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Introducéo

Orthophytum mucugense Wand. e Conceicéo e
Neoregelia mucugensis Leme sdo duas espécies da
familia  Bromeliaceae endémicas da Chapada
Diamantina, Bahia, Brasil [1,2]. N. mucugensis ocorre
no Parque Nacional da Chapada Diamantina, mas nédo
é considerada protegida devido as extensas queimadas
que atingem o Parque anualmente [1]. O. mucugense é
a mais nova espécie de Orthophytum descrita. Apesar
de ser encontrada em uma Unidade de Conservagéo e
de formar grandes populacdes, a ocorréncia restrita ao
municipio de Mucugé — Chapada Diamantina leva a
espécie a categoria vulneravel. [2]. Diante do exposto
tornam-se imprescindiveis trabalhos de preservacao
com estas espécies.

O cultivo in vitro de bromélias ¢ muito utilizado
para fins comerciais, e tem ganhado espago na
preservacdo de espécies raras ou ameagadas de
extincdo [3,4]. A manutengdo in vitro assegura o
armazenamento de germoplasma e € vantajosa
inclusive por proporcionar uma alta taxa de
multiplicacdo, a producdo de plantas saudaveis, e a
representacdo de grande variedade de gendtipos em
espacos reduzidos [5].

A micropropagacdo visando a preservacdo de
espécies deve assegurar a manutencgdo da variabilidade
genética. Para tanto, é importante a utilizacdo de
plantulas obtidas a partir da germinacdo in vitro de
sementes oriundas de diferentes populacGes [6]. Neste
caso, o0 cultivo in vitro a partir de sementes é
aconselhado também por gerar um grande nimero de
plantas-matrizes, evitando a retirada de individuos da
natureza, 0 que agravaria o0 grau de ameaca sobre estas
espécies. Outra vantagem decorre da maior facilidade
na desinfestacdo de sementes quando comparadas com
tecidos extraidos de plantas nativas [7].

Estudos abrangendo a germinagdo de espécies de
Bromeliaceae  tém  obtido altas taxas de
germinabilidade utilizando a forma gelificada dos
meios de Knudson [8] ou Murashige & Skoog [9], com
sacarose e sem reguladores de crescimento. No
entanto, a concentracdo salina destes meios pode
influenciar o desenvolvimento inicial de algumas

espécies de bromélias [6,7].

As plantulas produzidas a partir da germinacéo in vitro
podem ser mantidas em meio de crescimento ou utilizadas
como fonte de explantes para a micropropagacdo. Em
ambos os casos, é necessaria a transferéncia para um meio
adequado ao seu desenvolvimento. O meio Murashige &
Skoog [9] tem mostrado bons resultados na propagacao in
vitro de bromélias [4,6] e o carvao ativado tem favorecido
a diferenciacdo dos tecidos vegetais, influenciando o
crescimento in vitro das plantas.

Visando o estabelecimento in vitro de O. mucugense e
N. mucugensis, o presente estudo avaliou a sua germinacéo
e crescimento em diferentes meios de cultura. Foi
analisada, ainda, a influéncia do carvdo ativado no
crescimento destas espécies.

Material e métodos

A semeadura foi realizada em dois diferentes meios de
cultivo: (1) meio MS [9] com metade da concentracdo
salina, suplementado com sacarose (30g.L™) e &gar (7g.L™)
ou (2) agua destilada gelificada com agar (7g.L™). O pH
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. A
esterilizacdo foi realizada em autoclave sob temperatura de
120°C por 15 minutos.

A germinacédo foi avaliada diariamente durante 78 dias
apos a semeadura. A semente foi considerada germinada
quando houve a emissdo da raiz primaria.

As variaveis analisadas consistiram de: Porcentagem de
Germinagdo (%G), indice de Velocidade de Germinagéo
(IVG), Tempo Médio de Germinagdo (Tm) e Freqiéncia
Relativa da Germinacao (Fr).

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 2x2 (espécies x meio de
cultura) com cinco repeti¢Bes de 40 sementes cada.

