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APRESENTACAO

O presente trabalho refere-se a dissertagdo de mestrado de Arlindo Rech Filho, aluno
do Programa de Pd6s Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais do CCA/UFSC, sob a
orientacdao do Prof. Dr. Miguel Pedro Guerra.

O trabalho foi realizado no periodo de abril de 2002 a julho de 2004, no Laboratoério
de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal do Departamento de Fitotecnia do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina
(LFDGV/FIT/CCA/UFSC). Esse Laboratério desenvolve trabalhos nas 4reas de
micropropagacdo e conservagao genética de bromélias desde 1991.

As bromélias sao componentes de grande importancia na diversidade bioldgica da
Floresta Atlantica, além disso, possuem importancia ornamental e medicinal. Nos Ultimos
tempos, a agdo antropica levou a devastagdo de parte significativa deste bioma ameacgando de
extingdo varias espécies, entre elas as bromélias, componentes essenciais na manutengao da

diversidade, j& que muitos organismos estao a elas associados.
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RESUMO

A Floresta Atlantica, um dos biomas de maior biodiversidade do planeta, vem sofrendo nos
ultimos tempos uma erosdo genética de seus componentes, entre eles as bromélias. Este grupo
taxondmico € particularmente abundante nos ecossistemas associados a este bioma no Estado
de Santa Catarina. Técnicas de cultura de tecidos vegetais compreendem um conjunto de
ferramentas que podem ser empregadas com sucesso para a propagacdo massal e a
conservacao destas espécies. O presente trabalho objetivou consolidar protocolos de
micropropagacao para 4. fasciata, V. brusquensis, V. fosteriana, V. gigantea, determinando as
rotas morfogenéticas associadas as altas taxas de proliferacdo de brotos e comparando a
eficiéncia dos sistemas de biorreatores de imersdo temporaria € o sistema de cultura
estacionaria. Avaliou-se a viabilidade da tecnologia de encapsulamento de microbrotos em
hidrogel e estudaram-se os efeitos dos fitorreguladores ANA, BAP e PBZ, suplementados ao
meio de cultura MS, na proliferagdo e aclimatizagdo de brotos, bem como a composicao
fenolica do meio de cultura. Por fim avaliaram-se os efeitos do ANA, BAP e¢ PBZ na
obtencdo de microbrotos e unidades encapsuléveis, bem como a influéncia do ANA, BAP,
PBZ e AG;, e do carvao ativo, na sobrevivéncia ex vitro das unidades encapsuldveis. Para A.
fasciata o protocolo regenerativo in vitro teve como estagios: a) germinacdo in vitro de
sementes em meio de cultura MS isento de fitorreguladores; b) sub-cultivos em meio MS
suplementado com ANA (2uM) e BAP (4uM) e em meio MS isento de fitorreguladores; c)
multiplicagdo massal em biorreatores de imersdo temporaria contendo meio de cultura MS
suplementado com PBZ (2uM) e; d) aclimatizagdo em substrato composto por casca de arroz
carbonizada e suplemento mineral turfa fértil®. Este sistema revelou um potencial
regenerativo de 895 plantas aclimatizadas por explante inicial, num periodo de 550 dias.
Nesta mesma rota de micropropagagdo obteve-se um protocolo para V. brusquensis, onde o
potencial regenerativo foi de 170 plantas por explante aos 555 dias. Os biorreatores de
imersdo tempordria e a suplementacdo do meio de cultura com PBZ aumentaram
significativamente a proliferacdo e facilitaram o processo de aclimatizacdo das culturas. A
melhor taxa proliferativa em A. fasciata foi associada a menor concentragdo de compostos
fenolicos no meio de cultura. O PBZ (4 uM) promoveu taxas de multiplicacdo de 14 ¢ 20
brotos/explante para V. fosteriana e V.gigantea, respectivamente. O emprego deste
fitorregulador resultou em elevadas taxas de sobrevivéncia ex vitro das unidades
encapsulaveis, com valores de 86% para V.fosteriana e 85% para V. gigantea. O AGs;
beneficiou o processo de estabelecimento ex vitro. Além disso, o PBZ, ANA e BAP, foram
efetivos no incremento do nimero de folhas nas plantulas estabelecidas ex vitro via unidades
encapsulaveis.

Palavras chave: aclimatizagdo, bromélias, biorreatores de imersdo tempordria, paclobutrazol,
unidades encapsulaveis.
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ABSTRACT

The Atlantic Forest is a biome holding high biodiversity. The devastation of this biome causes
the genetic erosion of its components among them the bromeliads. This taxonomic group is
particularly abundant in the ecosystems associated to this biome in the State of Santa
Catarina, South Brazil. Tissue culture techniques are effective tools to be employed for the
mass propagation and conservation of endangered bromeliads. The present work aimed at the
estabelishment of protocols for the micropropagation of A. fasciata, V. brusquensis, V.
fosteriana, V. gigantea, determining the morphogenetic routes associated to high regenerative
rates and comparing the efficiency of the systems based on bioreactors of temporary
immersion and stationary liquid culture. The technology of encapsulated units using
microshoots in hydrogel was evaluated. The effects of NAA, BAP and PBZ in the
regeneration and acclimatization as well as in the phenolic composition of the culture medium
were also studied. Finally it was evaluated the effects of NAA, BAP and PBZ in the
production of microshoots and encapsulated units as well as the influence of NAA, BAP,
PBZ, GAj, and activated charcoal in the ex vitro survival of encapsulated units. For A.
fasciata the regenerative protocol had the following stages: a) in vitro germination of seeds
inoculated on MS culture medium free of plant growth regulators; b) subculture to MS culture
medium supplemented with NAA (2uM) and BAP (4uM), and in MS culture medium free of
plant growth regulators; ¢)  massal multiplication in temporary immersion bioreactors
containing liquid MS culture medium supplemented with PBZ (2uM), and; d) acclimatization
in substrate composed of carbonized rice coat and turfa fértil® mineral supplement (1:1 v/v)
. This system revealed a regenerative rate of 895 acclimatized plants per explant after 550
days. In V. brusquensis the regenerative rate was 170 plants after 555 days. The temporary
immersion bioreactors and the supplementation of culture medium with PBZ enhanced the
regenerative rate and facilitated the acclimatization of the plantlets. The best regenerative rate
in A. fasciata was associated with the lowest concentration of phenolic compounds in the
culture medium. For V. fosteriana and V.gigantea PBZ (4 uM) promoted regenerative rates of
14 and 20 shoots/explant. This substance enhanced rates of ex vitro survival of plantlet
derived of encapsulated units, with values of 86% in V. fosteriana and 85% in V. gigantea.
GA; also enhanced the ex vitro plantlet establishment. PBZ, ANA and BAP were effective in
incrementing the leaf number of plantlets established ex vitro derived from encapsulated units.

Key words: acclimatization, bromeliads, bioreactors of temporary immersion, encapsulated
units, paclobutrazol.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As bromélias sao importantes componentes da Floresta Tropical Atlantica,
encontrando-se associadas as mais variadas formas de vida. Suas cisternas desempenham a
fun¢do de charcos e lagos pénseis, com microflora e microfauna especiais. Esses ambientes
proporcionados pelas bromélias sdo de grande importancia no que tange as interagdes
ecologicas. E possivel observar inimeras espécies ocorrentes nas rosetas das bromélias, além
da germinacdo de sementes de diversas plantas, que encontram nelas o ambiente ideal para
iniciar seu desenvolvimento (REITZ, 1983).

Nos ultimos 40 anos, as técnicas de cultura de tecidos in vitro se constituiram num
importante conjunto de tecnologias em todas as areas da biologia vegetal, auxiliando na
compreensdo dos processos da biologia do desenvolvimento e para a utilizagdo e conservagao
dos recursos genéticos vegetais (WITHERS & WILLIAMS, 1998). A aplicabilidade das
técnicas de cultura de tecidos associadas a micropropagacao relaciona-se principalmente com
a obtencdo de mudas uniformes, de alta qualidade e livres de doencas, permitindo a
multiplicagdo répida e geneticamente confidvel, preservacdo e propagacdo de espécies
ameagadas de extingao.

Uma das principais vantagens da micropropagacao ¢ a maior rapidez regenerativa em
relagdo a outros métodos de propagacao vegetativa convencionalmente utilizados, facilitando
a propaga¢do onde as tecnologias convencionais sdo dificeis ou até mesmo impossiveis de
serem realizadas (GEORGE, 1993).

Nas bromélias, a propagacao clonal por divisdo natural de brotagdes laterais é de baixa
freqii€éncia, originando poucos afilhos/planta/ano; ja a propagag¢dao por meio da cultura de
tecidos apresenta muitas vantagens, proporcionando o desenvolvimento de protocolos para a
conservacao do germoplasma e para a micropropagacdo massal que podem ser utilizados em
escala comercial, diminuindo a pressdo de extracao destas espécies do seu habitat natural.

A micropropagacdo possibilita uma rapida proliferacao, proporcionando a produgao de
propagulos em grande escala na fase de multiplicagdo (ZIV, 2000). Nesta técnica de
propagacdo de plantas, a mecanizacdo e automacdo tornam-se ferramentas chaves dos
processos de produgao.

Os biorreatores de imersdo temporaria sdo considerados promotores da
micropropagacao (ZIV, 2000; LORENZO et al, 2001; TEISSON. & ALVARD, 1995) e,
além deles; as unidades encapsulaveis (SAKAMOTO et al., 1995) constituem ferramentas

importantes na consolidagdo de protocolos de micropropagagao massal de bromélias.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Floresta Tropical Atlantica ¢ considerada um bioma de alta diversidade genética,
onde existem locais restritos de endemismo e megadiversidade (REITZ, 1983). Ao longo dos
anos, este bioma, um dos maiores centros de biodiversidade do planeta, vem sofrendo um
acelerado processo de devastagdo, que trouxe como conseqiiéncia a erosdo genética de seus
componentes (MYERS et al.,, 2000). Essa devastagdo ameaca a maior parte das bromélias,
importantes componentes deste bioma, submetendo algumas até mesmo ao risco de extingao,
como ¢ o caso da espécie Vriesea brusquensis (KLEIN, 1990), um dos objetos de estudo do
presente trabalho.

A Floresta Atlantica ocupa o quarto lugar em diversidade de plantas 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 seu 1,2 milhdo de quilometros
quadrados originais (HEYWOOD, 1995).

As bromélias sao nativas do continente americano, com exce¢ao da espécie Pitcarnia
feliciana que ocorre na Africa (REITZ, 1983) (Figura 1). A familia Bromeliaceae compreende
56 géneros e cerca de 3,5 mil espécies. S@o ervas perenes que combinam uma grande variagao
de formas, cores e tamanhos. Sdo encontradas praticamente em todos os ambientes, desde o
nivel do mar aos elevados altiplanos da cordilheira dos Andes, em locais umidos como a
Floresta Atlantica ou regides aridas como a Caatinga. Podem ser terrestres, terrestres
ocasionais, rupicolas, saxicolas ou epifitas, mas nunca parasitas (NUNES, 2002).

A maior diversidade encontra-se na América do Sul, estimando-se que 40% das
espécies e 73% dos géneros ocorram no Brasil. A costa leste do Brasil e o escudo das Guianas
sdo considerados os dois centros de diversidade da familia Bromeliaceae. A Floresta Atlantica
¢ considerada um dos centros de diversidade da familia Bromeliaceae, e varios de seus
géneros e espécies ocorrem exclusivamente nesse ecossistema, ou seja, sdo endémicos. Além
disso, muitas vezes podem estar limitados a dreas extremamente reduzidas (NUNES, 2002). O
endemismo ¢ uma caracteristica marcante das bromeliaceas. Embora existam espécies
espalhadas por extensas areas, outras, entretanto, possuem suas populagdes confinadas em

areas restritas ou isoladas (LEME, 1984).
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Figura 1. Distribuicdo geografica das bromélias no mundo (Fonte: REITZ, 1983).

A distribuicao das bromélias depende essencialmente de fatores climaticos. Ao longo
do litoral do Estado de Santa Catarina, dominado pela floresta pluvial atlantica, a temperatura
anual cai 2°C no sentido norte-sul, ¢ a precipitagdo média é reduzida em 500 mm no mesmo
sentido. Sendo influenciados pelo macroclima, os géneros de cardter mais tropical vao
desaparecendo do norte para o sul, a medida que a temperatura ¢ o nivel de precipitagdao
declinam. Muitas bromélias encontram em Santa Catarina o limite sul para sua dispersdo. Das
114 espécies e variedades que se encontram no norte do Estado, 94 chegam a serra de Tijucas,
62 vao até a serra do Tabuleiro e 41 chegam a divisa Sul de Santa Catarina (REITZ, 1983)
(Figura 2).

As bromélias sofrem influéncia do microclima para distribuirem-se no interior da
floresta, de acordo com a luminosidade e umidade relativa do ar. Sdo identificados quatro
niveis de fixagdo, do solo a copa das arvores. No primeiro nivel, o solo, onde a luminosidade
¢ pouca e a umidade relativa do ar ¢ elevada, habitam as bromélias esciofilas, formando
algumas vezes extensos tapetes. Estas sdo responsaveis, em parte, pela umidade do ambiente
florestal, devido a evaporagdo da agua que armazenam. No segundo nivel, associado a regido
intermediaria dos troncos das arvores do extrato dominante, bem como a arvoretas e arbustos,
encontram-se as espécies médio-esciofilas. Neste nivel, entre um e oito metros acima do solo,

ainda ha grande umidade e a luminosidade ¢ reduzida. O terceiro nivel abriga as bromélias



que demandam intensidade média de luz e mais umidade de que as espécies helidfilas, nas
bases dos ramos que formam as copas das arvores, oito a vinte metros acima do solo. Neste
nivel encontra-se a maior variedade de bromélias, entre elas as de maior porte. O quarto nivel
abriga as espécies heliofilas, acima de vinte metros do solo, na copa das arvores, onde a

luminosidade € intensa e a umidade relativa do ar é consideravelmente menor (REITZ, 1983).
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Figura 2. Dispersao geografica dos géneros de bromélia em Santa Catarina (Fonte: REITZ, 1983).

As bromélias tém as folhas com bainhas sempre livres, nunca formam um tubo
fundido, embora muitas vezes as margens se sobreponham formando uma roseta. Sempre
apresentam escamas peltadas (tricomas foliares) e as veias das folhas sdo longitudinais, as
sépalas das flores contrastam com as pétalas e geralmente sdo acaules. Os estames sdo sempre
em numero de seis, o ovario ¢ tripartido e as sementes tém em geral muito endosperma (SBB,
2003).

Bromélias sdo majoritariamente epifitas e as raizes servem principalmente como
elemento de fixacdo, sendo, portanto, a constituicdo destas muito firme. Todas elas possuem
caule, que na maioria dos casos ¢ muito curto e retorcido. As folhas costumam apresentar
uma parte alargada na base, chamada de bainha, cuja coloragdo ¢ muito variada para as
diferentes espécies. Nas bromélias catarinenses, nenhuma folha ¢ peciolada e todas

apresentam flores hermafroditas, nascendo estas na axila de uma bractea (REITZ, 1983).



O género Vriesea, representado neste trabalho por Vriesea platynema, Vriesea
brusquensis e Vriesea gigantea, compreende 257 espécies distribuidas nas trés Américas
desde o México e Cuba até o sul do Brasil e nordeste da Argentina (SMITH & DOWNS,
1979). Em Santa Catarina foram encontradas 31 espécies nativas do género Vriesea,
ocorrendo em todo o estado e compondo o género mais numeroso, (REITZ, 1983).

Vriesea fosteriana (Figura 3) ¢ uma bromélia que possui folhas irregularmente
listradas transversalmente, adquirindo uma coloragdo marrom avermelhada, o que confere seu
alto potencial ornamental. Suas inflorescéncias chegam até 1,5 m de altura, e suas flores
abrem somente a noite atraindo polinizadores como morcegos e mariposas. Espécie epifita

ocorrendo em locais com altitude inferior a 1000 m (BAENSCH & BAENSCH, 1994).

Figura 3. Espécies estudadas no presente trabalho. A. Vriesea.brusquensis. B. Vriesea gigantea. C.
Vriesea fosteriana. D. Aechmea fasciata.

Vriesea brusquensis (Figura 3) ¢ uma espécie rara de Santa Catarina (KLEIN, 1990),
sendo que poucos exemplares ainda podem ser encontrados na restrita e inexpressiva area de

dispersao nos municipios de Blumenau, Garuva, Luiz Alves e Brusque. E endémica, epifita e



de grande interesse e potencial ornamental (REITZ, 1983), o que provavelmente contribuiu
para que hoje esta espécie esteja em risco de extingao.

Vriesea gigantea (Figura 3), conhecida pelos nomes vulgares de gravatd e monjolao, ¢
uma planta florifera, com 100 a 300 cm de altura, constituindo a maior das Vrieseas do Sul
do Brasil. Suas folhas sdo muito numerosas, dispostas em roseta, formando uma enorme
cisterna que pode reter até 4.000 cm® de 4gua. E caracteristica e exclusiva da floresta pluvial
da Encosta Atlantica, onde apresenta vasta e expressiva dispersdo por toda a area desta
floresta em Santa Catarina, nos municipios de Barra Velha, Blumenau, Brusque, Camboriq,
Corupa, Floriandpolis, Ibirama, Itajai, Palhoga, Salete ¢ Sombrio (REITZ 1983).

Aechmea fasciata (Figura 3), outra espécie foco do trabalho, ¢ exclusiva da Floresta
Tropical Atlantica do Espirito Santo e Rio de Janeiro (REITZ, 1983). Possui um alto potencial
ornamental, suas flores t€ém boa duragdo, tornando-a uma planta com boa estabilidade de
mercado, ou seja, sua beleza faz com que esteja sempre entre as mais comercializadas.

Técnicas de cultura de tecidos incluem ferramentas que podem ser aplicadas para a
propagacdo massal e a conservacdo de bromélias em extingdo. Além disso, a
micropropagacdo ¢ uma técnica que ja vem sendo empregada na propagagdo clonal de
espécies de bromélias ornamentais que apresentam aumento na demanda e uma grande
aceitacao mundial.

O Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina (LFDGV/CCA/UFSC) vem
desenvolvendo, nos ultimos anos, trabalhos com micropropagacdo de bromélias,
principalmente com espécies ameacadas de extingdo e de valor ornamental.

