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Resumo — Com o objetivo de estabelecer e multiplicar Cryptanthus bahianus
in vitro, foram testados diferentes tipos de tratamento prévio das plantas ma-
trizes, composicdes de meio de cultura e tipos de explantes. Os tratamentos
prévios das plantas matrizes consistiram da aplicagéo de cloridrato de kasu-
gamicina e mancozebe, ambos na concentracao de 1%, das seguintes manei-
ras: 1) uma aplicacéo de cloridrato de kasugamicina na semana da instalagao
dos experimentos; 2) uma aplicagdo semanal de cloridrato de kasugamicina, 1
més antes da instalacdo dos experimentos e 3) duas aplica¢cdes semanais de
mancozebe, 2 meses antes da instalagdo do experimento. Os meios testados
para a proliferacdo das gemas foram meio MS 1) sem reguladores vegetais, 2)
adicionado de 2,5 mg L' de BAP e 3) adicionado de 1,5 mg L' de BAP. Para
a organogénese direta, empregou-se o meio MS adicionado de 4,95 mg L™
de BAP. Para a inducdo de organogénese indireta, via calogénese, os meios
testados foram meio MS 1) adicionado de 1,105 mg L' de 2,4-D e 2) contendo
0,2 mg L' de AIB e 0,02 mg L' de BAP. Os tipos de explantes testados foram
1) base da folha, 2) meio da folha, 3) talo, 4) raizes e 5) gemas presentes nas
axilas das folhas. Os resultados mostraram que o tratamento prévio das plan-
tas matrizes com cloridrato de kasugamicina, na concentracéo 1%, pode ser
realizado para a redugédo da contaminagao no estabelecimento in vitro desta
espécie; o0 meio MS adicionado de 1,105 mg L' de 2,4-D induz a calogénese
e o meio MS adicionado de 1,5 mg L' de BAP induz a brotagdes em calos
obtidos a partir de tecidos de base de folhas de C. bahianus.

Termos para indexagdo: bromélias, explantes,

contaminagéo, oxidagao.

micropropagacao,

In vitro establishment and organogenisis of Cryptanthus
bahianus

Abstract — Aiming at in vitro establishment and multiplication of Cryptanthus
bahianus, different types of pretreatment of mother plants, culture medium
compositions and types of explants were tested. The previous treatments of
the mother plants consisted of the application of kasugamycin hydrochloride
and mancozeb, both at a concentration of 1%, in the following ways: 1) an
application of kasugamycin hydrochloride in the week of the installation of the
experiments; 2) one weekly application of kasugamycin hydrochloride, one
month before the installation of the experiments and 3) two weekly applications
of mancozeb, two months before the installation of the experiment. The media



tested for bud proliferation were MS medium 1)
without growth regulators, 2) added with 2.5 mg L' of
BAP and 3) added with 1.5 mg L' of BAP. For direct
organogenesis, it consists of MS medium added
with 4.95 mg L' of BAP. For the induction of indirect
organogenesis, via callogenesis, the media tested
were MS medium 1) added with 1.105 mg L' of 2,4-D
and 2) containing 0.2 mg L' of IBA and 0.02 mg L
BAP. The types of explants tested were 1) leaf base;
2) middle of the sheet; 3) stalk; 4) roots and 5) buds
present in the leaf axils. The results showed that the
prior treatment of mother plants with kasugamycin
hydrochloride, at a concentration of 1%, can be used
to reduce contamination in the establishment of this
species in vitro; the MS medium added with 1.105
mg L' of 2,4-D induces callogenesis; and the MS
medium added with 1.5 mg L' of BAP induces shoots
in calli obtained from base tissues of C. bahianus.

Index terms: bromeliads, micropropagation,
explants, contamination, oxidation.

Introducgao

O Semiarido brasileiro tem a maior parte de seu
territério ocupado por uma vegetagdo adaptada as
condi¢des de aridez, com formas variadas, denomi-
nada Caatinga (Silva et al., 2010). As plantas nati-
vas da Caatinga, além de sua beleza, apresentam
baixa demanda por agua, caracteristicas importan-
tes que podem ser exploradas para o uso ornamen-
tal destas espécies, considerando o crescimento da
cadeia produtiva de plantas e flores ornamentais
nos ultimos anos no Pais (Kiill et al., 2019).

