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RESUMO - Bromélias do género Dyckia so terrestres ¢ ornamentais. O objetivo deste trabalho foi
estabelecer um protocolo para micropropagacdo de D. maritima. Sementes germinadas in vitro
produziram plantulas que foram cultivadas em meio MS suplementado com combinagdes de BAP
(6-Benzilaminopurina) e AIB (acido indolbutirico). As plantas formaram protuberancias na regido
basal apds 60 dias, sendo subcultivadas nas mesmas concentragdes anteriores de BAP contendo
0,5 uM de AIB, o que promoveu a indug¢do de gemas laterais. As gemas laterais foram excisadas das
plantulas doadoras e subcultivadas em meio MS suplementado com BAP ou KIN (6-furfurila-
minopurina). Os melhores resultados para a multiplicagdo de gemas em resposta aos dois reguladores
de crescimento foram obtidos na concentragdo de 2,0 uM. Os brotos foram enraizados em meio MS
contendo 0,5 uM de AIB apresentando 33% de enraizamento ap6s 60 dias. Os clones foram
aclimatizados em substrato constituido de solo, areia e vermiculita (1:1:1), resultando em 90% de
sobrevivéncia.

Palavras-chave: bromélias; cultura de tecidos; organogénese direta; propagagdo in vitro.

ABSTRACT — Micropropagation of Dyckia maritima Baker — Bromeliaceae. Bromeliads of the
genus Dyckia are terrestrial and ornamental. The aim of this work was to establish a protocol for
micropropagation of D. maritima. Seeds germinated in vitro produced plantlets that were cultured on
MS medium supplemented with a combination of BAP (6-benzylaminopurine) and IBA (indole-3-
butyric acid). The plantlets formed protuberances at the basal region after 60 days. Lateral buds were
formed during subculture to medium supplemented with the same BAP concentration plus 0.5 pM
IBA. The lateral buds were excised and subcultivated on MS medium supplemented with BAP or
KIN (6-furfurylaminopurine). The best multiplication rates obtained with both growth regulators
were found at the concentration of 2.0 uM. The shoots were rooted on MS medium supplemented
with 0.5 uM IBA, with 33% of efficiency. The clones were acclimatized in a substrate constituted of
soil, sand and vermiculite (1:1:1), with 90% of survival.

Key words: bromeliads, tissue culture, direct organogenesis, in vitro propagation.

INTRODUCAO

Bromeélias sdo freqlientemente propagadas por
sementes ou por divisdo de brotos laterais, porém
tais métodos convencionais ndo sdo apropriados para
a producdo massal requerida para as espécies
ornamentais (Carneiro et al., 1999). A propagagio
vegetativa de bromélias ¢ muito lenta, uma vez que
poucos brotos laterais sdo produzidos por planta
(Koh & Davies, 1997). Na reproducao por sementes,
as desvantagens sdo a produgdo limitada (Daquita et
al., 1999) e a necessidade de utilizagdo periodica de
fungicidas durante a germinacdo, tendo em vista que
esse ¢ o periodo de maior suscetibilidade a doengas.

A propagacdo in vitro tem demonstrado grande
potencial em relacdo as técnicas convencionais como
reducdo do tempo, espaco e custos (Grattapaglia &
Machado, 1999), além de permitir a obtengdo de um
grande numero de plantas geneticamente homogé-
neas (Droste et al., 2005).

Os explantes utilizados nos protocolos de micro-
propagacdo de bromélias sdo variados. Plantulas in
vitro foram usadas como material inicial, em algumas
espécies de Tillandsia Linnaeus (Mekers, 1977; Koh
& Davies, 2001) e em Dyckia distachya Hassler
(Pompelli & Guerra, 2005). Alternativamente, ou-
tras fontes de explantes foram usadas, como folhas
(Mercier & Kerbauy, 1992), estoldes (Carneiro et al.,
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1999) meristemas intercalares (Koh & Davies, 1997)
e brotos estiolados (Pereira et al., 2001).

Em seus estudos com Ananas comosus (L).
Merril, Panneter & Lanaud (1986) apud Pescador &
Koller (1992), estimaram que, em apenas dois anos,
¢ possivel a producao de dois milhdes de plantas, a
partir de uma Unica gema. Esta observagdo serve
como indicativo de que a técnica de cultura de tecidos
vegetais pode ser empregada com sucesso para a
propagagdo massal de bromélias, permitindo assim
a conservagdo de germoplasma ¢ o atendimento a
demanda do consumo paisagistico.

