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Resumo

Dyckia distachya ¢ uma bromélia endémica terrestre nativa do Brasil e ameacada de extingdo uma vez
que seu habitat natural, a Mata Atlantica, encontra-se extremamente vulneravel. Por ser uma bromélia
terrestre, suas raizes sao funcionais e absorvem nutrientes do solo. Este trabalho estudou duas formas de
inducdo ao enraizamento, in vitro e ex vitro, utilizando como explante inicial, brotagdes micropropagadas.
Os resultados obtidos mostraram que o enraizamento das brota¢des de D. distachya deve ser realizado in
vitro com a utilizagdo de AIB nas concentragdes de 10-15 UM por 10-15 dias e posterior expressdo em meio
isento de AIB, antecedendo a transferéncia para as condigdes ex vitro.
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In vitro and ex vitro rooting of Dyckia distachya Hassler,
under different concentrations of IBA

Abstract

Dyckia distachya is a terrestrial endemic bromeliad native of Brazil. This species is threatened with extinc-
tion since its habitat, the Atlantic Forest is endangered. Considering that this bromeliad is terrestrial their
roots are functional and absorb nutrients from the soil. In the present work it was evaluated two methods of
root induction: in vitro and ex vitro using micropropagated shoots as explants. The results showed that the
rooting of D. distachya shoots should be done in vitro with the use of IBA in the concentrations of
10-15 pM during 10-15 days and subsequent transference to ex vitro conditions.

Key-words: bromeliad, micropropagation, rooting and aclimatization

No Brasil, onde incidem 45% das espécies, o principal
centro de disseminagao situa-se no dominio da Mata
Atlantica, cujo processo de devastacdo, aliado ao
endemismo, ameaga de extingdo inlimeras espécies
(Rundel & Dillon, 1998).

Introducio

As bromélias sdo plantas tipicas do Continente Ame-
ricano e provavelmente originarias do topo dos Andes,
donde suas espécies espalharam-se, no decorrer dos

milénios, e alcangaram as florestas tropicais ha cerca
de 200.000 anos (Benzing, 2000; Horres et al, 2000).
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Atualmente, a Mata Atlantica ¢ um dos biomas mais
ameagados no mundo (Heringer & Montenegro,
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2000), ndo sendo mais uma floresta homogénea, e
os fragmentos remanescentes nao excedem a 8%
da area original. Visto que as bromélias sdo, em sua
maioria, endémicas, com a destrui¢do de seus habitats
naturais e com o aumento da populagdo humana, bem
como com a a¢ao indiscriminada do homem sobre o
meio ambiente, elas correm sérios riscos de extingao
(Pompelli & Guerra, 2004).

As bromélias da subfamilia Pitcairnioideae, onde
Dyckia distachya esté incluida, sdo essencialmente
terrestres (Benzing, 2000), supondo-se que as raizes
ndo sirvam apenas de suporte, mas desempenhem
papel na absor¢do de nutrientes do solo. J& foram
observadas, em raizes de inumeras espécies de
bromélias, incluindo Dyckia distachya, a presenca
de micorrizas vesiculares-arbusculares, as quais,
possivelmente, auxiliam na solubiliza¢ao dos nutrien-
tes do solo pelas mesmas (Rowe & Pringle, 2005;
Rains et al., 2003; Allen et al., 1993; Rabatin et al.,
1993).

Um dos entraves a micropropagagdo ¢ o desen-
volvimento de plantas capazes de sobreviverem fora
dos frascos de cultura. A maioria das plantas deriva-
das de cultura in vitro sofre desidratagao nesta fase
e isto € crucial durante os primeiros dias de
aclimatizacao (Maldaetal., 1999).