O género Cryptanthus, pertencente a familia
Bromeliaceae e a subfamilia Bromelioideae, com-
preende cerca de 60 espécies endémicas no Bra-
sil, quatro delas com ocorréncia no bioma Caatinga
(Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de
Janeiro, 2020). Cryptanthus bahianus L.B. Sm. (Bro-
meliaceae) € uma espécie de bromélia que apresen-
ta potencial para a geragéo de renda no Semiari-
do, a partir do cultivo comercial, considerando sua
rusticidade e beleza (Figura 1). Entretanto, poucas
séo as informacdes na literatura que fornecem sub-
sidios para o manejo de espécies vegetais nativas
da Caatinga com potencial de uso ornamental, in-
cluindo Cryptanthus spp.

No entanto, o uso inadequado e insustentavel
dos recursos naturais e a exploragado desordenada
de espécies nativas, tém contribuido para a diminui-
¢ao de exemplares nos locais de ocorréncia natural,
assim como a diminuicdo da variabilidade genética
de diversas espécies deste ecossistema (Busta-
mante et al., 2019). Uma alternativa para atenuar a
perda de recursos genéticos pelo extrativismo, seria
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a manutencéo in vitro do germoplasma de interesse,
tanto para sua conservagao, quanto subsidio para
o incentivo ao desenvolvimento de cadeias produ-
tivas. No entanto, ndo existem informagdes dispo-
niveis na literatura a respeito do cultivo in vitro de
C. bahianus, havendo apenas relatos do uso desta
técnica para outras espécies do género Cryptanthus
(Carneiro et al., 1998; Arrabal et al., 2002) ou sobre
outras espécies de géneros distintos (Huang et al.,
2011; Lima et al., 2012; Bastos et al., 2016; Dias
et al., 2020; Garcia et al., 2021). Dessa forma, o ob-
jetivo deste trabalho foi estabelecer, sob condi¢des
de cultivo in vitro, dois gendtipos de C. bahianus,
em diferentes composi¢des de meios de cultura.

Figura 1. Folhas e flor de Cryptanthus bahianus cultivada
em vaso de 19 cm de didmetro de boca.

Este trabalho se alinha aos esforgos da agen-
da dos objetivos de desenvolvimento sustentavel
(ODS), da Organizacao das Nacdes Unidas (ONU),
mais precisamente com o objetivo 2, meta 2.5, que
trata da manutencgao da diversidade genética de se-
mentes, plantas cultivadas, animais de criagao e do-
mesticados e suas respectivas espécies selvagens,
inclusive por meio de bancos de sementes e plantas
diversificados (Nag¢oes Unidas, 2025).

Material e métodos

As avaliagdes foram realizadas considerando
o tratamento prévio das plantas matrizes em casa
de vegetacao, utilizando fungicidas e bactericidas
comerciais; o tempo de contato das plantas com o
agente descontaminante, no qual as plantas inteiras
foram imersas em solugédo de hipoclorito de sédio
por diferentes periodos de tempos, em uma etapa
anterior ao trabalho no interior da capela de fluxo la-
minar; o tipo de explante adequado; e a composigcao
do meio nutritivo para o estabelecimento da cultura
in vitro, considerando a indugao de proliferagao de
gemas, organogénese direta e indireta. (Tabela 1).
Os trés experimentos foram realizados utilizando
plantas marrons e verdes como doadoras de ex-
plantes, e serdo detalhados a seguir.

Plantas matrizes de C. bahianus, mantidas em
casa de vegetagdo da Embrapa Semiarido, foram
submetidas a diferentes tipos de tratamento prévio



Estabelecimento e organogénese in vitro de Cryptanthus bahianus 3

a introdugéo in vitro, visando diminuir ou eliminar a
contaminacgao in vitro, divididas em trés experimen-
tos: 1) fungicida e bactericida contendo cloridrato
de kasugamicina como principio ativo, na concen-
tracdo de 1%, com uma aplicagdo na semana de
instalacéo do experimento (uma aplicagéo no total);
2) fungicida e bactericida contendo cloridrato de ka-
sugamicina como principio ativo, na concentragédo
de 1%, administrados 1 més antes da instalagao

produto (quatro aplicagbes no total); 3) fungicida
contendo mancozebe como principio ativo, na con-
centragao de 1%, administrado 2 meses antes da
instalacao do experimento in vitro, com duas aplica-
¢bes semanais do produto (16 aplicagdes no total).
Apés a realizacao dos tratamentos na casa de vege-
tagdo, as plantas matrizes foram levadas para o La-
boratério de Biotecnologia (9.072047,-40.319683)
para o inicio dos procedimentos de assepsia e esta-

do experimento in vitro, com aplicagdo semanal do

belecimento in vitro.

