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1. INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae apresenta 58 géneros e 3248 espécies (Luther, 2010),
distribuidas em trés subfamilias, Bromelioideae, Pitcairnioideae e Tillandsioideae (Benzing,
2000). Recentemente foi proposta uma nova classificacdo para esta familia, baseada em
caracteres moleculares. De acordo com Givinish et al. (2011) a familia Bromeliaceae possui
oito subfamilias, Piticarnioideae, Bromelioideae, Tillandsioideae, Puyoideae, Navioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae e Brocchinioideae. Com esse estudo, constatou-se que a
subfamilia Pitcarnioideae era formada por um grupo parafilético, portanto, necessitava de
divisbes para formar grupos monofiléticos.

As subfamilias tradicionais sdo definidas pela presenca de sementes aladas, sementes
plumosas e frutos carnosos (Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae,
respectivamente). Nesta nova classificacdo as subfamilias sdo facilmente reconhecidas pela
morfologia das espécies (Givinish et al., 2011).

Esta familia possui ocorréncia neotropical e suas espécies séo tipicas das Ameéricas,
exceto a Pitcairnia feliciana, nativa do continente africano (Leme & Marigo, 1993). Segundo
Leme (1997), cerca de 40% das especies sdo nativas do Brasil.

As bromélias sdo plantas herbaceas, perenes que possuem uma grande variedade de
formas, cores e tamanhos. Podem ser encontradas em véarios biomas, desde florestas Umidas
como a Mata Atlantica a ambientes xéricos como a Caatinga, estendendo-se do nivel do mar a
grandes altitudes (Nunes, 2006).

Em relacdo ao habito, as espécies podem ser epifitas, terricolas, rupicolas ou saxicolas,
sendo que a grande maioria € epifita, apresentando mecanismos adaptativos como reducéo do
tamanho e funcdo das raizes. De acordo com Leme & Marigo (1993), nenhuma espécie é
parasita.

Os membros das subfamilias Pitcairnioideae e Bromelioideae possuem habito
terricola, rupicola ou saxicola, apresentam raizes extensas com funcéo de absorcdo (&gua e
nutrientes), caule reduzido e muitas folhas, as quais podem formar o tanque, denominado
assim, devido a capacidade de acumular agua entre suas folhas. As espécies da subfamilia
Tillandsioideae possuem habito epifito, com sistemas radicular e caulinar reduzidos, suas
raizes tém funcdo de aderéncia ao substrato ou a planta hospedeira. A absorcdo de nutrientes
nas espécies epifitas ocorre, principalmente, via foliar através dos tricomas (Mercier, 2004).

Em termos ecoldgicos, as bromélias sdo de grande importancia por acumular dgua e
detritos em seus tangques formados pelo imbricamento de suas folhas, favorecendo o

crescimento de comunidades associadas (Araudjo et al. 2007), formando um microhabitat para
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grande diversidade de insetos e pequenos animais, como sapos, salamandras, serpentes e
caranguejos (Givinish et al. 2011). Além de servir de abrigo contra predadores para pequenos
animais, contribui para a manutencdo da umidade da mata com a evaporacdo da agua contida
em seus tanques.

Por ser de facil adaptacdo, atualmente, as bromélias sdo muito utilizadas no
paisagismo, devido as suas inflorescéncias que duram muitos meses e as suas folhas vistosas
(Nunes, 2006). Segundo Duran & Monteiro (2001) o paisagismo no Estado de S&o Paulo
contribuiu para o0 aumento da utilizacdo de plantas nativas, principalmente, as bromélias. Este
interesse em usa-las na decoracdo de ambientes e projetos paisagisticos, eleva o risco de
extingdo, uma vez que os produtores ndo conseguem atender a demanda.

O alto valor comercial, a abundancia em ambiente natural e a facilidade de obtencéo
favorecem o extrativismo ilegal (Negrelle et al. 2011). Para Pereira et al. (2010), poucas
espécies de bromelias sdo produzidas em escala comercial, devido a disponibilidade e facil
retirada do habitat natural.

