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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, composições de meio de cultura e tipos de explantes. Os tratamentos 
prévios das plantas matrizes consistiram da aplicação de cloridrato de kasu-
gamicina e mancozebe, ambos na concentração de 1%, das seguintes manei-
ras: 1) uma aplicação de cloridrato de kasugamicina na semana da instalação 
dos experimentos; 2) uma aplicação semanal de cloridrato de kasugamicina, 1 
mês antes da instalação dos experimentos e 3) duas aplicações semanais de 
mancozebe, 2 meses antes da instalação do experimento. Os meios testados 
para a proliferação das gemas foram meio MS 1) sem reguladores vegetais, 2) 
adicionado de 2,5 mg L-1 de BAP e 3) adicionado de 1,5 mg L-1 de BAP. Para 
a organogênese direta, empregou-se o meio MS adicionado de 4,95 mg L-1 
de BAP. Para a indução de organogênese indireta, via calogênese, os meios 
testados foram meio MS 1) adicionado de 1,105 mg L-1 de 2,4-D e 2) contendo 
0,2 mg L-1 de AIB e 0,02 mg L-1 de BAP. Os tipos de explantes testados foram 
1) base da folha, 2) meio da folha, 3) talo, 4) raízes e 5) gemas presentes nas 
axilas das folhas. Os resultados mostraram que o tratamento prévio das plan-
tas matrizes com cloridrato de kasugamicina, na concentração 1%, pode ser 
realizado para a redução da contaminação no estabelecimento in vitro desta 
espécie; o meio MS adicionado de 1,105 mg L-1 de 2,4-D induz a calogênese 
e o meio MS adicionado de 1,5 mg L-1 de BAP induz a brotações em calos 
obtidos a partir de tecidos de base de folhas de C. bahianus.

Termos para indexação: bromélias, micropropagação, explantes, 
contaminação, oxidação.

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 
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tested for bud proliferation were MS medium 1) 
without growth regulators, 2) added with 2.5 mg L-1 of 
BAP and 3) added with 1.5 mg L-1 of BAP. For direct 
organogenesis, it consists of MS medium added 
with 4.95 mg L-1 of BAP. For the induction of indirect 
organogenesis, via callogenesis, the media tested 
were MS medium 1) added with 1.105 mg L-1 of 2,4-D 
and 2) containing 0.2 mg L-1 of IBA and 0.02 mg L-1 
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-1 of 2,4-D induces callogenesis; and the MS 
medium added with 1.5 mg L-1 of BAP induces shoots 
in calli obtained from base tissues of C. bahianus. 

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

Introdução
O Semiárido brasileiro tem a maior parte de seu 

território ocupado por uma vegetação adaptada às 
condições 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 água, características 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 últimos anos no País (Kiill et al., 2019).

 O gênero Cryptanthus, pertencente à família 
Bromeliaceae e à subfamília Bromelioideae, com-
preende cerca de 60 espécies endêmicas no Bra-
sil, quatro delas com ocorrência no bioma Caatinga 
(Instituto de Pesquisas Jardim Botânico do Rio de 
Janeiro, 2020). Cryptanthus bahianus L.B. Sm. (Bro-
meliaceae) é uma espécie de bromélia que apresen-
ta potencial para a geração de renda no Semiári-
do, a partir do cultivo comercial, considerando sua 
rusticidade e beleza (Figura 1). Entretanto, poucas 
são as informações na literatura que fornecem sub-
sídios para o manejo de espécies vegetais nativas 
da Caatinga com potencial de uso ornamental, in-
cluindo Cryptanthus spp.

No entanto, o uso inadequado e insustentável 
dos recursos naturais e a exploração desordenada 
de espécies nativas, têm contribuído para a diminui-
ção de exemplares nos locais de ocorrência natural, 
assim como a diminuição 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 

a manutenção in vitro do germoplasma de interesse, 
tanto para sua conservação, quanto subsídio para 
o incentivo ao desenvolvimento de cadeias produ-
tivas. No entanto, não existem informações dispo-
níveis na literatura a respeito do cultivo in vitro de 
C. bahianus, havendo apenas relatos do uso desta 
técnica para outras espécies do gênero Cryptanthus 
(Carneiro et al., 1998; Arrabal et al., 2002) ou sobre 
outras espécies de gêneros 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 condições 
de cultivo in vitro, dois genótipos de C. bahianus, 
em diferentes composições de meios de cultura.

