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Baixas concentracoes de macronutrientes beneficiam a propagacao
in vitro de Vriesea incurvata (Bromeliaceae), uma espécie endémica
da Floresta Atlantica, Brasil

Low macronutrient concentrations benefit in vitro propagation of Vriesea incurvata
(Bromeliaceae), an endemic species of the Atlantic Forest, Brazil

Meércio Hisayuki Sasamori', Delio Endres Junior' & Annette Droste'?

Resumo

A cultura in vitro ¢ uma ferramenta eficiente para a propagacao de plantas de importancia ecoldgica e econdmica
e permite o entendimento acerca de aspectos ecofisiologicos das espécies. Este estudo teve por objetivo avaliar
ainfluéncia de diferentes concentragdes de macronutrientes sobre o desenvolvimento in vitro e a sobrevivéncia
ex vitro de plantulas de Vriesea incurvata, visando a conservagao desta bromélia epifitica endémica da Floresta
Atlantica. A germinag@o in vitro foi avaliada aos 60 dias e as plantulas foram cultivadas por 180 dias em
meio MS com 25 ou 50% dos macronutrientes, 25 ou 50% dos sais nitrogenados, bem como com 100% da
formulagdo original do meio. As sementes apresentaram 95% de germinag¢@o. Em todos os tratamentos, houve
100% de sobrevivéncia das plantulas cultivadas in vitro. A redugdo de todos os macronutrientes ou dos sais
nitrogenados mostrou-se benéfica, proporcionando maior comprimento da parte aérea e da raiz maior, maior
numero de folhas e de raizes, bem como maior massa fresca, além de ter propiciado 97% de sobrevivéncia das
plantulas aclimatizadas ex vitro. Os dados obtidos permitem o estabelecimento de um protocolo de propagagio
in vitro de V. incurvata, com o objetivo de sua futura reintroducgio no habitat natural.

Palavras-chave: bromélias, conservagdo, micropropagaco, nutri¢do mineral.

Abstract

In vitro culture is an efficient tool for the propagation of plants of ecological and economic importance and
allows the understanding about ecophysiological aspects of the species. The objective of this study was to
assess the influence of different macronutrient concentrations on in vitro development and ex vitro survival
of Vriesea incurvata plantlets, aiming the conservation of this endemic epiphytic bromeliad from the Atlantic
Forest. The in vitro germination was assessed at 60 days and the plantlets were cultivated for 180 days on MS
medium with 25 or 50% of the macronutrients, 25 or 50% of the nitrogen salts, or with 100% of the original
formulation of the medium. The seeds showed 95% germination. In all treatments, there was 100% survival
of in vitro cultivated plantlets. The reduction of all macronutrients or of the nitrogen salts was beneficial,
and permitted a greater length of the aerial part and of the major root, a higher number of leaves and roots,
and more fresh mass, as well as allowed 97% survival of ex vitro acclimatized plantlets. The obtained data
allow the establishment of a protocol for in vitro propagation of V. incurvata, aiming its future reintroduction
into the natural habitat.

Key words: bromeliads, conservation, micropropagation, mineral nutrition.

Introducao ao Rio Grande do Sul (IBF 2015). Conhecido
A Floresta Atlantica ocupa uma 4rea de mundialmente como uma das areas prioritarias
1.315.460 km? (Fundacdo SOS Mata Atlantica para conservacdo (Myers et al. 2000), este bioma
2015) ao longo da costa litordnea do territdrio tem registrado crescente reduc@o de sua cobertura
brasileiro, que se estende do Rio Grande do Norte vegetal (Fundacdo SOS Mata Atlantica & INPE
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2014), atualmente restando apenas 7,91% de sua
area original (IBF 2015). Bromeliaceae apresenta
distribui¢do neotropical, com 58 géneros e 3.248
espécies descritas (Luther 2010), das quais 40%
sdo encontradas no territorio brasileiro (BFG
2015), sendo a segunda maior familia de epifitos
vasculares ocorrentes na Floresta Atlantica
(Kersten 2010). As bromélias sdo consideradas
um grupo taxondmico importante devido aos
altos niveis de especializag@o, formando sistemas
ecologicos complexos que contribuem para a
manutencdo da estabilidade dos ecossistemas
florestais (Padilha 1978; Benzing 2000). Varias
espécies desta familia sdo endémicas da Floresta
Atlantica (Wanderley et al. 2006; Martinelli et
al. 2008), ¢ muitas figuram nas listas de espécies
ameacadas de extingdo devido ao extrativismo e a
degradag@o ambiental pela intervencao antropica
(Reitz 1983; Forzza et al. 2013).