As auxinas, suplementadas aos meios de cultura,
atuam nos processos de expansdo, alongamento e
divisdo celular, com reflexos no enraizamento. Entre
elas, 0 Acido Indol Acético (AIA), parece ser a auxina
mais eficaz para estimular o enraizamento in vitro,
embora ndo a mais utilizada nos protocolos em geral
(Hu e Wang, 1983). Sendo que para a maioria das
espécies, as auxinas exogenas sdo adicionadas ao
meio de cultura na fase de indugdo das raizes,
enquanto que na fase de diferenciagdo dos primoérdios
e crescimento destas, sua presen¢a no meio de cul-
tura costuma inibir o processo (Hopkins, 1999). En-
tretanto, na micropropagacdo de Ananas comosus
Merr a formagao de raizes s6 foi possivel quando na
presenca de Acido Naftalenoacético (ANA) e
6-Benzilaminopurina (BAP) em concentracdes que
variam de 0,5-10,7 UM e 0,4-9,0 UM, respectivamente
(Teng, 1997). Esta faixa de concentracdo também
foi descrita como 6tima por Macédo et al. (2003), os
quais estudaram o efeito de diferentes
fitorreguladores na micropropagacao desta espécie.
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Entretanto, na micropropagacdo de Cryptanthus
sinuosus (L.B. Smith) a melhor combinagdo de
fitorreguladores que promoveu a formagao de raizes
foi de 2,2 uM de BAP associado a 0,05 uM de ANA
(Arrabal et al., 2002), bem diferente a faixa de 2,5-
4,0 uM de ANA descrito por Pierik et al. (1984) na
micropropagacao de trés bromélias, duas do género
Guzmania e uma do género Vriesea. Além destes,
outras substancias podem ativar o processo de
enraizamento em diferentes espécies de plantas (Zaid
et al., 2003), bem como em bromeliaceas (Barbosa
et al, 2003).

A promogao do enraizamento pode ser realizada
in vitro ou ex vitro. Ha controvérsias se as raizes
induzidas in vitro sdo ou nao funcionais. Sendo as-
sim, o objetivo desse trabalho foi avaliar as duas for-
mas de inducdo (indugdo in vitro e ex vitro), bem
como estudar o efeito do Acido Indol Butirico (AIB)
na indug¢ao radicular de brotos micropropagados de
D. distachya.

Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratdrio de Fisiolo-
gia do Desenvolvimento e Genética Vegetal da Uni-
versidade Federal de Santa Catarina, entre os anos de
2000-2002. As fontes de explantes foram
brotagdes micropropagadas in vitro sob diferentes
concentragdes de fitorreguladores (Pompelli & Guer-
ra, 2005). Para avaliar a melhor forma de promogao
ao enraizamento, o estudo foi subdividido em duas
partes @ promogio in vitro e @, ex vitro. Previa-
mente a cada teste foi realizado ajuste das concen-
tragdes a serem utilizadas.

1. Enraizamento in vitro

Brotagdes de D. distachya micropropagados por
organogénese direta (Pompelli & Guerra, 2005) com
tamanho superior a 1,5 cm e pelo menos dois pares
de folhas foram cultivadas em frascos de 250 mL
contendo 30 mL de meio de cultura constituido pelos
os sais de Murashige & Skoog (1962), vitaminas de
Morel & Wetmore (1951), 30 g L! de sacarose, e
suplementado com diferentes concentragdes de AIB
(5,10, 15,20 e 50 uM). Passado o periodo de inducao,
quinze dias, estes brotos foram subcultivados em fras-
cos com o mesmo meio de cultura da fase de indugao,

43



Floresta e Ambiente

porém gelificado com agar (6 g L") isento de AIB.
Os brotos permaneceram nestes frascos por mais
trinta dias, quando a percentagem de enraizamento
foi visualmente observada e fotografada.

Apos a adequacao da concentragdo 6tima de AIB
a ser utilizada, partiu-se para a adequagao do tempo
otimo para indugdo com AIB. Neste experimento,
as plantulas foram submetidas a0 mesmo meio de
indugdo, descrito acima, acrescido de 12,5 uM de
AIB em diferentes tempos de indugio (0, 5, 10, 15 ¢
20 dias). Posteriormente, as plantulas foram
transferidas para frascos de 250 mL contendo 30 mL
do mesmo meio de cultura da fase anterior, po-
rém gelificado com agar e isento de fitorregulador.
As plantulas permaneceram nestes frascos por mais
trinta dias, quando a percentagem de enraizamento,
o numero de raizes por explante e o comprimento
das raizes foram avaliados.

Todos os experimentos foram realizados sob
condigdes assépticas e mantidos em camara de cres-
cimento sob irradiancia de 60 UM m™ s, fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 25+2°C.