Assim, trabalhos feitos com Nidularium innocentii, resultaram em uma taxa média de
proliferacdo de 23,0 brotos/explante, em meio de cultura MS suplementado com 2,0 uM de
ANA e 4,0 uM de BAP. Para Vriesea carinata e Wittrockia superba, nesse tratamento a taxa
média de multiplicagao foi, 15,4 e 21,8 brotos/explante respectivamente (ALVES &
GUERRA, 1995). Também ALVES & GUERRA (2001) obtiveram incremento regenerativo
in vitro de microgemas de Vriesea friburgensis var. paludosa na ordem de 44,96 vezes em
meio de cultura MS suplementado com ANA (2 uM) e BAP (4 uM).

Com a espécie Aechmea fasciata foi obtida uma taxa média de multiplicacdo de 11,9
brotos/explante, em resposta ao meio de cultura MS suplementado com 2 uM de ANA ¢ 4
uM de BAP (DAL VESCO et al., 2001a).

Calos embriogenéticos de Vriesea reitzii foram induzidos em meio de cultura MS

isento de fitorreguladores e desenvolveram embrides somaticos em meio de cultura



suplementado com AGj (10 uM). Posteriormente o sub-cultivo em meio de cultura MS isento
de fitorreguladores, promoveu a regeneragdo de plantulas que foram aclimatizadas com
sucesso (RECH FILHO et al., 2001).

A morfogénese in vitro de bromélias apresenta caracteristicas especificas, as quais
recebem terminologias diferentes. Desta forma, protuberancias foram originadas na regido
basal de folhas de Dyckia macedoi submetidas a diferentes combinagdes de ANA e BAP,
resultando no desenvolvimento de brotos adventicios (MERCIER & KERBAUY, 1993). Em
conjunto os sais de MURASHIGE & SKOOG (MS, 1962), esses dois reguladores de
crescimento de plantas vém sendo utilizados com muita eficiéncia na indugdo de brotos
adventicios de bromélias cultivadas in vitro (MERCIER & KERBAUY, 1997).

Em Aechmea fasciata, brotos adventicios foram diferenciados de calos induzidos de
explantes foliares cultivados em meio de cultura MS suplementado com ANA e BAP
(VINTERHALTER & VINTERHALTER, 1994).

Em Dickia distachia, uma bromélia em extin¢cdo do Sul do Brasil, a inducao de calos
foi observada quando pecgas da haste floral foram inoculadas em meios de cultura
suplementados com diferentes tipos e niveis de auxinas (DAQUINTA et al., 1998).
Entretanto, estudos desenvolvidos por POMPELLI (2002), resultaram em um grande avango
na micropropagacdo desta espécie, a partir de explantes obtidos de semente. Esse autor
observou que, quando foram suplementados ANA, BAP e PBZ ao meio basal MS liquido,
ocorreram as mais altas taxas de multiplicacdo de brotos (133,6 brotos/explante), quando
comparados com o uso de meio de cultura geleificado (72,9 brotos/explante).

Para o abacaxizeiro (4Ananas comosus), cv. Pérola, o meio de cultura MS
suplementado com ANA (2 uM) e BAP (4 uM), resultou em uma taxa de multiplicagdo média
de 13,5 brotos/explante (DAL VESCO et al., 2001b). Ja GUERRA et al., (1999) observaram
taxas de proliferacao de 19,7 brotos por explante em Ananas comosus, em meio de cultura MS
liquido suplementado com ANA (2,7 uM) e BAP (4,4 uM).

Com Cryptanthus sinuosos, uma espécie de bromélia endémica do leste brasileiro,
folhas jovens foram empregadas como explantes que foram inoculados em meio de cultura
MS suplementado com BAP e TDZ. Alta taxa de prolifera¢do de brotos foi obtida em meio de
cultura com BAP (22 uM) e essas culturas mantiveram uma capacidade regenerativa durante
dois anos (CARNEIRO et al., 1998).

RECH FILHO et al. (2003b) observaram que, aos 100 dias de cultivo, a maior taxa

média de proliferagdo (20,3 brotos/explante) de Vriesea gigantea ocorreu em resposta a0 meio



de cultura MS suplementado apenas com PBZ (4uM), sem, contudo, revelar diferencas
estatisticas das respostas obtidas com o meio de cultura suplementado com PBZ (6uM) e com
ANA (2uM), BAP (4uM) e PBZ (4uM). Ja aos 170 dias, observou-se que culturas
provenientes da primeira fase em meio de cultura MS, suplementado com ANA (2uM), BAP
(4uM) e PBZ (2, 4 ou 6uM) e sub-cultivadas para meio de cultura MS, isento de
fitorreguladores, resultaram em uma taxa média de proliferacdo de 2,1 brotos/explante,
configurando um efeito residual destes reguladores. Estes autores observaram que o PBZ pode
induzir a formacdo de aglomerados de gemas, inibindo a dominancia de microbrotos e
aumentando a taxa proliferativa em sistemas de cultivo in vitro.

O PBZ, um fitorregulador derivado do triazol, cujos efeitos estdo associados a inibi¢do
da biossintese de giberelina, vem sendo utilizado com sucesso na propagacdo de plantas
(LORENZO et al., 1998). Sua a¢do foi comprovada por RESENDE & SOUZA (2002), que
em seu trabalho com a cultura do alho constataram uma reducao linear na altura das folhas,
com o aumento dos niveis deste fitorregulador.

Em banana, geralmente o numero de explantes por frasco de cultura é bastante
limitado. O PBZ foi utilizado na micropropagagdo desta espécie e promoveu uma redugao
consideravel no tamanho das plantas in vitro, criando novas perspectivas para o aumento do
nimero de brotos por frasco de cultivo, e assim melhorando a eficiéncia dos sistemas de

propagacao massal desta espécie (DAQUINTA et al., 2000).

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar o emprego dos biorreatores
de imersdo temporaria frente ao sistema convencional de cultivo em imersdo estacionaria,
bem como o estabelecimento de plantas ex vitro através de unidades encapsulaveis, ambos
como ferramentas potenciais na consolidacdo de protocolos de micropropagacdao de

bromélias.
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1. INTRODUCAO

Os biorreatores foram inicialmente utilizados para a micropropagacao nos EUA,
Japao, Taiwan, Coréia, Cuba, Costa Rica, Holanda, Espanha, Bélgica e Franca (ZIV, 2000).
Eles vém sendo utilizados para a micropropagacdo de bromélias ornamentais (Rech Filho et
al, 2003a), abacaxizeiro (FEUSER et al., 2001; ESCALONA et al, 1999), bananeira
(ALVARD et al, 1993; SANDOVAL-YUGAR, 2002), citros (CABASSON et al., 1997),
batata (TEISSON & ALVARD, 1999), café (TEISSON & ALVARD, 1995), cana de aglcar
(LORENZO et al.,, 1998; 2001), seringueira (TEISSON & ALVARD, 1995), entre outras
espécies.

A tecnologia proporcionada por este sistema de cultivo proporciona a produgao de
mudas em larga escala, com maior rapidez e eficiéncia em relacdo aos demais métodos
convencionalmente utilizados. Além disso, essa tecnologia proporciona uma redugdo no custo
dos propagulos produzidos, cujo valor esta estimado em torno de U$ 0,10 quando comparado
ao sistema convencional (ZIV, 2000).

Os biorreatores de imersdo temporaria (BIT- Figura 1) vém sendo utilizado com
sucesso para a multiplicagdo rapida de brotos, consistindo de um novo conceito na utilizagao
de meio liquido para a micropropagacgao. Este método, proposto inicialmente por ALVARD et
al. (1993) utiliza frascos contendo as culturas em proliferagdo que recebem meio liquido em
sistema de bombeamento temporario, ocorrendo um aumento substancial na taxa proliferativa.

Nos ultimos anos, o sistema de cultivo em biorreatores de imersdo temporaria vem
mostrando eficiéncia para multiplicagdo de varias espécies de plantas. Sua eficiéncia estd
ligada a uma melhor nutrigdo das culturas através do meio de cultura liquido, melhor
oxigenacdo das culturas, diminuicdo da hiperhidricidade tipica do meio de cultura liquido,
melhoramento da qualidade dos propagulos e conseqiiente sobrevivéncia durante a
aclimatizacdo, além da possibilidade da automacao dos sistemas de propagagdo com um custo
relativamente baixo (MURCH et al, 2004).

Nos BIT os explantes sdo imersos no meio de cultura em intervalos regulares. O
sistema de imersdo temporaria adaptado junto ao LFDGV/CCA/UFSC constitui-se em dois
recipientes de vidro com o volume de dois litros cada, sendo que em um deles ¢ armazenado o
meio de cultura e no outro sdo colocados os explantes para multiplicagdo. Estes dois
recipientes sdo interligados por uma mangueira de silicone autoclavavel, na qual passa o meio
de cultura. O sistema ¢ dotado de um moto-compressor de ar que, quando acionado, faz com
que o meio de cultura seja direcionado por pressdo e passe para o recipiente contendo os

explantes e depois volte novamente para o recipiente de depdsito. O controle do
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funcionamento do moto-compressor ¢ feito por uma unidade temporizadora, que controla o
tempo de imersdao dos explantes e o intervalo de tempo entre as imersoes. O ar injetado no

sistema passa por uma membrana de filtro esterilizada de 0,22 um (Figura 1).

MOTOCROMPRESS0R

(D MANGUEIRAS DE SILICONE
(Z)VALVULAS SOLENOIDES
(G)FILTROS DE &R 0,2 micras
(3) ROLHAS DE SILICONE

{5) TUBOS DE VIDRO

RESERVATORIO DE MEIO
DE CULTURA

@ RECIPIENTE DE CULTIVO

Figura 1. Biorreator de imersdo temporaria (LFDGV/CCA/UFSC).

No sistema de cultivo estaciondrio a hiperhidricidade ocorre devido ao contato
permanente dos explantes com o meio de cultura, principalmente em meio liquido, o que pode
causar também a anoxia das culturas. Estes problemas sdo reduzidos no sistema de imersao
temporaria pela diminui¢do do contato direto dos explantes com o meio de cultura.

O espaco fisico neste sistema ¢ aproveitado melhor pela cultura, pois todos os brotos
tém acesso ao meio de cultura durante a imersdo e todos os brotos t€ém acesso a atmosfera
durante os periodos de espera, fazendo com que todo o volume do frasco possa ser ocupado
pela cultura e ndo apenas a superficie inferior.

A renovacao da atmosfera do recipiente de cultivo possibilita a remog¢ao dos gases
eliminados pelas plantas, os quais podem ter efeito inibidor ao crescimento; além disto, a
renovacao do CO; do recipiente pode proporcionar um incremento no nivel de fotossintese in
vitro, desde que a luminosidade seja adequada. Portando a constante renovacao do ar durante
o periodo de transferéncia do meio, podem eliminar os possiveis gases prejudiciais produzidos
pelo metabolismo das plantas que normalmente se acumulam na fase gasosa dos sistemas.

O sistema de imersao temporaria combina as vantagens dos meios so6lido e liquido. O

meio de cultura solido permite aeragdo das culturas, porem nido proporciona um total contato
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com os nutrientes do meio. O meio de cultura liquido por sua vez permite uma eficiente
nutri¢ao, entretanto a hiperhidricidade estd freqiientemente presente nas culturas (SMITH &
SPOOMER, 1995). Isto ¢ verdadeiro para bromélias, j4 que ¢ comum o surgimento de
hiperhidricidade em culturas do sistema convencional onde os explantes ficam em contado
direto como meio de cultura durante todo o tempo de cultivo. Entretanto, nos BIT de imersao
temporaria este fendmeno nao foi observado em bromeliaceas.

Na utilizagdo de biorreatores de imersdo temporaria para o cultivo da bananeira, foram
reportadas altas taxas de proliferagdo, bem como um aumento no peso seco dos brotos
(TEISSON & ALVARD, 1995). A bananeira variedade Terra apresentou maior eficiéncia na
producdo de biomassa, maior numero de brotos viaveis a aclimatizagdo, € maior crescimento
dos explantes nos BIT quando comparado com o sistema tradicional (LEMOS et al., 2001).

Em cana-de-agucar, foi obtida a maior taxa de multiplicagcdo (57,8 brotos) com o uso
de 3,4 uM de PBZ em BIT, em relacdo ao meio de cultura isento de PBZ (23,9 brotos)
(LORENZO et al., 1998). Em bromélias relatou-se um aumento na taxa de multiplicacdo de
brotos de Aechmea blumenavii, Cryptanthus bromelioides e Neoregelia carolina apos 60 dias
de cultivo em imersdo temporaria, com uso de fitorreguladores como ANA, BAP e PBZ
(DAQUINTA et al, 1999).

No sistema de cultura estacionaria com abacaxi (Ananas comosus), em meio de cultura
MS adicionado de ANA (2 uM) e BAP (4 uM), foram obtidos 6,4 brotos/explante. Resultados
estes, superiores aqueles observados com o meio de cultura suplementado com PBZ. J4 no
sistema de imersdo temporaria, o meio de cultura MS suplementado com ANA (2 uM), BAP
(4 uM) e PBZ (6 uM) apresentou os melhores resultados, atingindo a taxa média de 172,3
brotos/explante (FEUSER et al, 2000). Para esta mesma espécie, o sistema de imersdo
temporaria resultou em 78,9% das brotacdes com potencial para a aclimatizacdo, e uma taxa
de sobrevivéncia de 63,6% (ESCALONA et al., 1997).

LORENZO et al., (2001), utilizando o sistema de imersdo temporaria com intervalos
de trés horas e tempo de imersdo de dois minutos, com adi¢do do fitorregulador PBZ (1 mg.L"
") a0 meio de cultura MS, obtiveram bons resultados na micropropagacio de cana de aglcar.
Neste caso, observaram também que o sistema de imersdo temporaria e o fitorregulador PBZ
promoveram uma maior excrecdo de compostos fenodlicos para o meio de cultivo, o que
favoreceu a proliferacdo in vitro desta espécie.

Ainda com o PBZ (4 uM) e biorreatores de imersdo temporaria, RECH FILHO et al.
(2003a) obtiveram um aumento significativo na taxa proliferativa da bromélia Vriesea reitzii

(73,05 brotos/broto/100 dias de cultivo). Neste trabalho, a adi¢do de AG; ao meio de cultura
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mostrou eficiéncia no alongamento dos brotos, onde foi observado 30,50% e 14,25% de
brotos com altura entre 1,1 e 2,0 cm em meio de cultura com e sem AGs;, respectivamente.
Brotos com altura entre 1,5 e 2,0 cm obtidos em meio de cultura com PBZ apresentaram
100% de sobrevivéncia quando submetidos a aclimatiza¢do em substrato composto por casca
de arroz carbonizada (50%) e suplemento mineral Turfa Fertil® (50%).

Em escala comercial, os BIT t€ém demonstrado sucesso na produ¢do massal de plantas
como em Coffea arabica (CATIE, 2003) e clones de Eucalyptus spp. (MCALISTER et al.
2002).

Um dos maiores beneficios comprovados para o sistema de imersao tempordria estd no
aumento significativo da multiplicacdo do abacaxizeiro, cerca de 20 vezes maior quando
comparado a métodos convencionalmente utilizados (FEUSER et al., 2001). Um novo estudo
de FEUSER et al., (2003) ainda com a cultura do abacaxi, revelou que as culturas geradas em
biorreatores de imersdo temporaria apresentavam aproximadamente a metade das taxas de

variagdo somaclonal encontradas no sistema estacionario de micropropagacao.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
O presente trabalho objetivou:

a) Determinar fatores associados as taxas de proliferacdo de brotos na micropropagacao
de bromélias, baseados nos sistemas de cultura imersao temporaria e estacionaria;

b) Estudar os efeitos dos fitorreguladores ANA, BAP e PBZ, adicionados ao meio de
cultura MS, na multiplicacdo de brotos nos sistemas de imersdo temporaria e
estacionaria de cultivo;

c) Estudar a influéncia do fitorregulador PBZ na aclimatizagdo de brotos gerados no
sistema de imersao temporaria de cultivo.

d) Avaliar a influéncia dos fenois totais no meio de cultura, na proliferacdo in vitro de
bromélias.

e) Consolidar protocolos de micropropagacao de bromélias com a utilizagao dos BIT.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

3.1.1. Introducao in vitro

Sementes de Aechmea fasciata e Vriesea brusquensis foram submetidas a um processo
de desinfestacdo em agua contendo detergente Twen-20® durante 10 minutos, posteriormente
em alcool 70% durante dois minutos; Hipoclorito de Sodio a 1% durante 20 minutos, e
finalmente trés lavagens em agua destilada autoclavada. As sementes foram assepticamente
inoculadas em frascos de 300 mL (20 sementes/frasco) contendo 20 mL de meio de cultura
geleificado com agar (0,7%), composto por sais de MS adicionado de 3% de sacarose e
vitaminas de Morel (1951), isento de fitorreguladores. Aos 100 dias a taxa proliferativa foi
avaliada, onde foram analisadas trés repeti¢des e cinco unidades amostrais por repeticao.

Cada unidade amostral perfazia 100 sementes.

3.1.2. Multiplicacao das culturas

Plantulas de 4. fasciata e V. brusquensis, oriundas da germinacao in vitro de sementes
foram submetidas & multiplicacdo em frascos de 300 mL contendo 15 mL de meio de cultura
liquido composto por sais de MS adicionado de 3% de sacarose e vitaminas de Morel,
suplementado com os fitorreguladores ANA (2uM) e BAP (4uM). Foram inoculadas cinco
plantulas por frasco, e as culturas permaneceram nestas condi¢des durante dois sub-cultivos
de 60 dias. Brotos oriundos desta fase foram sub-cultivados em meio de cultura liquido
composto pela formulag¢do salina MS adicionada de 3% de sacarose e vitaminas de Morel,
isento de fitorreguladores, durante 60 dias, sendo entdo, utilizados nos experimentos de
proliferacao in vitro.

Aos 180 dias desta etapa, a taxa proliferativa (brotos/explante) foi avaliada,
considerando-se quatro repetigdes e cinco unidades amostrais (cinco frascos) por espécie.

Os meios de cultura utilizados nos experimentos sempre tiveram seu pH ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a 121° C e 1 ATM durante 12 minutos. As culturas foram mantidas
em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 60+5%, e
fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 100 pumol.m™s” provenientes de
lampadas fluorescentes de 18 W.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variincia e ao teste de separacdo de

média SNK (95%).
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3.2. Efeito do PBZ e sistema de cultivo na proliferacio in vitro de A. fasciata

Brotos de A. fasciata com altura média de 1,5 cm, provenientes do sistema
convencional de cultivo in vitro, em meio de cultura MS liquido isento de fitorreguladores,
foram utilizados na conducao dos experimentos.