Vriesea incurvata Gaudich. € uma
bromeliacea endémica do Brasil, ocorrente nas
regides Sul e Sudeste do Brasil, nos estados de
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao
Paulo e Rio de Janeiro (BFG 2015). No Rio Grande
do Sul, V. incurvata figura na lista de espécies
da flora ameagadas de exting¢do, na categoria de
dados insuficientes para avaliacdo de seu risco
(Rio Grande do Sul 2014) e no Parana ¢ uma das
dez bromeliaceas mais coletadas ilegalmente ¢
comercializadas para ornamentacdo (Negrelle &
Muraro 2006). A espécie é herbacea, de habito
epifitico, raramente rupicula, com altura maxima
de 50 cm, apresentando cerca de 10 folhas,
dispostas em roseta, lisas e sem espinhos (Reitz
1983). A sua inflorescéncia ¢ submultifloral,
espigada, com altura entre 30 a 40 cm (Negrelle &
Muraro 2006) (Fig. 1f). Geralmente, V. incurvata é
encontrada na parte mediana inferior dos forofitos,
preferencialmente em ambiente de luz difusa
(Reitz 1983), de forma isolada ou em pequenos
agrupamentos formados por brotacdes laterais,
no interior do sub-bosque e em beiras de cursos
d’aguas (Bourscheid 2008).

As sementes produzidas pelas bromélias
epifiticas apresentam baixa capacidade de
germinagdo em ambiente natural (Mekers 1977;
Mercier & Kerbauy 1995), uma vez que necessitam
de condigdes adequadas especificas de microclima
e substrato (Winkler et al. 2005). Além disso, o
estabelecimento das plantulas nos anos iniciais
tem sido considerado o estadio mais vulneravel do
ciclo de vida das bromélias, levando a altas taxas de
mortalidade das plantulas (Harper 1977; Winkler
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et al. 2005). O uso de ferramentas biotecnologicas
¢ uma alternativa importante para a conservagao
de espécies (Grattapaglia & Machado 1998), uma
vez que a cultura in vitro permite elevadas taxas
de germinagdo das sementes de forma rapida e
eficiente quando comparada ao ambiente natural
(Mercier & Kerbauy 1995; Pedroso-de-Moraes et
al. 2009), além de proporcionar a manutengdo da
variabilidade genética das plantulas (Mercier &
Kerbauy 1995; Pinto et al. 2010). Contudo, a maioria
dos estudos de micropropagagido de bromeliaceas
utilizam reguladores de crescimento para indugdo
e multiplicacdo de brotos, gerando individuos
geneticamente homogéneos, inadequados para fins
conservacionistas.

A micropropagag¢do, em fungdo da
disponibilidade de agua e nutrientes, bem como
das condicdes livres de patdogenos, apresenta
vantagens quando comparada com as propagagoes
convencionais (Fay 1994; Engelmann 1997; Kozay
et al. 1997; Thorpe & Harry 1997). Para alcangar
o sucesso da cultura in vitro, sdo necessarios
requisitos essenciais para o 6timo estabelecimento
das plantulas, sendo fundamental a concentracao
de nutrientes no meio de cultura, uma vez que cada
espécie apresenta comportamento diferenciado
no seu desenvolvimento devido as caracteristicas
genéticas (Kozay et al. 1997; Fortes & Pereira
2001). Um dos meios mais empregados para a
propagacao in vitro de diversas espécies vegetais
¢ o meio MS (Murashige & Skoog 1962),
considerado um substrato nutritivo rico em sais
minerais. Porém, o excesso de nutrientes minerais
e, especialmente, de sais nitrogenados no meio
de cultivo pode ser prejudicial para as plantulas
micropropagadas (Sakuta et al. 1987; Avila et al.
1998; Cazetta et al. 1999; Ali et al. 2000). Por outro
lado, dilui¢des do meio MS tém sido efetivas para
micropropagacdo de plantulas (Grattapaglia &
Machado 1998), como demonstrado em estudos
de bromélias (Mercier & Kerbauy 1994; Endres
& Mercier 2001b; Tamaki et al. 2007; Kurita et al.
2014; Martins et al. 2015) ¢ orquideas (Stancato
& Faria 1996; Unemoto et al. 2007; Sorace et al.
2008; Endres Junior et al. 2014).