Dyckia maritima Baker é uma bromélia terrestre,
ornamental e provida de numerosas folhas dispostas
em roseta, com flores amarelo-alaranjadas arranjadas
em uma inflorescéncia de 1-2,5 m de altura. A
distribuigdo geografica abrange o sul do estado de
Santa Catarina e a parte leste do estado do Rio
Grande do Sul (Reitz, 1983). De acordo com a lista
das espécies da flora ameacadas de extingdo no
estado do Rio Grande do Sul (RS), existem 102
espécies de bromélias ameagadas, sendo 24 do
género Dyckia Schultes filius (Sema, 2006). Este fato
¢ devido principalmente a destrui¢do de seus habitats
(Alves, 2000) e a extragdo intensiva e indiscriminada
para atender a demanda crescente de mercado
(Carneiro et al., 1999). O objetivo deste trabalho foi
estabelecer um protocolo para micropropagacdo de
D. maritima.

MATERIAL E METODOS

Sementes de Dyckia maritima foram coletadas
de plantas localizadas no Jardim Botanico da UFSM
(Universidade Federal de Santa Maria), no més de
marcgo de 2004. As sementes foram armazenadas a
temperatura ambiente, em sacos de papel e utilizadas
45 dias apos a coleta.

As sementes foram desinfestadas por imersdo
em alcool 70% durante 15min e, em seguida, en-
xaguadas duas vezes com agua bidestilada e auto-
clavada. Posteriormente as sementes foram imersas
em uma solugdo comercial de hipoclorito de sodio
(3% de cloro ativo) acrescida de algumas gotas de
detergente neutro, durante 1h e 30min, e novamen-
te enxaguadas duas vezes em agua bidestilada e
autoclavada. As sementes foram inoculadas em meio
de cultura constituido de agua destilada solidificada
com 6 g L-' de agar. O pH foi ajustado para 5,7.

Plantulas obtidas apds 25 dias foram transferidas
para meio MS (Murashige & Skoog, 1962) com re-

ducdo de 50% dos sais, suplementado com 15 g L
de sacarose, 6 g L' de agar e os tratamentos foram:
(1)2,2¢2,4(2)4,4¢4,9(3) 13,3 ¢ 14,7 uM de BAP
(6-benzilaminopurina) e AIB (4cido indolbutirico),
respectivamente, além de um controle sem regula-
dores de crescimento. Aos 60 dias, as plantulas foram
subcultivadas para o meio MS contendo 100% dos
sais, 30 g L-! de sacarose, 6 g L-! de agar, 0,5 uM
de AIB e submetido aos tratamentos: 0; 2,2; 4,4; ou
13,3 uM de BAP. A percentagem de plantulas que
formaram protuberancias e a percentagem de plan-
tulas que formaram gemas laterais foram avaliadas
apos 30 dias.

As gemas laterais obtidas nos cultivos anteriores
foram transferidas para meios suplementados com
BAP ou KIN (cinetina), nas concentragoes de 0; 0,5;
1,0 ou 2,0 pM. O meio basal utilizado foi MS suple-
mentado com 30 g L' de sacarose, 2 ml L' de vita-
minas Fugi (2,5 g L' de acido nicotinico, 2,5 g L-' de
cloridrato de piridoxina, 0,5 g L-' de cloridrato de
tiamina, 50 g L-' de inositol e 1 g L' de glicina) e
solidificado com 6 g L-' de agar. O nimero de brotos
por grama de indculo (quociente entre o nimero final
de brotos e a massa fresca inicial) ¢ o numero de
gemas por grama de indculo (quociente entre o
numero final de gemas e a massa fresca inicial) foram
avaliados apds 40 dias de cultivo.

Os brotos regenerados nos agrupamentos de pro-
tuberancias foram isolados e cultivados em meio MS,
30 g L' de sacarose, 2 mL L' de vitaminas Fugi,
0,5 uM de AIB e solidificado com 6 g L de agar.
Apoés 60 dias foram avaliadas a percentagem de
enraizamento, a percentagem de sobrevivéncia, a
percentagem de formagao de brotos laterais, a média
do ntimero de brotos laterais e a média do nimero de
raizes formadas por planta.