Utilizou-se delineamento experimental completa-
mente casualisado, com trés repetigdes, cada qual
constituido por trés frascos com trés brotos por fras-
co. Quando necessario, o nimero e o0 comprimento
das raizes foram transformados em /x +1 e, através
do programa Statgraphics for DOS, submetidos a
ANOVA, ao teste de contraste de médias SNK
(p<0,05) e a Analise de Regressao (p<0,05) (Sokal e
Rohlf, 1995).

2. Enraizamento ex vitro

Brotagdes de D. distachya micropropagados por
organogénese direta (Pompelli & Guerra, 2005) com
tamanho superior a 1,5 cm e pelo menos dois pares
de folhas foram transferidos para condigdes ex vitro.
Para promover a inducdo do sistema radicular, as
bases dos brotos foram mergulhadas em solucdo
aquosa contendo diferentes concentracoes de AIB
(0,50 ¢ 100 uM) em diferentes periodos de indugao
(0 e 60 minutos).

Utilizou-se um delineamento experimental intei-
ramente casualisado, com trés repeti¢des, cada qual
constituido por trinta plantulas. Os dados de percen-
tagem de enraizamento, nimero de raizes por
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explante e comprimento médio das raizes foram
coletados apds 60 dias. Quando necessario, 0 com-
primento das raizes formadas foi transformado em
log (x+2), e a percentagem e o niumero de raizes
foram transformados em ./x+] e submetidos a
analise de variancia e ao teste de separacao de mé-
dias Newman-Keuls (p<0,05).

Ap6s as avaliagdes, todas as plantulas foram plan-
tadas em bandejas alveoladas, de 48 ou 96 células,
contendo como substrato uma mistura de
xaxim:areia:vermiculita (2:2:1) e transferidas para
casa de vegetagdo com 50% de redugdo solar, pro-
porcionada por sombrite®, ¢ irrigagdo a cada 6 horas
por sistema automatico de aspersdo. A cada 30 dias,
por um periodo de 12 meses, a porcentagem de so-
brevivéncia e aclimatizagdo foi avaliada.

Resultados e Discussao

1. Enraizamento in vitro

Choque auxinico de 15 dias em AIB (10 ou 15
MM), em meio de cultura de induc¢do foi
suficiente para induzir o enraizamento em 60% dos
brotos (Fi-gura 1-A). Brotos induzidos na presenga de
10 uM apresentaram um nimero médio de 1,5 raizes
por planta, enquanto na presenga de 15 UM os brotos
apresentaram um numero médio de 0,9 raizes por
planta (Figura 1-B), sendo que estes ndo diferiram
entre si (SNK p<0,05). Sendo assim, adotou-se uma
média entre estes dois melhores valores, sendo
12,5 UM a concentragao de AIB utilizada para os testes
de tempo de inducdo na presenca de acido
indolbutirico.

Utilizando-se a concentracao de 12,5 UM de AIB,
verificou-se que um choque auxinico de 10 dias com AIB
nesta concentragao resultou na indugao do enraizamento
de mais de 96% dos brotos (Figura 2-A). Estes brotos
apresentaram um nimero médio de 4,48 raizes por planta
(Figura 2-B) e um comprimen-to médio de 13,42 mm
(Figura 2-C). Choques auxinicos de AIB superiores a
dez dias resultaram na diminui¢ao da percentagem de
enraizamento e do nimero de raizes por broto.

Para a indugdo do enraizamento de brotos in vitro,
com elevadas concentra¢des de auxinas e a posteri-
or transferéncia para meio de cultura isento de
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fitorreguladores, possibilita obter os melhores resul-
tados na formacao de raizes (George, 1993). Em
microestacas de Acca sellowiana (goiabeira serra-
na) observou-se 68,9% de enraizamento em respos-
ta a choque auxinico de seis dias na presenca de
20 UM de AIB (Oltramari et al., 2000). No entanto,
maior percentagem de enraizamento foi obtida
quando se utilizou 15 pM de AIB para o enraiza-
mento de brotos micropropagados de Salix
humboldtiana Willd (salgueiro) (Gomes et al.,
2001).