Este trabalho se alinha aos esforços da agen-
da dos objetivos de desenvolvimento sustentável 
(ODS), da Organização das Nações Unidas (ONU), 
mais precisamente com o objetivo 2, meta 2.5, que 
trata da manutenção da diversidade genética de se-
mentes, plantas cultivadas, animais de criação e do-
mesticados e suas respectivas espécies selvagens, 
inclusive por meio de bancos de sementes e plantas 
diversificados (Nações Unidas, 2025).

Material e métodos
As avaliações foram realizadas considerando 

o tratamento prévio das plantas matrizes em casa 
de vegetação, utilizando fungicidas e bactericidas 
comerciais; o tempo de contato das plantas com o 
agente descontaminante, no qual as plantas inteiras 
foram imersas em solução de hipoclorito de sódio 
por diferentes períodos de tempos, em uma etapa 
anterior ao trabalho no interior da capela de fluxo la-
minar; o tipo de explante adequado; e a composição 
do meio nutritivo para o estabelecimento da cultura 
in vitro, considerando a indução de proliferação de 
gemas, organogênese direta e indireta. (Tabela 1). 
Os três experimentos foram realizados utilizando 
plantas marrons e verdes como doadoras de ex-
plantes, e serão detalhados a seguir.

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

 

Figura 1. Folhas e flor de Cryptanthus bahianus cultivada 
em vaso de 19 cm de diâmetro de boca. 
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à introdução in vitro, visando diminuir ou eliminar a 
contaminação in vitro, divididas em três experimen-
tos: 1) fungicida e bactericida contendo cloridrato 
de kasugamicina como princípio ativo, na concen-
tração de 1%, com uma aplicação na semana de 
instalação do experimento (uma aplicação no total); 
2) fungicida e bactericida contendo cloridrato de ka-
sugamicina como princípio ativo, na concentração 
de 1%, administrados 1 mês antes da instalação 
do experimento in vitro, com aplicação semanal do 

produto (quatro aplicações no total); 3) fungicida 
contendo mancozebe como princípio ativo, na con-
centração de 1%, administrado 2 meses antes da 
instalação do experimento in vitro, com duas aplica-
ções semanais do produto (16 aplicações no total). 
Após a realização dos tratamentos na casa de vege-
tação, as plantas matrizes foram levadas para o La-
boratório de Biotecnologia (9.072047,-40.319683) 
para o início dos procedimentos de assepsia e esta-
belecimento in vitro.

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

Experimento                      Tratamento na 
casa de vegetação

Tratamento com hi-
poclorito de sódio Tipo de explante Meio de cultuara

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

Imersão das plantas 
em solução de hipo-
clorito de sódio 10% 
(v/v) por 1 minuto

Proliferação de gemas: Ge-
mas axilares de folhas

Proliferação de gemas: 
MS + 2,5 mg L-1 de BAP

2

Quatro aplicações 
de cloridrato de ka-
sugamicina (1%)

Imersão das plantas 
em solução de hipo-
clorito de sódio 10% 
(v/v) por 5 minutos

Proliferação de gemas: talo
Organogênese direta: base 
da folha
Organogênese indireta: base 
e meio da folha, e raízes

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

3

16 aplicações de 
mancozebe (1%)

Imersão das plantas 
em solução de hipo-
clorito de sódio 10% 
(v/v) + Tween, duran-
te 15 minutos

Proliferação de gemas: talo 
e gemas axilares de folhas

Organogênese indireta: base 
e meio da folha, e raízes 

Proliferação de gemas: 
MS sem reguladores e 
MS + 1,5 mg L-1 de BAP 
Organogênse indireta: 
MS + 0,2 mg L-1 de AIB 
e 0,02 mg L-1 de BAP 

Incialmente, os vasos foram identificados, para 
que pudesse ser realizada a rastreabilidade do ex-
plante em relação à planta matriz da qual estes fo-
ram extraídos (Figura 2A). Os exemplares foram se-
parados em plantas verdes (PV) e plantas marrons 
(PM), colocando-se os números em ordem cres-
cente. Como foram utilizados três vasos de cada, 
as identificações foram as seguintes: PV01, PV02, 
PV03, PM01, PM02 e PM03.