1.1. A espécie Nidularium minutum Mez

A espécie Nidularium minutum Mez (Figura 1) pertence a subfamilia Bromelioideae.
Segundo Moreira et al. (2006) esta subfamilia € composta por cerca de 30 géneros e 425
espécies.

O género Nidularium foi descrito em 1854 por Charles-Antoine Lemaire apos ter
coletado na cidade de Petropolis no Rio de Janeiro, a Nidularium fulgens, considerada a
espécie-tipo do género. De acordo com Leme (2000) é um género endémico da Mata
Atlantica, e possui cerca de 45 espécies, podendo ser considerado o género da familia
Bromeliaceae com maior nUmero de espécies neste bioma.

A espécie N. minutum é endémica da regido da Serra de Paranapiacaba, localizada em
area de Mata Atlantica no estado de Séo Paulo (Leme, 2000), podendo ser encontrada na
Estacdo Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba, unidade de conservacdo do Instituto de
Boténica de S&o Paulo.

E uma espécie terricola, sua propagacdo ocorre, principalmente, por estolhos,
apresenta folhas suberetas com textura fina, laminas sublineares mais estreitas em direcdo a
base com margens espinulosas, seus espinhos possuem aproximadamente 0,5 mm de
comprimento. As bracteas primarias apresentam cor verde da parte basal até a metade e
vermelha da metade a parte apical; as flores atingem de 40-45 mm de comprimento com

pedicelos de 1-2 mm de comprimento. O ovario € elipsdide, cujas medidas sdo de 8-10 mm de
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comprimento por 5 mm de didmetro. Os frutos sdo brancos e o célice persistente é verde
(Moreira et al. 2005).

Leme (2000) criou uma chave que facilita a classificacdo das espécies e variedades de
Nidularium. No caso da N. minutum é possivel diferencia-la pelo escapo floral que excede as
bainhas foliares cerca de 1,5 a 2,5 vezes o seu comprimento; a inflorescéncia é bipinada, em
forma de estrela no apice e as pétalas possuem o &pice completamente branco.

Em relacdo aos aspectos fenoldgicos, o inicio da floracdo ocorre no més de novembro
estendendo-se até dezembro e a frutificacdo de janeiro a junho.

Essa planta estd entre as espécies de bromélias ameacadas (Wanderley e Tavares,
2011). De acordo com o Livro Vermelho de Espécies Ameacadas de Extincdo, a espécie
encontra-se classificada como vulneravel a extingdo (Mamede et al., 2007).

Por ser uma espécie em risco de extincdo e endémica de um bioma considerado
ameacado devido a acdo antrOpica, tornam-se importantes as pesquisas que visem sua
conservagao e preservagdo. Assim, o uso de metodos que facilitam os estudos nutricionais e
de multiplicagdo sdo relevantes, tal como o uso do cultivo in vitro. O desenvolvimento de
protocolos especificos para o cultivo in vitro é necessario para o sucesso inicial da propagacao
de espécies ameacadas (Bunn et al., 2011), sendo importante na conservacido de espécies

nativas brasileiras (Pilatti et al., 2011).



Figura 1.
(A) Especie Nidularium minutum Mez,
periodo de inflorescéncia em condicGes
naturais.

(B) Detalhe da inflorescéncia e presenca
de espinhos na parte marginal das
brécteas.

(C) Populacéo de N. minutum do Ndcleo
de Pesquisas em Plantas Ornamentais do
Instituto de Botanica.

(D) Aspecto geral da espécie.



1.2. Cultivo in vitro

O cultivo in vitro é uma ferramenta bastante importante para conservagdo, oferecendo
algumas vantagens, como grande nimero de plantas em curto periodo de tempo, ao contrério
dos métodos de propagacdo naturais que fornecem pequeno nimero de plantas em longo
espaco de tempo, além de gerar plantas livres de virus e bactérias, que eventualmente
infestam a planta mie (Mercier & Nievola, 2003). De acordo com 0S mesmos autores, se 0
objetivo for preservar o patrimbénio genético da espécie, a propagacdo deve ser iniciada a
partir de sementes, as quais devem ser coletadas de exemplares de diferentes localidades,
sendo considerada uma alternativa aos bancos de sementes.