Apbs a cultura in vitro, as plantulas precisam
ser transferidas para a condigdo ex vitro. Durante
esta fase, condigdes abidticas como a umidade
relativa do ar, a intensidade luminosa e a troca
de gases sofrem grandes alteragdes, sendo fatores
limitantes para a sobrevivéncia das plantulas
(Lakso et al. 1986). Dessa forma, a exposigao
gradual durante o processo de aclimatizacdo das
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plantulas ao ambiente externo permite aumentar
a sobrevivéncia dos individuos (Grattapaglia &
Machado 1998), facilitando o estabelecimento
das plantulas em ambiente ex vitro, para posterior
utilizacdo em programas de conservagao de
espécies ameagadas, por meio da reintroducdo no
ambiente natural (Benson 1999).

O presente estudo teve por objetivo avaliar
a influéncia de diferentes concentracdes de
macronutrientes sobre o desenvolvimento in vitro e
a sobrevivéncia ex vitro de plantulas de V. incurvata
Gaudich., visando a conservacdo desta bromélia
epifitica endémica da Floresta Atlantica.

Material e Métodos

Obtencao, desinfestacao e semeadura

das sementes

Capsulas maduras de Vriesea incurvata
foram coletadas de individuos de uma populagao
estabelecida no trecho superior da Bacia
Hidrografica do Rio dos Sinos, no municipio de
Caraa, na regido litoral norte do estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. Apds lavagem em agua
corrente com detergente comercial e enxague em
agua destilada por trés vezes, as capsulas foram
levadas a camara de fluxo laminar, onde foram
esterilizadas por 30 segundos em alcool etilico 70%
e, em seguida, submersas em hipoclorito de sodio
4% acrescido de 0,1% de detergente Tween® 20
por 15 minutos. Apos, as capsulas foram lavadas
quatro vezes em agua destilada autoclavada e
abertas com auxilio de bisturi, para a retirada
das sementes (Droste et al. 2005). As sementes
tiveram os apéndices plumosos retirados ¢ foram
semeadas em placa de petri com 30 mL de meio
MS (Murashige & Skoog 1962) para germinagéo,
conforme descrito por Bencke & Droste (2008;
Fig. 1a). As culturas permaneceram em condicdes
controladas, com intensidade luminosa de 60 pmol
m?s!, fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 26
+ 1°C durante 60 dias. Apoés este periodo, o nimero
de sementes germinadas foi registrado.

Experimento com diferentes

concentragoes de macronutrientes

Plantulas com 1,0 £ 0,2 cm de altura (Fig.
1b) foram cultivadas em frascos contendo 30 mL
de meio MS, acrescido de 30 g L' de sacarose, 4
g L' de Phytagel™, 5 g L' de carvao ativado e pH
ajustado em 6,4 antes da esterilizacdo em autoclave.
A formulagdo completa dos sais do meio MS (meio
denominado 100MS) foi utilizada como referéncia
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e os demais tratamentos consistiram na redugdo
das concentragdes dos macronutrientes (25 ¢ 50%:
meios denominados 25M e 50M, respectivamente)
ou apenas dos sais nitrogenados (25 e 50%: meios
denominados 25N e 50N, respectivamente; Tab.
1). Para cada tratamento, foram cultivados 70
individuos, distribuidos em grupos de cinco em
14 frascos (volume 200 mL) totalizando 350
plantulas (Fig. 1¢). A cada 60 dias, foi realizado
um sub-cultivo e, ao término de 180 dias, foram
mensurados comprimento da parte aérea (CPA),
numero de folhas (NF), nimero de raizes (NR),
comprimento da raiz maior (CRM) e massa fresca
(MF) de cada individuo.

