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RESUMO - A importancia da micropropagagio para espécies da familia Bromeliaceae é crescente, porém, poucos trabalhos relatam o papel da
nutri¢do na multiplicagdo in vitro. Visando relacionar aspectos morfofisiologicos da micropropagagio a disponibilidade de nutrientes, principalmente
do nitrogénio, brotagdes de Neoregelia johannis foram subcultivadas nos meios de cultura MS, /> MS e WPM, suplementados com as mesmas
concentragdes de reguladores de crescimento. A taxa de multiplicag@o foi semelhante nos trés meios de cultura, sendo que a maior taxa de multiplicagao,
maior acimulo de nitrogénio total e proteico ocorreu no meio de cultura MS. Mesmo produzindo brotagdes menores, o meio de cultura WPM
representa uma alternativa viavel para a manutengdo de um banco de germoplasma e para a manutengdo de genotipos de interesse em biofébricas,
visto que apresenta desenvolvimento uniforme de brotagdes. O meio de cultura MS seria recomendado para casos especificos, quando € necessario
acelerar a multiplicagdo e principalmente crescimento das brotagdes.

Palavras-chave: Bromeliaceae, micropropagacio, nitrogénio, paisagismo

ABSTRACT - In vitro multiplication of Neoregelia johannis (Carriére) L. B. Smith in liquid medium under diferent concentrations of nutrients.
The importance of micropropagation to Bromeliaceae species is increasing, however few studies report the role of nutrition in in vitro multiplication.
In order to correlate micropropagation morphophysiological aspects with regards to availability of nutrients, mainly nitrogen, Neoregelia johannis
shoots were subcultured in the media culture MS, 2 MS and WPM, supplemented with the same concentrations of plant growth regulators. The
multiplication rate was similar for all the culture media, with the highest multiplication rate, in addition to the highest accumulation of total and
protein nitrogen, in the MS culture medium. Even producing the smallest shoots, the means of cultivation 2 MS and WPM represent a viable
alternative for the maintenance of germplasm bank and for the maintenance of important genotypes in plant biofactories, considering that they
present uniform results. The MS medium culture would be recommended for specific cases, when it is necessary to accelerate the multiplication
and especially the growth of the shoots.

Keywords: Bromeliaceae, micropropagation, nitrogen, landscaping

INTRODUGCAO sofrem forte pressdo extrativista com a coleta ilegal a fim
de abastecer o mercado de paisagismo (Carneiro et al.

A familia Bromeliaceae Juss. é representada por 3.348 1999, Martinelli et al. 2008).

espécies distribuidas em 58 géneros (Luther 2012), o Brasil
possui cerca de 40 géneros ¢ 1.300 espécies, destas 1.100
sdo citadas como endémicas (BFG 2015). Possuem grande
diversidade e desempenham um papel fundamental no ciclo
de nutrientes ¢ no uso da agua, tornando-se essenciais a
manutencdo da biodiversidade nos ecossistemas (Coxson
& Nadkarni 1995). O género Neoregelia apresenta 125
espécies, 97 estdo presentes na Mata Atlantica o que coloca
este género entre os de maior riqueza desse bioma, além
disso, 87 espécies sdo endémicas e muitas destas sdo
amplamente utilizadas como ornamentais, por essa razao

Dentre as caracteristicas a serem consideradas em
relagdo ao género Neoregelia, estdao a presenca do fitotelmo
e dos tricomas peltados absorventes, frequentemente
denominados de escamas. O fitotelmo é um tanque
bioldgico formado na base da superficie adaxial das folhas
pela sobreposicao destas na roseta. Essa estrutura atua
como reservatorio de agua e nutrientes e € onde se insere a
inflorescéncia; as escamas, por sua vez, atuam na absor¢ao
de agua e nutrientes na auséncia de raizes ou quando estas
apresentam fung¢do de fixagdo no substrato (Benzing 2000).
No fitotelmo, sdo encontradas diversas fontes de nitrogénio
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utilizadas para a nutrigdo da planta como, nitrato (NO,),
amonio (NH,"), ur¢ia, aminoécidos e proteinas, oriundos
da atmosfera, da deposig@o de folhas e da interacdo com
animais (Inselsbacher et al. 2007, Gongalves et al. 2016).