De acordo com Tamaki et al. (2011), a técnica de cultivo in vitro tem sido considerada
uma importante estratégia de preservacdo para as bromelias ornamentais.

Um aspecto importante do cultivo in vitro é o suprimento mineral do meio de cultura,
uma vez que a nutrigdo mineral é essencial para o crescimento e o desenvolvimento das
plantas (Bunn et al., 2011). Os meios de cultura utilizados, na maioria das vezes, sdo baseados
em formulacBGes basicas modificadas (Kanashiro, 2005), contendo compostos organicos,
inorgénicos, inertes e substancias naturais (Cid, 2010). Para Naves (2001), a importancia na
escolha de um meio de cultura ideal e uma concentracdo adequada é fundamental, pois € o
meio que supri as necessidades nutricionais para o crescimento da planta in vitro.

Existem varios tipos de meios nutritivos, no entanto, um dos mais utilizados na
propagacdo in vitro é o de Murashige & Skoog (MS) (1962), por conter concentracfes
balanceadas de nutrientes, que normalmente sdo favoraveis ao crescimento das espécies, alem
de possibilitar a alteracdo dos sais para novas formulacdes de forma mais simplificada. Em
sua formulacéo estdo presentes macro e micronutrientes (Tabela 1), vitaminas e uma fonte de

carboidrato na forma de sacarose (30 g.L™).
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Tabela 1. Concentragdes de macro e micronutrientes (g.L ™) contidas na formulacdo do meio de
Murashige & Skoog (MS) (1962).

QUANTIDADE

SAIS QL)
Macronutrientes
KNO; 1,90
NH;NO3 1,65
CaCl,.2H,0 0,44
MgS04.7H,0 0,37
KH,PO, 0,17
Micronutrientes
MnSQ,.4H,0 0,0223
ZnS0,.7H,0 0,0086
H3BO3 0,0062
Na;Mo00,.2H,0 0,00025
CuS04.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025

A utilizacdo de uma fonte de carbono no cultivo in vitro é essencial para o crescimento
das plantas. Essa necessidade ocorre porque nesta condicdo a fotossintese é limitada. A
sacarose e um dos carboidratos mais utilizado nos meios nutritivos, normalmente a
concentracdo usual varia de 2% a 3% (Cid, 2010). Para Caldas et al. (1990) cerca de 75 a
85% do aumento da biomassa nas plantas se deve a incorporacdo de carbono pela adi¢do de
sacarose.

Costa et al. (2012) ao cultivarem in vitro as bromélias Aechmea fasciata (Lindl.)
Baker e a Aechmea miniata (Beer) hort. ex Baker sob as fontes de carbono sacarose e manitol
nas concentracfes 87,64 mM, 43,82 e 21,85 mM, constataram que o crescimento foi maior
nas plantas mantidas na maior concentracdo de sacarose. De acordo com 0s mesmos autores,
alteracdes na concentracdo de sacarose podem alterar de forma significativa o metabolismo
das plantas.

As vitaminas utilizadas nos meios de cultura, normalmente sdo as pertencentes ao
grupo das hidrossollveis, também conhecido como grupo B. Neste grupo estdo presentes a
tiamina, riboflavina, piridoxina, acido pantoténico, acido nicotinico (niacina), acido félico,
acido ascorbico, biotina e cobalamina (Cid, 2010). Dessas vitaminas a que esta presente no

meio MS é a tiamina (0,1 mg. L™Y).
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De acordo com Aranda-Peres et al. (2009), o meio MS ainda é o0 meio mais usado no
cultivo in vitro, compreendendo cerca de 50% a 75% dos estudos. A partir de estudos
realizados, é possivel perceber que a combinacdo de MS com alteragdo nas concentrac@es de
seus nutrientes favorece o desenvolvimento de algumas espécies.

E importante lembrar que para se obter sucesso no cultivo in vitro deve-se levar em
consideragdo a composicdo mineral do meio de cultura, pois as concentragdes requeridas
pelas plantas podem variar, de forma consideravel, de espécie para espécie.