Logo após, uma planta de cada vaso foi retirada 
e lavada em água corrente para retirada do excesso 
de terra das raízes e demais resíduos (Figura 2B). 
Em seguida, as plantas foram lavadas em solução 
de Tween 20 (10 gotas por 1,5 L) e enxaguadas em 
água corrente. No experimento 1, as plantas foram 
imersas em solução de hipoclorito de sódio 10% 
(v/v), por 1 minuto, e no experimento 2 durante 5 
minutos (Figura 2C). No experimento 3, as plantas 
foram imersas em solução de hipoclorito de sódio 
10% (v/v), adicionada de 10 gotas de Tween 20 por 
1,5 litro de solução, durante 15 minutos. As plantas 
dos três experimentos foram enxaguadas por três 

vezes em água 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) raízes. No experimento 3, foram 
utilizados cinco tipos de explantes, sendo eles: 1) 
base da folha; 2) meio da folha; 3) talo; 4) raízes e 
5) gemas presentes nas axilas das folhas (Figura 3).

No interior da capela de fluxo laminar, os di-
ferentes explantes foram imersos em solução de 
etanol a 70% durante 1 minuto, sendo em seguida 
transferidos para uma solução de hipoclorito de só-
dio a 0,5% (v/v), onde permaneceram sob agitação 
contínua durante 20 minutos. Ao final, foram realiza-
dos três enxágues em água ultrapura autoclavada.
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Para os experimentos 1, 2 e 3, os meios de cul-
tura utilizados no estabelecimento dos explantes 
foi composto pela formulação de sais inorgânicos 
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 ágar, sendo o pH aferi-
do para 5,9 e o meio esterilizado por autoclavagem 
(121 °C e 1 kg/cm² durante 20 minutos).

No experimento 1, foram adicionados 2,5 mg L-1 

de BAP (6-benzilaminopurina) ao meio de cultura, 
visando a proliferação das gemas axilares. No ex-
perimento 2, os meios testados foram elaborados 
com o objetivo de induzir a proliferação de gemas 
e organogênese direta e indireta nos diferentes ti-
pos de explantes. Para a proliferação de gemas, 
foram testados meio MS líquido, sem reguladores 
vegetais, nos explantes classificados como talos. 
Para a organogênese direta no tipo de explante 
base da folha, utilizou-se meio MS adicionado de 
4,95 mg L-1 de BAP. Para a indução de organogê-
nese indireta nos explantes base e meio de folhas 
e explantes de raízes, o meio MS foi adicionado de 
1,105 mg L-1 de 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético).

No experimento 3, os explantes foram imer-
sos em uma solução de 10% de ácido ascórbico 
e, em seguida, introduzidos nos meios de cultura. 
Os meios testados foram elaborados com o objetivo 
de induzir a proliferação de gemas e organogêne-
se indireta nos diferentes tipos de explantes. Para 
a proliferação de gemas, foram testados meio MS 
líquido, sem reguladores vegetais, nos explantes 
classificados como talos, e meio MS adicionado de 
1,5 mg L-1 de BAP, no tipo de explante gema axi-
lar. Para a indução de organogênese indireta, o 
meio MS foi adicionado de 0,2 mg L-1 de AIB (ácido

 A B 

C D 

Figura 2. Identificação dos vasos contendo as plantas matrizes de Cryptanthus  bahianus 
para o estabelecimento dos explantes in vitro (A), plantas verdes e marrons extraídas e 
higienizadas em água corrente para a retirada do excesso de terra das raízes e demais 
resíduos das plantas (B), plantas submersas em solução de hipoclorito 10% (v/v) (C) e de-
sinfestação dos explantes no interior da capela de fluxo laminar (D). 