Nesse contexto, a crescente importancia econdmica
da espécie Neoregelia johannis no setor paisagistico, tem
despertado o interesse na aplicagdo de técnicas de cultura
de tecidos que possibilitem a propaga¢do em larga escala
para fins ornamentais, captura e fixagdo de ganhos genéticos
advindos de programas de melhoramento, bem como para
a conservagao de genotipos (Droste et al. 2005, Dal Vesco
etal. 2014).

Durante a cultura de tecidos, o meio de cultura pode ser
utilizado na forma sé6lida, quando adicionado um agente
solidificante como o agar, ou liquido, que apresenta a
vantagem de ter um preparo mais rapido e barato, além
de apresentar maior homogeneidade e disponibilidade
dos nutrientes (Caldas ef al. 1998). A formulagdo do
meio de cultura deve fornecer os nutrientes e substancias
indispensaveis para o crescimento das plantas, além disso, o
balango entre nitrogénio, fésforo e calcio atua na expressao
dos processos morfogénicos (Ramage & Williams 2002).
Porém, pouca atengdo ¢ dada a atuag@o dos nutrientes
durante o desenvolvimento in vitro, apesar destes serem
os principais componentes do meio de cultura (Gribble et
al. 2002, Oberschelp & Gongalvez 2016).

O meio de cultura predominantemente utilizado na
cultura de tecidos de espécies da familia Bromeliaceae ¢ o
comumente denominado MS desenvolvido por Murashige
& Skoog (1962) apud Martins et al. (2015). Entretanto,
algumas espécies de bromélias se desenvolvem bem em
diluigdes desse meio, visto que as necessidades endogenas,
ou mesmo a eficiéncia em absorver fontes nitrogenadas
pode variar entre as espécies. Sasamori et al. (2016)
verificou que a dilui¢do dos macronutrientes ou apenas
dos sais nitrogenados para 25% da formulagao original
de MS foi adequada para a propagagdo in vitro de Vriesea
incurvata Gaudich. Por outro lado, Martins et al. (2015)
definiram que para a multiplicagdo in vitro de Billbergia
zebrina (Herbert) Lindley o melhor resultado € alcangado
utilizando o dobro da concentragdo de sais de MS.

Portanto, ha relevante importancia no estudo da
atuacdo dos nutrientes no desenvolvimento in vitro de
espécies da familia Bromeliaceae, principalmente em
relagdo ao nitrogénio, visto que € o principal componente
de aminoacidos, acidos nucleicos, clorofila e coenzimas,
além de atuar na sintese enddgena de hormonios (Kurita
& Tamaki 2014, Mercier et al. 1997). Dessa forma, a
deficiéncia de nitrogénio limita o crescimento e o
desenvolvimento vegetal, mas em excesso, pode levar
a anomalias morfologicas, diminui¢do do crescimento e
desperdicio de insumos (Paula 2001).

Nesse contexto, diante da escassez de informag¢des
relacionadas a micropropagacao de N. johannis, o objetivo
deste trabalho foi analisar os efeitos de trés meios de cultura
liquidos na multiplicagdo in vitro desta espécie, visando sua
conservagao in vitro ¢ producao de mudas em larga escala.
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MATERIAL E METODOS

Estabelecimento e condicdes de cultivo in vitro

As brotagdes utilizadas neste estudo, foram provenientes
de um banco clonal in vitro de N. johannis estabelecido
no Laboratdrio de Morfogénese e Biologia Reprodutiva
de Plantas da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo. Para tanto,
sementes foram germinadas in vitro em meio de cultura
MS (Murashige & Skoog 1962) acrescido de sacarose (30 g
L") e agar (6,0 g L), isento de reguladores de crescimento
com o pH ajustado para 5,8. Apés o desenvolvimento
das plantulas, estas foram transferidas para o mesmo
meio de cultura, porém, suplementado com 0,05 mg
L-'de acido naftalenoacético (ANA) e 0,5 mg L' de
6-benzilaminopurina (BAP) para a indug@o de brotagdes
(meio de multiplicag@o), onde permaneceram por trés
subcultivos consecutivos de 30 dias cada.