Embora existam muitos relatos sobre otimizagdo de meios, os estudos mais frequentes
sdo os que envolvem tipos de reguladores de crescimento e diferentes concentracdes (Aranda-
Peres et al., 2009).

A dificuldade em se definir novos meios de cultura esta diretamente relacionada com a
interacdo entre os elementos minerais (Nas & Read, 2004; Niedz & Evens, 2007). Sabe-se que
alguns elementos em excesso podem comprometer a disponibilidade de outros, deixando-o0s
indisponiveis para a planta. Um exemplo € o comprometimento da absorc¢éo de potassio com
0 aumento na concentracao de fons de Ca** e Mg®* (Prado, 2008).

Uma estratégia para facilitar a formulacdo de meio de cultura adequado a espécie é
pela analise de nutrientes em exemplares saudaveis. De acordo com Ashrafi et al. (2010), a
otimizacdo do meio de cultura com base na analise de nutrientes enddgenos de varias partes
do vegetal tem sido descritos.

A auséncia de nutrientes nos vegetais podem ocasionar alteracbes bioquimicas,
morfologicas e/ ou fisioldgicas (Ashrafi et al., 2010). O tipo de alteracdo vai depender do
nutriente, nivel de deficiéncia e tempo de exposicdo. Por isso, a escolha da concentracao

adequada € de extrema importancia.

1.3. Macronutrientes (N, P, K e Ca)

Segundo Ohkama-Ohtsu & Wasaki (2010) as plantas necessitam de 17 elementos
essenciais para completarem o seu ciclo de vida, entre eles estdo o nitrogénio (N), o potassio
(K), o fosforo (P) e o célcio (Ca), sendo estes quatro 0s necessarios em maior quantidade
(White & Brown, 2010).

O nitrogénio (N) é um dos nutrientes mais importantes para o vegetal, segundo Taiz &
Zeiger (2013) é mineral que as plantas exigem em maior quantidade. De acordo com Raven et
al. (2007), é o principal componente de aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, clorofilas e
coenzimas. No solo a forma nitrogenada disponivel para as plantas pode ser nitrica (N-NO3)

ou amoniacal (N-NH,"), sendo a forma nitrica a mais abundante, em decorréncia do processo
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de nitrificacdo por bactérias que provocam a oxidacdo do aménio livre (Shan et al., 2012). O
NH;" e NOs™ sdo absorvidos pelas raizes das plantas por fluxo de massa e transportados pelo
xilema até a parte aérea. O N, também pode ser absorvido pelas plantas que estabelecem
associacOes simbidticas com bactérias fixadoras de N (Larcher, 2004). Algumas espécies de
bromélias utilizam a ureia como fonte preferencial de nitrogénio, proveniente das excretas de
anfibios que utilizam seus tanques como abrigo (Cambui, 2009).

Quando em deficiéncia, o nitrogénio é translocado das folhas mais velhas, que
apresentam clorose, para as folhas jovens que apresentam um menor desenvolvimento.
Segundo Epstein & Bloom (2006) a deficiéncia do N geralmente resulta em sintomas como
estiolamento e clorose generalizada. Esta clorose pode estar relacionada com uma diminuigéo
do conteido de pigmentos fotossintéticos, como clorofila a e b, e segundo Tamaki et al.
(2007), o conteudo de pigmentos fotossinteticos esta relacionado com a disponibilidade de
nitrogénio para o vegetal.

Plantas deficientes em N também podem acumular antocianinas (pigmentos azuis,
vermelhos e purpuros). Metabolitos secundarios pertencentes ao grupo dos flavonoides sdo
responsaveis pela coloracdo de estruturas vegetais, que nesta situacdo atuam no vegetal com
acdo fotoproterora e antioxidante (Taiz & Zeiger, 2013).

Outro nutriente de grande importancia para o desenvolvimento das plantas é o fésforo
(P), pois além de atuar no metabolismo transferindo energia das células na respiragdo e na
fotossintese, € um componente estrutural dos acidos nucleicos, assim como de muitas
coenzimas, fosfoproteinas e fosfolipideos (Raven et al., 2007). O P esta disponivel no solo na
forma de fosfato (H.PO,, HPO,*, PO,*), sendo predominante o H,PO,. A absorcéo deste
mineral pelas raizes das plantas ocorre por difusdo e sdo transportados pelo xilema até a parte
aérea (Prado, 2008).