Alguns autores afirmam que as raizes formadas
in vitro nao sao funcionais, por lhes faltarem pélos
radiculares e conexao vascular e por ndo desenvol-
verem um cambio secundario apos o periodo em
cultura (George, 1993). Em experimentos de
enraizamento in vitro e ex vitro de morango,
Borkowska (2001) observou que o sistema radicular
formado in vitro consistia em somente raizes princi-
pais (sem raizes laterais) sendo elas finas, frageis e
facilmente quebraveis durante a retirada do agar e
plantio no substrato. Entretanto, como observado no
presente trabalho, raizes de D. distachya formadas
ex vitro também mostraram esse mesmo fenotipo,
sendo, portanto uma caracteristica ndo exclusiva do
enraizamento in vitro.

Muitas raizes formadas in vitro morrem e novas
sdo formadas quando transferidas para o campo.
Contudo, ¢ possivel que as raizes formadas in vitro
possam servir de sustentacao e reserva de nutrien-
tes até que novas raizes sejam formadas (Debergh
& Maene, 1981). Este aspecto assume importancia
no presente trabalho, uma vez que brotos
micropropagados de D. distachya nao sobrevive-
ram nas condigdes ex vitro quando nao possuiam
raizes (dados prévios, ndo mostrados).

O ntimero de raizes e a posterior aclimatizagao
nao foram influenciados pelo tamanho do explante.
Sendo assim, brotos de D. distachya com tamanho
a partir 1,5 cm foram enraizados e aclimatizados com
sucesso. Uma vez que a utilizagdo de explantes de
menor tamanho reduz no tempo de permanéncia des-
sas plantulas in vitro, reduzem-se os custos da
micropropagacao. A mesma premissa nao foi verda-
deira para a micropropagacao de abacaxi, uma vez
que Guerra et al. (1999) e Dal Vesco (2001) obser-
varam que boas percentagens de enraizamento e
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sobrevivéncia de brotos micropropagados de abaca-
xi s6 foram possiveis quando foram empregadas
plantulas maiores do que 3 e 7 cm, nos dois traba-
lhos, respectivamente. Segundo Teng (1997), para a
micropropagacao de abacaxi, o tamanho das plantulas
a serem aclimatizadas parece ser fundamental para
o0 sucesso da micropropagacdo, uma vez que brotos
inferiores a 2 cm tém baixas taxas de enraizamento
e sobrevivéncia. Fato semelhante foi descrito por
Mekers & Onsem (1983) para plantulas de Vriesea
sp., onde plantulas com menos de 4 cm tém dificul-
dades para aclimatarem, excepcionalmente se nao
possuirem raizes funcionais. Segundo Guerra et al.
(1999), além do tamanho das plantulas ser funda-
mental para a aclimatacdo de Ananas comosus, a
percentagem de 95,5% de sobrevivéncia de plantas
micropropagadas, mostrada por estes autores, somen-
te foi possivel quando os brotos foram mantidos em
sala de cultura, com temperatura ¢ luminosidade con-
troladas. Estes resultados contrastam com aqueles
obtidos no presente trabalho, no qual a aclimatizagao
deu-se no em casa-de-vegetagdo e com 93% de so-
brevivéncia apds 120 dias (dados ndo mostrados).

2. Enraizamento ex vitro

A percentagem de enraizamento e o tamanho das
raizes formadas ex vifro ndo foram significativamente
influenciados pelo AIB (SNK p<0,05). Entretanto
mais de 79% dos brotos transferidos diretamente
para substratos formaram raizes (Tabela 1). Essa
taxa de enraizamento pode ser considerada elevada
se comparada aos valores de 31,6% de enraizamento
obtidos por Duarte et al. (1992) em estacas semi-
lenhosas de Acca selowiana em resposta ao AIB
(5.000 ppm), sendo, contudo, inferior aos 92% de
enraizamento e sobrevivéncia obtidos por Oltramari
et al. (2000) para o enraizamento de microestacas
dessa mesma espécie usando 100 pM deste
fitorregulador.

