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Enraizamento e aclimatizacao de brotos regenerados
in vitro de bromélia imperial
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RESUMO

Uma das fases relevantes do processo de propaga-
¢do de plantas in vitro € a indugdo de enraizamento e a
aclimatizagdo. A ineficiéncia desses processos ou falta de
protocolos adequados pode inviabilizar todo o processo de
micropropagaco. Para a propagacao in vitro de bromélias,
alguns métodos ja estdo definidos, mas para a bromélia
imperial (4lcantarea imperialis), uma Bromeliaceae
nativa brasileira ameagada de extin¢ao, ainda ndo ha um
protocolo definido. Objetivou-se avaliar, neste trabalho, o
efeito do regulador de crescimento ANA (4cido naftaleno
acético), adicionado em diferentes concentragdes (0,0;
0,1; 0,5; 1,0; 2,0 mg L) ao meio de cultura MS, sobre
a inducdo de enraizamento em brotos dessa bromélia ja
regenerados in vitro. Avaliou-se, ainda, o pegamento de
mudas aclimatizadas com e sem raizes. O processo de
enraizamento ¢ induzido em todas as brota¢des quando se
adiciona ANA ao meio de cultura. Sugere-se utilizar 0,1
mg L' de ANA, pois tal concentragéo proporciona menor
numero de brotagoes secundarias nos brotos a serem acli-
matizados, além de ser mais econdmica. A aclimatiza¢ao
ocorre com mais eficiéncia em mudas enraizadas ao final
do processo in vitro.
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ABSTRACT

Rooting and acclimatization of in vitro
regenerated shoots of imperial bromeliad

Rooting induction and acclimatization are
the most important phases during in vitro plant
propagation and may affect the process because of
its inefficiency and lack of appropriate protocols.
Although some methodologies have already been
described for in vitro propagation of bromeliads, no
protocol has yet been defined for the imperial bromeliad
(Alcantarea imperialis), an endangered native Brazilian
bromeliaceae. The objective of this work was to
evaluate the effect of MS medium supplemented with
different NAA concentrations (0.0; 0.1; 0.5; 1.0 and
2.0 mg L) on rooting induction of shoots obtained
through in vitro regeneration. The acclimatization of
rooted and non-rooted plantlets was also evaluated.
Although root induction was observed in all shoots in
the presence of NAA, the use of 0.1 mg L is suggested
to reduce costs and the number of secondary roots
formed. Higher acclimatization efficiency is obtained
using rooted plantlets.
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1. INTRODUCAO

As bromeélias sdo plantas de ocorréncia exclusiva
das Américas. Atualmente, existem classificados 50
géneros de Bromeliaceae, que apresentam mais de
3.000 espécies, sendo que aproximadamente a metade
¢ encontrada, exclusivamente, no Brasil. Ocupam am-
bientes desde o nivel do mar até altitudes superiores a
4.000 metros; em termos climaticos sobrevivem tanto
nas zonas desérticas como nas mais umidas e resistem
a temperaturas proximas de 0 °C (LEME & MARIGO,
1993).

As bromélias sdo consideradas essenciais para a
garantia da diversidade dos locais onde ocorrem. Sua
roseta tipo tanque, ocorrente em algumas espécies, for-
ma um micro-habitat para diversos grupos de organis-
mos, o que lhes confere um importante papel ecologico
(OLIVEIRA et al., 1994).

Pertencendo a subfamilia 7illandsioideae, a Alcan-
tarea imperialis (Carriére) Harms (= Vriesea imperialis
V. L. Harms) ¢ considerada a imperatriz das montanhas
do Estado do Rio de Janeiro, onde ocorre, principal-
mente, nas escarpas rochosas ingremes em grandes
grupamentos populacionais (SMITH & DOWNS,
1977). A Serra dos Orgdos (Teresopolis - RJ) é uma
das principais areas de extrativismo de bromélias, caso
especifico da Alcantarea imperialis, pois corresponde a
area de distribuicdo natural da espécie, sendo, portan-
to, considerada area de risco de extingdo (NUNES &
FORZZA, 1998; WANDERLEY, 2001).