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

indolbutírico) e 0,02 mg L-1 de BAP, nos explantes 
base e meio de folhas e explantes de raízes.

Após a introdução no meio de cultura adequado, 
as culturas foram mantidas em sala de crescimento 
com temperatura de 27 + 2 0C, radiação fotossintéti-
ca ativa de 40 µmol.m-2s-1 e fotoperíodo de 16 horas. 
Foram avaliadas as porcentagens de contaminação, 
oxidação e de reação dos explantes, 30 dias após a 
introdução dos explantes in vitro.

A fase de estabelecimento da cultura asséptica 
in vitro é uma das mais críticas da cultura de teci-
dos vegetais in vitro, pois, deve haver a eliminação 
das contaminações por fungos e bactérias e, ao 
mesmo tempo, a manutenção de altos índices de 
sobrevivência e de desenvolvimento dos explantes. 
De um lado, o aumento da concentração do agente 

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

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

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

Tabela 2. Porcentagem de contaminação e oxidação em função do tratamento prévio das matrizes, do tipo de explante e 
do tratamento com a solução antioxidante, decorridos 30 dias de instalação do experimento. Laboratório de Biotecnologia, 
Embrapa Semiárido, Petrolina, PE.

Tipo de 
explante                      

        Contaminação                                                                     Oxidação

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% -- --

Cloridrato de 
kasugamicina 1% Mancozebe Sem ácido 

ascórbico Ácido ascórbico 10%

Em relação à porcentagem de contaminação, 
foram observados maiores percentuais nos explan-
tes dos tipos talo, base de folha, gemas axilares e 
raiz. Tal fato pode ser atribuído à sua anatomia e 
ao local de desenvolvimento. Os explantes do tipo 
talo, apesar de apresentarem alto potencial para a 
proliferação das gemas presentes nas axilas das 
folhas, possuem uma anatomia que favorece con-
taminações. Os explantes do tipo base de folha e 
gemas axilares ficam localizados em contato direto 
com o talo, que são locais mais protegidos da planta, 
de mais difícil contato com o agente desinfectante. 
Já os explantes do tipo raiz, por ficarem em contato 
com o solo e sua microbiota, também estão mais 
propensos a contaminações, tanto por bactérias 
quanto por fungos.

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

forma eficiente para o controle de contaminações 
no estabelecimento in vitro de um híbrido de Gran-
dularia. Plantas matrizes do híbrido de Grandularia 
(G. peruviana x G. scrobiculata) foram borrifadas 
três vezes, a cada 2 dias, com uma solução con-
tendo 2,5 ml L-1 do produto (González et al., 2015). 
Da mesma forma, o prévio tratamento fitossanitário 
de faveleira (Cnidosculus quercifolius Pohl) com o 
cloridrato de kasugamicina foi eficiente na redução 
da contaminação in vitro. Plantas matrizes foram 
borrifadas uma vez por semana, durante 4 sema-
nas, com uma solução na concentração de 1% do 
produto (Ribeiro et al., 2022).

Não houve redução da contaminação com a 
utilização do mancozebe na concentração de 1% 
(Tabela 1). As aplicações com este produto fo-
ram realizadas duas vezes por semana, durante 2 
meses, ou seja, quatro vezes mais, quando com-
paradas com o número de aplicações com o clori-
drato de kasugamicina na mesma concentração. 

O mancozebe é um fungicida agrícola não sistê-
mico, com ação protetora multissítio em contato, ou 
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seja, permanece sobre a superfície foliar e atua 
formando uma camada de proteção contra a germi-
nação de esporos (Rosa; Marques, 2011). O clori-
drato de kasugamicina é um fungicida e bactericida 
sistêmico, fato que pode ter contribuído para que 
este, mesmo com um número de aplicações inferior 
ao adotado para o mancozebe, tenha tido resultado 
semelhante a este último no controle da contamina-
ção dos explantes in vitro. Este produto foi utilizado 
de forma eficiente no controle das contaminações 
durante o estabelecimento in vitro de Cryptanthus 
sinuosus. Para tal propósito, plantas matrizes foram 
submetidas a três aplicações semanais, durante 6 
semanas, com uma solução de mancozebe na con-
centração de 1% (Carneiro et al., 1998).