Apos o registro dos dados relativos aos
parametros morfologicos acima, as plantulas foram
submetidas a aclimatizag¢@o conforme metodologia
descrita por Sasamori et al. (2014), sendo plantadas
em grupos de 15 individuos em substrato comercial
(Carolina Soil®, a base de turfa ¢ vermiculita) em
duas bandejas plasticas transparentes com tampa
(24 cm x 18 cm, 10 cm de altura) por tratamento.
As plantulas permaneceram em aclimatiza¢ao no
laboratorio, sob temperatura controlada (26 = 1°C)
e com retengdo de 70% da luz natural por meio da
tela de polipropileno. As bandejas permaneceram
fechadas com as tampas transparentes por 30 dias,
para proporcionar maior umidade junto as plantulas
e posteriormente a este periodo, as bandejas foram
abertas gradualmente para expor os individuos
em contato com o ar atmosférico. A irrigagdo das
plantulas foi realizada manualmente, mantendo o
substrato sempre umido e as adubagdes foliares
foram realizadas quinzenalmente com o fertilizante
comercial Peter® profissional (1 g L'"). As plantulas
permaneceram em aclimatiza¢@o por um periodo de
150 dias (Sasamori et al. 2014), sendo registrados
os dados de sobrevivéncia dos individuos provindos
de cada tratamento in vitro (Fig. 1d,e).

Andlise estatistica

Os dados de sobrevivéncia das
plantulas aclimatizadas foram transformados
em porcentagens. Os dados dos parametros
morfologicos foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls, ao nivel de 5% de probabilidade.
A andlise de regressao linear multipla foi realizada
para verificar a possivel relagdo entre a massa
fresca e os demais parametros (comprimento da
parte aérea, nimero de folhas, comprimento da raiz
maior ¢ nimero de raizes). Os tratamentos foram
agrupados em funcao das distancias euclidianas
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Figura 1 — a. sementes de Vriesea incurvata; b. plantulas de V. incurvata germinadas aos 60 dias; c. plantulas apds
180 dias de cultivo in vitro; d. aclimatizagio das plantulas em substratos por 150 dias; e. plantulas cultivadas apds a
aclimatizagio; f. V. incurvata em ambiente natural no municipio de Caraa, Rio Grande do Sul.

Figure 1 — a. Vriesea incurvata seeds; b. V. incurvata plantlets germinated after 60 days; c. plantlets after 180 days of in vitro culture;
d. plantlet acclimatization on substrates for 150 days; e. plantlets grown after acclimatization; f. V. incurvata in its natural environment
in the municipality of Carad, Rio Grande do Sul.
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Tabela 1 — Composi¢do do meio MS (Murashige & Skoog 1962) com a formulagdo completa e as redugdes dos

macronutrientes ou sais nitrogenados para a propagagao in vitro de Vriesea incurvata.
Table 1 — Composition of MS medium (Murashige & Skoog 1962) with complete formulation and the reduction of macronutrients or

nitrogen salts for in vitro propagation of Vriesea incurvata.

Tratamentos
Componentes 100MS 50M 25M 50N 25N
Macronutrientes (mg L)
NH,NO, 1650 825 412,5 825 412,5
KNO, 1900 950 475 950 475
CaCl, 2H,0 440 220 110 440 440
MgSO, 7H,0 370 185 92,5 370 370
KH,PO, 170 85 42,5 170 170
Micronutrientes (mg L)
MnSO, - 4H,0 22,300
ZnSO, 7H,0 8,600
H,BO, 6,200
KI 0,830
Na,MoO, 2H,0 0,250
CuSO, - 5H,0 0,025
CoCl, - 6H,0 0,025
Na, EDTA - 2H,0 37,3
FeSO, 7H,0 27,8

utilizando analise de agrupamento hierarquico com
padronizagdo das variaveis. As analises de Kruskal-
Wallis e de agrupamento foram realizadas com o
uso do programa BioEstat versao 5.3, e a analise
de regressdo linear multipla foi realizada com o uso
do programa SPSS versao 20.