Transcorrido esse periodo, uma unica microcepa
(conjunto de brotagdes multiplicadas in vitro) foi isolada,
suas brotagdes foram individualizadas e transferidas para
o mesmo meio de cultura de multiplicacdo pelo periodo
de 90 dias, visando a clonagem do material. Ao todo
foram realizados trés subcultivos, com transferéncias
das brotagoes, a cada 30 dias, para renovacdo do meio
de cultura. Posteriormente, as microcepas desenvolvidas
foram transferidas para o meio de cultura MS, isento de
reguladores de crescimento e subcultivadas ao longo de trés
subcultivos sucessivos de 30 dias para a renovagao do meio
de cultura e para favorecer o crescimento das brotagdes, a
partir desse periodo o experimento foi iniciado.

Em relacdo as condigdes de cultivo in vitro, tanto
para o estabelecimento do banco clonal, quanto para o
experimento, o material foi mantido em sala de crescimento
com temperatura (25 + 2°C), luminosidade (42 pmol m
s!) e fotoperiodo (16 h) controlados.

Multiplicacio das brotacdes

Brotagdes procedentes do banco clonal in vitro, com
aproximadamente dois centimetros de comprimento, sem
raizes e com quatro folhas totalmente expandidas, foram
transferidas para os meios de cultura: MS, %2 MS (meio de
cultura MS com metade da concentragdo de sais e vitaminas)
e WPM (Lloyd & McCown 1980), suplementados com
0,05 mg L' de ANA ¢ 0,50 mg L' de BAP e isentos de
agentes geleificantes (meio de cultura liquido), foi utilizado
30,0 mL de meio de cultura por pote e ndo utilizou-se
nenhuma forma de suporte para as brotacdes, de modo
que estas ficaram parcialmente submersas. As brotagdes
foram mantidas nesses tratamentos por 120 dias (quatro
subcultivos sucessivos de 30 dias) sem agitacdo continua,
com renovagao dos mesmos meios de cultura a cada 30 dias.

Ao final de cada subcultivo, avaliou-se o nimero médio
de brotacdes desenvolvidas e atribui-se notas relativas ao
tamanho dessas brotagdes: + (brotagdes < 1,0 cm), ++
(brotagdes > 1,0 e <2,0), +++ (brotagdes > 2,0 cm), € ao
vigor das mesmas: + (regular, definido pela colora¢ao verde
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clara das brotagdes e presenca de folhas senescentes), ++
(bom, brotagdes com coloragdo verde e presenga de folhas
cloroticas) e +++ (6timo, definido pela coloracdo verde
escuro ¢ auséncia de folhas senescentes).

Apds os 120 dias de cultivo in vitro, as microcepas
foram pesadas individualmente, armazenadas em sacos de
papel e acondicionadas em estufa a 60°C até obtengdo de
massa constante para a avaliagdo da massa da matéria seca
e da taxa de crescimento relativo. A avaliagdo da taxa de
crescimento relativo foi definida com as médias da massa
da matéria seca, segundo a equagdo abaixo estabelecida por
Hunt (1982), onde: R (%) = taxa de crescimento relativo
(%); M1 = massa seca inicial (g); M2 = massa seca final
(g); T1 = tempo inicial (dias); T2 = tempo final (dias).

Ln M2 - Ln Ml
T2 -T1

Apo6s a mensuragdo da massa da matéria seca, as
microcepas foram separadas para a realizagdo das analises
quimicas referentes ao teor de nitrogénio total e fracionado
(nitrogénio amoniacal, nitrico e proteico) (Malavolta et
al. 1987).

O experimento foi conduzido no delineamento
inteiramente casualizado, com trés tratamentos (meios
de cultura, MS, 2 MS ¢ WPM), cada qual com cinco
repetigdes, sendo cada parcela experimental constituida
por um frasco com cinco brotagdes de N. johannis.