Tabela 1. Experimentos conduzidos para o estabelecimento in vitro de Cryptanthus bahianus.

Tratamento com hi-
poclorito de sédio

Tratamento na

ESESHENIE casa de vegetacao

Tipo de explante

Meio de cultuara

Uma aplicagéo de
1 cloridrato de kasu-
gamicina (1%)

Imersdo das plantas
em solucdo de hipo-
clorito de sodio 10%
(v/v) por 1 minuto

Proliferacdo de gemas: Ge-
mas axilares de folhas

Proliferacédo de gemas:
MS + 2,5 mg L' de BAP

Quatro  aplicagdes

de cloridrato de ka- em solugao de hipo-

sugamicina (1%) clorito de sédio 10%
2 (v/v) por 5 minutos

Imerséao das plantas

Proliferagdo de gemas: talo
Organogénese direta: base
da folha

Organogénese indireta: base
e meio da folha, e raizes

Proliferagdo de gemas:
MS sem reguladores
Organogénese  direta:
MS +4,95 mg L' de BAP
Organogénese indireta:
MS + 1,105 mg L' de
2,4-D

16 aplicagbes de Imersédo das plantas
mancozebe (1%) em solucdo de hipo-
3 clorito de sodio 10%

Proliferacdo de gemas: talo
e gemas axilares de folhas
Organogénese indireta: base

Proliferagcédo de gemas:
MS sem reguladores e
MS + 1,5 mg L' de BAP

(v/v) + Tween, duran- e meio da folha, e raizes

te 15 minutos

Organogénse indireta:
MS + 0,2 mg L' de AIB
e 0,02 mg L-"de BAP

Incialmente, os vasos foram identificados, para
que pudesse ser realizada a rastreabilidade do ex-
plante em relacdo a planta matriz da qual estes fo-
ram extraidos (Figura 2A). Os exemplares foram se-
parados em plantas verdes (PV) e plantas marrons
(PM), colocando-se os numeros em ordem cres-
cente. Como foram utilizados trés vasos de cada,
as identificacdes foram as seguintes: PV01, PV02,
PV03, PM01, PM02 e PMO3.

Logo apds, uma planta de cada vaso foi retirada
e lavada em agua corrente para retirada do excesso
de terra das raizes e demais residuos (Figura 2B).
Em seguida, as plantas foram lavadas em solugao
de Tween 20 (10 gotas por 1,5 L) e enxaguadas em
agua corrente. No experimento 1, as plantas foram
imersas em solugédo de hipoclorito de sédio 10%
(v/v), por 1 minuto, e no experimento 2 durante 5
minutos (Figura 2C). No experimento 3, as plantas
foram imersas em solugao de hipoclorito de sédio
10% (v/v), adicionada de 10 gotas de Tween 20 por
1,5 litro de solugdo, durante 15 minutos. As plantas
dos trés experimentos foram enxaguadas por trés

vezes em agua destilada autoclavada e, finalmente,
levadas para a capela de fluxo laminar. No interior
da capela de fluxo laminar, as folhas foram desta-
cadas das plantas e os explantes foram divididos
em diferentes tipos, tanto para plantas verdes (PV)
quanto as marrons (PM) (Figura 2D).

No experimento 1, foram utilizados como ex-
plantes gemas presentes nas axilas das folhas. No
experimento 2, foram utilizados quatro tipos de ex-
plantes, sendo eles: 1) base da folha; 2) meio da
folha; 3) talo e 4) raizes. No experimento 3, foram
utilizados cinco tipos de explantes, sendo eles: 1)
base da folha; 2) meio da folha; 3) talo; 4) raizes e
5) gemas presentes nas axilas das folhas (Figura 3).

No interior da capela de fluxo laminar, os di-
ferentes explantes foram imersos em solugcéo de
etanol a 70% durante 1 minuto, sendo em seguida
transferidos para uma solugéo de hipoclorito de s6-
dio a 0,5% (v/v), onde permaneceram sob agitagao
continua durante 20 minutos. Ao final, foram realiza-
dos trés enxagues em agua ultrapura autoclavada.
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Figura 2. Identificacdo dos vasos contendo as plantas matrizes de Cryptanthus bahianus

para o estabelecimento dos explantes in vitro (A), plantas verdes e marrons extraidas e
higienizadas em agua corrente para a retirada do excesso de terra das raizes e demais
residuos das plantas (B), plantas submersas em solucédo de hipoclorito 10% (v/v) (C) e de-
sinfestagdo dos explantes no interior da capela de fluxo laminar (D).

