplicacdo. Este resultado tem suport
trabalhos de Levin et al. (1997) e Chen
(2001), os quais apontam que no meio de
liquido ocorre aumento da disponibilidade de
nutrientes, ndo existindo resisténcia fisica a «
quando comparado ao que ocorre nos Mme
cultura de consisténcia semi-sélida. Caldas
(1990) e Ziv (1995) afirmam que o maior «
dos explantes com o meio de cultura faz comr
taxa de assimilagdo de nutrientes pelo n
vegetal, durante o cultivo in vitro, seja favo
enquanto que o meio semi-solidificado
propriedade de impor restricdes a velocide
difusdo de nutrientes, podendo até
deficiéncia em alguns casos.

Verificaram-se  resultados
expressivos em praticamente todas as es
estudadas, quando cultivadas em meio
solidificado com 7 g dm™ agar (Tratamento
agar, utilizado como agente gelificante no m
cultura age sobre o potencial matrico, alter:
disponibilidade de agua, nutrientes e reguladc
crescimento, modificando assim a condigac
do meio de cultura (Grattapaglia & Machado,
Segundo Caldas et al. (1990), é possivel «
concentragdes Otimas de sais num meio
solidificado devam ser mais elevadas que a
6timas em um meio liquido, além de e
impondo restricdes fisicas a velocidade de «
de nutrientes. Assim, a adicdo ou exclusao
componente ao meio de cultura, pode repre
efeitos significativos que estardo atuando de
diferenciada sobre o desenvolvimento vegetal

Em relacédo a altura média dos
formados, observou-se pouca variagdo en
tratamentos dentro de cada espécie es
(Tabela 2).

O tratamento T1 (semi-soli
com 7 g dm™ de agar), que apresentou men
proliferativa quando comparado com os «
tratamentos, no parametro altura média dos
induziu médias superiores em trés das
espécies em estudo (T. stricta, com 1,76
guttata, com 1,48 cm; e V. incurvata, com 2
de altura), porém ndo havendo, para este
espécies, diferenca estatistica entre T1
menos um dos demais tratamentos. Se
Debiasi et al. (2002), a média proliferativ



MENGARDA, L.H.G. et al. Estado fisico do meio de cultura na propag

menor sera o seu tamanho, o que pode explicar os
resultados obtidos no presente trabalho.

Para a espécie V. gigantea ndo houve
diferencga estatistica quanto a altura do brotos entre

os tratamentos testados. Ja N. cruenta teve
crescimento quando cultivadas no tratame
(meio liquidos estatico) nao di
estatisticamente de T1 e T3.

TABELA 2 - Altura média (cm) dos brotos formados in vitro de N. cruenta, T. stricta, V. gigantea, V. gut
V. incurvata, aos 30 dias de cultivo, nos diferentes meios de cultura.

Tratamentos Neoregelia Til/ar_7dsia \/_riesea Vriesea . VrieSf
cruenta Stricta gigantea guttata incurv:

T 1,7 ab 1,76 a 0,37 ab 1,48 ab 2,02

T2 2,83 a 1,51 ab 0,61 ab 1,3ab 1,56 ¢

T3 2,07 ab 1,1b 0,27 ab 1,2 ab 1,28

T4 1,57b 1,47 ab 0,41 ab 1,35 ab 1,77 ¢

CV % 48,22 29,33 76,56 55,05 30,0

DMS 1,19 0,52 0,39 0,88 0,60

T1= meio semi-solidificado com 7g dm™ de &gar; T2= meio liquido estatico; T3= meio liquido sob agitagdo rotatéria a
T4= meio liquido estatico com ponte de papel filtro). Letras referem-se a diferenga entre os tratamentos. Médias segu
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), n=10. CV% = coeficiente de variagdo; DMS = di
minima significativa.

Segundo Carneiro et al. (1998),
variagbes na taxa de multiplicacdo, e diferentes
padrées de crescimento, podem ser atribuidos ao
genodtipo, sugerindo que as diferencas dos

nutrientes e reguladores do meio que ocor
apenas através da base, mas por tod
superficie. A hiperidricidade  pode

drasticamente o processo de aclimatacdo de

genotipos estudados no presente trabalho é que
levaram as variagdes obtidas quanto a resposta as
condicdes fisicas do meio de cultura. Pode-se dizer,
ainda, que o uso de um meio de cultura apropriado
e ajustado para cada espécie é necessario para que

micropropagadas in vitro, pois estas pc
menor teor de massa seca que plantas nor
sdo menos lignificadas estando, assim,
susceptiveis a perdas de material dure
processo (Hazarika, 2006). Neste trabalho, t

se obtenha uma condigdo na qual o metabolismo
das células vegetais em cultivo in vitro, estabelega
padrées que levem a diferenciacdo de tecidos,
acompanhado também pelo crescimento dos
mesmos.

néo foram observados sinais de hiperidricide
nenhuma das espécies estudadas,
verificado, portanto, uma adequagdo
gendtipos para o cultivo em meio liquido.

Chen & Ziv (2001) apontam que,
apesar das vantagens da utilizagdo de meios de De
cultura liquidos sobre os semi-solidificados, o meio
liguido pode ndo ser adequado para determinadas
espécies, uma vez que pode induzir a
hiperidricidade das brotagdes. Tal fato pode ser
atribuido ao provavel aumento na absor¢cdo dos

CONCLUSOES

acordo com os para
avaliados neste estudo, é possivel concluir
utilizagdo de meio de cultura MS liquido €
mostra-se como sendo o mais adequado |
cultivo in vitro para todas as espécies de brc
estudadas sem ocasionar sinais de hiperidrici
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