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INTRODUCAO

Bromeliaceae representada por cerca de 3.000 espécies, € uma familia
essencialmente americana, distribuindo-se do sul dos Estados Unidos até o Chile, com
Unica excecgdo da Pitcairnia feliciana encontrada no Golfo da Guiné. No Brasil encontra-se
amplamente distribuida e devido a estabilidade geoldgica do territério brasileiro encontramos
varios géneros endémicos, como por exemplo Orthophytum (LEME, 1998). A roseta foliar
em Orthophytum mucugense é tipica para o género com presenca de folhas geralmente
patentes. As folhas na época de floracdo tornam-se parcial ou completamente vermelhas,
conferindo notéavel valor ornamental (WANDERLEY e CONCEICAO, 2006).

Métodos de cultura in vitro tém sido aplicados na conservagdo e multiplicacdo de
genotipos especificos de bromélias. Esta técnica € muito importante para a indastria agricola
por proporcionar a rapida propagacdo e a obtencdo de mudas com caracteristicas
homogéneas, independente da estacdo do ano (CARNEIRO e MANSUR, 2004; DROSTE et
al., 2005).

O sucesso da micropropagacao em qualquer espécie depende da identificacdo dos
tecidos mais adequados para o processo. De forma geral, explantes oriundos de tecidos
jovens e com maior atividade metabdlica possuem maior potencialidade morfogenética
(PINTO et al., 1994).

A obtencdo de organogénese in vitro é atualmente um processo empirico onde séo
testados para todas as espécies, condicdes como: fonte de explante, composi¢cdo mineral do
meio de cultura (e também suas vitaminas e fontes de carbono) balango hormonal e
condicbes ambientais (PERES, 2002).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial organogénico do rizoma, folha e
raiz da espécie O. mucugense em diferentes idades de desenvolvimento submetidos a
diferentes concentracdes do regulador de crescimento ANA na presenca de BAP.

METODOLOGIA

Coletas das sementes de Orthophytum mucugense ocorreram no Parque Municipal
Sempre — Viva, localizado no Municipio de Mucugé-BA; o experimento de organogénese foi
conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais e os cortes anatbmicos no
Laboratério de Micromorfologia Vegetal (LAMIV); ambos laboratérios da UEFS.

Para assepsia das sementes foi utilizado alcool 70% durante 1’ e hipoclorito 3% por
15’ com posteriores lavagens em agua destilada autoclavada por trés vezes. A germinacéo
ocorreu em meio com agua destilada gelificada com agar (7g.L).

Apo6s a emissdo dos primdrdios foliares as plantulas foram transferidas para o MS
com metade da concentracdo salina (MS/2) suplementado com 87,64mM de sacarose até
atingirem a idade de desenvolvimento desejada. Faltando duas semanas da idade esperada
os frascos contendo as plantulas foram mantidos no escuro.

" Apoio FAPESB
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Para avaliar a capacidade de multiplicacdo da espécie foram utilizadas trés fontes
de explante (raiz, rizoma e folha) em trés idades de desenvolvimento (20, 40 e 60 dias).

O meio utilizado para a multiplicacdo foi o MS/2 suplementado com sacarose
(87,64 mM), agar (7g.L™"), BAP (2,22 uM) e diferentes combinacdes de ANA (0,65; 1,3 puM)
(BELLINTANI 2006). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi
realizada sob a temperatura de 120°C por 15 minutos.

Durante todo o experimento os frascos foram fechados com pelicula de
polivinilcloreto (PVC) e mantidos em laboratério sob a temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo
de 16h e densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos de 40 mol. pm?.s™.

Decorridos 60 dias de experimento foram avaliados: o numero de brotos por
explante, percentual de explantes responsivos, tamanho dos brotos formados e registro
anatémico.

Para analise histolégica uma amostra de cada tratamento foi fixada em alcool 70%
e com auxilio de laminas de barbear foram realizados corte a méo livre. Os cortes foram
clarificados com hipoclorito de sédio a 3% por 15’, corados com safrablau e analisados em
microscopio aptico.

O delineamento estatisco utilizado foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial
2x3x3 (concentracdo de ANA x idade dos explante x tipos de explantes) utilizando 12
repeticbes com cinco amostras cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Tukey (0,05), utilizando o programa estatistico
SISVAR v. 4.3, desenvolvido pela UFLA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que a organogénese direta em
Orthophytum mucugense é influenciada pelo tipo e idade do explante e pode ser manipulada
pela alteracdo no balango auxina/citocinina.