R(%) = x100

Analises estatisticas

Os dados mensurados foram submetidos ao teste de
Hartley (P < 0,05) e Lilliefors (P < 0,05), seguido pela
analise de variancia (ANOVA P <0,05). De acordo com a
significancia da ANOVA, os dados dos fatores qualitativos
foram comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05) e, os
dados dos fatores quantitativos foram submetidos a analise
de regressao polinomial (P < 0,05). O software Statistica
7.0 foi utilizado na analise de variancia e os parametros
dos modelos de regressdo estimados pelo software Curve
Expert 1.3 (Hyams 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trés meios de cultura avaliados proporcionaram uma
taxa in vitro de multiplicacdo e de crescimento similares
aqueles reportados na literatura para o género Neoregelia
(Mengarda et al. 2009). Porém, ndo houve diferenga
significativa no desenvolvimento do nimero médio de
brotagdes entre os trés meios de cultura (MS, 2 MS e
WPM), apesar disso, o meio de cultura WPM apresentou
uma curva padrdo de crescimento com relacdo ao nimero
de brotacdes ao longo dos subcultivos evidenciando as
fases lag, log e climax (Fig. 1).

Ha evidéncia de que as brota¢cdes no meio de cultura
WPM apresentarem um periodo de adequacao ao mesmo,
representada pela fase lag, que ocorreu no periodo inicial

Figs. 1A-C. A. Valores médios do nimero de brotagdes (NB) em fungdo do meio de cultura de multiplicagdo MS; B. Em fun¢do do meio de cultura
de multiplicag@o %2 MS; C. Em fungdo do meio de cultura de multiplicagdo WPM de Neoregelia johannis ao longo de quatro subcultivos sucessivos

(30 dias cada).
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de cultivo. A partir de entdo, observa-se aumento da taxa
de multiplicacdo das brotacdes (fase log) até atingir um
patamar de estabilizacdo (fase climax) (Taiz & Zeiger
2013). Dessa forma, explica-se o menor nimero médio
de brotagdes observado no meio de cultura WPM, o qual
apresenta as menores concentragcdes de nutrientes em
relag@o ao meio de cultura MS, principalmente em relagio
ao nitrogénio (Fig. 1C).

Nesse contexto, ressalta-se que a concentragdo de
nutrientes do meio de cultura pode influenciar o aumento
do numero de brotagdes emitidas, fato também evidenciado
na micropropagacdo de Vriesea gigantea Gaudich, em
qual o numero médio de brota¢des formados no meio MS
foi mais elevado em rela¢do ao meio de cultura Knudson
(Knudson 1946), sendo este ultimo mais pobre em fontes
nitrogenadas (Droste ef al. 2005).

Em relagdo ao tamanho e vigor das brotagdes, verificou-
se diversidade nas respostas (Tab. 1, Fig. 2). Os melhores
resultados foram obtidos para o meio de cultura MS em sua
formulagdo original. Ao final de 120 dias de cultivo in vitro,
o meio de cultura MS proporcionou o desenvolvimento
predominante de brotagdes maiores que 2,0 cm (+++) e
vigorosas (+++). Os resultados corroboram com aqueles
obtidos para a bromélia Alcantarea imperialis (Carriere)
Harms cultivada em meio de cultura MS e Knudson, onde
obteve-se média de 0,2 cm para as brotagdes cultivadas
em meio Knudson, que apresenta menor disponibilidade

Tabela 1. Parametros qualitativos das brotagdes de Neoregelia johannis
em relag@o aos meios de cultura (MS, /2 MS e WPM suplementados com
0,05 mg L' de ANA e 0,50 mg L' de BAP) e tempo de cultivo in vitro
(30, 60, 90 e 120 dias).

. Subcultivo Tamanho das .
Meio de Cultura . . Vigor
(dias) brotagdes
30 + +++
60 ++ +++
MS
90 -+ -+
120 +++ -+
30 + ++
¥» MS 60 N i
: 90 + +
120 ++ ++
30 + ++
60 + +
WPM
90 + +
120 + +

de nutrientes e 1,2 cm para as cultivadas em meio MS
(Naves et al. 2003).