Os brotos foram individualizados e inoculados em unidades dos biorreatores de
imersdo temporaria (Figura 1) contendo 480 mL de meio de cultura, sendo paralelamente
inoculados em frascos do sistema convencional (300 mL) contendo 16 mL de meio de cultura.
O meio de cultura utilizado foi o MS liquido adicionado de sacarose (3%) e vitaminas de
Morel, suplementado com PBZ (0; 2; 4 € 6 uM).

Foram inoculados 30 brotos em cada unidade dos BIT e um broto em cada frasco do
sistema convencional, com a finalidade de equiparar todos os tratamentos a 16 mL de meio de
cultura por explante. Cada unidade dos BIT e quatro frascos do sistema convencional
perfaziam uma repeticdo. O experimento foi conduzido em um delineamento completo
casualizado com oito tratamentos, trés repeti¢des e quatro unidades amostrais por repeticao.

O intervalo de imersdo utilizado foi de trés horas, com imersdes de um minuto. Aos 80
dias de cultivo, avaliou-se a taxa proliferativa, a distribui¢do dos brotos em duas diferentes
classes de altura (0 a 1,50/ 1,51 a 3,0 cm) e os fendis totais do meio de cultura.

Para determinagdo dos fenois totais adaptou-se a metodologia de LORENZO et al.,
(2001), onde 0,6 mL de meio de cultura filtrado (papel filtro 0,2 p) foram adicionados a 1,8
mL de 4gua destilada e 0,24 mL do reagente Folin & Ciocalteau (50% v/v). A solugdo foi
agitada, e apo6s cinco minutos 0,48 mL de Carbonato de Sodio (solugdo saturada) foram
adicionados, agitando-se novamente, e entdo, apés uma hora de permanéncia no escuro, a
leitura a 725 nm foi realizada em espectofotdometro Shimadzu UV-1203.

Nas avaliacdes de proliferacao e altura dos brotos foram utilizados quatro frascos para
cada repeticdo do sistema convencional e paralelamente quatro aglomerados (cada
aglomerado resultado da proliferagdo de um broto inoculado) em cada unidade dos BIT.

Brotos gerados neste experimento foram sub-cultivados em frascos do sistema
convencional (300 mL) contendo 20 mL de meio de cultura MS liquido adicionado de
sacarose (3%) e vitaminas de Morel, isento de fitorreguladores. Foram inoculados cinco
brotos por frasco, onde para cada tratamento do experimento anterior foram estabelecidas
quatro repeticdes com quatro unidades amostrais (16 frascos). Aos 90 dias (dois sub-cultivos
de 45 dias) de cultivo avaliou-se a taxa média de proliferacdo e a distribui¢do dos brotos em

duas diferentes classes de altura (0 a 1,50/ 1,51 a 3,0 cm).
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Além disso, em outro experimento paralelo de sub-cultivo, foram inoculados dez
brotos por frasco do sistema convencional (300 mL) contendo 20 mL de meio de cultura MS
liquido adicionado de sacarose (3%) e vitaminas de Morel, isento de fitorreguladores. Os
brotos utilizados eram oriundos das diferentes suplementagdes de PBZ nos biorreatores de
imersdo temporaria. O experimento foi conduzido em um delineamento completamente
casualizado, com trés repeti¢des e cinco unidades amostrais para cada proveniéncia de PBZ.
O mesmo foi avaliado quanto a taxa de sobrevivéncia dos explantes 90 dias apods a
inoculagao.

Os meios de cultura utilizados nos experimentos sempre tiveram seu pH ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a 121° C e 1 ATM durante 20 minutos nos biorreatores de imersao
temporaria e 12 minutos no sistema convencional. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 60+5%, e fotoperiodo de 16
horas com intensidade luminosa de 100 pmol.m™.s” provenientes de lampadas fluorescentes
de 18 W.

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia e ao teste

de separacdo de média SNK (95%).

3.3. Efeito do volume e renovacio do meio de cultura na proliferacdo in vitro de A.
fasciata

Os resultados obtidos no experimento de avaliagdo dos efeitos do PBZ e sistema de
cultivo possibilitaram e criaram a necessidade da elucidacdo dos efeitos do volume de meio
de cultura por explante, bem como sua renovagao ao longo do cultivo.

Desta maneira, brotos da espécie A. fasciata com altura média de 1,5 cm, provenientes
do sistema de cultivo convencional in vitro em meio de cultura MS liquido isento de
fitorreguladores, foram individualizados e inoculados em unidades dos biorreatores de
imersdo temporaria (Figura 1) contendo 240 e 480 mL de meio de cultura, bem como em
frascos do sistema convencional (300 mL) contendo 16 mL de meio de cultura. Na
constituicdo do meio de cultura (liquido) foram utilizados os sais de MS, adicionados de
sacarose (3%) e vitaminas de Morel, suplementados com PBZ (0 e 2 uM).

Foram inoculados 30 brotos em cada unidade dos BIT (8 e 16 mL/explante) e um
broto em cada frasco do sistema convencional (16 mL/explante). Aos 30 e 60 dias de cultivo
trés repeticoes de cada sistema de cultivo e quantidade de meio/explante, foram sub-
cultivadas para meio de cultura MS liquido isento de fitorreguladores, respeitando o mesmo

volume de meio/explante da primeira inoculagao.
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O intervalo de imersdo utilizado foi de trés horas, com imersdes de um minuto. O
experimento foi conduzido em um delinecamento completo casualizado com dezoito
tratamentos, trés repeti¢des e dez unidades amostrais (brotos) por repeti¢do. Aos 30, 60 e 90
dias os fendis totais do meio de cultura foram avaliados (LORENZO et al., 2001 —item 3.2), ¢
aos 90 dias a taxa proliferativa e a distribuicdo dos brotos em duas diferentes classes de altura
(0al1,50/1,51 a 3,0 cm) também foram avaliados.

Os meios de cultura utilizados nos experimentos tiveram seu pH ajustado para 5,8,
antes da autoclavagem a 121° C e | ATM durante 20 minutos nos biorreatores de imersao
temporaria e 12 minutos no sistema convencional. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 60+5%, e fotoperiodo de 16
horas com intensidade luminosa de 100 pumol.m™.s" provenientes de lampadas fluorescentes
de 18 W.

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variincia e ao teste

de separacdo de média SNK (95%).

3.4. Efeito do PBZ e sistema de cultivo na proliferacio in vitro de V. brusquensis

Brotos de V. brusquensis com altura média de 1,5 cm, provenientes do sistema
convencional de cultivo in vitro em meio de cultura MS liquido isento de fitorreguladores
foram utilizados na elaborac¢ao do experimento.

Os brotos foram individualizados e inoculados em unidades dos biorreatores de
imersao temporaria (Figura 3) contendo 480 mL de meio de cultura, bem como em frascos do
sistema convencional (300 mL) contendo 16 mL de meio de cultura. O meio de cultura
utilizado foi o MS liquido adicionado de sacarose (3%) e vitaminas de Morel, suplementado
com PBZ (0; 1; 2; 3; 4 ¢ 5 uM).

Foram inoculados 30 brotos em cada unidade dos BIT, € um broto em cada frasco do
sistema convencional. O experimento foi conduzido em um delineamento completo
casualizado com 12 tratamentos, trés repeti¢des ¢ dez unidades amostrais por repeti¢ao.

O intervalo de imersao utilizado foi de trés horas, com imersdes de um minuto. Aos 95
dias de cultivo avaliou-se a taxa proliferativa e a distribuicdo dos brotos em duas diferentes
classes de altura (0 a 1,50 / 1,51 a 3,0 cm). Foram utilizados para a avaliacdo dez frascos de
cada repeticao do sistema convencional e paralelamente dez aglomerados (cada aglomerado
resultado da proliferagao de um broto inoculado) em cada unidade dos BIT.

Brotos gerados nos BIT em meio de cultura MS suplementado de PBZ (0 e 2 uM)

foram sub-cultivados em frascos de 300 mL (dois brotos/frasco) contendo 20 mL de meio de
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cultura MS liquido adicionado de sacarose (3%) e vitamina de Morel, isento de
fitorreguladores. Este experimento foi conduzido em um delineamento completamente
casualizado com dois tratamentos, trés repeti¢cdes e dez unidades amostrais por repeticdo. Aos
80 dias (dois sub-cultivos de 40 dias) foram avaliadas a taxa proliferativa e a distribui¢ao dos
brotos em duas diferentes classes de altura (0 a 1,50/ 1,51 a 3,0 cm).

Os meios de cultura utilizados nos experimentos sempre tiveram seu pH ajustado para
5,8, antes da autoclavagem a 121° C e 1 ATM durante 20 minutos nos biorreatores de
imersdo temporaria e 12 minutos no sistema convencional. As culturas foram mantidas em
sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 60+5%, e fotoperiodo
de 16 horas com intensidade luminosa de 100 pmol.m™.s” provenientes de lampadas
fluorescentes de 18 W.

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a analise de variancia e ao teste

de separacdo de média SNK (95%).

3.5. Aclimatizacio das culturas

Brotos de V. brusquensis e A. fasciata provenientes do sistema de cultivo in vitro em
BIT contendo meio de cultura MS suplementado com PBZ (0 e 2 uM) que apresentavam
altura entre 1,51 e 3,0 cm foram submetidas ao processo de aclimatizacdo em bandejas de
isopor com 72 células (120 cm’), contendo substrato composto por fertilizante organomineral
turfa fértil® (05-02-05) (50%) e casca de arroz carbonizada (50%). As bandejas foram
acondicionadas em caixas plasticas com tampa de vidro, sendo mantidas em sala de
crescimento com temperatura (25+ 2 °C) e luminosidade (fotoperiodo de 16 horas com
intensidade luminosa de 400 pmol.m™s™ - fitotron) controladas, com irrigagdo periddica
durante 30 dias, onde gradativamente, a tampa foi aberta até atingir 1/3 da parte superior da
caixa. Aos 30 dias as culturas foram transferidas para casa de vegetacdo com irrigacao
intermitente (nebulizagdo) e cobertura de sombrite (50%).

O experimento foi conduzido em um delineamento completamente casualizado,
constituido de quatro tratamentos, quatro repeti¢des e dez unidades amostrais por repeticao.
Aos 60 dias as culturas foram avaliadas quanto a taxa de sobrevivéncia, e aos 100 dias quanto
ao incremento em numero de folhas.

Por ocasido da aclimatizacao das culturas avaliou-se o numero de tricomas nas folhas
da espécie A. fasciata. As contagens foram realizadas em folhas da por¢do mediana dos brotos

em trés pontos distintos das folhas, com trés repeticdes e cinco unidades amostrais por
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repeticdo. O campo visual de contagem no microscopio o6tico (OLYMPUS CH30, ocular 10X
objetiva 10X — magnificacdo 100X) perfazia 2,54 mm?.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e ao teste de separacdo de
médias SNK.

Ao atingirem altura superior a 10 cm (em média aos 150 dias da aclimatizacdo) as
plantas foram transplantadas para vasos plasticos (1,5 litros) contendo substrato: terra
vermelha (25%), areia grossa (peneira 6) (25%) e fertilizante organomineral turfa fértil® (04-
14-08) (25%) e casca de arroz carbonizada (25%). Os vasos foram acondicionados em
bancadas da cole¢do de germoplasma sob condigdes de regas perioddicas, com cobertura de

sombrite 50%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Material Vegetal

4.1.1. Introducao in vitro

O inicio da germinagao das sementes foi observado aos 30 e 25 dias, prolongando-se
até 72 e 86 dias respectivamente para V.brusquensis e A. fasciata, respectivamente.

V.brusquensis apresentou um periodo de germinacdo de 42 dias, com 88,8% de
viabilidade das sementes, valor este que diferiu estatisticamente (SNK: a) daqueles obtidos
com A. fasciata que apresentou um periodo maior de germinacao (61 dias), porém mostrou
uma taxa menor de sobrevivéncia (84,3% - SNK: b).

As sementes de ambas as espécies foram coletadas na cole¢do de germoplasma de
bromélias do LFDGV/CCA/UFSC. O sistema de introdugdo in vitro utilizado mostrou-se
efetivo ja que comprova a propagacdo destas espécies fora do seu ambiente natural de
proliferacdo. Este aspecto ¢ particularmente importante para a V. brusquensis uma bromélia
endémica do vale do rio Itajai incluida na lista das espécies ameacadas de extingdo em SC
(KLEIN, 1990).

Outro fator relevante ¢ que a contaminagdo microbiologica ndo excedeu 5% nesta fase

do cultivo ressaltando a efetividade do protocolo de introdugao in vitro utilizado.

4.1.2. Multiplicacido das culturas
Aos 180 dias da fase de multiplicagao das culturas observaram-se taxas médias de

proliferacdo na ordem de 3,31 (SNK: b) e 4,36 (SNK: a) brotos/explante para V. brusquensis e
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A. fasciata, respectivamente. Apesar de A. fasciata apresentar uma menor viabilidade de
sementes seu potencial de regeneragdo apresentou-se maior do que V. brusquensis.

DAL VESCO et al., (2001a) obtiveram com a espécie A. fasciata uma taxa média de
multiplicagdo de 11,9 brotos/explante, em resposta ao meio de cultura MS suplementado com
2 uM de ANA ¢ 4 uM de BAP.Utilizando também ANA ¢ BAP, MERCIER & KERBAUY
(1993) observaram o desenvolvimento de brotos adventicios em Dyckia macedoi. Esses dois
reguladores de crescimento de plantas vém sendo utilizados com muita eficiéncia na inducao
de brotos adventicios de bromélias cultivadas in vitro (MERCIER & KERBAUY, 1997), e,
em conjunto com os sais de MS perfazem uma boa ferramenta para a multiplicagdo in vitro
desta familia. O ajuste das concentragdes dos fitorreguladores e tempos de cultivos ideais para
as diferentes espécies parece ainda um objeto de estudos mais aprofundados.

Os brotos gerados nesta fase de cultivo apresentaram praticamente 100% de
aproveitamento no ato de sua utilizagdo para os experimentos de micropropagacao massal, o
que confirma a efetividade do meio de cultura (MS) e dos fitorreguladores utilizados (ANA,

BAP), para a obten¢ao de brotos padrdes para a elaboragdo de experimentos.

4.2. Efeito do PBZ e sistema de cultivo na proliferacio in vitro de A. fasciata

Aos 80 dias da inoculacdo das culturas nos BIT e frascos do sistema convencional,
observou-se uma maior taxa média de proliferacao (38,42 brotos/explante) em meio de cultura
MS liquido suplementado com 6 uM de PBZ nos BIT. Esta taxa média de proliferagdo foi
estatisticamente superior (SNK 95%) a todos os demais tratamentos (Tabela 1).

Em todas as concentragcdes de PBZ (0 a 6 uM) adotadas no experimento, o sistema de
cultivo em BIT mostrou-se superior (Tabela 1), proporcionando uma taxa média de
proliferacdo de 28,17 brotos/explante, valor esse 56% superior a taxa média de proliferacao
no sistema convencional de cultivo in vitro em frascos de 300 mL.

Observou-se que a adicdo do PBZ ao meio de cultura liquido foi efetiva no aumento
da taxa proliferativa in vitro de A. fasciata (Figura 7), onde todas as concentragdes utilizadas
apresentaram taxas médias de proliferacdo superiores aos tratamentos sem este fitorregulador

(Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito do PBZ e do sistema de cultivo na taxa proliferativa in vitro e na concentragdo de
fenois totais em A.fasciata aos 80 dias de cultivo.

Fenois totais (ng/ul.) Proliferacio (brotos/explante)
PBZ(mM)/ Imersi I ~ I ~ I ~
Sistema de crsao mersao. PBZ mersao mersao. PBZ
. temporaria | estacionaria temporaria | estacionaria
Cultivo
0 12,13de 21,71c 16,92b 6,83d 4,89d 5,86b
2 10,59¢ 34,44a 22,52a 34,25b 20,44c 27,35a
4 13,02d 32,09b 22,56a 33,17b 21,89c 27,53a
6 11,15de 33,17ab 22,16a 38,42a 24,89c 31,65a
Sistema de | ) 55 30,35A 28,17A 18,03B
Cultivo
CV: 15,2% CV:14,9%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.
Comparagdes validas somente dentro de fenois totais ou proliferagao.

Na micropropagagio massal de abacaxi, a combinagio de BIT com ImlL.L" de PBZ
incrementou a taxa média de multiplicacao para 68,8 brotos/explante quando comparado ao
sistema convencional onde a taxa de proliferagdo foi de 11,1 brotos/explante. O PBZ
controlou o crescimento dos brotos e induziu a proliferacdo das gemas axilares (ESCALONA
et al., 1999).

Outro resultado consistente observado em relagdo ao PBZ, foi que 100% dos brotos
gerados no meio de cultura com este fitorregulador foram classificados na 1* classe de altura,
de 0 a 1,5 cm, diferentemente dos brotos gerados em meio de cultura isento deste
fitorregulador, onde a freqiiéncia média foi de 61% nesta mesma classe de altura de brotos
(Tabela 2). Estes resultados comprovam que a acdo antigiberelinica deste fitorregulador pode
melhorar a taxa proliferativa in vitro. Resultados semelhantes foram obtidos na propagacao de
culturas como cana-de-agucar (LORENZO et al., 1998, 2001), abacaxi (FEUSER et al., 2001;
ESCALONA et al., 1999), bromélias (Vriesea gigantea) (RECH FILHO et al., 2003b).

Tabela 2. Efeito do PBZ na freqiiéncia dos brotos de A.fasciata nas diferentes classes de altura aos 80
dias de cultivo nos sistemas de imersao temporaria (IT) e estacionaria (IE).

Classes de altura
PBZ (uM)| Sistema | 0-1,5cM | 1,51-3 cM
0 IT 60,83% | 39,17%
1IE 61,01% | 38,99%
5 IT 100% 0%
IE 100% 0%
4 IT 100% 0%
IE 100% 0%
6 IT 100% 0%
1IE 100% 0%
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O experimento de sub-cultivo dos brotos gerados revelou um maior potencial residual
de proliferagdo in vitro em meio de cultura MS suplementado com 2 uM de PBZ (Tabela 3),
onde foi obtida uma taxa média de proliferacdo na ordem de 6,68 brotos/explante/90 dias,
resultado estatisticamente superior as demais procedéncias. Ainda neste experimento, quando
avaliada a interacdo dos dados foi possivel observar que brotos procedentes de meio de
cultura MS suplementado com 2 uM de PBZ, cultivados em BIT foram os que apresentaram o
maior potencial regenerativo, apresentando uma taxa média de proliferacdo de 7,51

brotos/explante (Tabela 3 — Figura 7).