Sua deficiéncia nos estadios iniciais de desenvolvimento pode reduzir tanto a
respiracdo como a fotossintese, causando sérios danos, como a diminuicdo da parte aérea,
atraso na emergéncia das folhas, reducdo na brotacdo e no desenvolvimento de raizes
secundarias, e menor producdo de matéria seca e sementes (Grant et al. 2001). Segundo
Epstein & Bloom (2006) os primeiros sinais de deficiéncia deste elemento sdo plantas com
coloracdo verde-escura ou azul esverdeada. Segundo Winkler & Zotz (2009) sdo poucos 0s
estudos fisioldgicos envolvendo este nutriente.

Alguns trabalhos relatam que o P é absorvido rapidamente pelo vegetal, como descrito
por Diniz et al. (1999) ao estudar a absor¢cdo de macronutrientes por explantes de bananeira
cv. prata and in vitro, eles constataram que o fdésforo foi o nutriente absorvido mais

rapidamente, cerca de 75% da concentragdo foi extraida do meio nos primeiros 30 dias,
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cessando sua absorcdo aos 50 dias, sendo que o maior acumulo de P ocorreu nas folhas.
Russowski & Nicoloso (2003), constataram a influéncia do nutriente no crescimento, ao
estudarem o efeito de diferentes concentracbes de P (0<P<150%) do meio MS (o meio
original possui 1,25 mM de P) em segmentos nodais de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen,
0 ginseng brasileiro, cujas raizes sdo de grande interesse comercial. Eles constataram que 15
dias apdés o fornecimento de P para os explantes, o nimero de raizes foi maior na
concentracdo com 50% de P. A altura das brotagdes, porém foi maior em 60% de P,
decrescendo em maiores concentracfes, enquanto a massa seca aumentou em 50% de P
decrescendo em maiores concentragoes.

Assim como ocorre com o N, plantas com pouca disponibilidade de P podem
apresentar acimulo de antocianinas (Taiz & Zeiger, 2013).

O potassio (K) € um elemento importante para as plantas por atuar como ativador de
enzimas, além de estar envolvido com a abertura e fechamento de estdmatos, regulagcdo da
osmose e balango iénico (Prado, 2008).

O K esta disponivel no solo na forma idnica K* e o contato ion-raiz ocorre
normalmente por difusdo ou por canais e carregadores especificos. Apos absorcdo o K €
transportado via xilema para a parte aérea (Prado, 2008). Este elemento tem alta mobilidade
podendo ser redistribuido com facilidade dentro do vegetal.

Sua deficiéncia nos vegetais, assim com o P, é caracterizada pelo aparecimento de
coloracdo verde-escura ou azul-esverdeada nas folhas (Epstein & Bloom, 2006; Prado, 2008),
podendo apresentar pequenas manchas pardas no apice e nas margens, além de caules
pequenos e fracos, afetando primeiramente as folhas velhas (Paula et al., 1998; Raven et al.,
2007). De acordo com Taiz & Zeiger (2013), os sintomas de deficiéncia ocorrem nas folhas
mais basais devido a redistribuicdo do K para as folhas mais jovens.

O K também influencia no crescimento dos vegetais, como descrito por Gribble et al.
(2002), ao trabalharem com diferentes concentracdes de K (0<K<80 mM), no cultivo in vitro
de Gypsophila paniculata L., pertencente a familia Caryophyllaceae. Eles constataram que as
massas fresca e seca das plantulas aumentaram até a concentracdo de 10 mM de K,
decrescendo em concentracdes maiores.