A importancia econdmica das bromélias tem
crescido muito nos ultimos anos, com sua utilizagdo
em projetos paisagisticos devido a sua grande beleza,
resisténcia e praticidade no manuseio. As bromélias
sdo utilizadas tanto na decoracdo de jardins como em
interiores e, hoje, ja podem ser encontradas a venda na
maioria das floriculturas. A exportagdo ¢ uma atividade
bastante expressiva para colecionadores e comercian-
tes distribuidos por todo mundo, o que incentiva a
coleta ilegal de espécies de maior beleza, acarretando a
reducdo de populagdes naturais e 0 aumento do nimero
de espécies em risco de extingdo (MELO, 1996).

A exemplo de outros paises, ja existem no Brasil
empresas que se dedicam exclusivamente a producao
massal de mudas de bromélias para fins ornamentais,
utilizando técnicas de cultura de tecidos, e visando
abastecer mercados internos e externos (ZORNING,
1996).

Segundo WANDERLEY (2001), a produgdao em
estufas de Alcantarea imperialis ainda € muito pequena
e muitos dos exemplares comercializados sdo retirados

de seu ambiente natural e vendidos ilegalmente, por
isso a recomendagdo de adquirir bromélias somente
de produtores e vendedores credenciados pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA).

A cultura de tecidos ¢ a principal forma de obten-
¢do de plantulas de bromélias em escala comercial. A
semeadura ¢ utilizada apenas para selecionar matrizes
a partir de hibridos ou de espécies naturais nativas ou
exoticas (NUNES & FORZZA, 1998). Para o setor de
floricultura, as técnicas de cultura de tecidos vém sen-
do amplamente utilizadas para a propagacao clonal de
um grande numero de espécies, pois a multiplicagdo
¢ rapida e a qualidade, uniformidade e quantidade de
plantas produzidas sdo maiores em relacdo as obtidas
por métodos convencionais (GATTI, 1992). Segundo
MERCIER & KERBAUY (1994), a taxa de multiplica-
cdo de bromélias in vitro é geralmente muito superior
aquela conseguida in vivo.

A aclimatizacdo ¢ apontada como uma das fases
mais criticas do processo de micropropagagdo de plan-
tas. Porém, de maneira geral, os trabalhos de micropro-
pagacao nao relatam os procedimentos, dificuldades e
solugdes para o processo de aclimatizacao (CARNEI-
RO, 1997).

COZAI & KITAYA (1995) analisaram os com-
ponentes do ambiente in vitro e listaram as seguintes
caracteristicas relativas a parte aérea de plantas obtidas
por micropropagacao: redugdo na taxa fotossintética
liquida em conseqiiéncia do baixo fluxo fotdnico, di-
minui¢ao da transpiragao, redugao no fluxo de radiacao
térmica liquida e elevada taxa respiratoria. Quanto a
parte radicular, ocorre reducdo na absorcdo de agua,
ions e aglicar. Além disso, as condi¢cdes de umidade
relativa, a temperatura do ar, a concentragdo de CO,,
a alta concentragdo de ions, agucar e reguladores de
crescimento in vitro tendem a ser alterados quando a
planta ¢ transferida para o local onde sera submetida as
condigdes de aclimatizagao, dificultando seu desenvol-
vimento. A presenca de raizes nas plantulas, também,
pode influenciar. Algumas espécies adaptam-se muito
bem ao processo de aclimatizagdo sem a formagao
prévia de raizes, enquanto que outras necessitam das
raizes para se adaptarem.

Outra condi¢do importante para o sucesso da for-
magdo de mudas na fase de aclimatizagdo ex vitro € o
tipo de substrato utilizado, por causa dos efeitos propor-
cionados na transloca¢@o de agua no sistema solo-plan-
ta-atmosfera e da facilidade para o estabelecimento da
arquitetura do sistema radicular (SPURR & BARNES,
1973). A escolha do material a ser utilizado como subs-
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trato depende ndo so6 do objetivo a ser alcangado, mas,
também, da disponibilidade no local, custo de aquisi¢ao
e experiéncia do viveirista (KAMPF, 1992).