As brotagdes de N. johannis subcultivadas em meio
de cultura WPM apresentaram desenvolvimento inferior
a 1,0 cm (+), com maior homogeneidade, porém brotagdes
menos vigorosas (+) (Fig. 2). Todavia, isso pode ser
utilizado de modo favoravel, visto que a manutengdo
ininterrupta em meio MS pode conduzir ao estresse
fisiologico das brotagdes devido ao metabolismo e

Fig. 2. Desenvolvimento de brotagdes de Neoregelia johannis nos meios de cultura de multiplicagao MS, %> MS e WPM, suplementados com 0,05
mg L' de ANA ¢ 0,50 mg L' de BAP em quatro subcultivos sucessivos (30 dias cada).
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crescimento extremamente acelerado promovido por este
meio, 0 que muitas vezes leva a uma intensa manifestagao
de microrganismos endofiticos inviabilizando a cultura.
Dessa forma, alternar dois subcultivos em MS e um em
WPM pode ajudar a manter o vigor das brotagdes a médio
e longo prazo, além de ser vantajoso pela ndo necessidade
de re-introdug@o de material in vitro (Borges et al. 2011). O
mesmo procedimento pode ser adotado para a manutengdo
de um banco de germoplasma ou para o manejo do cultivo
in vitro para a producdo comercial de mudas, visto que,
nesses casos ¢ necessario manter o material vegetal por
longos periodos in vitro, Graner et al. (2019), constatou
senescéncia de material mantido in vitro por muito tempo,
dessa forma, pode-se utilizar um meio de cultura que nao
prejudique a multiplicagdo e que mantem a cultura com
o crescimento controlado, neste caso como ocorreu com
o WPM. Portanto, a alternancia entre os meios de cultura
MS e WPM pode ser utilizada para aumentar ou estabilizar
o crescimento de N. johannis.

A diferenga observada nos parametros qualitativos das
brotagdes corroborou com as analises de variancia da massa
da matéria fresca e da matéria seca. Em rela¢do a massa
da matéria fresca, houve diferenca apenas em relagéo ao
meio de cultura MS (Fig. 3A). Por outro lado, a analise
da massa da matéria seca, evidenciou diferenca entre os
meios de cultura MS e WPM, néo diferindo em relagdo
ao meio %2 MS, para o qual os valores encontrados foram
intermediarios (Fig. 3B). Dessa forma, embora a dilui¢ao
do meio MS envolva o decréscimo da concentragdo dos
nutrientes, estudos mostraram que o nitrogénio € o principal
fator limitante para o crescimento das bromélias (Tamaki
et al. 2007). O meio de cultura MS por possuir maior
disponibilidade de nitrogénio, em fungdo das elevadas
concentragoes de fontes nitrogenadas, comparativamente
aos outros dois meios de cultura avaliados, induz maior
producdo de metabodlitos acarretando a indugdo e o
crescimento de brotagdes, tamanho das folhas e consequente
incremento da massa da matéria fresca e seca das brotagdes
(Fig. 3). Os dados confirmam os resultados obtidos por
Ferreira ef al. (2017) com Alatiglossum fuscopetalum
(Hoehne) Baptista que também obtiveram maior incremento
de matéria seca com o meio de cultura MS seguido pelo
meio de cultura 2 MS.

Estudos com Oncidium leucochilum Bateman ex Lindl
e Vriesea incurvata mostraram que plantas cultivadas
sob deficiéncia de fosforo e sob 25% da concentragao
de MS, respectivamente, apresentaram sucesso na
aclimatizagdo, dessa forma, o uso do meio de cultura
WPM provavelmente ndo prejudicara a producdo de
mudas micropropagadas, mesmo estas apresentando menor
massa e menor crescimento, nesse caso teremos a mesma
quantidade de mudas com menor custo de produgéo, o
que ¢ desejavel para uma biofabrica (Silva et al. 2014,
Sasamori ef al. 2018).