Em relação à porcentagem de oxidação, 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 atribuído à maior extremi-
dade das superfícies com lesão física nos explantes 
de folha, em comparação com os explantes de raí-
zes (Tabela 2). 

O processo de oxidação ocorre em consequên-
cia da liberação de compostos fenólicos, decorren-
te da lesão física no tecido vegetal. A degradação 
oxidativa dos compostos fenólicos 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 hortelã 
(Mentha piperita L.), foi observado que a porcenta-
gem de oxidação 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 oxidação, 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 redução 
da oxidação com a imersão dos explantes em uma 
solução de ácido ascórbico 10%, aos 30 dias de 
instalação do experimento 3 (Tabela 2). O ácido as-
córbico é capaz de eliminar radicais de oxigênio que 
são produzidos quando há lesão física do tecido e, 
desta forma, atuar na inibição ou prevenção do pro-
cesso de oxidação (Ndakidemi et al., 2014), e já se 
mostrou eficiente na redução da oxidação durante o 
estabelecimento in vitro de diferentes espécies.

O ácido ascórbico já foi utilizado de forma 
eficiente no controle da oxidação, durante o es-
tabelecimento in vitro de pimenta-rosa (Schinus 

terebinthifolius Raddi). Foram utilizados como ex-
plantes, segmentos nodais, introduzidos em meio 
MS adicionado de 100 mg L-1 de ácido ascórbico. 
Observou-se que esta concentração de ácido ascór-
bico, adicionada ao meio de cultura, favoreceu não 
apenas o controle da oxidação dos explantes, mas 
também a emissão de brotações (Pinto et al., 2017). 

Da mesma forma, foram realizadas pesquisas 
visando controlar a contaminação e a oxidação, du-
rante o estabelecimento in vitro de oliveira (Olea eu-
ropaea L.) cv Koroneiki. Foi observado que uso de 
carvão ativado no meio de cultura, a imersão e corte 
dos explantes de segmentos nodais em solução de 
ácido ascórbico, na concentração de 100 mg L-1, fo-
ram eficientes na redução da oxidação nos explan-
tes (Oliveira et al., 2021). 

O ácido ascórbico, carvão ativado e PVP nas 
concentrações de 0,2 mg L-1,12 g L-1 e 1,5 g L-1, res-
pectivamente, adicionados ao meio MS, foram efeti-
vos no controle de oxidação fenólica durante o esta-
belecimento in vitro de aroreira-do-sertão (Astronium 
urundeuva). Foram utilizados como explantes, bro-
tações apicais obtidas a partir de plântulas germina-
das in vitro (Silva et al., 2023).

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

 A obtenção de plantas completas pela técnica 
de cultura de tecidos vegetais in vitro pode ser re-
alizada por meio de três rotas morfogenéticas, sen-
do elas a proliferação de gemas; a organogênese, 
subdividida em adventícia direta e indireta; e a em-
briogênese somática, que também pode ocorrer de 
forma direta ou indireta (Chawla, 2004). 

Nesta pesquisa, foram testados meios de cul-
tura sem a adição de reguladores vegetais e com 
a adição de BAP, visando a proliferação de gemas 
e a organogênese direta, e aqueles com 2,4-D e a 
combinação de ANA + BAP, visando a organogêne-
se indireta, via calogênese. 

