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RESUMO

Com o objetivo deavaliar o efeito daadubacéo foliar nitrogenada
na aclimatizacdo de bromélia cultivada in vitro, utilizaram-se mu-
das de Aechmea blanchetiana, que, apds o processo de cultivo in
vitro, foram transferidas para substrato constituido de areia e aduba-
das por pulverizagdo de 3,0 mL, a cada 30 dias, com solugéo de
KNO, nas concentragdes de 0,0; 2,5; 5,0, 7,5 e 10,0 g L. Foram
avaliadas as variaveis comprimento da maior folha e raiz, nimero
de folhas, fitomassa fresca e seca das plantas e a porcentagem de
plantasmortas no estégioinicial e apdsdoisperiodosde aclimatizagdo
(0; 60 e 120 dias). ConcentracGes maiores de KNO, foram eficien-
tes, amenizando os efeitos do estresse durante o periodo da
aclimatizacdo de 60 dias. Entretanto, ao final do experimento (120
dias), as plantas submetidas a adubag&o foliar com KNO, apresenta-
ram menor crescimento que o controle.

Palavras-chave: Aechmea blanchetiana, bromeliaceae, adubacéo,

ABSTRACT

Effect of foliar KNO, fertilization in the acclimatization of
bromeliads grown in vitro

The effect of foliar nitrogen fertilization, for an efficient
acclimatization of in vitro propagation bromeliads was evaluated,
using Aechmea blanchetiana plantlets which, after the in vitro
propagation, were transferred to a sandy substratum and fertilized
with 3.0 mL sprinkler irrigation of 0.0; 2.5; 5.0; 7.5and 10.0g L*
nitrates concentrations using KNO, as N source. Foliar length, the
size of thelarger root, leaves number, dry and fresh fitomass quantity
and dead plants percentage after three times of acclimatization (O,
60 and 120 days) were evaluated. The results showed that higher
KNO, concentrations were efficient to brighten up the stress effects.
However, a the end of the experiment (120 days), only lower KNO,
concentrations to an efficient acclimatization to this specific specie

were necessary.

Keywords: Aechmea blanchetiana, bromeliaceae, fertilization,

nitrato de potassio.

potassium nitrate.
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familia Bromeliaceae conta atual-
mente com 54 géneros, aproxima:
damente 3000 espécies e milhares de hi-
bridos, estando distribuida em trés
subfamilias: Pitcairnioideae,
Tillandsioideae e Bromelioideae (Cos-
ta, 1996). S&o espéciesnativas dasAmé-
ricas, em especial da Mata Atléntica,
com excegdo daPitcairniafeliciana, que
ocorre no continente africano (Leme &
Marigo, 1993). Podem ser encontradas
em todos os climas do planeta e exis-
tem espéciestanto naformaepifita, com
raizes quefavorecem suafixagdo aplan-
ta hospedeira, quanto na forma terres-
tre, com raizes funcionais que permitem
afixaco e aretirada de dgua e nutrien-
tesdo solo (Carvalho & Mercier, 2005).
O género Aechmea, pertencente a
subfamiliaBromelioideae, apresentacer-
ca de 200 espécies, em sua maioria de
habito epifitico e com folhas em roseta
formando tanque (Smith & Downs, 1979;
Carvadho & Mercier, 2005). As espécies
se caracterizam por serem herbéceas
epifitas, perenes, rizomatosas e robustas
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(Lorenzi & Mello-Filho, 2001). A.
blanchetiana (Baker) L.B. Smith é uma
das mais populares plantas decordativas e
vem sendo extraida de seu ambiente na-
tural em grande profusfo para atender a
demanda do mercado de plantas orna-
mentais (Lorenzi & Souza, 1998).

O atual e elevado interesse pelas
bromélias pode ser explicado pela sua
aparéncia exdtica e bela, caracteristica
importante para o paisagismo e a
comercializac8o de artigos ornamentais,
e por suarusticidade, ndo precisando de
muitos cuidados paragarantir suasobre-
vivéncia (Carvalho & Mercier, 2005),
tornando essas plantas de fécil manejo
e utilizacdo em pesquisas.