Plantas epifitas, como as bromélias, exigem subs-
tratos de baixa densidade, alta permeabilidade ¢ aera-
¢do. A presenca de elevada fragdo de matéria organica
no meio de cultivo pode melhorar tais caracteristicas.
Misturas com solo mineral podem ser usadas para o
cultivo em recipientes, desde que sejam adicionados
condicionadores para diminuir o peso e/ou aumentar a
porosidade do meio (KAMPF, 1992).

As bromélias sdo plantas que se adaptam melhor
em substratos acidos (pH 4,5 a 5,5), podendo ser utili-
zados turfa, casca de pinus e poliuretano na composi-
¢a0 do substrato de cultivo (JIMENEZ & CABALLE-
RO, 1990). CARNEIRO (1997) utilizou, com sucesso,
o Plantmax® na aclimatizagdo de bromélias.

O presente trabalho objetivou testar o efeito da
auxina ANA no enraizamento in vitro de brotagdes da
bromélia Alcantarea imperialis ¢ a aclimatizagdo das
plantulas obtidas.

2. MATERIAL E METODOS

Visando identificar concentra¢des adequadas de
ANA (4cido naftaleno acético) para inducdo de en-
raizamento in vitro, adicionou-se esse regulador nas
concentragdes: 0,1; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L, além da
testemunha, ao meio de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962). Foram acrescentados, ainda, 7 g L' de
agar, sendo o pH ajustado para 5,8 antes do processo
de autoclavagem, realizado a 121°C e 1 atm, por 20
minutos.

Os explantes utilizados foram brotagdes obtidas
no processo de multiplicagdo in vitro, apds 120 dias de
cultivo. As brotag¢des inoculadas foram padronizadas,
apresentando altura entre 1 e 2 cm. O experimento foi
conduzido em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas, intensidade luminosa de 3000 lux e tempera-
tura de 26 = 1°C.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteira-
mente casualizado com quatro repeti¢oes. Cada uni-
dade experimental foi constituida por quatro tubos de
ensaio contendo uma planta cada um. A avaliacdo foi
realizada aos 60 dias, observando-se a ocorréncia de
raizes, tamanho de raiz, altura da parte aérea e nimero
de brotos.

Para aclimatizagdo, foram utilizadas brotagdes
com e sem raizes, com o objetivo de avaliar a adap-
tagdo ex vitro. Os brotos foram plantados em bandejas
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de isopor de 120 células, contendo Plantmax® como
substrato, e mantidos sob Sombrite® 80% em casa-de-
vegetagdo, com irrigagdo intermitente, em temperatura
média de 25 °C. Foram utilizadas 30 plantas com raiz e
30 sem raiz, em trés repeticdes. As plantas foram ava-
liadas apos 30 dias, observando-se a porcentagem de
sobrevivéncia das mudas, e aplicando teste de média
sobre os resultados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os parametros avaliados apresentaram
respostas significativas em fungdo das diferentes
concentracdes de ANA. Quando os brotos nao foram
tratados com ANA acrescido ao meio de cultura, o
percentual de enraizamento foi de 56,25%, entretanto,
quando se adicionou esse fitorregulador ao meio
de cultura, nas concentragdes de 0,1 a 2,0 mg L,
observou-se 100% de brotos enraizados. Assim, pode-
se indicar a utilizagdo de 0,1 mg L' de ANA acrescido
ao meio de cultura, para indu¢do do enraizamento in
vitro em brotos de bromélias.

De acordo com TOMBOLATO et al. (1991),
o ANA ¢ a auxina mais utilizada na multiplicagao,
em concentragdes inferiores a 0,5 mg L'. Embora
GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998) afirmem
que concentragdes elevadas de auxinas podem inibir
a multiplicagdo e favorecer a formagdo de calos, no
presente trabalho esse efeito ndo foi verificado até a
concentragdo de 2 mg L.

Contrariando os resultados obtidos, CARNEIRO
(1997) obteve enraizamento in vitro em Cryptanthus
sinuosus, Neoregelia cruenta e Quesnelia arvensis sem
a utilizagdo de auxinas no meio de cultura, salientando
o fato de que as diferentes espécies possuem potenciais
de enraizamento distintos.