Em relação à proliferação de gemas a partir de 
tecidos meristemáticos, pesquisas realizadas para 
o estabelecimento in vitro de C. sinuosus resulta-
ram em uma porcentagem de 93% de proliferação 
de gemas e regeneração de novas plantas, a partir 
de explantes do tipo talo, em meio MS líquido, sem 
reguladores vegetais (Arrabal et al., 2002). Entre-
tanto, neste trabalho não foi possível avaliar a essa 
rota morfogenética, pois, conforme apresentado na 
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Tabela 1, os explantes utilizados para este propósito 
(talo e gemas axilares) se apresentaram 100% con-
taminados (Tabela 2).

Quanto a organogênese direta, foram realizados 
estudos com objetivo de estabelecer e multiplicar 
C. sinuosus in vitro, a partir de explantes de base 
das folhas. Foram obtidos múltiplos brotos a partir 
dos explantes cultivados por um período de 4 a 5 
semanas, em meio MS adicionado de 4,95 mg L-1 
de BAP (Carneiro et al., 1998). Da mesma maneira, 
visando otimizar um protocolo de regeneração via 
organogênese direta para Orthophytum mucugen-
se, segmentos de caules, folhas e raízes oriundos 
de plantas germinadas de sementes in vitro foram 
utilizados como explantes e cultivados em meio 
MS com metade da concentração dos sais inorgâ-
nicos. Observou-se que a adição do BAP na con-
centração de 2,22 mM, combinado com 0,65 mM de 

ANA resultou em uma maior formação de brotos a 
partir dos segmentos de caule (Lima et al., 2012). 
Entretanto, neste trabalho, não houve organogêne-
se direta nos explantes avaliados, nas condições de 
cultivo citadas. Tal fato pode ser atribuído às com-
posições dos meios de cultura testadas, tanto em 
relação à concentração de sais inorgânicos, quanto 
àquela de BAP avaliada, que podem não ter sido 
adequadas para a espécie C. bahianus.

Foi observada organogênese indireta, via calo-
gênese, em explantes de base da folha. Na Figura 
4 pode-se observar a formação de calos na base de 
folhas oriundas de plantas verdes e marrons, culti-
vadas em meio MS contendo 1,105 mg L-1 de 2,4-D 
(experimento 2), 30 dias após a introdução dos ex-
plantes in vitro. Inicialmente, os calos se apresenta-
ram de forma translúcida (Figuras 4A e 4B) ou com 
a formação de pequenos grânulos (Figura 4C).

Tabela 3. Porcentagem de reação in vitro em função do tipo e origem dos explantes, decorridos 30 dias de instalação do 
experimento, em meios MS contendo 1,105 mg L-1 de 2,4-D, aqueles com 4,95 mg L-1 de BAP e também 0,2 mg L-1 de AIB 
+ 0,02 mg L-1 de BAP. Laboratório de Biotecnologia, Embrapa Semiárido, Petrolina, PE.

Tipo de 
explante                      

1,105 mg L-1 de 2,4-D                          4,95 mg L-1 de BAP  
                                                            

0,2 mg L-1 de AIB + 
0,02 mg L-1 de BAP

Base da folha 12,5 % 25% 0 0 0 0

Meio da folha 0 0 0 0 0 0

Raiz 0 0 -- -- 0 0

Planta 
marrom

Planta 
verde

Planta 
marrom

Planta 
marrom

Planta 
verde

Planta 
verde

O 2,4-D é uma auxina comumente utilizada para 
indução de calogênese in vitro. Similar aos resul-
tados obtidos neste estudo, observou-se a indução 
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-1 de 2,4-D. Apenas os 
segmentos basais responderam ao estímulo de ca-
logênese na concentração de 2,4-D citada (Bastos 
et al., 2016).

Além do trabalho citado, a indução de calogêne-
se em bromélias, utilizando 2,4-D, em associação 
com o ANA, também foi estudada com o objetivo 
de estabelecer e multiplicar plantas do gênero Guz-
mania. Órgãos florais (pétalas e ovários) foram uti-
lizados como explantes e cultivados em meio MS, 
com metade da concentração dos sais inorgânicos. 
As maiores porcentagens de calogênese (20% em 
explantes de pétalas e 35% em explantes de ová-
rios) foram obtidas nos meios adicionados de 1.0 
mg L−1 de 2,4-D em conjunto com 1.0 mg L−1 de 

ANA, e aqueles com 1.5 mg L−1 de 2,4-D e 0.5 mg 
L−1 NAA, respectivamente (Huang et al., 2011).