Os brotos enraizados foram removidos das con-
dicdes in vitro e suas raizes foram lavadas com agua
destilada para a remogdo dos residuos do meio de
cultura. As plantas foram cultivadas em copos plas-
ticos contendo um substrato composto por solo, areia
e vermiculita (1:1:1), permanecendo por 60 dias
dentro de caixas plasticas acondicionadas em sala
de crescimento. Posteriormente as caixas foram
transferidas para um telado com redugdo de 50%
da intensidade luminosa com o uso de Sombrite®
e mantidas por 30 dias. Apos este periodo (90° dia
do periodo de observagdo), o sombrite foi remo-
vido, e as plantas permaneceram expostas a radia-
¢do solar por 30 dias, totalizando 120 dias de ava-
liagdo.
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Todos os meios de cultura, incluindo o substrato
usado para a aclimatizacdo foram autoclavados por
15 min a 121° C e 103 KPa. Os experimentos rea-
lizados in vitro foram mantidos em sala de cres-
cimento com a temperatura de 25°C + 2 e fotoperiodo
de 16 horas, sob intensidade luminosa de 20 puM m
S-1, obtida de lampadas fluorescentes brancas.

O delineamento usado foi blocos ao acaso, com
25 repeti¢des e cada unidade experimental constou
de uma unica estrutura (plantulas ou agrupa-
mentos de estruturas morfogénicas). Os dados fo-
ram submetidos a analise de varidncia e ao teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Os
dados foram processados com auxilio do programa
computacional GENES (Cruz, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinagdo das sementes teve inicio quatro
dias ap6s a inoculacdo, com uma eficiéncia de 100%.
A parte alada da semente ndo foi removida, o que
pode ter influenciado a alta taxa de sobrevivéncia das
sementes ¢ a alta taxa de contaminagdo (dados ndo
apresentados). A regido alada da semente ¢ uma re-
gido de dificil descontaminagdo e pode também ter pro-
tegido o embrido contra os agentes desinfestantes re-
sultando em uma eficiéncia de desinfestacdo de 74%.

O processo de indugdo de gemas laterais ocorreu
em duas fases distintas: na primeira ocorreu a
formacdo de protuberdncias na regido basal das
plantulas e na segunda houve a inducdo de gemas a
partir dessas estruturas. As combinagoes utilizadas
de BAP e AIB promoveram a formagdo de pro-
tuberancias em 30% das plantulas, apos 60 dias. Os
tratamentos com as concentracdes testadas nao
apresentaram diferencas estatisticas (P = 0,05),
porém na auséncia destes reguladores de crescimento
(controle) nao foi observada formacao de protu-
berancias. No subcultivo, com a reducao do AIB para
0,5 uM, houve a formacdo de gemas laterais apos
30 dias, em cerca de 30% das plantulas. Resultados

similares foram observados em plantulas de Vriesea
fosteriana L. B. Smith ap6és um més de cultivo,
em que todos os tratamentos usados induziram a
formacdo de protuberancias, sendo a melhor resposta
obtida na combinag¢do de 2,7 uM de ANA com
8,9 uM de BAP (Mercier & Kerbauy, 1992).

O processo de inducdo de gemas laterais em
Dyckia maritima foi menos eficiente que o observado
em D. distachya, provavelmente devido ao tipo de
material inicial utilizado (Pompelli & Guerra, 2005).
Enquanto que em D. maritima foram utilizadas plan-
tulas com 25 dias e em D. distachya foram usadas
sementes, as quais podem originar mais do que uma
brotacdo a partir de um Unico embrido quando
germinadas em meio suplementado com citocininas
(Fischer & Zimmer, 1988).

Na multiplica¢do de gemas laterais, os melhores
resultados com KIN e BAP foram obtidos com
2,0 uM (75 e 55 gemas por grama de inoculo, res-
pectivamente), sendo os resultados obtidos com KIN
significativamente superiores aqueles encontrados
com BAP (Tab. 1). Na regeneragdo de brotos os
dados obtidos com KIN também foram superiores
aos encontrados com BAP (Tab. 1). Os meios su-
plementados com 1,0 e 2,0 uM de BAP ndo indu-
ziram a regeneragdo de brotos. Por outro lado, o
cultivo na presenca de BAP a 0 ¢ 0,5 uM resultou na
produgdo de 18 e 24 brotos por grama de inoculo,
respectivamente.