Tabela 3. Efeito residual do PBZ e do sistema de cultivo no sub-cultivo in vitro de A. fasciata em
meio de cultura MS basal durante 90 dias. Os dados indicam a proliferagdo em brotos/explante.

Sistema de cultivo (SC)
PBZ Imersio Imersio PBZ
(uM) | tempordria | Estacionaria
0 3,48cd 2,83d 3,15C
2 7,51a 5,85b 6,68A
4 4,13b 4,01b 4,08B
6 1,16e 1,19 1,18D
SC 4,07a 3,47b CV: 14,8%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

Num primeiro momento estes resultados geram um certo conflito, uma vez que,
inicialmente, as mais elevadas taxas de proliferacdo foram obtidas em meio de cultura
suplementado com 6 uM de PBZ, neste sub-cultivo o melhor potencial de proliferacao foi
obtido com 2 uM de PBZ. Entretanto, o experimento paralelo que avaliou a sobrevivéncia dos
brotos gerados nos BIT com diferentes concentracdes deste fitorregulador resolveu esta
aparente contradicdo, ja que a medida que os niveis de PBZ foram aumentados, a
porcentagem de sobrevivéncia dos brotos gerados diminuiu num sub-cultivo subseqiiente aos
BIT (Figura 2). O melhor modelo de regressdo para explicar este comportamento foi uma
regressdo linear (Figura 2) que demonstra justamente o declinio gradativo da sobrevivéncia.
Isso torna a suplementagdo com 2 uM de PBZ a melhor opgdo para multiplicagdo massal da
espécie.

Ainda avaliando os efeitos do PBZ em sub-cultivo subseqiiente foi possivel observar
um crescimento normal dos brotos gerados em meio de cultura MS isento de fitorreguladores.
Nesta ocasido verificou-se que os brotos gerados em todos os tratamentos, inclusive os
procedentes de PBZ, apresentavam mais de 70% dos brotos na segunda classe de altura (1,51

a 3,0 cm) (Tabela 4). Apesar da propor¢do de brotos ser maior nesta classe de altura em
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resposta aos tratamentos oriundos do meio de cultura isento de PBZ, os resultados indicam
um retorno gradativo ao metabolismo que conduz ao crescimento normal das culturas, sem a
necessidade da suplementacdo de outros fitorreguladores como o AGs, que exerceria um

efeito inverso ao do PBZ, inibindo seu efeito.
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Figura 2. Efeito do PBZ na sobrevivéncia de brotos de A.fasciata gerados em BIT, aos 90 dias de sub-
cultivo convencional em meio de cultura MS isento de fitorreguladores.

Outro aspecto bastante interessante observado referente ao sub-cultivo, foi que na rota
do melhor tratamento obtido, ou seja, nos brotos oriundos dos BIT contendo meio de cultura
MS liquido suplementado com 2 uM de PBZ, 80% dos brotos apresentaram altura entre 1,51
e 3 cm, estando aptos a aclimatizagao (Tabela 4, Figura 7). Este resultado define esta rota para
propagacdo massal in vitro desta espécie como parte integrante de um protocolo de
regeneracao para esta espécie.

Na avaliagdo de fendis totais excretados para o meio de cultura pode ser observado
que nos BIT contendo meio de cultura suplementado com 2 uM de PBZ foi encontrada a
menor concentragdo entre todos os tratamentos (10,59 ng/uL) (Tabela 1). Acidos fendlicos
sdo intermedidrios e precursores de varias etapas do metabolismo vegetal. Estes compostos
estdo envolvidos na regulacdo de crescimento de plantas, diferenciacdo celular e
organogénese. A concentracdo dos fendis ¢ constantemente afetada por fatores internos e
externos (LORENZO et al.,, 2001).

A concentracdo de fenois encontrada no sistema convencional de cultivo (30,35

ng/ul) foi 2,6 vezes maior do que nos BIT (11,73 ng/ul). Isto indica que a redugdo de
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excrecao de fenois nos BIT pode estar relacionada com o alto potencial regenerativo obtido

neste sistema de micropropagacao massal de brotos de bromélias.

Tabela 4. Efeito residual do PBZ e sistemas de cultivo em imersao temporaria (IT) e estacionaria (IE)
na freqiiéncia de brotos de A.fasciata nas diferentes classes de altura, aos 90 dias de cultivo em meio
de cultura MS isento de fitorreguladores. Os dados indicam a proliferagdo em brotos/explante e sua
respectiva porcentagem.

Classes de altura
PBZ | . 0-1,5 cM 1,51-3 cM
Sistema
(1M) Brotos/explante, % PBZ | Sistema [Brotos/explante % PBZ | Sistema
0 IT 0,33c 9,35 0.43C 0,79a 3,15¢ 90,65 2738 3,28a
IE 0,53c 18,58 0,88a 2,3c 81,42 2,59b
5 IT 1,50a 19,97 1.58A 6,01a 80,03 5,10
IE 1,66a 28,42 4,19b 71,58
4 IT 1,04b 25,08 1.03B 3,10c 74,92 3.04B CV;
IE 1,03b 25,54 2,99¢ 74,46 18,7%
6 IT 0,29c 24,73 0.29C 0,88d 75,27 0.88C
IE 0,30c 25,26 0,89d 74,74

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenga estatistica (SNK, 95%) entre as médias.
Valido para cada classe de altura.

Alguns estudos demonstram que a maxima proliferagdo de células e tecidos encontra-
se associada a baixas concentracdes de fendis; outros, contudo, sugerem o contrario
(LORENZO et al.,, 2001). LEGRAND & BOUAZZA (1991) descreveram um aumento na
formacao de brotos de Chicorium intybus associado com um baixo contetido fenolico. Por
outro lado, HERMAN (1991) observou que alta producdo de acido chiquimico estava
positivamente correlacionada com a formagdo de brotos em Pinus silvestris, € que baixos
niveis deste acido estavam associados com uma baixa atividade metabolica e senescéncia. Em
seu trabalho com a cana-de-aciicar LORENZO et al. (2001) demonstram que a cultura in vitro
desta espécie estd mais relacionada a este segundo grupo, onde os fatores promotores da
proliferacao de brotos in vitro (BIT, maior quantidade de meio por explante e PBZ — 1 mg.L"
") também promoveram uma maior excrecdo fenolica para o meio de cultura.

A bromélia 4. fasciata pareceu estar mais associada ao primeiro grupo, ou seja, a
melhor taxa de multiplicagdo massal esteve associada a menor taxa de excre¢do de fenois para
o meio de cultura.

As concentragdes de fenodis no meio de cultura sdo influenciadas pelo estagio de
multiplicagdo das culturas, bem como pela quantidade de meio de cultura por explante
(LORENZO et al. 2001). Assim o proximo experimento com A. fasciata tentou dar suporte as

idéias formadas até aqui, elucidando melhor o comportamento da espécie a estes compostos.
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4.3. Efeito do volume e renovacio do meio de cultura na proliferacio in vitro de
A.fasciata

Ao longo das avalia¢des de proliferagdo e fenois excretados para o meio de cultura foi
possivel verificar uma maior taxa proliferativa (34,27 brotos/explante) nas culturas que
permaneceram 60 dias em meio de cultura MS suplementado com 2 uM de PBZ e
simultaneamente sub-cultivadas para meio MS isento de fitorreguladores, em BIT, com uma
relagdo de 16 mL de meio de cultura/explante.

A taxa média de proliferacdo obtida nas culturas que permaneceram 90 dias em meio
de cultura suplementado com 2 uM de PBZ (33,8 brotos/explante) ndo foi estatisticamente
diferente daquela resultante do sub cultivo aos 60 dias. Entretanto, a quantidade de fenois
excretada para o meio de cultura foi significativamente superior (Tabela 5).

Os dados obtidos neste experimento demonstram que quanto maior o tempo de
permanéncia das culturas em meio cultura liquido, suplementado ou nao com PBZ, maior foi
a excrecao de fendis para o meio de cultura (Tabela 5).

As culturas submetidas a um volume de meio de cultura de 8 ml/explante nos BIT, ou
entdo ao sistema convencional de propaga¢do com 16 ml de meio de cultura/explante,
apresentaram uma menor taxa proliferativa (15,79 e 11,04 brotos/explante/90 dias,
respectivamente) € uma maior concentracdo de fendis totais no meio de cultura (26,26 e
23,63 ng/uL, respectivamente) em relagdo aos tratamentos dos BIT que continham 16 mL de
meio de cultura/explante. Nestes, observou-se uma taxa media de proliferagdo de 19,7

brotos/explante/90 dias e uma concentracao de fenois de 18,61 ng/ul (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito do PBZ, renovacdo de meio de cultura e volume de meio/explante na taxa
proliferativa (PL) (brotos/explante) e fenois totais (FT) (ng/uL) no cultivo in vitro de A.fasciata.

Sistema de cultivo (Imersao)
PBZ Su!)- Temporaria Estacionaria PBZ Sub-culfivo
(M) cul‘tlvo 16mL (A) 8mL (B) 16mL (C)
(dias) | pr, FT PL | FT | PL FT PL | FT | PL | FT
30 6,03g | 11,86gh | 3,6h | 6,82i | 3,10h | 14,61fg 11,98b| 11,64¢
0 60 7.87f | 10,88h | 6,23g | 17,02f| 4,33h | 16,95f | 4,53B | 18,09B |15,39a| 22.16b
90 8,03f | 22,23e | 5,0g |3562c| 59g | 25,03d 15,81a| 35,29a
30 28,2b | 12,08¢gh | 21,0c | 6,53i | 16,63e| 16,73f fo\%
2 60 34,27a | 12,92gh | 28,57b | 40,73b | 17,8ed | 33,29¢ |24,25A|27,97TA
90 33,8a | 41,67b |29,57b|50,83a | 18,47d | 35,15¢ PL FT
Volume de meio| 19,7a | 18,61b |15,79ab| 26,26a | 11,04b | 23,63a 18,9% | 30,5%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias. As
médias indicam comparacao dentro de PL ou FT, e nio entre eles.
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Esses dados revelaram que existe uma certa correlagdo entre a concentracao de fendis
no meio de cultura e a taxa proliferativa in vitro. Os tratamentos com menor volume de meio
por explante acabaram apresentando uma maior concentragdo de fendis e menor taxa
proliferativa. Apesar da quantidade de meio de cultura por explante ser o mesmo em alguns
tratamentos dos BIT e sistema convencional, os BIT apresentaram-se superiores, diminuindo
a concentracdo de fendis no meio e aumentando a taxa proliferativa (Tabela 5).

Estes resultados indicam que no sistema de imersdo temporaria existe uma renovacao
de atmosfera gasosa. Esta renovagdo juntamente com a agitagdo do meio de cultura causada
pelo acionamento periddico do sistema, aparentemente reduz a concentragdo de compostos
fendlicos que parecem ser prejudiciais a micropropagagao das bromelidceas.

O PBZ (2 uM) foi outro fator que influenciou nos resultados, proporcionando uma
maior (SNK, 95%) excrecdo de fendis para o meio de cultura (27,97 ng/uL) frente aos meio
isentos (18,09 ng/uL). Contudo, o PBZ aumentou a proliferagdo das culturas, proporcionando
uma taxa média proliferativa (24,25 brotos/explante) superior (SNK, 95%) ao meio ndo
suplementado (4,53 brotos/explante). Como a quantidade de brotos gerados em meios
suplementados com este fitorregulador foi 5,35 vezes maior do que em meios isentos, a
quantidade de meio por propagulo gerado tornou-se menor ¢ isto é um forte indicador do
aumento destes fenois no meio de cultura.

Ainda buscando explicagdes para a questdo de no experimento anterior, onde as
culturas que estavam em niveis maiores de PBZ (4 e 6 uM) apresentaram necrose e morte de
brotos em sub-cultivo posterior, observou-se que ndo s6 o aumento da concentra¢do, mas
também o tempo de sub-cultivo interferiram na consolida¢do de um protocolo regenerativo de
bromélias.

LORENZO et al., (2001) observaram que os BIT, a maior quantidade de meio de
cultura/explante e o PBZ proporcionaram uma maior excre¢do de fenodis para o meio de
cultura e uma conseqiiente maior formagio de brotos. O Acido Galico foi o composto
predominante, e seu papel esta ligado principalmente a protecdo do AIA e a promogdo da
formacao de brotos via modo de agdo desta auxina.

O PBZ ¢ uma mistura de enatiomeros 2R,3R com influéncia primdria na sintese do
esterol, e de enantiomeros 2S,3S com influéncia primdaria na sintese de giberelina (Smith et
al., 1990). Os enantiomeros 2R,3R inibem o citocromo P-450 dependente na reagdo de mono-
oxigenase na biossintese do esterol, enquanto os outros enatiomeros 2S,3S inibem outro

citocromo P-450 enzima dependente, ent-kaureno oxidase, a qual cataliza a oxidagdo de ent-
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kaureno para acido ent-kaurendico no caminho que conduz a sintese das giberelinas
(ROBERTS & MATTHEWS, 1995).

A acdo proposta para os enantiomeros 2S,3S parece ser bastante convincente,
principalmente porque os efeitos morfologicos causados por este fitorregulador sdo bem
visiveis em bromélias cultivadas in vitro (Figura 7). Geralmente ele promove uma diminui¢ao
no crescimento e as reservas poderiam ser direcionadas para as gemas axilares, promovendo
um aumento na taxa proliferativa in vitro.

ROBERTS & MATTHEWS (1995), trabalhando com a preparacdo in vitro do
crisantemo para transplante no solo, separam os dois enantiomeros € demonstraram que a
perda de 4gua por unidade de area foliar foi menor no tratamento com os enantiomeros 2S,3S,
seguido pelo PBZ integral, enantiomeros 2R,3R e, finalmente, o tratamento de controle. Além
disso, a distancia dos entrends foi significativamente menor no tratamento com os
enantiomeros 2S,3S.

Dos 20 aos 30 dias observou-se o inicio da multiplicacao das culturas; dos 50 aos 65
dias a plena multiplicagdo, e a partir dos 75 dias ocorreu praticamente uma estabilizacdo das
culturas, com uma diminuicdo drastica na velocidade de multiplicagdo e escurecimento
gradativo do meio de cultura dos tratamentos ndo sub-cultivados.

O escurecimento do meio de cultura no sub-cultivo de 90 dias est4 correlacionado com
uma maior quantidade de fen6is no meio de cultura, e, juntamente com a diminui¢do na
velocidade de multiplicacdo das culturas, evidencia que o sub-cultivo com 60 dias consolida-
se como o melhor resultado para a propagacao massal da espécie, ja que a partir dai o meio de
cultura em questdo parece nao ser mais efetivo no crescimento e desenvolvimento das
culturas.

Isolando o melhor sistema de cultivo (BIT com 16 mL de meio/explante) e avaliando a
excrecdo de fenois para o meio de cultura, observou-se que quanto maior o tempo, maior a
quantidade de fendis excretados, principalmente no ter¢o final dos tempos avaliados no
experimento em questdo (Figura 3). Os niveis alcangados aos 30 dias foram praticamente os
mesmos dos 60 dias, ndo diferindo estatisticamente; ja aos 90 dias os niveis encontrados
foram 2,7 vezes maiores. Uma regressao linear comprova esta tendéncia de comportamento
(Figura 3). Ao mesmo tempo, observou-se na regeneragao de brotos que a medida que
aumenta o tempo de cultivo a taxa de proliferagdo tende a diminuir. Uma regressao
polinomial de segunda ordem comprova esta tendéncia de comportamento da espécie frente
aos diferentes tempos de cultivo (Figura 3). Assim, consolida-se o sub-cultivo 60 dias como

melhor opg¢ao para a propagacao desta espécie.
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Figura 3. Efeito do tempo de sub-cultivo na excre¢do de fendis (ng/ul) para o meio de cultura na
micropropagacgdo de A4. fasciata em BIT, contendo 16 mL de meio de cultura/explante.

Novamente, como a exemplo do experimento anterior 100% dos brotos gerados com
PBZ foram classificados na classe de altura de 0 a 1,5 cm, diferente dos brotos gerados sem a
presenca deste fitorregulador onde a freqiiéncia média foi de 56,91% nesta mesma classe de
altura de brotos (Tabela 6). Estes resultados comprovam a agdo antigiberelinica deste
fitorregulador, efeito de facil visualizagdo quando se comparam culturas suplementadas ou
nao com PBZ (Figura 7).

Os efeitos de reducdo na altura e tamanho geral das plantas poderiam ser atribuidos a
inibi¢do da sintese de giberelinas proporcionada pelo PBZ. Estes efeitos foram relatados para
culturas como cana-de-agticar (LORENZO et al., 1998, 2001), abacaxi (FEUSER et al., 2001;
ESCALONA et al., 1999), bromélias (V. gigantea e V. reitzii) (RECH FILHO et al., 2003b;
2003a). Entretanto, BAI & CHANEY (2001) revelam que estes efeitos podem estar
associados a um ineficiente metabolismo promovido pelo retardante, onde uma menor taxa
respiratoria em plantas tratadas poderia conduzir a uma diminui¢do do ATP disponivel para o
metabolismo e crescimento.

BAI & CHANEY (2001) propuseram que o PBZ pode ter efeito sobre o Fe da
citocromo oxidase no caminho respiratdrio da mitocondria, da mesma maneira que atuaria
sobre enzimas dependentes do citocromo P45y na sintese de giberelinas. Além disso, a
oxidagdo do NADH também ¢ dependente de uma proteina Fe/S e P4s9. Observou-se que o
PBZ teve efeitos de estimulagdo (menores concentragdes) e redugdo (maiores concentragdes)

em ambas, oxidacdo de NADH e reducao do citocromo c.
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Tabela 6. Efeito do PBZ, sub-cultivo ¢ volume de meio/explante na porcentagem de freqiiéncia de
brotos na classe de altura de 0 a 1,5 cm na micropropagacdo in vitro de A. fasciata nos sistema de
cultivo em imersao temporaria e estacionaria. Os dados expressam porcentagem.