Na avaliacdo do crescimento de N. mucugensis foram
utilizadas plantulas com 15 a 30 dias, originadas a partir da
germinagdo em agar (7g.L™). Cada plantula foi colocada
em um tubo de ensaio (25x200mm) com 15ml de meio de
cultura. Foram utilizados 0 meio MS ou MS com metade
da concentracgdo salina (MS/2), suplementado com sacarose
(30g.L™) e agar (7g.L™) e dois niveis de carvio ativado (0
e 1,0 g.L'Y). O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente  casualizado em arranjo fatorial 2x2
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(concentracdo salina x carvdao) com 14 repeticdes de
cinco plantas cada.

A avaliacdo do crescimento de O. mucugense foi
realizada em duas etapas. No primeiro experimento,
plantulas com 15 a 30 dias, originadas a partir da
germinacdo em agar (7g.L™), foram transferidas para
meio MS ou MS/2, suplementado com sacarose (30g.L
) e 4gar (7g.L™). Apés a analise dos resultados foi
montado 0 segundo experimento, no qual foram
utilizados brotos, com 1 a 1,5cm de altura, formados in
vitro na auséncia de fitorreguladores, sendo as
brotagdes estimuladas pela remocdo do é&pice de
plantas estioladas. Os brotos foram inoculados em
meio MS/2, suplementado com sacarose (30g.L™Y) e
4gar (79.L™") em dois niveis de carvéo ativado (0 e 1,0
g.L™%). Nos dois experimentos o material vegetal foi
inoculado em tubos de ensaio com 15ml de meio de
cultura. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado com 16 repeticBes de cinco
plantas cada.

A avaliacdo do crescimento foi realizada 90 dias
apés a inoculagdo. Foram mensurados o comprimento
(mm) e a massa seca (mg) da parte aérea e da raiz.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Resultados e Discussao

A germinacdo de N. mucugensis em ambos 0s meios
foi iniciada seis dias ap0s a inoculacdo das sementes e
se estendeu até o 21° (Agar) ou 22° (MS/2) dia depois
da semeadura. J& as sementes de O. mucugense
apresentaram uma germinacdo mais lenta, que se
estendeu do 18° ao 78° dia no meio MS/2 e do 23° ao
76° dia no agar.

N. mucugensis apresentou alta germinabilidade (93
— 95%) ndo ocorrendo diferengas significativas em
relagdo ao tipo de meio utilizado. J& as sementes de O.
mucugense, tiveram melhor desempenho em &gar
(58,5%) que em meio MS/2 (14%), mas em ambos 0s
tratamentos apresentaram germinabilidade
significativamente mais baixa que N. mucugensis (Tab.
1).

Os calculos do tempo médio e do indice de
velocidade de germinacdo apresentaram resultados
significativamente diferentes para as duas espécies,
confirmando que sementes de N. mucugensis
germinam mais rapido e em um menor intervalo de
tempo que sementes de O. mucugense. Estes dados
possibilitam ainda a observacdo de que o meio
utilizado ndo influenciou nestas varidveis para
nenhuma das espécies (Tab. 1).

O peso seco e o comprimento das raizes foram
favorecidos pela presenca de carvdo nas plantas
crescendo em MS. O carvdo favoreceu ainda o
crescimento da parte aérea de plantas cultivadas em
ambos os meios (Tab. 2).

A diferenca na concentracdo de sais do meio de
cultura influenciou o comprimento da raiz. As plantas
crescendo em meio MS + carvdo apresentaram raizes
significativamente maiores e mais pesadas que as
plantas procedentes do meio MS/2 + carvdo. No

entanto, na auséncia de carvdo, o melhor crescimento de
raizes foi obtido para as plantas cultivadas em MS/2. As
plantas procedentes de ambos os meios ndo demonstraram
diferir de maneira significativa quanto ao tamanho e a
incorporacdo de massa pela parte aérea (Tab. 2), indicando
que 0 meio MS/2 fornece os elementos necessarios para o
cultivo in vitro de N. mucugensis com um menor gasto de
reagentes, se comparado ao meio MS.

A andlise de plantas da espécie O. mucugense
desenvolvidas em MS e MS/2 demonstrou que a
concentragdo de sais no meio de cultura ndo interferiu
significativamente no seu crescimento. Por isso, optou-se
por utilizar MS/2, pois o crescimento foi semelhante com
custos reduzidos (Tab. 3).