Microestacas de Pyrus calleryana apresenta-
ram 100% de enraizamento quando expostas ao AIB
(150 pM) por 24 horas (Pasqual & Lopes, 1991). Ja
em estacas de Psidium guajava (Coelho et al., 2001)
nao se obteve mais do que 70% de enraizamento
mesmo com a aplicacdo exogena de AIB (1,5 uM).
No entanto, ha na literatura alguns trabalhos repor-
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tando que a melhor taxa enraizamento de estacas de
laranjeira doce seria com o uso de 25 pM de AIB,
podendo ser, ainda, combinado com 7 UM de
Paclobutrazol (PBZ) (Habbermann et al., 2001). Para
o porta-enxerto de macieira Marubakaido, a percen-
tagem de enraizamento e a sobrevivéncia das plan-
tas nao foram estatisticamente diferentes, quando as
microestacas foram tratadas in vitro e ex vitro com
AIB (Martins & Pedrotti, 2001). Os dados apresen-
tados por estes autores contrastam com aqueles ob-
tidos no presente trabalho, onde observou-se 94%
de sobrevivéncia das plantas de D. distachya
induzidas pelo enraizamento in vitro apos 120 dias.

As raizes de D. distachya formadas ex vitro fo-
ram limitadas e frageis, fato este que dificultou mui-
to a retirada das plantas do substrato para que as
mesmas fossem medidas e contadas. Em
contraposi¢do, as raizes formadas inviroforam mais

numerosas.
Conclusao

Os resultados do presente trabalho sugerem
que a inducdo do enraizamento dos brotos mai-
ores que 1,5 cm deve ser realizada in vitro com
o emprego de AIB. Mesmo considerando a taxa
de 85% de enraizamento ex vitro dos brotos
micropropagados, sua eficdcia ndo pode ser
considerada satisfatoria, tendo em vista o bai-
xo0 numero de raizes formadas e a conseqiiente
diminuicdo da sobrevivéncia das plantas apds
120 dias de aclimatagdo. Sugere-se, entretan-
to, que quando houver a necessidade de
enraizamento de brotos micropropagados de
Dyckia distachya, esse procedimento seja re-

Tabela 1 — Efeito do AIB (0, 50 e 100 pM) em brotos micropropagados de Dyckia distachya induzidos ex
vitro por 60 minutos sobre a porcentagem de enraizamento, nimero médio e comprimento das raizes, 60
dias apos a transferéncia para o substrato. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si (SNK P<0,05).

Table 1 — Effects of IBA applied ex vitro during 60 minutes on the rooting, number and length of Dyckia
distachya after 60 days. Means followed by the same letter are statistically similar (SNK P<0.05).

AIB (uM) Enraizamento (%) Numero de raizes Tamanho das raizes (mm)
0 81,94 A 2,51 A 18,24 A
50 79,37 A 1,90 A 25,54 A
100 85,19 A 1,53 A 26,71 A

CV (%) 12,31 29,05 20,04
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Figura 1 — Induc¢ao de enraizamento in vitro em brotos de Dyckia distachya com diferentes concentragdes
de AIB adicionado ao meio de cultura MS liquido, 30 dias apos a indugdo e expressdo em MS isento de
fitorregulador e gelificado com agar (6 g L!). (A) Porcentagem de enraizamento e (B) Numero de raizes
por planta. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (SNK P<0,05).

Figure 1 — Rate of in vitro rooting (A) and root number of Dyckia distachya shoots cultured in MS culture
media, supplemented with different IBA levels after 30 days in culture in the absence of this plant regulator.
Means followed by the same letter are statistically similar (SNK P<0.05).
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Figura 2 - Analise de regressdo para o potencial de enraizamento in vitro de plantulas de Dyckia distachya
cultivadas in vitro. (A) percentagem de enraizamento, (B) numero de raizes ¢ (C) comprimento médio das
raizes em fun¢do do tempo de indugdo (0, 5, 10, 15 ¢ 20 dias) em AIB 12,5 uM, adicionado ao meio de

cultura MS, 30 dias apds a indugéo.

Figure 2 — In vitro rooting (A), root number (B) and root length (C) of Dyckia distachya shoots in
response to different induction times in the presence of IBA (12.5 pM).

alizado em condi¢des in vitro, assim como de-
monstrado nesse estudo.
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