Os resultados da taxa de crescimento relativo das
brotagdes de N. johannis corroboram com a analise da
massa da matéria seca. A maior taxa de crescimento relativo

das brotagdes foi encontrada para o meio MS, seguido
pelos meios 2 MS ¢ WPM (Tab. 2). Estes resultados
também estdo de acordo com aqueles observados para os
parametros qualitativos (Tab. 1) e atribui-se principalmente
amaior disponibilidade de fontes nitrogenadas nesse meio
de cultura em relagdo aos meios de cultura 2 MS ¢ WPM,
conforme discutido anteriormente.

Os resultados obtidos para o teor de nitrogénio total
nas brotag¢des evidenciaram que o meio de cultura MS
apresentou o maior valor médio, quando comparado aos
demais meios de cultura (1/2 MS e WPM) (Fig. 4A). Estes
resultados reiteram aqueles encontrados anteriormente,
visto que o meio de cultura MS, em sua formulagio original,
apresenta maior disponibilidade de fontes nitrogenadas em
relacdo aos meios de cultura 2 MS e WPM. Os resultados
sdo suportados e estdo de acordo com o estudo de Kurita
& Tamaki (2014), onde os autores constataram que para a

Figs. 3A-B. A. Valores médios da massa da matéria fresca; B. Valores
médios da massa da matéria seca de brotagdes de Neoregelia johannis ao
final de quatro subcultivos sucessivos (30 dias cada) em fung¢@o dos meios
de cultura de multiplicagdo MS, /2 MS e WPM suplementados com 0,05
mg L' de ANA ¢ 0,50 mg L' de BAP. Médias seguidas de mesma letra
minuscula ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey

Tabela 2. Taxa de crescimento relativo (%) da produc@o de matéria seca
em brotagdes de Neoregelia johannis na multiplicagdo in vitro nos meios
de cultura MS, > MS e WPM suplementados com 0,05 mg L' de ANA
¢ 0,50 mg L' de BAP.

) R%
Meio de cultura o .
Neoregelia johannis
MS 0,39
% MS 0,14
WPM 0,01
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Figs. 4A-D. A. Valores médios para os teores de nitrogénio total; B. nitrogénio amoniacal (N-NH,"); C. nitrogénio nitrico (N-NO,); D. nitrogénio
protéico em brotagdes de Neoregelia johannis ao final de quatro subcultivos sucessivos (30 dias cada) em fung@o dos meios de cultura de multiplicagdo
MS, %2 MS e WPM suplementados com 0,05 mg L' de ANA e 0,50 mg L' de BAP. Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre

si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

bromélia 4. imperialis, o incremento de nitrogénio no meio
de cultura promove o aumento endogeno deste elemento,
sendo observado o maior acumulo no meio de cultura MS.

Os resultados das analises, para o teor de nitrogénio
fracionado, evidenciaram que os valores médios baixos
para o teor de nitrogénio amoniacal nas brotagdes nao
diferiram entre os tratamentos testados (Fig. 4B). Muito
provavelmente, este resultado esta relacionado ao proprio
metabolismo do nitrogénio em plantas, visto que o
acamulo do fon aménio (NH,") € prejudicial a fisiologia
do vegetal, podendo levar a morte e, por este motivo deve
ser rapidamente assimilado em sua forma orgénica (Taiz
& Zeiger 2013).

Por outro lado, os resultados das anélises realizadas
para o teor de nitrogénio nitrico nas brota¢des evidenciaram
que o valor médio obtido para o meio de cultura WPM
foi consideravelmente inferior aqueles observados para os
demais meios de cultura (MS e 2 MS) (Fig. 4C), o que se
justifica pela menor disponibilidade desse nutriente em sua
formulagdo. Tamaki et al. (2007) observaram que explantes
de Ananas comosus (L) Merr. mantidos em diferentes
dilui¢cdes de macronutrientes do meio MS, apresentaram
maior teor de nitrato nos explantes cultivados em meio de
cultura MS e diminuiu cerca de 50% no meio de cultura %5
MS, fato este ndo verificado em nossos resultados, visto
que os explantes mantidos em meio de cultura MS ¢ Y2 MS
ndo apresentaram diferengas no teor de nitrato, diferencga
essa que pode ser entendida, pelo fato dessas duas espécies

lheringia, Série Botdnica, Porto Alegre, 74: €2019012, 2019

pertencerem a géneros com distintos héabitos (terrestre e
epifita).

