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INTRODUCAO

A floresta tropical atlantica é considerada um bioma de alta diversidade e as
bromélias sdo elementos importantes deste bioma, apresentando espécies com acentuado
endemismo nas Regides Sul e Sudeste do Brasil (Reitz, 1983). As bromélias consistem em
um subsistema ecoldgico complexo que contribui para a manutencdo da estabilidade dos
ecossistemas florestais, por apresentarem alto grau de especializacdo em funcdo de sua
adaptacao as condi¢des climaticas e oligotréficas extremas (Padilha 1978).

Em estudo realizado pela Conservacao Internacional (Cl) a Mata Atlantica ocupa o
quarto lugar em diversidade de plantas entre os biomas do planeta, com vinte mil espécies
das quais seis mil sdo endémicas, o que corresponde a 3% das espécies endémicas do
mundo, apesar da destruicdo de 92,5% de sua area original de 1,2 milhdes de Km?. A regido
foi selecionada por apresentar menos de 30% de sua cobertura vegetal original,
apresentando indices elevados de diversidade de mamiferos, anfibios, répteis aves e
plantas (Heywood, 1995).

A familia Bromeliaceae é composta por 51 géneros e aproximadamente 3500
espécies, todas nativas do Continente Americano, com excecdo da espécie Pitcairnia
feliciana, que habita a costa ocidental da Africa. Taxonomicamente as bromélias estio
divididas em trés subfamilias: Pitcairnioidae, Bromelioideae e Tillandsioidae, baseando-se
em analises comparativas entre as estruturas reprodutivas, as quais sdo consideradas
conservativas, isto €, as alteracdes destas é pouca influenciadas pelo meio ambiente,
comparativamente as estruturas vegetativas (Padilha, 1978, Reitz 1983).

Técnicas de cultura de tecidos incluem ferramentas que podem ser aplicadas a
propagacao massal e a conservacdo de bromélias em extingdo. A micropropagacdo € uma
técnica empregada na propagacéo clonal de espécies de bromélias ornamentais e também
as ameacadas, tais como: Vriesea fosteriana (Mercier & Kerbauy, 1992), Vriesea
hieroglyphica (Mercier & Kerbauy, 1994), bem como algumas espécies nativas de Santa
Catarina, tais como: Vriesea friburgensis var. paludosa (Alves & Guerra, 2001) e V. Reitzii
(Rech Filho et al., 2005).

O presente trabalho teve como objetivo gerar (bio)tecnologias para o
estabelecimento de protocolos regenerativos para a micropropagacdo massal de bromélias
com base em laboratorios biofabricas.

MATERIAL E METODOS

Buscando alternativas ao uso de diferentes tipos de fitorreguladores na inducgéo e
seus efeitos morfogénicos, foram testadas diferentes concentragdes de Tidiazuron (TDZ), na
proliferacdo multipla de brotos em bromélias..

ENsAlO 1: O experimento obedeceu a um delineamento fatorial (2x5), com 10
tratamentos: duas espécies (Vriesea fosteriana e Alcantharea imperialis), em combinagfes
com cinco concentracdes de TDZ (0; 0,01; 0,1; 1 e 10 uM), suplementados a formulacéo
salina de MS. Cada unidade experimental foi constituida de trés frascos por repeticdo com
quatro grupos de brotos/frascos e 5-6 brotos por grupo de brotos, arranjadas na forma
blocos completos casualizados (BCC), com trés repeticdes. Dados de numero de brotos
foram coletados apds 13 semanas da inoculagéo.

ENsAIO 2: Efeito do TDZ na regeneracdo de microbrotos de V. splendens hibrida,
espécie que apresenta um grande potencial comercial. O delineamento do experimento foi
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um DCC, com brotos de V. splendens hibrida, cultivados em meio de cultura MS,
suplementados com cinco niveis de TDZ (0; 0,01; 0,1; 1 e 10 uM). Cada unidade
experimental foi constituida de cinco tubos de ensaios por repeticdo com em média 0,084
g/tubo de peso fresco de microbrotos, arranjados na forma de blocos completos
casualizados (BCC), com quatro repetices. Dados peso fresco de brotos foram coletados
apos 13 semanas da inoculagao.

Microbrotos de V. splendens hibrida originados do cultivo em frascos do quinto
subcultivos in vitro foram a fonte de explantes para um ensaio de alongamento, onde foram
testados diferentes concentra¢gdes de acido giberélico-AGs.

ENsAlO 3: O delineamento foi em blocos completos casualizados (BCC) com seis
tratamentos, onde foram testados seis niveis de AG; (0, 2, 4, 6, 8 e 10 uM). As unidades
experimentais foram constituidas de cinco tubos de ensaios com grupos de brotos com em
média 0,084 g de peso fresco por tubo, arranjadas em blocos com quatro repeticdes. Dados
peso fresco de brotos foram coletados apds 13 semanas da inoculacao.