Resultados e Discussao

A germinagdo das sementes de V. incurvata
foi de 95% apods 60 dias de cultivo in vitro, pelo
menos duas vezes superior aos maiores percentuais
registrados em habitats naturais da espécie, sob o
dossel de floresta ombroéfila densa aluvial e em
diferentes substratos, em que porcentagens de
germinacao entre 8,7% e 40,5% foram relatadas
(Muraro et al. 2014). De um modo geral, diversas
espécies de Vriesea Lindl. apresentam baixas
porcentagens de germinagdo no ambiente natural
(Mekers 1977; Mercier & Kerbauy 1995), enquanto
que a cultura in vitro proporciona a germinacao de
um maior niimero de sementes em menor espago
de tempo (Mercier & Kerbauy 1995). De forma
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semelhante a V. incurvata, as bromélias V. gigantea
Gaudich. (Droste et al. 2005), Pitcairnia flammea
Lindl. (Pereira et al. 2011), Aechmea blanchetiana
(Baker) L.B.Sm. e A4. distichantha Lem. (Santa-
Rosa et al. 2013) apresentaram, respectivamente,
94, 99, 99 ¢ 62% de germinagdo em meio MS. A
alta producdo de sementes por fruto da espécie
(Reitz 1983; Negrelle & Muraro 2006), associada
a elevada taxa de germinagdo in vitro permite a
obtencdo de um grande nimero de individuos,
sem a necessidade de multiplica¢do via indugao
de brotos laterais, geralmente associada ao uso
de reguladores de crescimento (Grattapaglia &
Machado 1998; Droste et al. 2005). A propagacao
a partir de sementes permite a manuten¢ao da
variabilidade genética dos individuos propagados,
que se tornam interessantes para programas de
conservacao in situ, por meio da reintrodugdo em
ambiente natural (Benson 1999; Pinto ez al. 2010).

O cultivo de plantulas na presenca de
diferentes concentragdes de macronutrientes nao
influenciou negativamente a sobrevivéncia das
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Tabela 2 — Valores (média + desvio padrdo) do comprimento da parte aérea, numero de folhas, comprimento da
raiz maior, numero de raizes e massa fresca de plantulas de Vriesea incurvata apds 180 dias de micropropagag@o em

meio MS com diferentes concentragdes de macronutrientes.
Table 2 — Values (mean + standard deviation) of length of the aerial part, number of leaves, longest root length, number of roots and fresh
mass of Vriesea incurvata plantlets after 180 days of micropropagation on MS medium with different concentrations of macronutrients.

Tratamento Compri,mento da Numero de COfnpril?lento da Nl’lm,ero de Massa fresca
parte aérea (cm) folhas raiz maior (cm) raizes (mg)

25M 39+£0,7a 12,7£2,5ab 43+1,5¢cd 38+£1,2ab 88+37a
50M 3,3+0,6 be 128+2.1a 44+13bc 3,6 £0,9 ab 67+28b
25N 38+0.8a 138+50a 54+1,5a 41+15a 91+4la
50N 34+0,8b 12,5+2,7 ab 49+1,8ab 35£1,1b 84+ 107b
100MS 30£0,7c¢ 11,9+2,1b 36+1,2d 30£12¢ 55+26¢
H 46,9822 9,8049 34,3111 22,2171 42,7541

P <0,001 0,0438 <0,001 0,0002 <0,001

Valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Student-Newman-Keuls (p < 0,05).