Para os experimentos 1, 2 e 3, os meios de cul-
tura utilizados no estabelecimento dos explantes
foi composto pela formulagdo de sais inorganicos
MS (Murashige; Skoog, 1962), vitaminas de White
(1943), 0,002 g/L de glicina, 0,1 g/L de inositol, 30
g/L de sacarose, 6,5 g/L de agar, sendo o pH aferi-
do para 5,9 e o meio esterilizado por autoclavagem
(121 °C e 1 kg/cm? durante 20 minutos).

» Base de folha

& Meio de folha

» Talo

____» Raiz

Figura 3. Diferentes tipos de explantes utilizados no esta-
belecimento in vitro de Cryptanthus bahianus.

No experimento 1, foram adicionados 2,5 mg L
de BAP (6-benzilaminopurina) ao meio de cultura,
visando a proliferagdo das gemas axilares. No ex-
perimento 2, os meios testados foram elaborados
com o objetivo de induzir a proliferacdo de gemas
e organogénese direta e indireta nos diferentes ti-
pos de explantes. Para a proliferagdo de gemas,
foram testados meio MS liquido, sem reguladores
vegetais, nos explantes classificados como talos.
Para a organogénese direta no tipo de explante
base da folha, utilizou-se meio MS adicionado de
4,95 mg L' de BAP. Para a indugédo de organogé-
nese indireta nos explantes base e meio de folhas
e explantes de raizes, o meio MS foi adicionado de
1,105mgL"'de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético).

No experimento 3, os explantes foram imer-
sos em uma solugdo de 10% de acido ascorbico
e, em seguida, introduzidos nos meios de cultura.
Os meios testados foram elaborados com o objetivo
de induzir a proliferagdo de gemas e organogéne-
se indireta nos diferentes tipos de explantes. Para
a proliferacdo de gemas, foram testados meio MS
liquido, sem reguladores vegetais, nos explantes
classificados como talos, e meio MS adicionado de
1,5 mg L' de BAP, no tipo de explante gema axi-
lar. Para a indugdo de organogénese indireta, o
meio MS foi adicionado de 0,2 mg L' de AIB (acido
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indolbutirico) e 0,02 mg L' de BAP, nos explantes
base e meio de folhas e explantes de raizes.

Apos a introdugéo no meio de cultura adequado,
as culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 27 + 2 °C, radiacao fotossintéti-
ca ativa de 40 ymol.m>*"! e fotoperiodo de 16 horas.
Foram avaliadas as porcentagens de contaminacao,
oxidagao e de reagao dos explantes, 30 dias apds a
introducéo dos explantes in vitro.

Resultados e discussao

A fase de estabelecimento da cultura asséptica
in vitro € uma das mais criticas da cultura de teci-
dos vegetais in vitro, pois, deve haver a eliminagao
das contaminagbes por fungos e bactérias e, ao
mesmo tempo, a manutencdo de altos indices de
sobrevivéncia e de desenvolvimento dos explantes.
De um lado, o aumento da concentragao do agente

desinfectante e o tempo de contato com os explan-
tes pode reduzir as contaminagdes, mas, por outro
lado, pode diminuir a sobrevivéncia e, consequen-
temente, o desenvolvimento dos explantes in vitro.
Dessa forma, é importante otimizar o tipo e concen-
tracdo do agente desinfectante, bem como o tempo
de contato com os explantes.

Além do controle das contaminagbes, na fase
de estabelecimento da cultura in vitro é importante
controlar a oxidagao, pois este processo também
pode resultar na morte dos explantes (Singh; Singh,
2018).

No experimento 1, 100% do material foi perdido
por contaminacao (dados ndo apresentados). Nos
experimentos 2 e 3, foram tomados dados relacio-
nados com a porcentagem de explantes contami-
nados e oxidados, decorridos 30 da instalagdo do
experimento (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de contaminagdo e oxidagdo em fungdo do tratamento prévio das matrizes, do tipo de explante e
do tratamento com a solucéo antioxidante, decorridos 30 dias de instalagéo do experimento. Laboratério de Biotecnologia,

Embrapa Semiarido, Petrolina, PE.