Sistemas de cultivo (Imersao)
PBZ | Sub-cultivo Temporéria Estaciondria PBZ Sub-cultivo
16 mL 8 mL 8 mL

30 69,48b 53,08b 54,26b 79.47a

0 60 47,14b 50,26b 55,88¢c 56,91B 75.55a
90 58,82b 60,29b 63,02b 80.36a
30 100,00a 100,00a 100,00a

2 60 100,00a 100,00a 100,00a 100,00A
90 100,00a 100,00a 100,00a

Volume de meio 79,24a 77,27a 78,86a CV:12,90%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

Os principais inibidores conhecidos no caminho de transporte de elétrons sao CO,
KCN e NaNj, os quais se ligam ao Fe da citocromo ¢ oxidase. O paclobutrazol também
reduziu a atividade da citocromo ¢ oxidase, contudo o modo de a¢do ou a posi¢ao de ligacao
ndo estdo especificamente determinados (BAI & CHANEY, 2001). Os autores sugerem que
os retardantes atuam de maneira similar aos inibidores conhecidos.

Tudo isto nos leva inferir que muitos trabalhos ainda devem ser feitos na busca de
formulagdes especificas, como demonstra o caso do PBZ, que apesar de proporcionar
excelentes resultados de multiplicagdo in vitro de bromélias ainda pode ser bastante
explorado. Todavia, este trabalho consolida-se como componente de um protocolo
regenerativo para a espécie A.fasciata, que serd especificado no final deste capitulo.

Trabalhos futuros poderiam avaliar os efeitos do PBZ; 2R, 3R e 2S, 3S enantiomeros,
separadamente. A adi¢do dos compostos detectados na mesma concentracdo ao sistema de
cultivo pode também ser uma linha de pesquisa interessante. Além disso, a quantificacao de
compostos em diferentes niveis de PBZ e diferentes tempos de cultivo poderd ser

aperfeicoada.

4.4. Efeito do PBZ e sistema de cultivo na proliferacio in vitro de V.brusquensis

A avaliacdo da taxa proliferativa das culturas aos 95 dias de cultivo revelou que o PBZ
(2 uM) foi efetivo na multiplicagdo da espécie, proporcionando uma taxa média de
proliferacdo na ordem de 11,92 brotos/explante, resultado este estatisticamente superior a

todos as demais concentracdes utilizadas no experimento (Tabela 7 — Figura 8).
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Os resultados obtidos revelaram que até 2 uM de PBZ a taxa proliferativa aumentou, e
em concentra¢des maiores (3 a 5 uM) declinou gradativamente. Uma regressao polinomial de
segunda ordem (Figura 4) comprova o comportamento da proliferacdo frente as diferentes
concentragdes utilizadas no experimento. Pode-se observar que na concentragdo de 5 uM o
PBZ foi menos efetivo do que no tratamento isento deste fitorregulador, indicando uma

possivel toxicidade acima deste nivel.

Tabela 7. Efeito do PBZ e sistema de cultivo na proliferacdo in vitro de V. brusquensis aos 95 dias de
cultivo nos sistemas de cultivo em imerséo temporaria e estacionaria.

Sistema de cultivo (SC)
PBZ (uM) |Imersio temporaria|Imersio estaciondria| PBZ
0 3,73d 3,77d 3,75C
1 10,33b 9,5b 9,92B
2 14,53a 9,30b 11,92A
3 10,6b 7,87¢ 9,23B
4 3,87d 3,77d 3,82C
5 3,67d 2,47d 2,97C
SC 7,76a 6,11b CV:17,1%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.
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Figura 4. Efeito do PBZ na proliferagdo in vitro de V. brusquensis.

O sistema de cultivo em BIT mostrou-se efetivo para a multiplicagdo da espécie V.
brusquensis, proporcionando uma taxa média de proliferacio na ordem de 7,76
brotos/explante, estatisticamente superior ao sistema convencional que apresentou uma taxa

média de 6,11 brotos/explante aos 95 dias de cultivo (Tabela 7 — Figura 8).
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Segundo GEORGE (1993), os biorreatores, em geral, tém sido uma opg¢ao fortemente
considerada quando se deseja aumentar a taxa de multiplicagcao, bem como diminuir o custo
de produgdo de mudas origindrias de embrides somadticos, suspensdes celulares ou orgaos
inteiros, uma vez que nao ¢ necessaria a freqiiente transferéncia dos explantes como no
sistema tradicional. Este método baseia-se no principio de que as plantas se desenvolvem
melhor e mais rapidamente quando cultivadas em intervalos regulares de imersao em meio
liquido seguido de drenagem. O maior contato das plantas com o meio de cultura aumenta,
consideravelmente, a sua absor¢do, uma vez que os nutrientes podem ser absorvidos pelas
folhas, caules e raizes. Em tese, as plantas absorvem mais nutrientes no sistema de imersao do
que no tradicional, e conseqlientemente, produzem mais biomassa.

Na interacdo dos dados de suplementacdo de PBZ com sistemas de cultivo, observou-
se como melhor tratamento o sistema de cultivo em BIT contendo meio de cultura MS liquido
suplementado com 2 uM de PBZ, o qual apresentou uma taxa proliferativa na ordem de 14,53
brotos/explante, resultado este estatisticamente superior a todos os demais tratamentos
(Tabela 7).

A avaliagdo da freqiiéncia dos brotos gerados nas diferentes classes de altura revelou,
a exemplo do experimento com A. fasciata, que a grande maioria dos brotos gerados com o
PBZ foram classificados na 1 classe de altura, de 0 a 1,5 cm (Tabela 8), inclusive acima da
concentragao de 2 uM 100% dos brotos gerados apresentavam-se nesta classe.

Os resultados obtidos reforcam que a agdo antigiberelinica do PBZ pode melhorar a
taxa proliferativa in vitro, ja4 que o mesmo proporcionou uma reducdo no crescimento em
altura dos brotos e uma conseqiiente indugdo nas gemas axilares, aumentando a proliferagao
in vitro de V. brusquensis. Resultados semelhantes foram obtidos na propagagdo de outras
bromeliaceas como V. gigantea (RECH FILHO et al., 2003b), V. reitzii (RECH FILHO et al.,
2003a) e abacaxi (FEUSER et al., 2001).

A micropropagacdo de bananeiras variedade “Terra” em BIT, apresentou maior
eficiéncia na producdo de biomassa, maior numero de brotos viaveis a aclimatacdo e maior
crescimento dos explantes quando comparado com o sistema tradicional (LEMOS et al,
2001). TEISSON & ALVARD (1995) relataram melhores taxas de proliferagao e um aumento
no peso seco de brotos, quando cultivares de banana foram submetidos ao sistema de cultivo

in vitro em biorreatores de imersdo temporaria.
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Tabela 8. Efeito do PBZ e sistema de cultivo na freqiiéncia (%) e proliferacao (PL) dos brotos de V.
brusquensis nas diferentes classes de altura, aos 95 dias de cultivo nos sistemas de imersdo temporaria
(IT) e estacionaria (IE).

Classes de altura
0-1,5 cm 1,51-3 cm
PBZ . . .
M) Sistema PL % PBZ Sistema PL % PBZ Sistema
0 1T 3,07d 82,3 3.03C 7,62a 0,66a 17,7 0.72A 0,13a
1IE 3,00d 79,6 5,93b 0,76a 20,2 0,17b
1 IT 10,20b 98,7 9.70B 0,13b 1,3 0.22B
1IE 9,20b 96,8 0,30b 3,2
5 1T 14,53a 100,0 11,924 0,00b 0,0 0.00C
IE 9,30b 100,0 0,00b 0,0
3 1T 10,6b 100,0 9.23B CVO: 0,00b 0,0 0.00C
1IE 7,.87¢ 100,0 17,5% 0,00b 0,0
4 IT 3,87d 100,0 3.82C 0,00b 0,0 0.00C
1IE 3,77d 100,0 0,00b 0,0
5 1T 3,47d 100,0 2.97C 0,00b 0,0 0.00C
IE 2,47d 100,0 0,00b 0,0

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

LORENZO et al. (1998) trabalhando com a multiplicagdo da cana-de-agiicar em
biorreatores de imersao temporaria, obtiveram uma melhor taxa de multiplicagdo (57,8 brotos)
com o uso de 3,4 uM de PBZ. Em bromélias, DAQUINTA et al., (1999) relataram um
aumento na taxa de multiplicagdo de brotos de A. blumenavii, Cryptanthus bromelioides e
Neoregelia carolinae apds 60 dias de cultivo em imersdo temporaria, com uso de ANA, BAP
e PBZ.

O experimento de avaliagao do efeito residual do PBZ revelou, também a exemplo da
espécie A. fasciata, que quando as culturas foram sub-cultivadas para meio de cultura isento
de fitorreguladores apds serem submetidas a uma bateria de multiplicagdo em PBZ,
retornaram ao seu estado normal de crescimento e desenvolvimento gradativamente, sem a
necessidade da suplementacao de outros fitorreguladores que reconstituam o metabolismo
normal.

Neste caso, aos 80 dias de sub-cultivo em meio de cultura MS isento de
fitorreguladores, as culturas provenientes dos BIT contendo meio de cultura MS
suplementado com 2 uM de PBZ praticamente equipararam a porcentagem de brotos na
classe de altura de 1,51 a 3 cm as culturas oriundas de meio isento. Assim, 88,08% das
culturas provenientes de meio isento e 87,71% das culturas provenientes de meio

suplementado com PBZ, apresentavam-se aptas processo de aclimatizacdo (Tabela 9 — Figura

8).
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Tabela 9. Efeito residual do PBZ e BIT na proliferagao total e nas diferentes classes de altura no sub-
cultivo in vitro de V. brusquensis em meio de cultura MS isento de fitorreguladores.

PBZ Proliferacio
(uM) total 0-1,5 cm % 1,51-3 cm %
0 1,93b 0,23b 11,92 1,70b 88,08
2 4,07a 0,50a 12,29 3,57a 87,71
CV:15,3%

OBS: Letras diferentes indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias na mesma coluna.

FEUSER et al, (2001) observaram que apesar do PBZ aumentar a taxa de
multiplicagdo do abacaxizeiro, foi necessario adicionar-se AG; ao meio de cultura para
estimular o alongamento das brotagoes.

O PBZ imprimiu um efeito residual no sub-cultivo, proporcionando uma taxa média
de proliferacdo de 4,07 brotos/explante/80 dias, superior (SNK, 95%) as culturas procedentes
de meio de cultura MS isento que apresentaram uma taxa média proliferativa de 1,93
brotos/explante/ 80 dias (Tabela 9). Apesar do efeito residual ter imprimido uma maior taxa
proliferativa (2,11 maior), a equiparacdo da porcentagem dos brotos na classe apta a
aclimatizacdo ocorreu no mesmo tempo de cultivo (Tabela 9). Esta ¢ mais uma evidéncia de
que as culturas obtidas em meio com PBZ ndo necessitam de adigdo de outros
fitorreguladores para retornaram ao crescimento normal, ou seja, a reversao do efeito
antigiberelinico ocorre gradativamente em meio de cultura isento de fitorreguladores, onde as
culturas se tornam aptas a aclimatizagdo normalmente.

Apesar de ndo terem sido elaborados e conduzidos experimentos referentes a
porcentagem de sobrevivéncia das culturas ao longo dos sub-cultivos posteriores ao
experimento com PBZ, as culturas foram mantidas em meio de cultura MS isento de
fitorreguladores, onde entdo se observou que a partir da concentragdo de 4 uM parte das
culturas apresentou necrose e senescéncia cerca de 100 dias apds o sub-cultivo. Nas culturas
provenientes da suplementacdo a partir do que 4 uM de PBZ, observou-se também um
escurecimento no meio de cultura. Isso sugere a presenga de compostos fenolicos prejudiciais
ao desenvolvimento das culturas, como no caso de 4. fasciata.

Os resultados obtidos permitiram definir as fases de multiplicagao massal e preparacao
das culturas para aclimatizagdo como componentes de um protocolo de micropropagagao para

a espécie a ser detalhado no final do capitulo.
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4.5. Aclimatizacao das culturas

Aos 60 dias da aclimatizagdo das culturas de V. brusquensis e A. fasciata, quando
estas ja haviam passado por uma fase de 30 dias em sala de crescimento com temperatura,
luminosidade e irrigacdo controladas, mais 30 dias em casa de vegetacdo com sombrite (50%)
e irrigagdo controlada, observou-se uma taxa de sobrevivéncia de 100% em brotos oriundos
da micropropagacao massal em BIT contendo meio de cultura MS suplementado com PBZ (2
uM), com sub-cultivo subseqiiente em meio MS isento de fitorreguladores.

O PBZ teve efeito positivo na aclimatizagdo das duas espécies, ja que brotos gerados
em meio de cultura sem este fitorregulador apresentaram uma taxa média menor (76,25% -
SNK, 95%) de sobrevivéncia (Tabela 10 — Figuras 7 ¢ 8).

ESCALONA et al,(1999) utilizando também BIT e PBZ na multiplicagdo do abacaxi,

obtiveram 78,9% de plantulas competentes para a adaptacao e 63,6% de sobrevivéncia.

Tabela 10. Efeito do PBZ sobre o incremento de folhas e a sobrevivéncia de brotos de V. brusquensis
e A. fasciata gerados em BIT.

, . Procedéncia cA o
Espécie PBZ (M) Sobrevivéncia (%) Incremento de folhas (nr)
V.brusquensis 0 77,55 87,5A 76,23 1,88b 2,15B | 210b
2 100,0a 100,0a | 2,43ab 2,73a
. 0 75,0b CV: 2,35ab CV:
A.fasciata 3 100,02 88,75A 7.6% 3.03a 2,69A 19.8%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.
Comparagdes validas dentro de sobrevivéncia ou incremento de folhas.

Os efeitos benéficos do PBZ, em relagdo a aclimatizagdo, ou seja, em melhorar a
resisténcia a dessecagdao vem sendo atribuidos a uma redugdo na relagao peso fresco/seco dos
brotos, um incremento na serosidade por unidade de area foliar, um melhoramento na
habilidade do fechamento dos estdmatos em resposta ao estres hidrico, além do encurtamento
e engrossamento das raizes (ROBERTS & MATTHEWS , 1995; PODWYSZYNSKA, 1997).

Estudos mostraram que o PBZ presente no meio de enraizamento em maca,
crisdntemo, rosa e beterraba, melhorou a sobrevivéncia apos o transplante. Além disso, 0 PBZ
reduziu a hiperidricidade aumentando a concentra¢do de clorofila em tecidos foliares e
promoveu a formagao de raizes (PODWYSZYNSKA, 1997).

Os dados revelaram também que o PBZ promoveu um maior (SNK, 95%) incremento
no numero de folhas, onde brotos oriundos de meios contendo este fitorregulador
apresentaram um incremento médio de 2,73 folhas/broto aos 100 dias da aclimatizagao

(Tabela 10).
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Plantas jovens de macga tratadas com PBZ tiveram maior resisténcia a seca do que
aquelas sem a presenca do fitorregulador nos tratamentos. As plantas tratadas com PBZ
tiveram uma diminuicdo no potencial de reducdo de adgua na folha e uma menor senescéncia
foliar e morte (ZHU et al., 2004).

A avaliagdo dos tricomas em A. fasciata revelou que os brotos que haviam sido
cultivados em meio de cultura contendo PBZ nos BIT, apresentaram um maior nimero (SNK,
95%) destas estruturas (13,72a tricomas/mm”) em relagio aos brotos oriundos de meio de
cultura isento deste fitorregulador (9,33b tricomas/mm?) (Letras diferentes indicam a
diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias - CV: 16,04%).

Bromelidceas possuem em sua superficie foliar tricomas, também referidos por
escamas petaladas ou foliares. Essas estruturas conferem as plantas capacidade singular de
absor¢do de dgua e nutrientes, at¢ mesmo do ar. Isso alerta para o cuidado quanto ao uso de
defensivos quimicos e adubos (PAULA, 2000). Os pélos escamosos encontrados nas folhas
das bromélias, sao responsdveis pela alimentacdo, absorvendo a agua e, com ela as
substancias nutritivas em solu¢ao (Reitz, 1983).

Os tricomas funcionam como valvulas dissipadoras de energia, alternadamente
hidratando e protegendo contra perda de agua, excesso de luz e calor. Na maioria das
bromélias os tricomas foliares influenciam o controle de energia, recep¢dao luminosa e
retencdo de d4gua. Em espécies mais especializadas eles mediam a absor¢do de dgua e nutricao
mineral (BENZING, 2000).

Em A. fasciata, a maior presenga de tricomas em culturas que haviam sido
suplementadas com PBZ (Figura 7) pode ter facilitado o processo de aclimatiza¢ao dos
brotos, contribuindo para melhor sobrevivéncia e incremento de folhas em relagdo as culturas
ndo suplementadas com esse fitorregulador.

Tricomas foliares funcionam sob uma condi¢do variada de ambientes, ¢ sua estrutura e
fun¢do variam de acordo com circunstancias especificas. Estas estruturas nas bases das folhas
ficam continuamente imersas em fluidos nutritivos. No extremo oposto sem a degradagdo da
biomassa, solo ou produto das formigas estes tricomas sustentam centenas de espécies, na
maioria rupicolas e epifitas. Em A. bracteata foram adicionados aminoécidos e albumina
bovina nos tanques das plantas, e estas substancias diminuiram com o tempo na solugao

aquosa do tanque (BENZING, 2000).
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4.6. Os protocolos regenerativos

Um dos principais pré-requisitos para a producdo massal de plantas em escala
comercial ¢ a obtenc¢do répida de material vegetal de alta qualidade e facil adaptacdo a campo.
Nos ultimos anos os BIT vem surgindo como ferramentas chaves no processo de produgdo
massal de mudas (MCALISTER et al. 2002; CATIE, 2003; MURCH et al, 2004).

Neste sentido o trabalho com as bromelidceas A. fasciata e V. brusquensis atingiu o
objetivo proposto, consolidando protocolos de micropropagacdo massal para as duas espécies

em questao(Figuras 5 e 6).



i
Planta Matriz y Subcultivo em MS + 2uM ANA
+4uM BAP — 120 dias
Germinagao in vitro MS — 60 dias
MS basal — 100 dias (4,36 brotos/explante)

Aclimatizagao i i i i ‘

turfa fértil® (05-02-05) (50%) + Subcultivo

casca de arroz carbonizada (50%) MS basal - 90 dias

100 dias — 100% de Sobrevivéncia (7!51 brutoslexplante) Multiplicagéo massal (BIT)
Incremento: 3,0 folhas/planta 80% para aclimatizagio MS + 2uM PBZ — 80 dias

(34,2 brotosfexplante)

Potencial do sistema: 1 semente em 550 dias pode gerar 895 plantas aclimatizadas

Figura 5. Protocolo de micropropagagdo massal para Adechmea fasciata.