O célcio (Ca) € um nutriente que tem grande participacdo na morfogénese, devido as
interacbes com substancias reguladoras de crescimento (Araujo et al., 2009). Segundo Raven
et al .(2007), o Ca é um componente importante da parede celular, esta envolvido na
permeabilidade da membrana celular, além de favorecer a transpiracdo com perda de
turgescéncia. Para Prado (2008) a principal fungdo do Ca € manter a integridade estrutural das

membranas de vérias organelas, aléem de ter participacdo direta na osmorregulacdo, pois a
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acdo do acido abscisico (ABA) no fechamento dos estdmatos depende da concentracéo de Ca
na epiderme foliar. Tambem atua como mensageiro secundario em varias respostas a
estimulos internos (hormonais) e externos (ambientais). Ao receber um estimulo o Ca*
presente nas organelas é liberado, fazendo com que a concentracdo no citosol aumente. Dessa
forma, ocorre a ligacdo do Ca a calmodulina (proteina encontrada no citosol das células
vegetais) ocasionando a ativacdo de enzimas que irdo agir ao estimulo, assim como, a
ativagdo do Ca-APTase responsavel pelo influxo do Ca®" as organelas (Malavolta, 2006; Taiz
& Zeiger, 2013).

Além disso, € um elemento com pouca mobilidade dentro da planta sendo necessario o
fornecimento frequente deste nutriente para o crescimento dos vegetais, 0 que 0 torna um
elemento de grande importancia nos estudos com cultivo in vitro.

A deficiéncia de Ca nas plantas atinge primeiramente as regifes meristematicas e as
folhas jovens (Epstein & Bloom, 2006), sendo caracterizada, principalmente, pela morte dos
apices caulinares e radiculares, o sistema radicular pode ser acastanhado, curto e muito
ramificado (Taiz & Zeiger, 2013), enquanto em doses elevadas pode causar clorose calcéria e
plantas menores (Paula et al., 1998; Raven et al., 2007). Segundo Marschner (1986), o Ca
auxilia na desintoxicacdo de altas concentracGes de outros elementos minerais que possam
prejudicar a planta.

Plantas de G. paniculata cultivadas em meio de cultura com diferentes concentracdes
de célcio (0, 5, 10, 15 e 20 mM de Ca) mostraram que a massa seca da parte aérea aumentou
até 1,25 mM, entretanto a massa fresca alcangou seu maior valor em 0,64 e 1,25 mM (Gribble
et al., 2002).

Em trabalho semelhante, Aranda-Peres et al. (2009) cultivaram in vitro as espécies
Vriesea hieroglyphica (Carriére) E. Morren, Vriesea friburguensis Mez e Vriesea unilateralis
(Baker) Mez (bromelias epifitas) em meios com diferentes concentrac6es de calcio (1,5, 3,6 e
12 mM de Ca). Ao final do experimento, os autores constataram que as plantas que
apresentaram maior crescimento e acimulo de biomassa foram as cultivadas no meio com 12
mM de Ca (quantidade quatro vezes maior do que a presente no MS completo).

S&do muitos os trabalhos envolvendo o cultivo in vitro e nutricdo mineral com diversas
espécies, porém nenhum envolvendo a espécie Nidularium minutum. Sendo assim, o
desenvolvimento deste trabalho poderd subsidiar trabalhos futuros ndo sé sobre nutricéo,
como também sobre aclimatizacdo, pois a fase da transferéncia das condic¢des in vitro para a
casa de vegetacdo depende, muitas vezes, das condicOes de desenvolvimento das plantas

durante o cultivo in vitro.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo estudar o crescimento de plantas de
Nidularium minutum Mez cultivadas in vitro, em diferentes concentragdes de nitrogénio (N),
fosforo (P), potéssio (K) e calcio (Ca), visando otimizar a producdo da espécie nesta condigéo,
e também, a elaboracdo de um meio ideal para o crescimento dessas plantas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material Vegetal

Nos experimentos foram utilizadas sementes de Nidularium minutum Mez, cujos
frutos foram coletados na Estacdo Bioldgica do Alto da Serra de Paranapiacaba (Figura 2).

Os frutos foram abertos manualmente e suas sementes foram acondicionadas em sacos
de papel pardo e armazenadas em condigdes de refrigeragdo a 10 °C. Vale ressaltar que a
viabilidade foi confirmada e que durante a coleta ndo se retirou todos os frutos existentes,
apenas alguns individuos, aproximadamente 80 de populacdes distintas, visando a
variabilidade genética e a preservagdo in situ.