Tipo de Contaminagéao Oxidacao
explante kagﬂ%’;ﬂ?&ﬁ,g %% Mancozebe ggg'é?giigg Acido ascérbico 10%
Talo 100% 100% - -
Base da folha 34,4% 68,7% 46,9% 31,2%
Meio da folha 20,4% 37,7% 79,5% 50%
Raiz 68,7% 62,5% 0 0
Gema axilar -- 100% -- --

Em relacdo a porcentagem de contaminagdo,
foram observados maiores percentuais nos explan-
tes dos tipos talo, base de folha, gemas axilares e
raiz. Tal fato pode ser atribuido a sua anatomia e
ao local de desenvolvimento. Os explantes do tipo
talo, apesar de apresentarem alto potencial para a
proliferacdo das gemas presentes nas axilas das
folhas, possuem uma anatomia que favorece con-
taminagdes. Os explantes do tipo base de folha e
gemas axilares ficam localizados em contato direto
com o talo, que sao locais mais protegidos da planta,
de mais dificil contato com o agente desinfectante.
Ja os explantes do tipo raiz, por ficarem em contato
com o solo e sua microbiota, também estdo mais
propensos a contaminagdes, tanto por bactérias
quanto por fungos.

O cloridrato de kasugamicina é um fungicida e
bactericida sistémico, utilizado no controle de di-
versas doengas, em ampla variedade de culturas.
Quando pulverizado na parte aérea das plantas, &
absorvido e redistribuido no limbo foliar (Theodo-
ro; Maringoni, 2000). Esse produto foi utilizado de

forma eficiente para o controle de contaminagdes
no estabelecimento in vitro de um hibrido de Gran-
dularia. Plantas matrizes do hibrido de Grandularia
(G. peruviana x G. scrobiculata) foram borrifadas
trés vezes, a cada 2 dias, com uma solugdo con-
tendo 2,5 ml L' do produto (Gonzalez et al., 2015).
Da mesma forma, o prévio tratamento fitossanitario
de faveleira (Cnidosculus quercifolius Pohl) com o
cloridrato de kasugamicina foi eficiente na redugao
da contaminagdo in vitro. Plantas matrizes foram
borrifadas uma vez por semana, durante 4 sema-
nas, com uma solugéo na concentragdo de 1% do
produto (Ribeiro et al., 2022).

Nao houve reducdo da contaminagdo com a
utilizagdo do mancozebe na concentracdo de 1%
(Tabela 1). As aplicagbes com este produto fo-
ram realizadas duas vezes por semana, durante 2
meses, ou seja, quatro vezes mais, quando com-
paradas com o numero de aplicagdes com o clori-
drato de kasugamicina na mesma concentracao.

O mancozebe é um fungicida agricola néo sisté-
mico, com agéao protetora multissitio em contato, ou



seja, permanece sobre a superficie foliar e atua
formando uma camada de proteg¢éo contra a germi-
nacao de esporos (Rosa; Marques, 2011). O clori-
drato de kasugamicina é um fungicida e bactericida
sistémico, fato que pode ter contribuido para que
este, mesmo com um numero de aplicagdes inferior
ao adotado para o mancozebe, tenha tido resultado
semelhante a este ultimo no controle da contamina-
¢ao dos explantes in vitro. Este produto foi utilizado
de forma eficiente no controle das contaminacoes
durante o estabelecimento in vitro de Cryptanthus
sinuosus. Para tal propésito, plantas matrizes foram
submetidas a trés aplicagbes semanais, durante 6
semanas, com uma solugdo de mancozebe na con-
centracao de 1% (Carneiro et al., 1998).

Em relagédo a porcentagem de oxidagéo, foram
observados maiores percentuais nos explantes dos
tipos base e meio de folha, quando comparados
com o tipo de explante raiz, aos 30 dias de cultivo
in vitro. Tal fato pode ser atribuido a maior extremi-
dade das superficies com lesao fisica nos explantes
de folha, em comparagao com os explantes de rai-
zes (Tabela 2).

O processo de oxidagado ocorre em consequén-
cia da liberagao de compostos fendlicos, decorren-
te da lesao fisica no tecido vegetal. A degradacao
oxidativa dos compostos fendlicos liberados, além
do escurecimento do meio de cultura e dos tecidos,
pode resultar na necrose ou morte do explante (Sin-
gh; Singh, 2018).

Durante o estabelecimento in vitro de hortela
(Mentha piperita L.), foi observado que a porcenta-
gem de oxidagéao foi maior em explantes de segmen-
tos foliares quando comparada com aquela relacio-
nada aos segmentos nodais (Lattuada et al., 2019).
Da mesma maneira, segundo Ribeiro et al. (2022),
explantes de segmentos nodais apresentaram me-
nores percentuais de oxidagdo, quando compara-
dos com aqueles oriundos de segmentos de folhas,
utilizados no estabelecimento in vitro de faveleira
(Cnidosculus quercifolius Pohl) (Euphorbiaceae).