plantulas de V. incurvata, que foi de 100% em todos
os tratamentos. Também ndo foram observadas
clorose e necrose nas folhas das plantulas (Fig. 1¢),
mesmo nos meios com as menores concentragdes
de macronutrientes, indicando que as plantulas nao
apresentaram deficiéncia de nutrientes reguladores
de processos metabolicos, como nitrogénio, fosforo,
potassio, calcio, magnésio e enxofre (Taiz & Zeiger
2004; Marenco & Lopes 2011; Marschner 2012).
Porém, a influéncia dos diferentes tratamentos pode
ser observada em todos os pardmetros morfoldgicos
avaliados nas plantulas. Os valores médios
registrados para comprimento da parte aérea e
massa fresca foram significativamente maiores
quando as plantulas foram cultivadas no meio 25N
(CPA = 3,8 cm; MF = 91 mg, respectivamente),
bem como no meio 25M (CPA = 3,9 cm; MF =
88 mg, respectivamente). Os tratamentos com
os meios 50N e 50M proporcionaram plantulas
com valores estatisticamente intermediarios
para comprimento da parte aérea e massa fresca,
enquanto que o meio 100MS ndo se mostrou
benéfico para o crescimento das plantulas, que
apresentaram valores significativamente menores
para comprimento da parte aérea (CPA =3 cm) ¢
massa fresca (MF 55 mg; Tab. 2). O numero de
folhas produzidas por plantula foi semelhante nos
diferentes tratamentos e as médias variaram de 11,9
a 13,8. As plantulas dos tratamentos com redugao
de macronutrientes ou apenas de sais nitrogenados
ndo apresentaram diferencas significativas entre
si. Entretanto, quando comparadas aos individuos
propagados no meio 100MS, aqueles cultivados nos

meios 25N e 50M apresentaram numeros de folhas
significativamente maiores (Tab. 2).

Os resultados registrados para Vriesea
incurvata corroboram com a constatagdo de
que menores concentracdes de macronutrientes
beneficiam o crescimento € o desenvolvimento
in vitro de diversas espécies (Torres et al. 1998),
inclusive de bromeliaceas (Mercier & Kerbauy
1994; Tamaki et al. 2007; Kurita et al. 2014;
Martins et al. 2015). Individuos de A. bromeliifolia
(Rudge) Baker apresentaram maior crescimento da
parte aérea e mais massa seca de raizes e da parte
aérea em meio MS contendo de zero a 50% da
concentragdo original de macronutrientes (Fraguas
et al. 2002). Para A. blanchetiana, o aumento
gradativo da concentra¢do de sais nitrogenados
no meio MS levou ao decréscimo linear dos
parametros morfologicos avaliados, sendo o meio
com a menor concentracdo de sais nitrogenados
(12,5%) considerado adequado para o cultivo desta
bromélia (Kanashiro et al. 2007). Em um estudo
de micropropagacdo de Alcantarea imperialis
(Carriere) Harms em meio MS, os tratamentos com
25 e 100% de sais nitrogenados proporcionaram
o maior crescimento dos individuos (Kurita &
Tamaki 2014). Para Nidularium minutum Mez,
foi relatado maior desenvolvimento das plantulas
no meio MS com metade da concentragdo
original dos macronutrientes em comparagdo as
plantulas propagadas nos meios MS completos
e Knudson (Knudson 1946); (Kurita et al.
2014). Especificamente o nitrogénio influencia
diretamente no desenvolvimento das plantulas
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dependendo da sua concentracdo disponivel no
meio (Avila et al. 1998; Cazetta et al. 1999; Ali et al.
2000), uma vez que altas concentragdes de amonia
e nitrato podem ser prejudiciais para o crescimento
dos individuos (Sakuta et al. 1987).

A adaptacdo fisiologica de bromélias epifitas
pode ser um fator importante na menor exigéncia
de nutrientes minerais. De modo geral, bromélias
tanque epifiticas, como Vriesea incurvata, obtém
nutrientes por meio da intercepgdo de elementos
de origem atmosférica (Jordan et al. 1980;
Oliveira & Coelho Neto 2001) e da lixiviagdo de
substancias presentes no tronco ¢ nas folhas do
foréfito hospedeiro (Benzing 1973), tendo como
veiculo transportador a 4gua da chuva. Além disso,
o material organico resultante da decomposi¢io
de pequenos animais e de vegetais também ¢
depositado sobre os epifitos (Nadkarni 1981,
1984). Os nutrientes acumulados nos espagos
entre as folhas das bromélias tanque podem ser
absorvidos por meio dos tricomas presentes na
base foliar. Desse modo, no ambiente natural,
espécies epifiticas estdo expostas constantemente
ao estresse da caréncia nutricional e apresentam
maior eficiéncia na absor¢do de nutrientes (Benzing
2000). V. gigantea, uma bromélia tanque epifita
demonstrou maior tolerdncia a escassez de
nitrogénio quando comparada a espécie terricola
Ananas comosus (L.) Merr. em um estudo sob
condigdes controladas (Endres & Mercier 2001a).