—_—
y Subcultivo em MS + 2uM ANA
+4pM BAP — 120 dias
Germinagao in vitro MS - 60 dias
MS basal — 100 dias {3,31 brotos/explante)
-+
Aclimatizagao i i i i ‘
turfa fértil® (05-02-05) (50%) + Subcultivo v
casca de arroz carbonizada (50%) MS basal - 80 dias !
100 dias - 100% de SobreviVéncia (4,07 brotoslexplante) Multiplicagéo massal (BIT)
Incremento: 2,43 folhas/planta 87% para aclimatizagio MS + 2uM PBZ — 95 dias

(14,53 brotosf/explante)

Potencial do sistema: 1 semente em 555 dias pode gerar 170 plantas aclimatizadas

Figura 6. Protocolo de micropropagagdo massal para Vriesea brusquensis.
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Figura 7. Micropropagacdo de Aechmea fasciata. A. Planta matriz. B. Brotos
gerados em BIT contendo meio MS isento de fitorreguladores aos 80 dias. C. Brotos
gerados em BIT contendo meio de cultura MS suplementado com 2 pM de PBZ aos
80 dias. D. Brotos gerados em BIT contendo meio de cultura MS suplementado com
2 UM de PBZ durante 60 dias + sub-cultivo em meio MS isento de fitorreguladores
durante 30 dias. E. Brotos oriundos de C + 90 dias de cultivo em meio MS isento de
fitorreguladores. F. Tricoma de E. G. Planta aclimatizada aos 100 dias, oriunda da
rota C-E. Bar.:1cm.
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Figura 8. Micropropagacdo de Vriesea brusquensis. A. Planta matriz. B. Brotos
gerados em BIT contendo meio de cultura MS suplementado com 2 UM de PBZ. C.
Brotos oriundos de B aos 40 dias de sub-cultivo em meio MS isento de
fitorreguladores. D. Brotos oriundos de B aos 80 dias de sub-cultivo em meio MS
isento de fitorreguladores. E. Aclimatizagdo das culturas aos 100 dias, plantas
oriundas da rota B-C-D. Bar.: 1cm.
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5. CONCLUSOES

a)

b)

d)

O sistema de estabelecimento in vitro através da germinacao asséptica de sementes em
meio de cultura MS basal mostra efetividade e comprova a possibilidade de
propagacdo das espécies fora do seu ambiente natural de regeneragdo, ja que os
explantes eram oriundos de plantas matrizes ex situ;

Os biorreatores de imersdao temporaria sao ferramentas importantes na propagacao
massal de plantas, e a exemplo de outras culturas mostraram-se efetivos na
micropropagacdo de propagulos das bromélias estudadas no presente trabalho;

O fitorregulador PBZ consolidou-se como ferramenta chave no processo de
multiplicagdo massal e estabelecimento ex vitro de bromélias geradas nos BIT,
possibilitando, além de melhores taxas proliferativas, uma melhor padronizagdo e
sincroniza¢do do desenvolvimento dos propagulos obtidos;

A excrecao de compostos fenolicos para o meio de cultura prejudica a proliferagdo in
vitro de A. fasciata, sendo que as melhores taxas proliferativas podem ser associadas a
menor concentracdo destes compostos;

A utilizagdo de PBZ favorece a formacdo de tricomas em A. fasciata e a maior
presenca destas estruturas facilita o processo de aclimatizacdo dos brotos, contribuindo
para melhores sobrevivéncia e incremento de folhas em relacdo a culturas nao

suplementadas com esse fitorregulador.
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CAPITULO 2

UNIDADES ENCAPSULAVEIS DE
BROMELIAS A PARTIR DE
MICROBROTOS
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1. INTRODUCAO

A primeira aplicagao comercial da micropropagacgao foi feita por MOREL (1960) ao
multiplicar orquideas mediante cultura de apices caulinares e regeneragao de protocormos,
estruturas que se diferenciavam e davam origem a embrides.

A tecnologia de sementes sintéticas surgiu como uma ferramenta chave no processo de
multiplicagdo massal de plantas, principalmente na consolidagao de protocolos de aplicagao
comercial, onde os fatores economia e tempo estdo diretamente ligados ao sucesso da
produ¢do massal de propagulos em escala comercial.

Sementes sintéticas, artificiais ou somaticas, sdo estruturas analogas a semente
verdadeira ou botanica, e consistem de um embrido somatico envolto por uma ou mais
camadas de compostos artificiais, formando uma cépsula. Esta capsula serve de protecdo ao
embrido somatico, contra danos mecanicos durante a armazenagem, transporte ¢ semeadura
(GRAY & PUROHIT, 1991; ONISHI et al., 1994). O alginato de s6dio apresenta boas
caracteristicas para o encapsulamento, possui boas propriedades geleificantes, baixo custo,
facilidade de uso e auséncia de toxicidade (GUERRA et al., 1998).

Sementes sintéticas podem ser definidas como um embrido somatico, dessecado ou
ndo, e encapsulado com um endosperma sintético, contendo nutrientes, reservas e fungicidas
(NIEVES et al., 1998). Contudo, ndo somente embrides somaticos podem ser objetos desta
tecnologia. Assim, SAKAMOTO et al., (1995) estabeleceram o conceito de unidade
encapsulavel, a qual foi definida como o emprego de qualquer propagulo capaz de ser
convertido em plantulas normais, com as seguintes caracteristicas gerais: a) o tamanho da
unidade deve estar dentro dos limites do encapsulamento (até 8 mm) e deve ser livre de calo,
ou tecido do explante materno; b) o excesso de crescimento dos brotos deve ser suprimido até
a formacdo enddgena de raizes adventicias; ¢) devem possuir uma vigorosa habilidade de
conversdo em condigdes ambientais normais; e d) apresentar tolerancia contra o estresse.
Comparando estes requisitos com as caracteristicas apresentadas pelos microbrotos obtidos no
cultivo in vitro de V. fosteriana e V. gigantea, material vegetal de parte do presente trabalho,
¢ possivel inferir que os mesmos enquadram-se no conceito de unidade encapsulavel.

Vérias culturas ndo embriogénicas tem sido foco de estudo em trabalhos de
encapsulamento com hidrogel (STANDARDI & PICCIONI, 1998). Os explantes variam de
acordo com a espécie, sendo utilizados microbulbos em Lilium longiflorum (PICCIONI et al.,
1992; STANDARDI et al, 1995), protocormos em Cymbidium giganteum (CORRIE &
TANDON, 1993) e Spathoglottis plicata (STINGH, 1991), fragmentos de rizoma em
Nephroleps sp. (STANDARDI et al., 1994), gemas adventicias em Boehmeria nivea (CHEN
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et al., 1996) e Morus alba (PATTANAIK & CHAND, 1996), gemas apicais e axilares em
Malus spp. (PICCIONI, 1997; PICCIONI & STANDARDI, 1995), fragmentos de raizes em
Armoracia rusticana (NAKASHIMADA et al., 1995).

Para melhorar a emissdo de radicula e conversdo das sementes sintéticas, assim como
o desenvolvimento de meristemas apicais e outras estruturas, alguns componentes nutricionais
vém sendo introduzidos na matriz do alginato de sédio (ARA et al., 1999). Além deles,
osmorreguladores como PEG, sorbitol e manitol (NIEVES et al., 1998), fitorreguladores
como BAP, ABA, AG; (MERKLE et al., 1995), bem como antibioticos (MAMIYA &
SAKAMOTO, 2001) também tem demonstrado eficiéncia na consolidag¢do desta tecnologia.
Em Humulus lupulus, por exemplo, a sacarose ¢ considerada um crioprotetor (MARTINEZ et
al., 1999). NIEVES et al.,, (2001) mostraram que o ABA tem efeito positivo na inducdo de
embrides somaticos de cana-de-agucar encapsulados.

Embrides somaticos de manga originarios de explantes nucelares encapsulados numa
matriz de alginato (2%) germinaram com sucesso em meio de cultura contendo AG; (2,9
uM). O ABA nao teve efeito sobre a germinagdo dos embrides e desenvolvimento das plantas,
ao contrario do AGs, provocou um retardamento na germinagao (ARA et al., 1999).

A freqiiéncia da regeneracdo de embrides somaticos de Carica papaya encapsulados
em hidrogel foi significativamente afetada pela concentragdo de alginato de sddio, a presenga
de sais nutritivos na capsula, bem como na duragdo do tempo de exposi¢ao ao cloreto de
calcio. Capsulas constituidas numa matriz com 2,5% de alginato de s6dio e metade dos sais de
MS, complexadas durante 10 minutos em solucdo de cloreto de cdlcio, apresentaram boa
uniformidade. Nestas condi¢des foi obtida uma boa freqiiéncia de germinacao (77,5%) dos
embrides, que produziram plantas normais (CASTILLO et al., 1998).

Outro componente que vem mostrando potencial na otimizagdo da matriz de alginato ¢
o carvao vegetal. Estudos demonstram que ele promove um incremento na respiragdo dos
embrides somaticos, além de reter aglomerados de nutrientes, os quais sdo gradativamente
liberados para o explante, favorecendo assim o estabelecimento das culturas (SAIPRASAD,
2001).

Em tangerina Cledpatra, o endosperma artificial composto por ABA e manitol,
retardou a germinagdo e a conversdo de embrides zigodticos. Contudo, quando este
endosperma foi suplementado com aminoacidos (prolina, acido glutdmico e arginina)
observou-se uma aceleracdo no processo de conversao. Embrides zigéticos encapsulados

germinaram apds quatro dias em cultivo (NIEVES ef al., 1998).
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A manutencdo dos embrides somaticos em meio de cultura de pré-encapsulamento
promoveu a emissdo da radicula de Asparagus officinalis em substrato ndo estéril, ¢ a
porcentagem média de conversdo da semente sintética com estas unidades de encapsulamento
foi de 72% (MAMIY A & SAKAMOTO, 2001).

Viarias inovagdes tém sido aplicadas a técnica de encapsulamento para a produgdo de
sementes sintéticas. DUPUIS et al. (1994) estabeleceram o sistema de encapsulamento em
capsulas farmacéuticas. Outra inovagdo consiste em suspender o material vegetal numa
solugdo que contem carboximetilcelulose e cloreto de calcio sobre uma solucao de alginato de
sodio em agitacdo, resultando na formagdo de uma cépsula com matriz interna liquida. Esta
técnica foi testada com cenoura, resultando em 100% de emissao de radicula das unidades
encapsuladas (PATEL et al., 2000).

Esta tecnologia pode também ser empregada em conjunto com a criopreservagao na
conservacao in vitro de germoplasma (MARUYAMA et al., 1997), diminuindo assim
vulnerabilidade a alteragdes climaticas, bem como a incidéncia de pragas e patégenos (PAUL
et al.,2000).

O encapsulamento dos embrides somaticos de Feijoa sellowiana resultou em 44,4% de
conversdo a plantulas, sendo esta percentagem dependente da qualidade dos embrides
somaticos, assim como dos demais componentes da capsula. Observou-se também que a
utilizagdo de um endosperma artificial promoveu a conversdo a plantulas, aumentando a
sobrevivéncia delas por mais tempo. A utilizagdo do fitorregulador BAP e do osmorregulador
sorbitol, adicionados ao endosperma artificial, melhorou a percentagem de conversdo. Outro
fator relevante para a conversao dos embrides somaticos encapsulados como semente sintética
foi a pré-conversdo destas, utilizando BAP e AG; no meio de cultura (CANGAHUALA
INOCENTE, 2002).

Os embrides somaticos de F. sellowiana podem ser empregados para a produgdo de
sementes sintéticas por serem sensiveis a desidratagdo, por serem grandes e apresentarem facil
manipulagdo. Utilizando esta técnica, embrides somaticos de F. sellowiana foram
mergulhados em solugdo de alginato de sédio (1%) e CaCl (50mM) resultando na formacao
de sementes. A aplicagdo de um pré-tratamento com KNO; (50 mM) facilitou a emissdo de
radicula de embrides somdticos encapsulados, resultando em 81,2% de céapsulas abertas, em
comparagdo com o tratamento testemunha com dgua (GUERRA et al., 2001).

GANAPATHI et al. (1992), obtiveram 100% de conversdo a plantulas com o
encapsulamento de brotacdes de bananeira cultivar Basrai. Contudo, esta conversao se deu em

condigdes in vitro e na presenga de meio de cultura indutivo.
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Diversos estudos com suplementacdo nutritiva na matriz de alginato de s6dio vém
sendo conduzidos. Contudo, muitos deles apontam para a necessidade de um aperfeicoamento
das quantidades efetivas de macro e micro nutrientes a serem langados a matriz de alginato
(PATTNAIK & CHAND, 2000; PICCIONI & STANDARDI, 1995). fons mono ¢ di-valentes
dos macro e micronutrientes, por exemplo, podem interferir na consisténcia da matriz de
alginato, causando uma pré-complexacao (PICCIONI & STANDARDI, 1995).

SANDOVAL-YUGAR (2002) observou que microbrotagdes de bananeira cultivar
Grand Naine, se enquadraram no conceito de unidade encapsuldvel. Neste caso, o emprego do
meio de cultura MS como endosperma artificial favoreceu significativamente o processo de
manuseio e conversdo de microbrotos em plantulas. Os microbrotos apresentaram reservas
suficientes para romper a matriz de alginato da cépsula e foram capazes de converterem em
plantulas sem tratamentos de descomplexagdo, fator este que reduz os custos e facilita o
sistema de distribui¢do. A adi¢do de carvdo ativado e do fungicida Benomyl a matriz de
alginato diminuiu a oxidagdo e a contaminacao dos microbrotos, respectivamente.

Microbrotos de abacaxi em pré-tratamento de 12 horas em meio de cultura contendo
mio-inositol, ANA (10,8 uM) e AIB (39,4 uM), quando encapsulados em matriz de alginato
de sodio preparada com sais e vitaminas de MS, mio-inositol e sacarose, apresentaram 100%
de conversdo em meio de cultura MS adicionado de vitaminas MS, mio-inositol e sacarose,
suplementado com ANA (9,67 uM), AIB (9,84 uM) e KIN (9,29 uM). Plantas produzidas in
vitro por este protocolo, foram estabelecidas com sucesso a campo (SONEJI et al., 2002).

O PBZ ¢ um eficiente indutor de microbrotos em bromélias (RECH FILHO et al.,
2003b). O PBZ tem influéncia primaria na inibi¢do da sintese de giberelina (SMITH et al.,
1991). Os enatiomeros 2S,3S presentes em sua composi¢cdo, inibem o caminho que conduz a
sintese das giberelinas (ROBERTS & MATTHEWS, 1995).

Nos ultimos anos, a tecnologia de sementes sintéticas/unidades encapsulaveis vem se
revelando como ferramenta chave no estabelecimento de protocolos de micropropagagdo
massal de plantas. Os principais potenciais deste sistema sdo a micropropagacdo em larga
escala, manuten¢ao da uniformidade genética das culturas, baixo custo e rapida multiplicagao
dos propagulos, além da possibilidade do estabelecimento dos propagulos direto a campo num
estagio mais precoce do que em sistemas convencionais de propagagdo (SAIPRASAD, 2001).
Entretanto, este ultimo potencial parece ser o maior ponto critico de controle da tecnologia, ja
que na maioria dos trabalhos o assunto ¢ abordado apenas em condigdes de cultivo

controlado.



52

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
O presente trabalho objetivou:

a) Estudar métodos que viabilizem o encapsulamento de microbrotos de bromélias em
hidrogel para a obtencdo de unidades encapsulaveis;

b) Estudar a influéncia dos fitorreguladores ANA, BAP, PBZ e AGs na sobrevivéncia das
unidades encapsulaveis de bromélias, para promover estabelecimento inicial de brotos
ex vitro,

c¢) Consolidar protocolos de micropropagagdo de bromélias através do estabelecimento ex

vitro via unidades encapsulaveis.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

3.1.1. Introducao in vitro

Sementes de V. fosteriana e V. gigantea foram submetidas a um processo de
desinfestagdo em agua contendo detergente Twen 20 durante 10 minutos, alcool 70% durante
dois minutos, Hipoclorito de Sédio 1% durante 20 minutos, ¢ finalmente, trés lavagens em
agua destilada autoclavada. As sementes foram assepticamente inoculadas em frascos de 300
mL (20 sementes/frasco) contendo 20 mL de meio de cultura geleificado com agar (0,7%),
composto por sais de MS adicionado de 3% de sacarose, vitaminas de Morel, isento de
fitorreguladores. Aos 130 dias a taxa proliferativa foi avaliada, onde foram analisadas trés
repeticoes e cinco unidades amostrais por repeticdo. Cada unidade amostral perfazia 100

sementes.

3.1.2. Multiplica¢do das culturas

Plantulas de V. fosteriana e V. gigantea, oriundas da germinacao de sementes, foram
submetidas a multiplicacdo em frascos de 300 mL contendo 15 mL de meio de cultura MS
liquido, adicionado de 3% de sacarose, vitaminas de Morel (1951), suplementado com os
fitorreguladores ANA (2uM) e BAP (4uM). Foram inoculadas cinco plantulas por frasco. As
culturas permaneceram nestas condi¢des durante dois sub-cultivos de 50 dias. Brotos oriundos
desta fase foram sub-cultivados em meio de cultura MS liquido, adicionado de 3% de
sacarose e vitaminas de Morel, isento de fitorreguladores durante 55 dias, sendo entdo,

utilizados nos experimentos de proliferagado in vitro.
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Aos 155 dias desta etapa a taxa proliferativa (brotos/explante) foi avaliada,
considerando-se quatro repeti¢des e cinco unidades amostrais (cinco frascos) por espécie.

Os meios de cultura utilizados nos experimentos sempre tiveram seu pH ajustado para
5,8, antes da autoclavagem a 121° C e 1 ATM durante 12 minutos. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 60+5%, e
fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 100 pmol.m™s” provenientes de
lampadas fluorescentes de 18 W.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variincia e ao teste de separacdo de

média SNK (95%).

3.2. Consolidacio de um protocolo regenerativo para V. fosteriana

3.2.1. Micropropagaciao massal

Brotos de V. fosteriana com altura entre um e dois cm, oriundos do sistema
convencional de cultivo in vitro em meio de cultura MS isento de fitorreguladores, foram
inoculados em frascos de 300 mL contendo 15 mL de meio de cultura MS liquido adicionado
de 3% de sacarose e vitaminas de Morel, suplementado com diferentes niveis de PBZ (0,2,4,6
e 8 uM).