A micropropagacdo, ou cultivo in
vitro, € a técnica que possibilita a pro-
ducdo em massa de mudas de varieda-
des selecionadas, a partir de um peque-
no nimero de explantes retirados da
planta matriz (Willadino et al., 2001).
Seu uso abrange a introduc&o de novas
espécies, atendimento da demanda de
plantas e mudas de qualidade genética

superior, importanciaeconémico-ecol 6-
gico, caracterizando um ato vaor co-
mercial, aém de ser amplamente utili-
zadaparalimpezadevirus (Vinderhalter
& Vinderhalter, 1994; Estrada-Luna et
al., 2001; Borghezan et al., 2003).
Durante as fases da culturain vitro,
as plantas crescem sob condi¢des espe-
ciais de reducéo das trocas gasosas, dta
umidade do ar, baixa intensidade lumi-
nosa e uso de sacarose como fonte de
energia. Estesfatores podem causar ini-
bico da fotossintese, estdbmatos anor-
mai s, maior acimulo de reservas ou bio-
massa, dificultando a proépria
micropropagacdo e aaclimatizagéo, algo
gue proporciona perdas elevadas de
plantas na transferéncia para as condi-
¢Bes ex vitro (Pospisilova et al., 1999).
Apbés a micropropagacdo as
plantulas passam pelo periodo de
aclimatizag@o por algumas semanas ou
mesmo a guns meses e aregeneragéo de
raizes durante a fase de aclimatizacéo
tende a produzir um sistema radicular
mais desenvolvido e funcional
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(Grattapaglia & Machado, 1990). Bosa
et al. (2003) definem a aclimatizacdo
como o processo de adaptacdo da pas-
sagem das plantasdesenvolvidasinvitro
para o ambiente ex vitro. O suprimento
hidrico normalmente é um fator
limitante nessa fase (Pospisilova, 1999;
Larcher, 2000; Hazarika, 2003) e con-
dicdo importante para o sucesso da for-
macédo de mudas, durante a fase de
aclimatizacéo.

Debergh (1991) cita que durante a
aclimatizagdo, plantas obtidas pelo cul-
tivo in vitro sofrem mudangas fisiol 6-
gicas e morfoldgicas em respostas as
alteracBesdo ambiente eautilizagdo das
reservas acumuladas ainda durante o
periodo in vitro, sendo a principal for-
ma da planta manter o seu crescimento
durante as primeiras semanas em casa
de vegetacéo.

A utilizac8o defontes de nitrogénio,
como KNO,, NH,NO, e (NH,),SO,,
vem se mostrando eficiente na
otimizag@o do desenvolvimento de
pléntulas cultivadas in vitro. Garcia et
al. (1994) e Kanashiro (2005), traba
Ihando com pléntulas de oliveira e mu-
das de A. blanchetiana, respectivamen-
te, observaram que maiores quantidades
de nitrogénio foram assimiladas quan-
do se utilizou como fonte o NH,NO, eo
(NH,),SO,. Veloso et al. (2001) traba-
Ilhando com abacaxizeiro, afirmou que
a adubacdo nitrogenada foi adequada.

O presente trabalho foi desenvolvi-
do paraavaliar o emprego de diferentes
concentracBes de adubo nitrogenado
aplicado via foliar em espécie de
bromelidcea ornamental, auxiliando na
aclimatizagdo eficiente para a espécie.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Cultura de Tecido do
Instituto de Botanica, Secretaria do
Meio Ambiente de S8o Paulo.

Frutos de A. blanchetiana foram
coletados de espécimes cultivados no
Instituto de Botanica e armazenados em
sacos de papel Kraft em condicfes de
refrigeragdo a 6°C durante um ano. Os
frutos foram abertos manualmente e
suas sementes retiradas, lavadas em
aguadedtiladaaté aeliminacdo completa
da mucilagem.
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As sementes foram desinfestadas em
solugdo 100% de hipoclorito desddio com
2% de cloro ativo (m v?), acrescida de 2
gotas de Tween 20 por 100 mL, durante
30 minutos. A seguir, foram enxaguadas
por trés vezes em &gua destilada esterili-
zada. ApGs o tratamento de assepsia, as
sementes foram inoculadas em frascos
com capacidade volumétrica de 360 mL,
contendo 50 mL de meio de cultura MS
solido (7 g L agar) acrescido com 30 g
de sacarose, para germinagao, e posterior
cultivo in vitro em solugdo completa de
Murashige & Skoog (1962) liquida (sem
agar) ecomacréscimo de30 g desacarose.
Os frascos foram dispostos em sda de
crescimento a 25 pmol m2s? de radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) e tempe-
ratura média de 25+1°C, sob fotoperiodo
de 12 horas, sendo o intervalo deilumina
¢80 das 6 s 18 horas e incubadas durante
3 messs.