Os resultados mostraram ter havido reducéao
da oxidagdo com a imersao dos explantes em uma
solugcédo de acido ascoérbico 10%, aos 30 dias de
instalagado do experimento 3 (Tabela 2). O acido as-
corbico é capaz de eliminar radicais de oxigénio que
sdo produzidos quando ha leséo fisica do tecido e,
desta forma, atuar na inibigdo ou prevengao do pro-
cesso de oxidagao (Ndakidemi et al., 2014), e ja se
mostrou eficiente na redugao da oxidagao durante o
estabelecimento in vitro de diferentes espécies.

O acido ascorbico ja foi utilizado de forma
eficiente no controle da oxidagédo, durante o es-
tabelecimento in vitro de pimenta-rosa (Schinus
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terebinthifolius Raddi). Foram utilizados como ex-
plantes, segmentos nodais, introduzidos em meio
MS adicionado de 100 mg L' de acido ascoérbico.
Observou-se que esta concentracdo de acido ascor-
bico, adicionada ao meio de cultura, favoreceu néo
apenas o controle da oxidagado dos explantes, mas
também a emissao de brotagdes (Pinto et al., 2017).

Da mesma forma, foram realizadas pesquisas
visando controlar a contaminagao e a oxidacao, du-
rante o estabelecimento in vitro de oliveira (Olea eu-
ropaea L.) cv Koroneiki. Foi observado que uso de
carvao ativado no meio de cultura, a imerséo e corte
dos explantes de segmentos nodais em solugéo de
acido ascorbico, na concentragdo de 100 mg L, fo-
ram eficientes na reducado da oxidagdo nos explan-
tes (Oliveira et al., 2021).

O acido ascorbico, carvdo ativado e PVP nas
concentragdes de 0,2mg L",12gL'e 1,5gL", res-
pectivamente, adicionados ao meio MS, foram efeti-
vos no controle de oxidagao fendlica durante o esta-
belecimento in vitro de aroreira-do-sertao (Astronium
urundeuva). Foram utilizados como explantes, bro-
tagbes apicais obtidas a partir de plantulas germina-
das in vitro (Silva et al., 2023).

Quanto a reposta dos explantes, decorridos 30
dias da instalacdo do experimento, foram tomados
dados relacionados com a porcentagem de reacao
in vitro, considerando o tipo e a origem dos explan-
tes, em meios MS contendo: 1) 1,105 mg L' de
2,4-D;2)4,95mgL'deBAPe 3)0,2mgL'deAlBe
0,02 mg L' de BAP (Tabela 3).

A obtencao de plantas completas pela técnica
de cultura de tecidos vegetais in vitro pode ser re-
alizada por meio de trés rotas morfogenéticas, sen-
do elas a proliferagdo de gemas; a organogénese,
subdividida em adventicia direta e indireta; e a em-
briogénese somatica, que também pode ocorrer de
forma direta ou indireta (Chawla, 2004).

Nesta pesquisa, foram testados meios de cul-
tura sem a adicdo de reguladores vegetais e com
a adicdo de BAP, visando a proliferagdo de gemas
e a organogénese direta, e aqueles com 2,4-D e a
combinacao de ANA + BAP, visando a organogéne-
se indireta, via calogénese.

Em relagéo a proliferagdo de gemas a partir de
tecidos meristematicos, pesquisas realizadas para
o estabelecimento in vitro de C. sinuosus resulta-
ram em uma porcentagem de 93% de proliferacéo
de gemas e regeneragao de novas plantas, a partir
de explantes do tipo talo, em meio MS liquido, sem
reguladores vegetais (Arrabal et al., 2002). Entre-
tanto, neste trabalho n&o foi possivel avaliar a essa
rota morfogenética, pois, conforme apresentado na
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Tabela 1, os explantes utilizados para este propésito
(talo e gemas axilares) se apresentaram 100% con-
taminados (Tabela 2).