O experimento foi conduzido em um delineamento completamente casualizado com
cinco tratamentos, quatro repeti¢des e cinco unidades amostrais por repeti¢do. Cada unidade
amostral foi composta de um frasco contendo trés explantes inoculados. Aos 120 dias da
inoculagdo avaliou-se a taxa proliferativa (brotos/explante), bem como a distribuicao dos
brotos em duas diferentes classes de altura (0 a 1,50/ 1,51 a 3,0 cm).

Os meios de cultura sempre tiveram seu pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a
121°C e 1 ATM durante 12 minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 60+5%, e fotoperiodo de 16 horas com
intensidade luminosa de 100 pmol.m™.s™ provenientes de lampadas fluorescentes de 18 W.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao teste de separagao de

média SNK (95%).

3.2.2. Estabelecimento ex vitro através de unidades encapsulaveis
Microbrotos com altura entre 0,5 e 1,0 cm, oriundos do experimento de multiplicagao,

foram submetidos a técnica de unidades encapsuléveis.
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Culturas provenientes da multiplicagdo em meio de cultura MS suplementado com
PBZ (0 e 4 uM) foram submetidas a uma fase de inducdo durante 10 dias em frascos de 300
mL contendo 15 mL de meio de cultura MS liquido, adicionado de 3% de sacarose, vitaminas
de Morel, isento ou suplementado com o fitorregulador AG; (5 uM). Os meios de cultura
tiveram seu pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121° C e 1 ATM durante 12
minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C,
umidade relativa de 60+5%, e fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 100
umol.m™.s™" provenientes de lampadas fluorescentes de 18 W.

Apods esta etapa os microbrotos foram entdo individualizados e submetidos ao
encapsulamento na matriz de alginato de sddio (1 ou 2%), contendo 50% dos sais de MS. A
complexagdo das capsulas foi realizada em solucdo de CaCl, (50 mM) durante 10 minutos. As
unidades encapsuladveis foram submetidas a lavagem em 4gua corrente durante um minuto e
descomplexadas em solu¢do de KNO;3; (100 mM) durante 20 minutos, sendo transplantadas
em bandejas de isopor com 220 células (13 cm’) contendo vermiculita. As bandejas foram
entdo acondicionadas em caixas plasticas com tampas de vidro, permanecendo durante 45 dias
em sala de crescimento (fitotron) com temperatura (25+ 2 °C) e luminosidade (fotoperiodo de
16 horas com intensidade luminosa de 400 pmol.m™.s™) controladas, sob condi¢des e regas
periddicas com agua contendo 20% dos sais de MS.

Apbs este periodo, as culturas foram transferidas para bandejas de isopor de 200
células (14 cm’) contendo substrato composto por casca de arroz carbonizada (50%) e
suplemento mineral Turfa Fértil® (50%) sendo acondicionadas em casa de vegetacdo com
cobertura de sombrite 50% e nebulizag¢do intermitente, durante 60 dias.

O experimento foi conduzido em um delineamento completo casualizado perfazendo
um fatorial 2x2x2 com oito tratamentos, nove repeticdes ¢ quatro unidades amostrais por
repeticdo, sendo que cada unidade amostral perfazia uma unidade encapsuldavel. A
porcentagem de sobrevivéncia das unidades encapsulaveis foi avaliada aos 45 dias. Além
disso, o incremento médio de folhas no periodo de 45 a 105 dias foi avaliado.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao teste de separagdo de

média SNK (95%).
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3.3. Consolidaciao de um protocolo regenerativo para V. gigantea

3.3.1. Micropropagaciao massal

Brotos de V. gigantea, com altura entre 1,0 e 2,0 cm, oriundos do sistema
convencional de cultivo in vitro em meio de cultura MS isento de fitorreguladores, foram
inoculados em frascos de 300 mL contendo 15 mL de meio de cultura MS liquido adicionado
de sacarose (3%), isento ou suplementado com os fitorreguladores ANA (2,0 uM), BAP (4,0
uM) e/ou PBZ (2,0; 4,0; 6,0 uM).

O experimento foi conduzido em um delineamento completamente casualizado, com
oito tratamentos, trés repeticdes e quatro unidades amostrais. Em cada frasco foram
inoculados dois brotos, sendo que cada broto perfazia uma unidade amostral. Aos 100 dias foi
avaliada a taxa de proliferagcdo (brotos/explante), bem como a distribui¢ao dos brotos em duas
diferentes classes de altura (0 a 1,50/ 1,51 a 3,0 cm).

Os meios de cultura sempre tiveram seu pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a
121°C e 1 ATM durante 12 minutos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 60+5%, fotoperiodo de 16 horas com intensidade
luminosa de 100 pmol.m™.s™ provenientes de lampadas fluorescentes de 18 W.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e ao teste de separacdo de

média SNK (95%).

3.3.2. Estabelecimento ex vitro através de unidades encapsulaveis

Microbrotos com altura entre 0,5 e 1,0 cm, oriundos do experimento de multiplicagdo,
foram submetidos a técnica de unidades encapsulaveis.

Culturas provenientes da multiplicagdo em meio de cultura MS suplementado com
ANA/BAP/PBZ (0:0:0; 2:4:0; 2:4:4; 0:0:4 uM) foram submetidas a uma fase de indugao
durante 10 dias em frascos de 300 mL contendo 15 mL de meio de cultura composto por sais
de MS adicionado de 3% de sacarose, vitaminas de Morel, suplementado com o fitorregulador
AG; (5puM).

Apods esta etapa os microbrotos foram entdo individualizados e submetidos ao
encapsulamento na matriz de alginato de so6dio 2%, contendo 50% dos sais de MS, adicionado
ou ndo de carvao ativo (1%). A complexacdo das cépsulas foi realizada em solucdo de CaCl,
(50 mM) durante 10 minutos. As unidades encapsuldveis foram submetidas a lavagem em
agua corrente durante um minuto e descomplexadas em solugdo de KNO; (100 mM) durante

20 minutos, sendo transplantadas em bandejas de isopor com 220 células (13 cm’) contendo
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vermiculita. As bandejas foram entdo acondicionadas em caixas plasticas com tampas de
vidro, permanecendo durante 50 dias em sala de crescimento com temperatura de 25+ 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 400 pmol.m™.s™ controladas, sob
condigdes e regas periddicas com uma solugdo contendo 20% dos sais de MS.

Apo6s este periodo, as culturas foram transferidas para bandejas de isopor de 200
células (14 cm’) contendo substrato composto por casca de arroz carbonizada (50%) e
suplemento mineral Turfa Fértil® (50%) sendo acondicionadas em casa de vegetacdo com
sombrite 50% ¢ nebulizagado intermitente, durante 75 dias.

O experimento foi conduzido em um delineamento completo casualizado perfazendo
um fatorial 4x2 com oito tratamentos, quatro repeti¢des e cindo unidades amostrais por
repeticdo, sendo que cada unidade amostral perfazia uma unidade encapsulavel. A
porcentagem de sobrevivéncia das unidades encapsulaveis foi avaliada aos 50 dias. Além
disso, o incremento médio de folhas no periodo 50 a 125 dias foi avaliado.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e ao teste de separacdo de

média SNK (95%).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Material Vegetal

4.1.1. Introducao in vitro

O inicio da germinacao das culturas foi observado aos 40 e 30 dias, prolongando-se
até 100 e 75 dias para V. fosteriana e V. gigantea respectivamente. V. fosteriana apresentou
um periodo de germinagdo de 60 dias, o maior das quatro espécies do presente trabalho, com
porcentagem de germinacdo de 78,53%. Ja V. gigantea apresentou um periodo menor de
germinagdo (45 dias), entretanto a porcentagem de germinag¢do ndo foi estatisticamente
diferente (77,33% - SNK, 95%). A germinacdo média destas espécies foi menor do que as
taxas obtidas para V. brusquensis e A. fasciata, nos protocolos regenerativos com BIT.

As sementes de ambas as espécies foram coletadas na colecdo de germoplasma do
LFDGV/CCA/UFSC. Entretanto, o sistema de introducao in vitro utilizado mostrou-se efetivo
j& que comprova a propagacgao destas espécies fora do seu ambiente natural de regeneragao.

A introdugdo in vitro das culturas ¢ uma das etapas mais importantes da
micropropagacdo. A dificuldade maior nesta etapa reside no estabelecimento de culturas
livres de contaminantes, sem causar a mortalidade dos tecidos. Tratamentos pré-determinados

na planta matriz podem ajudar na obtenc¢ao de sucesso desta etapa, principalmente no que se
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refere a microorganismos enddgenos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). A
contaminagdo microbioldgica ndo excedeu 5% nesta fase do cultivo reforgando a efetividade

do protocolo, utilizado também para a introdugdo in vitro das espécies dos experimentos com

BIT.

4.1.2. Multiplicaciao das culturas

Aos 155 dias da fase de multiplicagdo das culturas observaram-se taxas médias de
proliferacdo na ordem de 3,57 e 3,33 brotos/explante para V. fosteriana e V. gigantea,
respectivamente.

MERCIER & KERBAUY (1993) observaram o desenvolvimento de brotos
adventicios em Dyckia macedoi formados em meio de cultura contendo ANA e BAP. Esses
dois reguladores de crescimento de plantas vém sendo utilizados com muita eficiéncia na
inducdo de brotos adventicios de bromélias cultivadas in vitro (MERCIER & KERBAUY,
1997), e em conjunto com os sais de MS perfazem uma boa ferramenta para a multiplicagao
in vitro desta familia.

Os brotos gerados nesta fase de cultivo apresentaram praticamente 100% de
aproveitamento no ato de sua utilizagdo para os experimentos de micropropagacao massal, o
que confirma a efetividade do meio de cultura (MS) e fitorreguladores utilizados (ANA,

BAP), principalmente na obtencdo de explantes padrdes para a elaboracdo de experimentos.

4.2. Consolidacdo de um protocolo regenerativo para V. fosteriana

4.2.1. Multiplicaciao das culturas

Aos 120 dias da inoculagdo das culturas, quando o experimento foi avaliado,
observou-se uma maior taxa proliferativa (14,45 brotos/explante) em meio de cultura MS
suplementado com 6 uM de PBZ, sendo que a suplementagdo com 4 uM de PBZ nao diferiu
estatisticamente quanto a taxa proliferativa (14,33 brotos/explante) das culturas. Todos os
demais tratamentos, com suplementagdes superiores e inferiores de PBZ, apresentaram taxas
proliferativas menores (SNK, 95%) em relagdo aos tratamentos supracitados (Tabela 1).

MERCIER & KERBAUY (1992) observaram a formag¢do de protuberancias (massas
celulares) em culturas in vitro de V. fosteriana. No isolamento e multiplicacdo destas culturas
obtiveram taxas de multiplicagdo na ordem de 22,5 brotos/explante apds trés meses de cultivo

em meio de cultura suplementado com ANA e BAP.



58

Tabela 1. Efeito do PBZ na proliferacao e freqiiéncia de brotos na classe de altura de 0 a 1,5 cm, no
cultivo in vitro de V. fosteriana.

PBZ Proliferacgio Freqiiéncia (%)
(uM) |(brotos/explante) 0-1,5 cm

0 5,33¢ 76,16b

2 10,42b 95,98a

4 14,33a 95,63a

6 14,46a 97,60a

8 9,78b 95,12a
CV: 5,95% 2,85%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

Em Dickia distachia, uma bromélia em extin¢ao do Sul do Brasil, a inducao de calos
foi observada quando pecas da haste floral foram inoculadas em meios de cultura
suplementados com diferentes tipos e niveis de auxinas (DAQUINTA et al., 1998).
Entretanto, estudos desenvolvidos por POMPELLI (2002), resultaram em um grande avango
na micropropagagao desta espécie, a partir de explantes obtidos de sementes. Este autor
observou que a suplementagdo de ANA, BAP e PBZ ao meio MS liquido resultou nas mais
altas taxas de multiplicacdo de brotos (133,6 brotos/explantes), quando comparados com o
uso de meio de cultura geleificado (72,9 brotos/explantes).

O PBZ foi efetivo para a multiplicacao in vitro de V. fosteriana e, particularmente a
concentracdo de 4 uM parece ser a mais adequada para a propagacao desta espécie, ja que
outros experimentos mostraram que niveis mais altos tendiam a promover efeitos fitotoxicos
nos explantes. Uma regressdo polinomial de segunda ordem (Figura 1) demonstrou esta
tendéncia do comportamento da espécie frente as diferentes concentragdes de PBZ, onde ¢é
possivel observar que até os niveis entre 4 ¢ 6 UM a taxa proliferativa aumentou, e apos isso
diminuiu novamente.

A avaliagdo da distribui¢cdo dos brotos gerados nas diferentes classes de altura (Tabela
1), novamente revelou a efetividade do PBZ em inibir a sintese de giberelina e promover uma
maior multiplicagdo das culturas através da inducdo da brotagdo de gemas axilares. Observou-
se que nos tratamentos suplementados com PBZ a freqiiéncia de brotos na classe de altura de
0 a 1,5 cm foi acima de 95%, maior (SNK, 95%) do que a freqiiéncia obtida em meio de
cultura isento deste fitorregulador (76,16 %). Dentro desta classe de altura foram obtidos 60%
de explantes aptos a submissdo a técnica de unidades encapsulaveis (0,5 a 1,0 cm), fato que

ditou a quantidade de repeti¢des e unidades amostrais para o seguimento dos experimentos.
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Figura 1. Efeito do PBZ na proliferagdo de brotos in vitro de V. fosteriana aos 120 dias de cultivo no
sistema convencional em meio de cultura MS.

4.2.1. Estabelecimento ex vitro através de unidades encapsulaveis

O tempo de descomplexacdo em KNO; ndo foi suficiente para o rompimento das
capsulas. Isto facilitou o transplante das unidades encapsulaveis nas bandejas com
vermiculita.

Aos 12 dias da implantacdo do experimento observou-se o inicio do rompimento das
capsulas. Na ocasido da avaliagdo de sobrevivéncia, onde foi verificada a porcentagem de
plantas efetivamente estabelecidas via unidades encapsuldveis observou-se uma maior
viabilidade média (86,13% de sobrevivéncia) em brotos provenientes da micropropagagdo em
meio de cultura MS suplementado com PBZ (4 uM), pré-induzidas em meio de cultura MS
suplementado com AGj; (5 uM), encapsuladas em matriz de alginato de so6dio 2% (Tabela 2 —

Figura 3).

Tabela 2. Efeito do PBZ, AG; e alginato de sddio na porcentagem de sobrevivéncia das unidades
encapsulaveis aos 45 dias em fitotron.

PBZ | AG; Alginato de Sédio Outras Interacdes Significativas
PBZ AG;

M) | (M) 1% 2% PBZ:AG; PBZ:Alginato
0 0 8,33¢ 11,10c 9.71B 24,99B | 0:0 9,71c 0:1 6,94c
5 5,55¢ 13,88c ' 39,59A | 05 9,71c 0:2 12,49¢

4 0 24,98¢c 55,58b 54.87A 4:0 40,28b 4:1 38,89b

5 52,80b 86,13a 4:5 69,46a 4:2 70,85a

Alginato| 22,91b 41,67a CV:27,32 |

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.
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Culturas geradas em meio de cultura MS suplementado com PBZ (4 uM) mostraram-
se mais aptas ao processo de estabelecimento ex vitro através de unidades encapsulaveis. O
PBZ proporcionou uma melhor (SNK, 95%) sobrevivéncia (54,87%) em relacdo a culturas
nao suplementadas (9,71%).

Plantas cultivadas in vitro sdo altamente susceptiveis a dessecacdo quando submetidas
ao processo de transferéncia a campo, ou seja, a aclimatizagdo. A sobrevivéncia das plantas
depende de sua habilidade para alcancar a fotossintese e resistir a perda de agua. PANAIA et
al.,(2000) em seu trabalho com Symonanthus bancroftii observaram que meio suplementado
com 10,2 uM de PBZ aumentou a sobrevivéncia (90%) quando comparado a tratamentos
controles que apresentaram apenas 50% de sobrevivéncia. Neste mesmo trabalho verificaram
que o PBZ proporcionou um maior nimero de raizes por broto, além de um significativo
aumento na resposta ao enraizamento.

O AGs;, a exemplo do PBZ, também foi efetivo no estabelecimento das unidades
encapsulaveis. A induc¢do das culturas em meio MS suplementado com 5 uM deste
fitorregulador promoveu um aumento de 58,4 % na taxa de sobrevivéncia (Tabela 2). Além
disso, observou-se aos 60 dias da transferéncia das culturas para casa de vegetacdo, que o AG3

promoveu um incremento de 22 % na formacao de folhas (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito do AG; no incremento médio de folhas de plantulas de V. fosteriana estabelecidas ex
vitro através de unidades encapsulaveis. Culturas aos 60 dias em casa de vegetagao.
AG; (UM) INCREMENTO FOLHAS

0 3,89B
5 4,76A
CV:6,92%

OBS: Letras diferentes indicam a diferenga estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

Na micropropagagdo de cana-de-acucar, a utilizagio de 1,0 mg.L™" (3,4 uM) de PBZ
aumentou significativamente (2,4 vezes) a taxa de multiplicagdo das culturas. A adigdo de 1,0
mg.L'l de AGj; em sub-cultivo subseqiiente, aumentou o crescimento em altura dos brotos em
3,4 vezes (LORENZO et al., 1998).

Feuser et al., (2001) observaram que apesar do PBZ aumentar a taxa de multiplicacao
do abacaxizeiro foi necessario adicionar-se AGs ao meio de cultura para estimular o
alongamento das brotagdes.

Em meio de cultura contendo AGj; (2,9 uM), embrides somaticos de manga originarios
de explantes nucelares encapsulados numa matriz de alginato (2%), germinaram com sucesso

(ARA et al, 1999). Em sementes sintéticas de mamao a freqliéncia da regeneracdo de
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embrides somaticos foi significativamente afetada pela concentragao de alginato de sodio, a
presenca de sais nutritivos na capsula, bem como na duracdo do tempo de exposicdo ao
cloreto de célcio. Capsulas constituidas numa matriz com 2,5% de alginato de sodio e metade
dos sais de MS, complexadas durante 10 minutos em solugdo de cloreto de calcio,
apresentaram boa uniformidade. Nestas condigdes foi obtida uma boa freqiiéncia de
germinagdo (77,5%) dos embrides, que produziram plantas normais (CASTILLO et al,
1998).

Interagdes especificas entre os fatores PBZ e AG; (Tabela 2) demonstram que de fato
a conjugagdo destes fitorreguladores favoreceu a germinagdo das unidades encapsulaveis.
Além disso, a unido do PBZ com 2% de alginato também foi determinante para o sucesso do
processo (Tabela 2).