Apbs o cultivo in vitro, as plantulas
foram lavadas em agua corrente e
transferidas paravasos plasticos com 0,45
L decapacidade contendo como substrato,
areialavada. Osvasosforam mantidosem
estufa cobertas com telas plasticas tipo
sombrite, com sombreamento de 50%, em
estantes cobertas com pléstico preto e
irrigadas diariamente.

A fertilizagdo foliar foi realizada se-
manal mente, durante todo o periodo de
experimentagdo, sendo aspergidas com
3,0 mL dasolugdo de KNO, (nitrato de
potéssio) nas concentracfes 0,0; 2,5;
5,0; 7,5e10,0g L, por vaso.

As coletas de plantas foram rediza-
dasaos0; 60 e 120 dias de aclimatizagéo,
totalizando 60 plantulas para cada cole-
ta. Asraizesdasplantascoletadasno tem-
po zero foram retiradas, sendo, portanto,
excluidas da avaliacdo. Foram avaliados
o comprimento foliar, comprimento da
maior raiz, nimero de folhas, fitomassa
seca e fresca de plantas e porcentagem
de plantas vivas. O delineamento expe-
rimental foi inteiramente casualizados e
constou de 5 tratamentos com quatro re-
peticdes (vasos) contendo 3 mudas,
totalizando 180 plantas.

Foi realizada a andlise de variancia
e regressdo polinomia para todos os
parametros avaliadosem fungado do tem-
po de aclimatizacdo e concentracéo de
KNQO,, considerando significativo quan-
do osvaoresde p (probabilidade detes-
te aplicado) foram abaixo de 5%, utili-
zando-se programa estatistico SANEST
(Zonta & Machado, 1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta feita apés 60 dias de
aclimatizagdo mostrou que a adubacdo
com KNO, nas maiores concentragdes
auxiliou o processo de aclimatizag8o das
plantas transferidas da condi¢&o in vitro
paraex vitro. 1sso pode ser corroborado
pelas curvas de crescimento obtidas nas
menores concentragdes, onde n&o ocor-
reu incremento no comprimento das fo-
lhas. Aos 120 dias de aclimatizac&o os
resultados do comprimento foliar foram
semelhantes entre si, mas apresentaram
valores maiores ou iguais aos observa-
dos nasmudas aclimatizadas por 60 dias
(Figura 1a).

Bhugaloo (1998) trabalhando com
mudas de abacaxi ex vitro fertilizadas
com diferentes concentragdes de nitro-
génio, observou que, apesar da adubacdo
nitrogenada ser essencial, € necessario
calcular sua dose para que ndo se torne
inibitoria ao crescimento. As menores
concentragbes de KNO, causaram me-
Ihores efeitos aos 120 dias de
aclimatizaco, entretanto concentractes
maiores mostraram ser importantes aos
60 dias, amenizando osefeitosdo estresse
e mantendo o comprimento foliar igua
ou maior que o observado nas mudas do
controle. Rodrigues et al. (2004) obser-
varam em mudas micropropagadas de
Alcantareaimperialisomelhor desenvol-
vimento em plantas cultivadas em
substrato com altos teores de nutrientes,
entretanto Olmos (1992) citado por
Rodrigues et al. (2004) observou maior
crescimento em substratos com baixos
teores de nutrientes.

O comprimento médio das folhas
aumentou linearmente para as maiores
doses de KNO, e de forma quadratica
paraas menores doses de adubo e o con-
trole. Estes resultados mostram o efeito
da fertilizagdo foliar com KNO,,
atenuando os efeitos deletérios causa-
dos pelo estresse durante a fase de
aclimatizagdo da espécie estudada.
Bhugaloo (1998) observou que a utili-
zacd0 de nitrogénio era mais eficiente
quando aplicado durante o crescimento
foliar, antes do surgimento da
inflorescéncia.