Os dados obtidos na analise para determinagéo do teor
de nitrogénio proteico nas brotagdes evidenciaram que os
valores médios entre os trés tratamentos analisados diferiram
entre si. Os valores corresponderam a concentragdo de
nitrogénio disponivel no meio de cultura, ou seja, o maior
valor foi observado nas brota¢cdes mantidas em meio de
cultura MS, seguido pelo /2 MS e WPM com os menores
valores (Fig. 4D). Dessa forma, apesar da analise de
nitrogénio nitrico ndo ter apresentado diferenca entre os
meios de cultura, a analise de nitrogénio proteico revelou
que a maior disponibilidade de fontes nitrogenadas no meio
MS possibilitou maior formagao de proteinas, elevando o
acumulo das mesmas.

Em consideracdo a todos os parametros analisados,
observou-se que o meio de cultura MS promoveu
maior crescimento das brotagdes, obtendo os valores
mais elevados da massa de matéria fresca e seca, além
da maior taxa de crescimento relativo (Fig. 3; Tab. 2).
As brotacdes desenvolvidas em meio de cultura MS se
mostraram muito vigorosas (Tab. 1), corroborando com as
analises de nitrogénio total e fracionado, onde observou-
se a maior producado de proteinas em relagdo as brotagdes
desenvolvidas nos outros meios de cultura testados (%2
MS e WPM) (Fig. 4).

Ressalta-se que o uso de meio de cultura liquido
favorece a absor¢do dos nutrientes pelas escamas, visto
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que as folhas estdo em maior contato com o meio de
cultura, o que ndo ocorre no meio solido, quando apenas
as raizes e eventualmente a regido abaxial das folhas
estdo em contato com o meio (Benzing 2000). Diversos
trabalhos tém mostrado o melhor desenvolvimento de
espécies de bromélias em meio liquido (Martins ef al. 2015,
Guerra et al. 1999), todavia, nem sempre os resultados sdo
superiores ao uso do meio de cultura sélido para as espécies
de bromélias, como ocorreu para as espécies Nidularium
innocentii Lem. e Nidularium procerum Lindm., onde os
resultados obtidos ndo apresentam interagao significativa
para o fator consisténcia de meio de cultura (Silva et al.
2012).

De modo geral, os melhores resultados encontrados em
meio liquido devem ocorrer provavelmente pela presenca
das escamas na regido adaxial das folhas que ficam em
contato direto com o meio de cultura liquido, favorecendo
a absor¢do e metabolizagdo dos nutrientes. Freschi et al.
(2010) revelaram que as folhas de Guzmania monostachia
(L.) Rusby ex Mez apresentam uma elevada complexidade
fisiologica em relacdo a absorgdo e metabolizagdo de agua
e nutrientes, o que indica uma elevada capacidade de
adapta¢do nutricional. Além disso, Takahashi & Mercier
(2011) verificaram a existéncia de uma divisdo na absor¢ao
de nitrogénio e assimilagdo de amonio nas folhas de V.
gigantea, 0 que permite uma otimizagdo do processo de
absorg¢ao e assimilacdo resultando numa maior eficiéncia
e garantindo que grande parte do nitrogénio disponivel no
tanque seja rapidamente metabolizado. Outro aspecto a
ser considerado € que neste trabalho ndo foram utilizadas
nenhuma forma de ponte, ou seja, as brotagdes ficaram
parcialmente submerssas mantendo contado direto com
o meio e favorecendo a absorc¢do de nutrientes.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo
estabelecem um protocolo eficiente de multiplicacao in
vitro de brotagdes de N. johannis, o que ¢ de particular
importancia para a espécie. Além disso, corrobora o uso da
técnica de cultivo in vitro em meio liquido como alternativa
viavel tanto para a producdo quanto para a conservagao in
vitro de gendtipos de interesse.
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