Plantas obtidas foram estabelecidas com sucesso na colecdo de germoplasma do
LFDGV/CCA/UFSC. No presente trabalho, foi estabelecido um protocolo (Figura 2) para
multiplicagdo e estabelecimento ex vitro via unidades encapsulaveis para V. fosteriana.
Trabalhos futuros poderdo aperfeicod-lo, principalmente no que tange ao aumento da taxa
proliferativa das culturas. A conjugacdo com a tecnologia dos BIT pode ser fundamental na

otimizacao do processo.

Estabelecimento Multiplicagao
das culturas Microbrotos
. Germinagao
; — —
Planta Matriz y < 4 MS + 6uM AG,PBZ
MS + 2uM ANA MS + 4uM PBZ 10 dias
MS basal - 130 dias  *+ 414M BAP - 100 dias 120 dias
MS - 55 dias {14,33 brotos/ +
(3,57 brotosiexplante) explante)
\ Individualizag&o

Microbrotos

Estabelecimento ax vitro das Unidades Encapsulaveis

05a10cm

v

Unidades encapsulaveis

-~ Yy

Casa de vegetagao Fitotron Alginato de Sodio 2%
% sais de MS
Substrato: Casca de arroz carbonizada Substrato: Vermiculita Complexagéo CaCl, 50 mM
(50%) + Turfa Fértil® (50%) Sobrevivéncia: 86%- 45 dias Descomplexagio KNO3 100 mM

Incremento de folhas: 4,76 - 60 dias

Figura 2. Protocolo regenerativo para V. fosteriana. Rota de estabelecimento in vitro, multiplicagio e
estabelecimento ex vitro via unidades encapsuléveis.
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Figura 3. Unidades encapsulaveis de V. fosteriana. A. Planta matriz. B. Microbrotos aos 120 dias
em meio de cultura MS suplementado com 4 pM de PBZ. C. Microbroto individualizado ap6s B +
10 dias de indugdo em meio de cultura MS suplementado com 4 UM de AG;. D. Microbroto C
encapsulado em matriz de alginato de sodio 2% adicionada dos sais de MS'. E. Transplante da
unidade encapsulavel D em substrato vermiculita no F. fitotron. G, H e 1. Estabelecimento das
unidades encapsulaveis D respectivamente aos 15, 24 e 45 dias de cultivo em vermiculita. J e H.
Respectivamente aos 30 e 60 dias de cultivo em substrato composto por casca de arroz carbonizada
(50%) e suplemento mineral Turfa Fértil (50%) na casa de vegetagdo. Bar.: lcm.
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4.3. Consolidacao de um protocolo regenerativo para V. gigantea

4.3.1. Multiplicaciao das culturas

A avaliagdo da taxa proliferativa das culturas aos 100 dias de cultivo revelou como
maior potencial para proliferacdo da espécie V. gigantea o tratamento composto por meio de
cultura MS suplementado com 4 pM de PBZ. Este meio de cultura proporcionou uma
proliferacio média de 21,25 brotos/explante valor este superior (SNK, 95%) aos valores

obtidos em resposta a todos os demais tratamentos (Tabela 4 — Figura 6).

Tabela 4. Efeito do ANA, BAP e PBZ na proliferagao (brotos/explante) in vitro de V.gigantea aos 100
dias de cultivo em meio de cultura MS.

ANA/BAP PBZ (uM)
(M 5 > 7 < ANA/BAP
0/0 2,33¢ | 15,50c | 21,25a |18,00b] 13,77A
2/4 8,50d | 12,08c | 18,83b [17,75b] 14,29A
PBZ 547¢ | 12,79b | 20,04a | 17,88a| CV: 15,63%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

Novamente, a exemplo de todos os experimentos realizados no presente trabalho, o
PBZ mostrou-se efetivo no aumento da taxa proliferativa das culturas, promovendo um
incremento significativo, principalmente na suplementagdo de 4 uM. Observou-se um
aumento da taxa proliferativa até a suplementagdo de 4 uM, decaindo a seguir. Uma regressao
polinomial de segunda ordem (Figura 4) confirma o comportamento da proliferacdo frente as
diferentes concentragdes de PBZ em V.gigantea, resultado semelhante ao observado nas
outras espécies do trabalho.

RECH FILHO et al. (2003b) observaram que aos 100 dias de cultivo a maior taxa
média de proliferagdo (20,3 brotos/explante) de V.gigantea ocorreu em resposta ao meio de
cultura MS suplementado com PBZ (4uM), sem, contudo, revelar diferengas estatisticas das
respostas obtidas com o meio de cultura suplementado com PBZ (6uM) e com ANA (2uM),
BAP (4uM) e PBZ (4uM). J4 aos 170 dias, observou-se que culturas provenientes da primeira
fase em meio de cultura MS, suplementado com ANA (2uM), BAP (4uM) e PBZ (2, 4 ou
6uM) e sub-cultivadas para meio de cultura MS, isento de fitorreguladores, resultaram em
uma taxa média de proliferacao de 2,1 brotos/explante, configurando um efeito residual destes
reguladores. Estes autores observaram que o PBZ pode induzir a formagao de aglomerados de
gemas, inibindo a dominadncia de microbrotos e aumentando a taxa proliferativa em sistemas

de cultivo in vitro.
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Figura 4. Efeito do PBZ na proliferagao in vitro de V.gigantea.

De maneira geral a suplementagdo de ANA e BAP ao meio de cultura MS ndo foi
significativa para o aumento da taxa proliferativa das culturas (Tabela 4). Entretanto, na
interagdo dos dados foi possivel observar um favorecimento da proliferacdo e freqiiéncia de
brotos na classe de altura de 0 a 1,5 cm em culturas oriundas apenas da suplementacdo destes
dois fitorreguladores sem PBZ, frente ao tratamento com meio de cultura isento (Tabela 5).
Isto demonstra que estes dois fitorreguladores podem ter efeito positivo no incremento da taxa
proliferativa em meios ndo suplementados com PBZ. Em conjunto com os sais de MS, esses
dois reguladores de crescimento de plantas vém sendo utilizados com muita eficiéncia na
inducdo de brotos adventicios de bromélias cultivadas in vitro (MERCIER & KERBAUY,
1997).

A avaliagdo de distribuicdo dos brotos em diferentes classes de altura mostrou que o
PBZ promove uma diminui¢do na altura dos microbrotos gerados, ja que em funcdo de sua
gradativa suplementagdo ao meio de cultura MS promoveu um incremento linear na
freqiliéncia de brotos na classe de altura de 0 a 1,5 cm (Tabela 5). Além disso, 60% dos brotos
desta classe de altura apresentavam-se em condig¢des encapsulamento nos tratamentos com a

suplementagdo de 4 uM de PBZ (Figura 6).
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Tabela 5. Efeito do ANA, BAP e PBZ na freqiiéncia de brotos (%) na classe de 0 a 1,50 c¢cm, no
cultivo in vitro de V. gigantea, em meio de cultura MS.

ANA/BAP PBZ (uLM)
(M) 0 5 4 6 ANA/BAP
0/0 46,63b | 71,93a | 75,65a | 87,57a 70,44A
2/4 77,23a | 75,74a | 79,20a | 82,75a 78,73A
PBZ 61,93b | 73,82ab | 77,42a | 85,16a |CV: 16,58%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

4.3.2. Estabelecimento ex vitro através de unidades encapsulaveis

Na avaliagdo viabilidade das culturas estabelecidas ex vitro através de unidades
encapsulaveis, observou-se aos 50 dias uma maior taxa de sobrevivéncia (85%) nas culturas
oriundas de meio de cultura MS suplementado com 4 uM de PBZ, ou entdo MS suplementado
com 2 uM de ANA + 4 uM de BAP + 4 uM de PBZ, que apresentou a mesma taxa de
sobrevivéncia. Ambos os tratamentos foram encapsulados em matriz de alginato sem a

presenca de carvao ativo (Tabela 6 — Figura 6).

Tabela 6. Efeito do ANA, BAP, PBZ e do carvao ativo, na taxa de sobrevivéncia (%) das unidades
encapsulaveis de V. gigantea.

ANA/BAP | PBZ |Carvio Ativo (%) ANA/BAP| PBZ Qutras Interacdes significativas
(LM) (LM) 0 1 ANA/BAP:PBZ| ANA/BAP:CA | PBZ:CA
0/0 0 25bc 10c 46B 29b 0/0:0 18c 0/0:1 38b | 0:1 | 25¢
4 85a 65a 76a 0/0:4 75a 0/0:0 55a | 0:0 | 33c
2/4 0 40b 40b SOA 2/4:0 40b 2/4:1 55a | 4:1 | 68b
4 85a 70a 2/4:4 78a 2/4:0 63a | 4:0 | 85a
Carvio Ativo 59a 46b CV:22,86%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

A exemplo do experimento com V. fosteriana, o PBZ mostrou-se efetivo no
incremento da taxa de sobrevivéncia das culturas. Sua suplementa¢do ao nivel de 4 pM
promoveu uma taxa média de 76% de sobrevivéncia, frente a 29% em culturas ndo
suplementadas (Tabela 6 — Figura 5).

Na ultima década, alguns trabalhos vém relatando os efeitos benéficos do PBZ, em
relacdo a melhor habilidade das planta no estabelecimento ex vifro. Estes efeitos estdo
relacionados com uma melhora na resisténcia a dessecacdo e atribuidos a: a) uma reducgdo na
relacdo peso fresco/seco dos brotos; b) um incremento na cerosidade por unidade de area
foliar; ¢) um melhoramento na habilidade do fechamento dos estdmatos em resposta ao
estresse hidrico; d) encurtamento e engrossamento das raizes (ROBERTS & MATTHEWS,
1995; PODWYSZYNSKA, 1997).
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Os fitorreguladores ANA e BAP também se mostraram efetivos no incremento da taxa
de sobrevivéncia aos 50 dias do estabelecimento ex vitro das unidades encapsulaveis. Culturas
induzidas em meio composto por estes fitorreguladores apresentaram sobrevivéncia média de
59%, significativamente superior (SNK, 95%) a culturas nao induzidas que apresentaram 46%
de sobrevivéncia (Tabela 6). Além disso, estes dois fitorreguladores promoveram melhor
formacdo de folhas na segunda fase (em casa de vegetacdo dos 50 aos 125 dias) do
estabelecimento ex vitro, aumentando em 1,5 vezes o nimero de folhas por planta (Tabela 7).

A presenga do carvdo ativo a matriz de encapsulamento ndo se mostrou efetiva,
diminuindo de 59% para 46% a taxa de sobrevivéncia das culturas (Tabela 6). Entretanto, a
adicdo de 1% desta substincia mostrou-se efetiva na segunda fase do processo de
estabelecimento ex vitro, incrementando de 4,54 para 4,96 o numero de folhas por planta

(Tabela 7).

Tabela 7. Efeito do ANA, BAP e PBZ, e do carvao ativo no incremento médio de folhas no processo
de estabelecimento ex vitro de unidades encapsulaveis de V.gigantea.

ANA/BAP/PBZ Carvao Ativo (%) ANA/BAP/PBZ,
(uM) 0 1
0/0/4 3,25b 4,42a 3,83B
2/4/4 5,83a 5,50a 5,67A
Carviao Ativo 4,54b 4,96a CV:15.2%

OBS: Letras diferentes com o mesmo caractere indicam a diferenca estatistica (SNK, 95%) entre as médias.

Estudos demonstram que a adi¢do de carvao ativo a matriz de alginato promove um
incremento na respira¢ao dos embrides somaticos, além de reter aglomerados de nutrientes, os
quais sao gradativamente liberados para o explante, favorecendo assim o estabelecimento das
culturas (SAIPRASAD, 2001). O seu comportamento nas unidades encapsuldveis de
V.gigantea parece ter sido semelhante, j4 que apesar de diminuir a sobrevivéncia na fase
inicial de estabelecimento, foi um fator promotor do incremento foliar na fase seguinte.
Contudo, as diferengas foram mais significativas quanto a taxa de sobrevivéncia, tornando
assim dispensavel a utilizagdo deste composto na matriz de alginato.

Plantas obtidas foram estabelecidas com sucesso na colecdo de germoplasma do
LFDGV/CCA/UFSC. O trabalho revelou uma rota (Figura 5) de estabelecimento in vitro,
multiplicagdo e estabelecimento ex vitro via unidades encapsuldveis como um protocolo
efetivo na obtencdo de plantas sadias de V.gigantea. Assim como em V. fosteriana, a
conjugacdo com a tecnologia dos BIT poderd incrementar a taxa de multiplicacdo das

culturas, otimizando o processo.
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Nos dois protocolos obtidos por intermédio da tecnologia de unidades encapsulaveis,
eliminou-se uma fase de cultivo dentro do laboratério, a fase de crescimento dos brotos e
preparo para aclimatizacdo. Além disso, no sistema convencional de micropropagacao,
somente apoOs esta fase as culturas iriam iniciar o processo de aclimatizagdo. Portanto, as
caracteristicas de baixo custo e rapida multiplicagdo dos propagulos, além da possibilidade do
estabelecimento dos propagulos direto a campo num estagio mais precoce do que em sistemas

convencionais de propagagdo (SAIPRASAD, 2001) foi confirmada.

Estabelecimento Multiplicagdo
das culturas Microbrotos
) Germinagio
—>
— —
y - - MS + 5uM AG,PBZ
MS + 2uM ANA MS + 2uM ANA 10 dias
MS basal — 130 dias + 4pM BAP - 100 dias + 4|IM BAP 4|.1M PBZ
77,33% MS - 55 dias 100 dias +
(3,33 brotosiexplante) (18,83 brotos/ explante)
\ Individualizagio

Microbrotos
Estabelecimento ax vitro das Unidades Encapsulaveis ’ ’

05a10cm

v

Unidades encapsulaveis

-~ YV

Casa de vegetagao Fitotron Alginato de Sédio 2%
% sais de MS
Substrato: Casca de arroz carbonizada Substrato: Vermiculita Complexagéo CaCl, 50 mM
(50%) + Turfa Fértil® (50%) Sobrevivéncia: 85% - 50 dias Descomplexagdo KNO3 100 mM

Incramento de folhas: 567 — 75 dias

Figura 5. Protocolo regenerativo para V. gigantea Rota de estabelecimento in vitro, multiplicacao e
estabelecimento ex vitro via unidades encapsuléveis.



Figura 6. Unidades encapsulaveis de V.gigantea. A. Planta matriz. B. Microbrotos aos 100 dias
em meio de cultura MS suplementado com 2 UM ANA + 4 uM BAP + 4 uM de PBZ. C.
Microbroto individualizado apdés B + 10 dias de indugdo em meio de cultura MS suplementado
com 4 UM de AG;. C. Microbrotos individualizados apés B + 10 dias de indugdo em meio de
cultura MS suplementado com 4 UM de AG;. D. Microbrotos C encapsulados em matriz de
alginato de sddio 2% adicionada de % dos sais de MS. E. Transplante das unidades encapsulaveis
D em substrato vermiculita nas bandejas de isopor acondicionadas em F. caixas pldsticas com
tampa de vidro. G e H. Estabelecimento das unidades encapsulaveis D respectivamente aos 12 e
25 dias de cultivo em vermiculita. I. Aos 75 dias de cultivo em substrato composto por casca de
arroz carbonizada (50%) e suplemento mineral Turfa FértilO (50%) na casa de vegetagdo. J. I +
100 dias na colecdo de germoplasma. Bar.: lecm.
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5. CONCLUSOES

a) O fitorregulador PBZ ¢ uma importante ferramenta para a multiplicacdo in vitro de V.
fosteriana e V. gigantea, promovendo boas taxas proliferativas e permitindo a
obten¢do de microbrotos para o encapsulamento em hidrogel;

b) Em conjunto com o AG;, o PBZ favorece o estabelecimento ex vifro de unidades
encapsulaveis de bromélias;

c) O PBZ, ANA e BAP sdo efetivos no incremento do numero de folhas nas plantulas
estabelecidas ex vitro via unidades encapsulaveis;

d) A tecnologia de unidades encapsulaveis consolida-se como ferramenta fundamental
para o estabelecimento de propagulos direto a campo, em estagios mais precoces do
que em sistemas convencionais de propagacao, permitindo uma melhor otimizacao dos
protocolos de micropapagacdo por possibilitar a elimina¢do de estagios da cultura in
vitro, em favor do crescimento ex vitro. Uma redugao nos custos de produgdo podera

ser uma decorréncia destas melhorias.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos no presente trabalho revelaram como importantes ferramentas na
micropropagacdo de bromélias as tecnologias de biorreatores de imersdo temporaria e
unidades encapsulaveis. A elas associado, o PBZ consolidou-se como fator importante na
promogao de multiplicagdo massal de brotos e estabelecimento precoce ex vitro de propagulos
micropropagados.

Os resultados obtidos revelam parametros para a aplicabilidade de protocolos visando
a produ¢@o massal de bromélias ornamentais com fins comerciais e/ou para a recuperacao de
bromélias ameagadas de extingao.

As concentragdes de PBZ e tempos de sub-cultivo no sistema de BIT parecem ser
peculiaridades de cada espécie. Apesar disso, os resultados obtidos servem como pardmetro
importante para estabelecimento de novos avangos nesta area.

Uma peculiaridade do trabalho foi a correlacdo negativa entre a capacidade
proliferativa das culturas e aumento nos niveis de fendis presentes no meio de cultura ao
longo dos sub-cultivos. Aprofundar este aspecto associado ao metabolismo das culturas
poderé ser uma ferramenta de elucidagdo do comportamento regenerativo das culturas.

A tecnologia de unidades encapsulaveis possibilitou o estabelecimento ex vitro dos
propagulos em estadgios mais precoces quando comparado a micropropagag¢ao convencional,
reduzindo custos e aumentando a eficacia do sistema de produgdo em larga escala. Contudo a
textura e composicao da capsula podera ser alvo de refinamento em trabalhos futuros.

Assim, o presente trabalho adicionou novos e importantes elementos para a
micropropagacao massal de bromélias, possibilitando a aplicacdo de protocolos em nivel
comercial e contribuindo para o avango tecnologico nesta area da biotecnologia,
oportunizando a produ¢do massal de propagulos, com conseqiientemente diminui¢ao da agao
indiscriminada de extragdo destas espécies na Floresta e permitindo a captura e fixacdo de

ganhos genéticos em hibridos e espécies de alto valor ornamental.
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