-~

' Figura 2. Fruto de Nidularium minutum Mez em

corte longitudinal e transversal com presenca de

sementes de maduras. Barra =1 cm
— Foto: Carvalho, C. & Andrade, S. 2011

Plantas adultas in situ e amostras de solo foram coletadas para a realizacdo de analises

laboratoriais, visando identificar os nutrientes disponiveis a espécie em seu habitat natural.

3.2. Obtencao de plantulas in vitro

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratorio do Ndcleo de Pesquisa em Plantas
Ornamentais do Instituto de Botéanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S&o
Paulo.

Para a obtencdo de plantulas, sementes de N. minutum foram submetidas a
desinfestacdo superficial em frasco de 250 mL contendo alcool etilico a 70% por 5 minutos,
sendo, em seguida, imersas em solucdo do fungicida Benomyl 0,1% por 15 minutos e,
posteriormente, colocadas em solucdo de hipoclorito de sddio a 2%, acrescida de duas gotas
de Tween 20, onde permaneceram por uma hora sob agitacdo. A seguir, em cdmara de fluxo
de ar estéril, a solugdo de hipoclorito foi retirada e o processo finalizado com quatro lavagens

consecutivas das sementes com agua destilada esterilizada em autoclave por 60 minutos.
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Apos a desinfestacdo, as sementes foram depositadas em placas de Petri contendo 20
mL de meio de cultura composto apenas por 4gua, sacarose (30 g.L™) e 4gar (5 g.L™). Neste
meio ndo foi adicionado nutrientes para que houvesse o0 consumo das reservas nutricionais
presente nas sementes, antes de serem transferidas para os diferentes tratamentos.

O meio para germinacao foi preparado com agua destilada, o pH aferido em 5,8 com o
uso de NaOH/ KCl e esterilizado por 15 minutos a 121 °C.

As sementes permaneceram em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas, radiagdo
fotossinteticamente ativa (PAR) de 30 pmolm?s® e temperatura de 26+2 °C por
aproximadamente 30 dias. Apds este periodo as plantulas foram transferidas para o0s

tratamentos com diferentes concentragdes de macronutrientes (descritas a seguir).

3.3. Crescimento das plantas em diferentes concentragdes de nitrogénio (N)

As plantulas obtidas foram transferidas para frascos de 250 mL, contendo 40 mL de
meio MS modificado com diferentes composi¢des de N (OmM; 3,75mM; 7,50 mM; 15,00
mM; 30,00 mM; 60,00 mM (MS original), 120,00 mM e 175,00 mM) (Tabela 2). Para cada
concentracdo utilizou-se 20 frascos com cinco plantulas em cada, totalizando 160 frascos que
foram mantidos sob condicGes assépticas em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas com
PAR de 30 pmol.m?2.s™ e temperatura média de 2642 °C durante seis meses. Ap6s trés meses
do inicio da transferéncia, as mesmas foram colocadas em novos meios de cultura com as
mesmas concentracdes, para que nao ocorresse deficiéncia nutricional devido ao consumo dos

nutrientes pelas plantas e/ou pela alteracédo do pH do meio de cultura.

Tabela 2. Tratamentos com diferentes concentragdes de nitrogénio (0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00,
60,00, 90,00, 120,00 e 175,00 mM) do meio MS modificado. *Corresponde a concentragdo presente
no meio MS original (Murashige & Skoog, 1962).

TRATAMENTOS (mM de N)

SAIS (g.L™h
0 375 7,50 1500 30,00 60,00* 120,00 175,00

KNO; - 03 038 03 038 038 038 038
NH4NO; - - 015 045 105 225 465 685
CaCl,. 2H,0 044 044 044 044 044 044 044 044
MgSO,. 7TH,0 037 037 037 037 037 037 037 037
KH,PO, 017 017 017 017 017 0417 017 017
KCI 0,70 - - - - - - -

K2SO4 0,82 - - - - - - -
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Vale ressaltar que os demais componentes do meio MS completo foram mantidos:
micronutrientes (MnSO4.4H,0 — 22,3 mg.L™1; ZnS04.7H,0 — 8,6 mg.L™; H3BO;— 6,2 mg.L”
L KI - 0,83 mg.L"; Na;M0oO,.2H,0 — 0,25 mg.L?; CuSO45H,0 — 0,025 mg.L™;
CoCl,.6H,0 — 0,025 mg.L™), solucdo F (FeSO,.7H,0 — 27,8 mg.L* e Na,EDTA — 37,2 mg.L’

1), mioinositol — 100 mg.L™, tiamina — 0,1 mg.L™ e sacarose — 30 g.L™.