Em relagdo a formagdo do sistema radicular
nas plantulas de V. incurvata, as concentragdes
de macronutrientes menores do que a original
no meio MS foram benéficas. O tratamento 25N
proporcionou maior numero de raizes por plantula
(NR =4,1), sem diferir significativamente dos meios
25M e 50M (NR = 3,8 e 3,6, respectivamente).
O comprimento da raiz maior foi superior no
meio 25N (CRM = 5,4 cm), porém sem diferir
significativamente do meio SON (CRM = 4,9 cm).
De outra forma, o tratamento com os sais completos
do meio MS proporcionou menor niimero de raizes
por plantula (NR = 3) e menor comprimento da
raiz maior por plantula (CRM = 3,6 cm; Tab. 2).
O uso de meios com concentragdes reduzidas de
macronutrientes pode estimular a formagéo e o
crescimento das raizes (Grattapaglia & Machado
1998), importante para o contato com o substrato
(Zhang et al. 2010). Tamaki et al. (2007) observaram
o acumulo cerca de 2,5 vezes superior da auxina
acido indolacético nas raizes de 4. comosus
cultivada na auséncia de nitrogénio, sugerindo
que tal hormoénio pode ter sido translocado das
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folhas para as raizes. As auxinas s3o responsaveis
pelo alongamento celular e as raizes sdo sensiveis
a elas (Davies 2010; Marschner 2012). Ressalta-
se que o sistema radicular contribui com maior
sobrevivéncia das plantulas durante a fase de
aclimatizag@o ex vitro (Besson et al. 2010).

As plantulas cultivadas nos meios 25N e 25M
apresentaram as maiores massas frescas (MF=91 e
88 mg, respectivamente), enquanto que os menores
valores foram registrados para as plantulas mantidas
em meio 100MS (MF =55 mg; Tab. 2). A regressdo
linear multipla indicou que o comprimento da parte
aérea, o namero de folhas e o numero de raizes
por plantula foram as variaveis mais importantes.
O modelo mostrou que o comprimento da parte
aérea foi responsavel por 60% do coeficiente de
determinagdo (r? ajustado = 0,601; p < 0,001),
enquanto que o nimero de folhas adicionou 7% (12
ajustado = 0,669; p < 0,001) ¢ o nlimero de raizes
adicionou 4% (r? ajustado =0,712; p<0,001) a este
coeficiente. Desta forma, a massa fresca foi predita
por uma combinagdo linear destas trés variaveis,
conforme a equacao: MF = -6,361 + 1,336CPA +
0,698NF + 0,21INR, onde as siglas MF, CPA, NF
¢ NR indicam massa fresca, comprimento da parte
acrea, nimero de folhas por plantula e nimero de
raizes por plantula, respectivamente.