Tendo estabelecido a utilizacdo do meio de cultura
MS/2 para o crescimento in vitro de O. mucugense, foi
montado o0 segundo experimento no qual foi avaliada a
influéncia do carvdo no crescimento das plantas. A
presenca de carvdo proporcionou um aumento de quase
88% na massa seca da parte aérea e de mais de 66% na
massa seca da raiz. O comprimento da parte aérea de
plantas desenvolvidas na presenca de carvao sofreu um
aumento de 77% e o comprimento da raiz aumentou 57%
(Tab. 4). Estes resultados mostraram que a presenca de
carvdo favoreceu o crescimento da parte aérea e também
do sistema radicular de O. mucugense.

Foi possivel verificar que plantas de ambas espécies ndo
apresentaram diferencas significativas no crescimento
quando foram cultivadas em MS ou MS/2. Portanto, 0s
dois meios podem ser utilizados satisfatoriamente para o
cultivo in vitro de N. mucugensis e O. mucugense.

A presenca de carvdo favoreceu o crescimento da parte
aérea de O. mucugense e do sistema radicular de ambas
espécies, sendo aconselhavel a sua utilizacdo em uma fase
rapida, que anteceda a aclimatizagdo, j& que o
desenvolvimento de raizes muito grandes pode atrapalhar a
transferéncia e a utilizacdo excessiva do carvdo pode
interferir no crescimento vegetal, por indisponibilizar
elementos essenciais para 0 seu crescimento.

As sementes de N. mucugensis podem ser semeadas em
agar ou MS/2. Desta forma, germinardo ja na segunda
semana apos a inoculagdo. Enquanto sementes de O.
mucugense devem ser semeadas no dgar com ao menos
quatro semanas de antecedéncia a utilizacdo das plantulas.
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Tabela 1. Valores médios para porcentagem de germinacgdo (%G), tempo médio de germinacdo (TmG) e indice de velocidade de

germinagdo (IVG) de sementes de Orthophytum mucugense e Neoregelia mucugensis em fun¢do do meio de cultura.

%G* ™mG IVG
Agar MS/2 Agar MS/2 Agar MS/2
0. mucugense 585 bYAY 140 b B 16,35 a B 18,96 a A 068 b A 013 b B
N. mucugensis 950 a A 930 a A 9,86 b A 10,89 b A 405 a A 357 a B

Z _ Médias originais. A estatistica foi realizada em médias transformadas em arco seno.
W _ Médias seguidas pela mesma letra minuscula em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
vV — Médias seguidas pela letra maitiscula em cada linha, para cada variavel, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 2. Valores médios para peso seco da parte aérea, peso seco das raizes, comprimento da parte aérea e comprimento das raizes

de plantas de Neoregelia mucugensis em funcdo da concentragdo de sais do meio de cultura e da presenca de carvéo ativado.

Peso seco parte aérea Peso seco raiz (mg) Comprimento parte Comprimento raiz
(mg) aérea (mm) (mm)
Carvéo Ativado (g.L ") MS MS/2 MS MS/2 MS MS/2 MS MS/2
0,0 8,1b"AY 78 bA 22 bB 50bA 256 b A 264 bA 11,1 bB 246 aA
1,0 145a AY 112 aA 91aA 76 aB 56,5 aA 48,2 a A 357 aA 27,6 aB

W _ Médias seguidas pela mesma letra mindscula em cada coluna, n&o diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
V — Médias seguidas pela letra maitiscula em cada linha, para cada variavel, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 3. Valores médios para peso seco da parte aérea, peso seco das raizes, comprimento da parte aérea e comprimento das raizes

de plantas de Orthophytum mucugense, em fun¢do do meio de cultura.

Meio de cultura Peso seco parte aérea (mg) Peso seco raiz (mg) Comprimento parte aérea Comprimento raiz (mm)
(mm)
MS 6,57 a" 1,34 a 17,46 a 2381 a
MS/2 544 a 101 a 1571 a 21,16 a

W _ Médias seguidas pela mesma letra minascula em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Tabela 4. Valores médios para peso seco da parte aérea, peso seco das raizes, comprimento da parte aérea e comprimento das raizes

de plantas de Orthophytum mucugense, em funcéo de diferentes niveis de carvao ativado no meio de cultura.

Carvao Ativado (g.L?) Peso seco parte aérea Peso seco raiz (mg) Comprimento parte Comprimento raiz (mm)
(mg) aérea (mm)
0,0 19,92 b% 368 b 2864 b 3047 b
1,0 3743 a 981 a 50,70 a 4793 a

W _ Médias seguidas pela mesma letra minascula em cada coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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