Quanto a organogénese direta, foram realizados
estudos com objetivo de estabelecer e multiplicar
C. sinuosus in vitro, a partir de explantes de base
das folhas. Foram obtidos mudltiplos brotos a partir
dos explantes cultivados por um periodo de 4 a 5
semanas, em meio MS adicionado de 4,95 mg L
de BAP (Carneiro et al., 1998). Da mesma maneira,
visando otimizar um protocolo de regeneragao via
organogénese direta para Orthophytum mucugen-
se, segmentos de caules, folhas e raizes oriundos
de plantas germinadas de sementes in vitro foram
utilizados como explantes e cultivados em meio
MS com metade da concentragdo dos sais inorga-
nicos. Observou-se que a adicdo do BAP na con-
centragao de 2,22 mM, combinado com 0,65 mM de

ANA resultou em uma maior formagéo de brotos a
partir dos segmentos de caule (Lima et al., 2012).
Entretanto, neste trabalho, ndo houve organogéne-
se direta nos explantes avaliados, nas condigbes de
cultivo citadas. Tal fato pode ser atribuido as com-
posicoes dos meios de cultura testadas, tanto em
relagdo a concentragao de sais inorganicos, quanto
aquela de BAP avaliada, que podem nao ter sido
adequadas para a espécie C. bahianus.

Foi observada organogénese indireta, via calo-
génese, em explantes de base da folha. Na Figura
4 pode-se observar a formacgao de calos na base de
folhas oriundas de plantas verdes e marrons, culti-
vadas em meio MS contendo 1,105 mg L' de 2,4-D
(experimento 2), 30 dias apos a introdugédo dos ex-
plantes in vitro. Inicialmente, os calos se apresenta-
ram de forma translucida (Figuras 4A e 4B) ou com
a formagéo de pequenos granulos (Figura 4C).

Tabela 3. Porcentagem de reagéo in vitro em funcao do tipo e origem dos explantes, decorridos 30 dias de instalacdo do
experimento, em meios MS contendo 1,105 mg L' de 2,4-D, aqueles com 4,95 mg L' de BAP e também 0,2 mg L' de AIB
+ 0,02 mg L' de BAP. Laboratério de Biotecnologia, Embrapa Semiarido, Petrolina, PE.

0,2 mg L' de AIB +

Tipo de 1,105 mg L' de 2,4-D 4,95 mg L' de BAP 0,02 mg L' de BAP
explante Planta Planta Planta Planta Planta Planta
marrom verde marrom verde marrom verde
Base da folha 12,5 % 25% 0 0 0 0
Meio da folha 0 0 0 0 0 0
Raiz 0 0 - - 0 0

O 2,4-D é uma auxina comumente utilizada para
inducdo de calogénese in vitro. Similar aos resul-
tados obtidos neste estudo, observou-se a indugao
de calos em estudo no qual foram utilizados ex-
plantes de base de folhas da bromélia (Orthophy-
tum mucugense). Foram utilizados como explantes
segmentos basais, medianos e apicais de folhas
desta espécie, os quais foram cultivados em meio
MS adicionado de 1,105 mg L' de 2,4-D. Apenas os
segmentos basais responderam ao estimulo de ca-
logénese na concentragao de 2,4-D citada (Bastos
et al., 2016).

Além do trabalho citado, a indugao de calogéne-
se em bromélias, utilizando 2,4-D, em associagao
com o ANA, também foi estudada com o objetivo
de estabelecer e multiplicar plantas do género Guz-
mania. Orgaos florais (pétalas e ovarios) foram uti-
lizados como explantes e cultivados em meio MS,
com metade da concentragao dos sais inorganicos.
As maiores porcentagens de calogénese (20% em
explantes de pétalas e 35% em explantes de ova-
rios) foram obtidas nos meios adicionados de 1.0
mg L' de 2,4-D em conjunto com 1.0 mg L™ de

ANA, e aqueles com 1.5 mg L™ de 2,4-D e 0.5 mg
L™" NAA, respectivamente (Huang et al., 2011).

Tal como foi proposto no experimento 3, o balan-
¢o entre auxinas e citocininas também pode resultar
organogénese indireta, via calogénese. Gemas api-
cais de Bromelia pinguin foram cultivadas em meio
MS, com metade da concentracao dos sais inorgani-
cos, adicionado de 0,5 mg L' de ANAe 5,0 mg L' de
BAP. Foi observado que a interagédo entre a auxina
e a citocinina, nas concentragdes citadas, aumentou
a indugéo de calos in vitro (Marcondes et al., 2014).
Entretanto, neste trabalho ndo houve este tipo de re-
posta, em meio MS adicionado de 0,2 mg L' de AIB
e 0,02 mg L' de BAP, nos explantes base e meio de
folhas e explantes de raizes (Tabela 2). Tal fato pode
ser atribuido as composi¢cdes dos meios de cultura
testadas, tanto em relagdo a concentragdo de sais
inorganicos, quanto aquelas de BAP e ANA, que
podem nao ter sido adequadas para a espécie C.
bahianus.