Na Figura 1b esté representado o
numero total de folhas presentes nos
explantes apos diferentes tratamentos
em 0; 60 e 120 dias. De maneira geral,
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a0 compararmos os tratamentos entre s
observa-se que 0 nimero de folhas foi
menor a medida que houve acréscimo
na concentracdo de nitrogénio apds 60
dias enquanto, ap6s 120 dias de
aclimatizagdo o resultado foi oposto. No
ultimo periodo de aclimatizag&o os tra-
tamentos ndo mostraram serem signifi-
cativos entre si. Resultados semelhan-
tes foram obtidos por Santos et al.
(2004), em plantulas de Heliconia
psittacorum aclimatizadas, constatando
gue o nimero de folhas foi significati-
vamente igual, independentemente do
adubo utilizado. Gomes & Shepherd
(2000) variando as concentracdes de
KNO, em meio MS no cultivo in vitro
de Snningia allagophylla, planta orna-
mental da familia Gesneriaceae, obser-
varam que o nimero de folhas e o com-
primento aumentaram com o uso de ni-
trato em relac8o a outros experimentos,
porém ndo mostrou diferenca significa-
tiva entre as concentractes utilizadas.

Houve aumento do comprimento das
raizes ao longo da aclimatizag@o. Os tra-
tamentosndo gpresentarem diferencassig-
nificativas aos 60 e 120 dias, porém aos
120 dias, com o aumento da concentra-
¢a0 do KNO, mostrou efeito deletério no
crescimento (Figura 1¢). Carvaho et al.
(2005) estudando os efeitos de regulado-
res vegetais no enraizamento de Ananas
bracteatus (Shultz) cv. striatus Hort in
vitro, observaram enraizamento das plan-
tas nos tratamentos sem reguladores, su-
gerindo que a presenca de uma auxina
associada a citocinina inibe a formacao
de primérdios. A medida que o nimero
de folhas diminuiu (Figura 1b), os com-
primentos dafolhaedaraiz (Figuras lae
1c) aumentaram. Segundo Crabbé &
Barnola (1996) um rapido acimulo de
folhas jovens em plantas pode apresentar
um efeito inibitorio sobre 0 dongamento
dos entrends, anulando o crescimento por
completo das plantas.

Aos 60 dias os maiores valores de
fitomassa fresca foram observados em
plantastratadascom 10,0g L deKNO,
Tais valores foram inferiores aos das
plantas tratadas com 0,0 e 25 g L de
KNO, apds 120 dias de aclimatizacdo
(Figura 2a). Os resultados finais estdo
de acordo com Grossi (2000) que, ao
trabalhar com A. nudicaulis, observou
gue a menor concentracdo de nitrogé-
nio (cultivo in vitro) promoveu maior
producéo de fitomassa fresca.
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Figura 1. Efeito de diferentes concentragbes de KNO, no comprimento foliar (&), nimero
defolhas(b) e comprimento radicular (c) de plantas de Aechmea blanchetiana em aclimatagdo
aos 0, 60 e 120 dias (Effect of differente KNO, concentrations on length of the leaves (a),
number os leaves (b) and length of the roots (c) of Aechmea blanchetiana plantlet on 0,60
and 120 days of acclimatization). S&o Paulo, |Bt, 2006.

Osvaloresde fitomassasecaaumen-
taram ao longo do periodo de
aclimatizagdo em todos os tratamentos
apos 60 dias de cultivo. A andlise da
fitomassa seca indica que nesse perio-
do aconcentragéo de 7,5 g L * de KNO,
tende a amenizar os efeitos do estresse
causado pelo ambiente, umavez que 0s
valores obtidos nas plantas tratadas com
0 adubo nesta concentragdo mantiveram

valoresmaiores que os demaistratamen-
tos nesse periodo (Figura 2b). Segundo
Veloso et al. (2001) a adubacéo
nitrogenada n&o teve efeito na produ-
¢80 e massa do fruto do abacaxi, porém,
ao combina-lo com doses isoladas de
potéssio, o rendimento melhorou. Toda-
via, no presente trabalho, os valores de
fitomassa fresca e seca aumentaram
apo6s 60 dias de aclimatizagéo.
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Figura 2. Efeito de diferentes concentragBes de KNO, na massa fresca (a), massa seca (b) e
porcentagem de plantas vivas (¢) em plantas de Aechmea blanchetiana em aclimatizacéo
aos 0, 60 e 120 dias (Effect of different KNO, concentrations on fresh fitomass (), dry
fitomass (b) and live plants percentagem (c) of Aechmea blanchetiana plantlets on 0, 60 and
120 days of acclimatization). S&o Paulo, |Bt, 2006.