O maior tamanho das raizes formadas (3,9 cm)
foi obtido na concentragao de 1,58 mg L' de ANA
(Figura 1A). As auxinas induzem a iniciag@o radicular,
entretanto, inibem a elongacdo das raizes (TAIZ &
ZEIGER, 2004). Geralmente, a utilizagdo desses
fitorreguladores objetiva ndo s6 aumentar o percentual
de enraizamento, mas, também, acelerar a iniciacao, o
numero e qualidade de raizes (FACHINELLO et al.,
1994).

Os menores tamanhos de raizes obtidos a partir da
concentragdo de 1,58 mg L' de ANA, provavelmente,
sejam devidos ao efeito fitotoxico desse fitorregulador.
De acordo com FACHINELLO et al. (1994), o
aumento da concentragdo de auxina exogena aplicada
provoca efeito estimulador de raizes até um valor
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maximo, a partir do qual qualquer acréscimo tem efeito
inibitorio.

A altura de plantulas apresentou comportamento
semelhante, obtendo o maior valor (7,9 cm) na
concentragdo de 1,56 mg L' de ANA (Figura 1B). Em
fun¢ao dessa resposta, pode-se inferir que o crescimento
da parte aérea ¢ diretamente proporcional ao tamanho
das raizes. FRAGUAS et al. (2002), em trabalho com a
espécie Adechmea bromelifolia, testaram concentragdes
do meio MS e sacarose e obtiveram plantulas com 5,79
cm de altura.

O maior numero de brotos (1,7) foi obtido com
a concentracdo de 1,30 mg L' de ANA (Figura 1C).
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Figura 1. Efeito de diferentes concentracdes de ANA
sobre o enraizamento dos brotos (A), tamanho de
plantula (B) e numero de brotos (C) de Alcantarea
imperialis

Embora tenham sido emitidas menos de duas
brotagdes por explante, esse resultado pode ser util
se o objetivo for a multiplica¢do in vitro, quando se
busca aumentar o nimero de plantulas produzidas.
JONES & MURASHIGE (1974), em trabalho com
as espécies Aechmea fasciata, Cryptanthus bivitathus,
Dyckia sulphurea, Cryptbergia meadii e Guzmania sp,.
e DAVIDSON & DONNAN (1977), com Cryptanthus
bivitathus, também obtiveram formagdo de brotos
nessas espécies utilizando como explantes gemas
axilares.

Em contrapartida, a emissdo de novos brotos ¢
indesejavel na fase de enraizamento, pois prejudica
a conformagdo da planta, diminuindo a qualidade
comercial da muda destinada a aclimatizagao.

As plantulas demonstraram grande capacidade de
adaptagdo ao ambiente ex vitro. Os brotos enraizados
submetidos a aclimatizagado obtiveram 98% de sobrevi-
véncia, enquanto que apenas 72% dos brotos ndo enrai-
zados sobreviveram, apresentando raizes incipientes.
As diferencas entre as porcentagens de sobrevivéncia
foram estatisticamente significativas. De acordo com
esse resultado, constata-se a necessidade de se realizar
o enraizamento in vitro antes da aclimatizagdo. Esse
processo, apesar de aumentar o tempo de propagacio
em laboratério em 60 dias, proporciona melhor pega-
mento das mudas. CARNEIRO (1997), trabalhando
com as espécies Neoregelia cruenta, Cryptanthus
sinuosus e Alcantarea imperialis, obteve sucesso na
aclimatizagdo em substrato Plantmax®. De acordo
com MERCIER & KERBAUY (1994), bromélias obti-
das in vitro, em geral, ndo apresentam dificuldade para
aclimatizagdo.

5. CONCLUSOES

Conforme os resultados obtidos, a utilizacao de
ANA a 0,1 mg L' na micropropagacdo da bromélia
Alcantarea imperialis pode ser recomendada, visto
que essa concentragdo induziu o enraizamento em
100% dos brotos, com pequena formagao de brotagdes
secundarias.
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