Os dados coletados de cada parametro foram submetidos a Analise de Variancia
(ANOVA) e ao teste SNK (5%) de separacdo de médias, segundo as recomendacdes
Compton (1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para um sistema de biofabrica é de fundamental importancia determinar todas as
possibilidade e alternativas de uso e tipo de fitorreguladores que podem ser utilizados na
inducao a proliferacdo de brotos. A determinacdo de um sé protocolo pode comprometer a
producéo, principalmente quando ndo se tem ainda o controle de todo o processo. Por isto
foram testadas diferentes concentracdes de Tidiazuron (TDZ) para avaliar seus efeitos
morfogénicos na proliferacdo multipla de brotos em bromélias ornamentais.

Resultados preliminares com o uso de TDZ (0,1 uM) para a multiplicacéo de Vriesea
fosteriana e Alcantarea imperialis, espécies de grande importancia ornamental e comercial,
mostraram que este fitorregulador proporcionou um maior numero de brotos (14,3
brotos/explante) para V. fosteriana, quando comparada com a producdo de brotos da
Alcantarea imperialis (5,3 brotos/explante) apds 13 semanas em cultivo (Tabela 1).

Em V. fosteriana a maior ocorréncia de brotos (mais de 90%) ocorreu entre as
classes de menor tamanho (< 1 cm), o que foi associado ao cultivo com a suplementacéo de
concentracdes superiores a 0,1 uM de TDZ. Comportamento semelhante também foi
observado com a espécie Alcantarea imperialis, onde a maior ocorréncia de brotos nas
classes de tamanho foi promovida pelos maiores niveis de TDZ.

A proliferagdo de microbrotos de V. splendens hibrida medida pelo peso fresco,
resultou em valores nao significativos quanto a suplementacdo do TDZ ao meio de cultura
MS ap6s 13 semanas em cultivo. O maior aumento de peso fresco sobre o inéculo inicial
(15,3), foi observado no meio de cultura MS isento de fitorreguladores. O segundo aumento
(13 vezes) ocorreu em resposta ao uso de 10 uM de TDZ (dados ndo mostrados).

O uso de qualquer concentracdo de AG; induziu o alongamento inicial dos
microbrotos (Tabela 2). Porém foram necessarias sucessivas repicagens para inibir a
proliferacdo e promover um maior alongamento de brotos. A proporcdo de aumento de peso
fresco dos microbrotos diminuiu com o aumento das concentracdes de AG; suplementado
ao meio de cultura basal MS.

Em subcultivos sucessivos observou-se que as concentracdes mais elevadas de AG3
testadas resultaram revelaram um maior alongamento de brotos. Por outro lado, meios de
cultura isentos deste fiotrregulador resultaram principalmente na proliferacdo e reduzido
alongamento dos microbrotos.

O sistema proposto pode ser resumido na Figura 1 onde é apresentado um
fluxograma dos principais procedimentos a serem empregados em um laboratorio-biofabrica
de bromélias e que foi desenvolvido para a o laboratério da Empresa Atlantica-Registro-SP.
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Tabela 1. Nomero médio de brotos por explante de V. fosteriana e A. imperialis, cultivadas
em meio de cultura MS, suplementado com TDZ (0; 0,01; 0,1;1,0 e 10,0uM), 13
semanas apos a inoculacao.

Tratamentos Numero de brotos/explante

TDZ (uM) Vriesea fosteriana | Alcantarea imperialis Média

0,1 143a 5,3de 98A

1 10,9 b 4,3 def 7,6 B
10 8,8 bc 3,5 def 6,2BC

0,01 4,3 cd 6,5 cd 54C

0 (MS-Testemuna) 15f 3,0 df 23D

Média geral 80A 45B 6,2
CV (%) 21,2

Média de trés repeticdes. Médias seguidas de letras diferentes minUsculas (entre fatores: nivel de
TDZ x espécie), e mailsculas - na linha entre espécies e na coluna entre niveis de TDZ, indicam
valores que diferem para o teste SNK (5%). CV(%) = Coeficiente de variacéo.