Tal como foi proposto no experimento 3, o balan-
ço entre auxinas e citocininas também pode resultar 
organogênese indireta, via calogênese. Gemas api-
cais de Bromelia pinguin foram cultivadas em meio 
MS, com metade da concentração dos sais inorgâni-
cos, adicionado de 0,5 mg L-1 de ANA e 5,0 mg L-1 de 
BAP. Foi observado que a interação entre a auxina 
e a citocinina, nas concentrações citadas, aumentou 
a indução de calos in vitro (Marcondes et al., 2014). 
Entretanto, neste trabalho não houve este tipo de re-
posta, em meio MS adicionado de 0,2 mg L-1 de AIB 
e 0,02 mg L-1 de BAP, nos explantes base e meio de 
folhas e explantes de raízes (Tabela 2). Tal fato pode 
ser atribuído às composições dos meios de cultura 
testadas, tanto em relação à concentração de sais 
inorgânicos, quanto àquelas de BAP e ANA, que 
podem não ter sido adequadas para a espécie C. 
bahianus.

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

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

O BAP é uma citocinina amplamente utilizada 
na indução de brotações in vitro, inclusive em pes-
quisas com diferentes espécies de bromélias. Esse 
regulador vegetal foi utilizado para a multiplicação 
de duas espécies de bromélias in vitro, em meio MS 
com metade da concentração dos sais inorgânicos, 
utilizando plantas completas obtidas por germina-
ção de sementes. A bromélia Aechmea aquilega 
apresentou maior percentual de brotação em meio 
com 5,05 mg L-1 de BAP, enquanto a Bromelia ba-
lansae necessitou de concentrações acima de 6,0 
mg L-1 de BAP para atingir a maior porcentagem de 
indução de brotos (Dias et al., 2020).

 

Figura 4. Formação 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-1 de 2,4-D, 30 dias após a introdução dos explantes in vitro (barra = 1 cm). 

 

A B C 

D E F 

Figura 5. Organogênese 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 após a transferência meio MS contendo 1, 5 mg L-1 de BAP (barra = 0,5 cm). 

 

A B C 
Figura 6. Organogênese em calo induzido em explante de base de folha, cultivado em meio MS adicionado de 
1,5 mg L-1 de BAP durante 130 dias (A); plantas individualizadas obtidas por organogênese indireta, cultivada em 
meio MS adicionado de 1,5 mg L-1 de BAP (B) e emissão de broto na base de uma planta obtida por organogênese 
indireta (C). 
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Da mesma forma, foram realizadas pesquisas 
com objetivo de avaliar a resposta morfogênica 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 
concentrações de BAP, e verificou-se que, para as 
duas espécies, a concentração 1,0 mg L-1 de BAP 
mostrou maior eficiência para a indução de brota-
ções in vitro (Garcia et al., 2021).

1) O prévio tratamento fitossanitário de plantas 
matrizes de C. bahianus com fungicida e bactericida 
contendo cloridrato de kasugamicina como princípio 
ativo, na concentração 1%, pode ser utilizado para a 
redução da contaminação e estabelecimento in vitro 
desta espécie.

2) A imersão dos explantes em solução de 10% 
de ácido ascórbico reduz a oxidação 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 concentração de 1,105 mg L-1 do regulador 
vegetal 2,4-D induz a calogênese em explantes de 
tecidos de base de folhas de C. bahianus.

5) A concentração de 1,5 mg L-1 de BAP induz 
brotações em calos obtidos a partir de tecidos de 
base de folhas de C. bahianus.

À Embrapa Semiárido e à FINEP (convênio  
01.22.0614.00, proposta 0230/2019), pelo suporte 
financeiro, e à Angela Katiussia Nascimento dos 
Santos e Elenício Gomes Coelho, pelo apoio na ins-
talação e acompanhamento dos experimentos.
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