Os brotos isolados dos agrupamentos de estru-
turas morfogénicas cultivados em meio suplemen-
tado com 0,5 pM de AIB apresentaram um percentual
de 33,3+16% de enraizamento, e uma média de 1,4+1
raizes por planta com um indice de 86,6+7% de
sobrevivéncia. A percentagem de plantulas que pro-
duziram brotos laterais foi 46,6+16% e uma média
de 2,3+1,5 brotos por planta. A formacdo de brotos
laterais possivelmente deve-se ao nivel endogeno de
citocininas originado do cultivo anterior (meio de
multiplicagdo) e pode ser responsavel pela baixa taxa
de enraizamento (33%), sugerindo que ndo houve o

TABELA 1 — Efeitos do BAP e KIN na multiplicagdo in vitro de estruturas morfogénicas de D. maritima

apos 40 dias.

BAP (uM) KIN (uM)

0 0,5 1,0 2,0 0 0,5 1,0 2,0
Gemas.g! 32¢! 30¢ 35¢ 55b 32¢ 60 b 58b 75a
Brotos.g™! 17b 24 b Oc Oc 17b 40Db 35b 55a

* Letras iguais, na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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retorno da dominancia apical nas plantulas. Em V.
fosteriana foi necessario a adi¢do de 0,54 uM de
ANA para promover o retorno da dominéncia apical
nas plantulas, o que favoreceu o processo de
enraizamento (Mercier & Kerbauy, 1992).

O periodo de observagdo durante a aclimatizagdo
de D. maritima foi de 120 dias, resultados concor-
dantes foram encontrados em clones de D. distachya
obtidos por organogénese direta, que também neces-
sitaram de 120 dias de observacdo (Pompelli &
Guerra, 2005). Quando ndo houve mais diminuigdo
no percentual de sobrevivéncia, os clones foram
considerados aclimatizados (dados ndo apresenta-
dos). Em D. distachya, a aclimatizacdo foi realizada
com o uso de um substrato constituido de turfa, areia
e vermiculita (2:2:1) (Pompelli & Guerra, 2005). Esta
mesma constituicdo de substrato foi usada para
Dyckia macedoi L. B. Smith, porém em propor¢des
diferentes (1:1:1) (Mercier & Kerbauy, 1993). Quan-
to a composic¢ao do substrato utilizado para D. maritima
a unica diferenca com relagio a estes substratos foi a
substituicdo da turfa por solo, porém essa diferenca
ndo afetou a sobrevivéncia dos clones, considerando
que em D. distachya foi obtido 92,6% de sobrevi-
véncia dos clones (Pompelli & Guerra, 2005) e 90%
em D. maritima.

As plantulas usadas como explantes nestes expe-
rimentos permitem a obtengdo de clones a partir de
diferentes genotipos, o que mantém variabilidade ge-
nética entre os clones, com impactos positivos sobre
sua conservagao (Pompelli & Guerra, 2005). Durante
a formagdo das gemas laterais, também houve a
formacdo de gemas albinas. Essa alteracdo deve-se,
provavelmente, a uma variagdo epigenética, ja que
quando essas gemas foram multiplicadas houve o
reaparecimento da pigmentagdo verde. Resultados
semelhantes foram obtidos em Tillandsia fasciculata
Swartz var. fasciculata (Koh & Davies, 2001). Os
resultados destes experimentos demonstram a viabi-
lidade da técnica de micropropagacdo para a pro-
dugdo massal e conservagdo de germoplasma in vitro
da espécie D. maritima, o que pode resultar num
suprimento suficiente de mudas para a industria de
bromélias e como ferramenta acessoria para a conser-
vacdo desta espécie. Este protocolo de micropro-
pagacdo também pode ser utilizado para o desen-
volvimento de novos estudos, tais como a inducio
de poliploidia e mutagénese in vitro, as quais podem
ser de extrema relevancia para promover o melho-
ramento genético dessa espécie a fim de aumentar o
seu potencial ornamental.
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