Tabela 2. Incremento de peso fresco dos microbrotos de V. splendens hibrida, cultivados
em meio MS suplementado com GA; (0; 2; 4; 6; 8 e 10,0uM) apds 13 semanas em

cultura.
AG; (uUM) Peso Inicial Peso final (g) Aumento de Proporgéo de
(9) peso aumento de peso
0 0,085 1,470 1,385 A 17,6 A
2 0,083 1,102 1,019 A 152 A
4 0,084 1,303 1,219 A 159 A
6 0,077 1,138 1,062 A 149 A
8 0,085 1,208 1,124 A 145 A
10 0,088 1,258 1,169 A 144 A
Média geral 0,084 1,247 1,163 15,416
CV (%) 16,4 15,9

Média de trés repeticbes. Médias seguidas de letras diferentes mailsculas (na coluna) indicam
valores que diferem para o teste SNK (5%). CV(%) = Coeficiente de variagédo

CONCLUSAO

O uso de 0,1 uM de TDZ suplementado ao meio de cultura MS resulta em altas taxas
de proliferacdo (14,3 brotos) de V. fosteriana. Além de ser uma alternativa para promover a
proliferacdo multipla de brotos em bromélias este procedimento possibilita o uso de
concentracdes baixas deste fitorregulador (0,1 uM), quando comparada ao uso de BAP (4
uM). Este fator pode reduzir significativamente o custo de produgdo das mudas,
considerando a quantidade utilizada e o custo do produto. Mesmo em doses baixas de TDZ
observou-se uma quebra da dominancia apical dos aglomerados de microbrotos, o que pode
aumentar a taxa de regeneragdo. Isto possibilita a sincronizagdo nesta fase e permite o
emprego AG; na proxima fase para promover o alongamento dos brotos. O alongamento e
crescimento final dos microbrotos ocorrem com a sua repicagem para meios de cultura
isentos de fitorreguladores. Quando originados de meios de cultura contendo TDZ séo
necessarios varios subcultivos em sucessdo com concentracdes de 5 e 10 uM de AG; para
ocorrer 0 alongamento sincronizado destes microbrotos. O sistema assim desenvolvido
permite 0 seu emprego em biofabricas acopladas ao uso de biorreatores de imerséo
temporaria.
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Figura 1. Fluxograma esquematico utilizado na biofabricas de mudas de bromélias
ornamentais utilizado no Laboratério da Empresa Atlantica- Registro-SP. (1) e
(2)= estratégia firmada com terceiros. Adaptado de Dal Vesco et al. (2001b).

18 meses
Comercializagdo

Estadio 5 Estadio 4 Estadio 3

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, G.M. & GUERRA, M.P. Micropropagation for mass propagation and conservation of
Vriesea friburgensis var. paludosa from microbuds. Journal of the Bomeliad Society, v.51,
n.5, p.202-212, 2001.

COMPTON, M. Statistical methods suitable for the analysis of plant tissue culture data. Plant
Cell Tissue and Organ Culture n.37, p.217-242,1994.

DAL VESCO, L.L.; PINTO, A. DE A. ZAFFARI, G. R.; NODARI, R.O. REIS, M. S. Dos; &
GUERRA, M.P.; Improving pineapple micropropagation protocol through explant size and
medium composition manipulation. Fruits. v.56, p.143-154, 2001.

HEYWOOD, V.H. Global Biodiversity Assessment. Cambridge. UNEP/Cambridge
University Press. 1140p. 1995.

MERCIER, H. & KERBAUY, G.B. In vitro culture of Vriesea hieroglyphica, an endangered
bromeliad from the Brazilian Atlantic Forest. Journal of Bromeliad Soc. v.44, p.120-124,
1994.

MERCIER, H. & KERBAUY, G.B. In vitro multiplication of Vriesea fosteriana. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture v.30, p.247-249, 1992.

PADILHA, V. (1978) Bromeliads: New York, Crow Publishers Inc, 134p.

RECH FILHO, A.; DAL VESCO L.L. NODARI, R.O. LISCHKA, RW. MULLER, C.V.;
GUERRA, M.P. Tissue culture for the conservation and mass propagation of Vriesea reitzii
Leme and Costa, a bromeliad threatened of extinction from the Brazilian Atlantic Forest.
Biodiversity and Conservation. V. 14, p. 1799-1808, 2005.

REITZ, R. Bromeliaceas e a maléaria - bromélia endémica. (Flora ilustrada Catarinense
série 983) Itajai: Herbario Barbosa Rodrigues. 1983, 559 p.

PALAVRAS-CHAVES: Vriesea fosteriana; Alcantarea imperialis; V. splendens;
Bromeliaceae; Biofabrica; cultivo in vitro.

728



	16° Congresso Brasileiro de Floricultura e Plantas Ornamentais / 3° Congresso Brasileiro de Cultura de Tecidos de Plantas / 1° Simpósio de Plantas Ornamentais Nativas: 16° Congresso Brasileiro de Floricultura e Plantas Ornamentais / 3° Congresso Brasileiro de Cultura de Tecidos de Plantas / 1° Simpósio de Plantas Ornamentais Nativas