Apods aclimatizacdo ex vitro por 150 dias, altas
porcentagens de sobrevivéncia de individuos de V.
incurvata foram registradas. Todos os individuos
cultivados nos meios 25M e 25N sobreviveram e,
para as plantulas provindas dos tratamentos S0M
e 50N, foram verificados 96,7% de sobrevivéncia,
respectivamente. A menor porcentagem de
sobrevivéncia foi registrada para as plantulas
provindas do meio com a concentragdo original
de macronutrientes (93,3%). Resultados similares
foram obtidos para individuos de Nidularium
minutum cultivados em 50% dos macronutrientes
originais do meio MS, que apresentaram 100%
de sobrevivéncia apos 90 dias de aclimatizag¢do
(Kurita et al. 2014). Plantulas micropropagadas de
Acanthostachys strobilacea (Schult. & Schult.f.)
Klotzsch aclimatizadas em substrato com irrigagdo
de diferentes dilui¢des do meio MS, apresentaram
em média 95% de sobrevivéncia ao término de
240 dias (Santos et al. 2010). No entanto, espécies
de bromeliaceas propagadas in vitro também
podem apresentar porcentagens de sobrevivéncia
inferiores, tais como Dyckia maritima Baker,
que apresentou 63% a 91% de sobrevivéncia em
diferentes substratos apo6s 120 dias (Silva et al.
2008) e A. blanchetiana, para a qual 65% a 85%
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dos individuos sobreviveram apos 120 dias ex vitro
(Tavares et al. 2008). A etapa de aclimatizagdo de
plantulas provindas da cultura in vitro € considerada
um processo intermediario importante para o
estabelecimento das plantas no ambiente natural,
uma vez que neste periodo podem ocorrer perdas
elevadas de individuos (Pospisilova et al. 1999).
Durante a cultura in vitro, as plantulas crescem
sob condi¢des especiais, sendo expostas a elevada
umidade relativa do ar, altos niveis de nutrientes
organicos e inorganicos, carboidrato como fonte de
carbono, havendo reduzidas trocas gasosas e baixa
luminosidade disponivel (Ziv 1994; Grattapaglia
& Machado 1998; Pospisilova et al. 1999), além
de estomatos poucos funcionais, bem como
cuticula delgada e parénquima paligadico pouco
desenvolvido (Diaz-Peres et al. 1995). A brusca
mudanca para as condigdes abidticas no ambiente
ex vitro ¢ fator limitante para a sobrevivéncia das
plantulas (Lakso et al. 1986; Assis et al. 2009),
pois impde mudangas fisioldgicas e morfologicas
as plantulas (Debergh 1991).

A andlise de agrupamentos com todos os
parametros avaliados nas plantulas (comprimento
da parte aérea, numero de folhas por plantula,
comprimento da raiz maior, numero de raizes por
plantula, massa fresca e sobrevivéncia na etapa
de aclimatizacdo) demonstrou a separagao dos

25M

Al

25N

50M

A2

50N

100MS

0 20% 40% 60% 80% 100%
Dissimilaridade

Figura 2 — Dendrograma obtido a partir da analise de
agrupamento hierarquico de tratamentos de meio de
cultura com padronizagdo variavel, utilizando o indice
de dissimilaridade com base na distancia Euclidiana. N
= porcentagens de sais nitrogenados do meio MS; M =
porcentagens de macronutrientes do meio MS; MS =

formulagdo completa do meio MS.

Figure 2 — Dendrogram obtained from the hierarchical
cluster analysis of culture medium treatments with variable
standardization, using the dissimilarity index based on Euclidean
distance. N = nitrogen salts percentages of MS medium; M =
macronutrient percentages of MS medium; MS = complete
formulation of MS medium.

Droste, A. et al.

tratamentos em A e B (Fig. 2). O grupo A se dividiu
em dois sub-grupos, em que os meios 25M e 25N
formaram o sub-grupo Al pela influéncia similar
destes tratamentos sobre os parametros avaliados
nas plantas e os meios SOM ¢ SON se agruparam
(A2) e se diferenciaram de Al. O meio 100MS
ficou isolado dos demais tratamentos (B).

A redugdo de todos os sais macronutrientes
ou apenas dos sais nitrogenados para 25% da
concentracdo original no meio MS mostrou-se
adequada para os parametros avaliados no presente
estudo, promovendo o crescimento da parte aérea,
a producdo de folhas, a formagao e o crescimento
de raizes, bem como beneficiando a sobrevivéncia
das plantulas na aclimatiza¢do ex vitro. Os
resultados apontaram a importancia de avaliar a
composicdo mineral do meio de cultura, visando
a determinar as condi¢des 6timas para o processo
de propagac¢ao de V. incurvata a partir de sementes
para fins comerciais bem como para iniciativas de
conservacao da espécie.
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