O explante rizoma apresentou o melhor resultado em todas variaveis analisadas,
diferindo significativamente de folha e raiz, independente da concentracdo de ANA utilizada
(Tabela 1, Figura 1B).

Tabela 1. Inducdo de morfogénese em Orthophytum mucugense a partir dos explantes
rizoma, folha e raiz em meio suplementado com diferentes concentracdes de ANA.

ANA Tipo de explante
(UM) Rizoma Folha Raiz
% de explantes responsivos
0,65 46,11A"a* 9,44Ab 0,00Ab
1,3 43,33Aa 14,44Ab 0,00Ac
N° de brotos/explantes
0,65 1,21Aa 0,26Ab 0,00Ab
1,3 0,87Ba 0,33Ab 0,00Ab
Comprimento dos brotos

0,65 5,53Aa 1,63Ab 0,00Ac
1,3 4,18Ba 2,71Aa 0,00Ab

" Média seguida pela mesma letra maitisculas na mesma linha néo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

- Média seguida pela mesma letra minisculas na mesma coluna n&o diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Ocorreu formacdo de brotos com a utilizacdo do explante folha nas duas
concentracdes de ANA (Figura 1A), com uma média de menos de um broto por explante
(Tabela 1). A formacao direta de gemas adventicias na base foliar é devida a presenca de
meristemas intercalares nesse local (MERCIER e NIEVOLA, 2003). Hamasaki et al. (2005)
obteve um aumento de 46% para 70% na taxa de regeneracado de brotos micropropagados a
partir de bases foliares de abacaxi, ao utilizarem 8mM de glutamina, o que indica que 0 uso
de glutamina favorece a aquisicdo de competéncia a organogénese dos explante foliares,
podendo ser um 6timo instrumento para trabalhos futuros com Orthophytum mucugense.

Figural. Brotos micropropagados de Orthophytum mucugense a partir dos explantes folha (A) e
rizoma (B). (Barra = 1cm)

A partir da analise anatdmica mostrada nas figuras 2A e 2B foi possivel confirmar a
ocorréncia de organogénese direta pela juncéo existente entre o tecido de origem e o broto
em formacdo. Nao ocorreu desdiferenciacédo do explante, com a passagem pela fase de calo
antes da formacdo do broto, o que classificaria 0 processo como organogénese indireta
(PERES, 2002).

B S AT
Figura 2. Anatomia da organogénese direta de O. mucugense nos explantes folha (A) e
rizoma (B).

A raiz ndo apresentou competéncia organogenética como pode ser observado na
tabela 1. Apesar de possuir tecidos meristematicos nos 4pices e no periciclo algumas raizes
apresentam extrema determinacado, sendo dificil a formagdo de gemas caulinares (PERES,
2002).

A utilizacdo do explante rizoma retirados de plantulas com 40 dias de idade
proporcionou os melhores resultados para % de explantes responsivos e n° de brotos por
explantes, independente da concentracdo de regulador utilizada (Tabela 2), o que
demonstra a importancia da idade do explante na inducdo de organogénese em O.
mucugense.
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Tabela 2. Inducdo de morfogénese em O. mucugense a partir do explante rizoma em
diferentes idades de desenvolvimento em meio suplementado com diferentes concentracbes

de ANA.

ANA Idade do explante (dias)

(uM) 20 40 60

% de explantes responsivos
0,65 55,00A"b? 55,00Aa 33,33Aa
1,3 48,33Aa 56,67Aa 25,00Aa
N° de brotos/explante
0,65 1,02Aa 1,25Aa 1,37Ba
1,3 0,45Aab 1,20Ab 0,38Aa
Comprimento dos brotos

0,65 4,62Ab 7,80Aa 4,15Ab
1,3 4,15Aab 5,99Aa 3,69Ab

" Média seguida pela mesma letra maitisculas na mesma coluna néo diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.
- Média seguida pela mesma letra mindsculas na mesma linha n&o diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.

CONCLUSAO
O rizoma retirado de plantulas com 40 dias demonstrou ser a melhor fonte de
explante para a organogénese direta de Orthophytum mucugense.
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