Soratto et al. (2004) ao traba harem
com mudas de Panicum
dichotomiflorum, afirmaram que a uti-
lizacdo de nitrogénio como fonte de adu-
bo causa um decréscimo na concentra-
¢éo de aglcar da fitomassa seca, vindo
a confirmar os resultados obtidos no
primeiro periodo de aclimatizacgéo,
quando as plantas estédo sob maior
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estresse. De acordo com o trabalho rea-
lizado por Paula et al. (1991) o nitrogé-
nio, ao ser utilizado como adubo, con-
correu para aumentar significativamen-
te a produgdo de frutos de abacaxi, e,
apesar de estimular o crescimento
vegetativo das mudas, aumentou a ne-
cessidade de outros nutrientes para a
planta, principalmente o potéssio.

Durante a aclimatizacgo a atividade
fotossintética das mudas tende a cair, im-
pedindo a producdo de metabdlicos até o
momento que suas folhas j& estdo com-
pletamente adaptadas a0 novo ambiente
(Lacher, 2000; Raven et al., 2000;
Kerbauy, 2004). O acimulo de maté&ria
seca vegeta é o resultado do mecanismo
fotossintético, o qual incorpora matéria
orgénicanaplanta(Bergonci et al., 2001).
Segundo Benincasa (1988) 90%, em mé-
dia, damatériasecaacumul ada, pdasplan-
tas ao longo do seu crescimento resultam
daatividadefotossintética. No experimen-
to a0s 120 dias as plantasja parecem estar
adaptadas a0 novo ambiente devido ao
aumento de sua fitomassa seca

A sobrevivéncia manteve-se pretica
mente constante ao longo do periodo de
aclimatizacdo, sendo sempre superior a
80% paraas plantastratadascom 50 g L*
de KNO, e 65% paraos demais tratamen-
tos (Figura 2c), indicando que a espécie
gpresenta rugticidade e que o periodo de
aclimatizag@ ndo € um fetor limitante na
micropropagacdo da espécie.

A maioria dos dados mostra que as
plantas tratadas nas mai ores concentragdes
de nitrogénio apresentaram, ao find do
experimento, os menores valores em todos
osparametrosavaiados. Endres& Mercier
(2001) observaramqueadtilizacdo deuréa
edeNH," como fontes de nitrogénio gera-
ram diferentesresultadosnaespécie Ananas
comosus e \isea gigantea durante o cullti-
VO in vitro dessas espécies. Nievola et al.
(2001) &firmaram que 0 uso de uréia para
bromdia com hébito formador de tanque
aumenta a disponibilidade de nitrogénio,
no entanto € preciso conhecer as necessi-
dades nutricionais de cada espécie para
evitar problemas com toxidez.

Durante 0 processo de aclimatizagdo
ndo foram observados sintomas
degenerativos (clorose, queimadura nas
pontas das folhas) como ocorreu nos
experimentosde Rodrigueset al. (2004)
em plantas de bromélia imperial
(Alcantarea imperialis). Lima Filho &
Malavolta (1997), estudando plantas de
Sevia rebaudiana afirmaram que as
plantas deficientes em nitrogénio apre-
sentaram, além do desenvolvimento re-
duzido, folhas pequenas, pouca ramifi-
cacdo e amarelecimento generalizado.

Embora o substrato arenoso tenha
sido satisfatério paraaaclimatizagcdo da
A. blanchetiana, Souza Jr. et al. (2001),
trabalhando com pléantulas
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Efeito da adubacgo foliar com KNO, na aclimatizagdo de bromeélia cultivadain vitro

micropropagadas de abacaxi, mostrou
que a combinagdo de areia, xaxim e
hdmus, proporcionou melhores respos-
tas ao crescimento das mudas em con-
digdes ex vitro, podendo ser uma opcéo
viavel para a diminuicdo da taxa de
mortalidade das mudas no processo de
aclimatizag&o.

A partir dos resultados obtidos é
possivel concluir que a utilizacdo de
KNO, como fonte de nitrogénio naadu-
bacdo de mudas, mostrou-se eficiente
durante o processo de aclimatizacdo da
espécie estudada. O uso de peguenas
concentragBes de nitrogénio € suficien-
te para 0 desenvolvimento dessa espé-
cieparao cultivoinvitro, efoi suficiente
no desenvolvimento durante cultivo ex
vitro, porém maiores concentracdes sdo
eficientes na amenizagdo dos efeitos
estressantes causados pelo novo am-
biente. O ideal seria utilizar as maiores
concentragtes de KNO, no inicio do
processo de aclimatizacdo e diminuir as
doses gradativamente.
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