Decorridos 45 dias da instalagdo do experi-
mento, os calos cultivados em meio MS contendo
1,105 mg L' de 2,4-D (Figura 4) foram transferidos
para meio MS contendo 1,5 mg L' de BAP, para a
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inducdo de brotos. Passados 30 dias da transferén-
cia dos calos para o meio citado, aquele apresenta-
do na Figura 4A iniciou o processo de organogéne-
se, conforme apresentado na Figura 5.

A partir do calo induzido em explantes de base
de folha (Figura 6A), foram obtidas 15 plantas por
organogénese indireta (Figura 6B). As plantas foram
mantidas em tubos de ensaio (2,3 cm de didmetro),
contendo 15 mL de meio MS adicionado de 1,5 mg
L' de BAP. Decorridos 15 dias da individualizacao
das plantas, foi observada a formagéo de brotos na
sua base (Figura 6C).

-

Fotos: Natoniel Franklin de Melo

O BAP ¢é uma citocinina amplamente utilizada
na inducao de brotagdes in vitro, inclusive em pes-
quisas com diferentes espécies de bromélias. Esse
regulador vegetal foi utilizado para a multiplicagéo
de duas espécies de bromélias in vitro, em meio MS
com metade da concentragéo dos sais inorganicos,
utilizando plantas completas obtidas por germina-
¢do de sementes. A bromélia Aechmea aquilega
apresentou maior percentual de brotagdo em meio
com 5,05 mg L' de BAP, enquanto a Bromelia ba-
lansae necessitou de concentragdes acima de 6,0
mg L' de BAP para atingir a maior porcentagem de
inducéo de brotos (Dias et al., 2020).

Figura 4. Formacao de calos na base de folhas oriundas de plantas verdes (A e B) e marrom (C), cultivadas em meio
MS contendo 1,105 mg L' de 2,4-D, 30 dias apés a introducéo dos explantes in vitro (barra = 1 cm).

Fotos: Juliana Martins Ribeiro

Figura 5. Organogénese em calo induzido em explante de base de folha de plantas verdes, 45 (A), 58 (B), 65 (C), 72
(D), 81 (E) e 86 (F) dias ap6s a transferéncia meio MS contendo 1, 5 mg L' de BAP (barra = 0,5 cm).

Fotos: Angela Katiussia N. dos S. Coelho (A);

Juliana Martins Ribeiro (B e C)

3

Figura 6. Organogénese em calo induzido em explante de base de folha, cultivado em meio MS adicionado de
1,5 mg L' de BAP durante 130 dias (A); plantas individualizadas obtidas por organogénese indireta, cultivada em
meio MS adicionado de 1,5 mg L' de BAP (B) e emissdo de broto na base de uma planta obtida por organogénese

indireta (C).
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Da mesma forma, foram realizadas pesquisas
com objetivo de avaliar a resposta morfogénica in
vitro das espécies de bromélia Aechmea miniata
e Aechmea blanchetiana. Segmentos caulinares,
oriundos de plantas germinadas in vitro, foram cul-
tivados em meio MS suplementado com diferentes
concentragcbes de BAP, e verificou-se que, para as
duas espécies, a concentragdo 1,0 mg L' de BAP
mostrou maior eficiéncia para a inducédo de brota-
¢bes in vitro (Garcia et al., 2021).

Conclusoes

1) O prévio tratamento fitossanitario de plantas
matrizes de C. bahianus com fungicida e bactericida
contendo cloridrato de kasugamicina como principio
ativo, na concentracéo 1%, pode ser utilizado para a
reducdo da contaminagao e estabelecimento in vitro
desta espécie.

2) Alimersao dos explantes em solugao de 10%
de acido ascoérbico reduz a oxidagao dos explantes
de folha de C. bahianus.

3) Bases de folhas de C. bahianus podem ser
utilizadas como explantes no estabelecimento in vi-
tro desta espécie.

4) A concentragao de 1,105 mg L' do regulador
vegetal 2,4-D induz a calogénese em explantes de
tecidos de base de folhas de C. bahianus.

5) A concentragdo de 1,5 mg L' de BAP induz
brotagbes em calos obtidos a partir de tecidos de
base de folhas de C. bahianus.
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