3.4. Crescimento das plantas em diferentes concentracdes de fésforo (P)

As plantulas obtidas foram transferidas para frascos de 250 mL, contendo 40 mL de
meio MS modificado com diferentes composi¢des de P (0 mM; 0,30 mM; 0,60 mM; 1,25 mM
(MS original); 2,50 mM; 5,00 mM e 10,00 mM) (Tabela 3). Para cada concentracdo utilizou-
se 20 frascos com cinco plantulas em cada, totalizando 140 frascos que foram mantidos sob
condicdes asséepticas em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas com PAR de 30 pmol.m’
25t e temperatura média de 26+2 °C durante seis meses. Apds trés meses do inicio da
transferéncia, as mesmas foram colocadas em novos meios de cultura com as mesmas
concentragcfes, para que ndo ocorresse deficiéncia nutricional devido ao consumo dos

nutrientes pelas plantas e/ou pela alteracédo do pH do meio de cultura.

Tabela 3. Tratamentos com diferentes concentrac6es de fosforo (0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e
10,00 mM) do meio MS modificado. *Corresponde a concentracdo presente no meio MS original

(Murashige & Skoog, 1962).

TRATAMENTOS (mM de P)

SAIS (g. L™
0 0,30 0,60 1,25* 2,50 5,00 10,00
KNO3 2,02 1,99 1,96 1,90 1,77 1,52 1,01
NHsNO3 1,60 1,61 1,62 1,65 1,70 1,80 2,00
CaCl,2H,0 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44
MgSO,7H,O0 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37
KH2PO, - 0,04 0,08 0,17 0,34 0,68 1,36

Vale ressaltar que os demais componentes do meio MS completo foram mantidos:
micronutrientes (MnSO,.4H,0 — 22,3 mg.L1; ZnS0,.7H,0 — 8,6 mg.L™; H3BO;— 6,2 mg.L
L KI - 0,83 mg.L?; Na;M0O,2H,0 — 0,25 mg.L?; CuSO.5H,0 — 0,025 mg.L™;
CoCl,.6H,0 — 0,025 mg.L™), solucdo F (FeSO4.7H,0 — 27,8 mg.L e Na,EDTA — 37,2 mg.L’

1y, mioinositol — 100 mg.L™?, tiamina — 0,1 mg.L™ e sacarose — 30 g.L™.
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3.5. Crescimento das plantas em diferentes concentracfes de potassio (K)

As plantulas obtidas foram transferidas para frascos de 250 mL, contendo 40 mL de
meio MS modificado com diferentes composigdes de K (0 mM; 1,88 mM; 2,50 mM; 5,00
mM; 10,00 mM; 20,00 mM (MS original) e 40,00 mM) (Tabela 4). Para cada concentragdo
utilizou-se 20 frascos com cinco pléntulas em cada, totalizando 140 frascos que foram
mantidos sob condicfes assépticas em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas com PAR
de 30 umol.m?s™ e temperatura média de 26+2 °C durante seis meses. Apds trés meses do
inicio da transferéncia, as mesmas foram colocadas em novos meios de cultura com as
mesmas concentragdes, para que nao ocorresse deficiéncia nutricional devido ao consumo dos

nutrientes pelas plantas e/ou pela alteracdo do pH do meio de cultura.

Tabela 4. Tratamentos com diferentes concentracfes de potassio (0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e
40,00 mM) do meio MS modificado. *Corresponde a concentragcdo presente no meio MS original
(Murashige & Skoog, 1962).

TRATAMENTOS (mM de K)

SAIS (g.L™

0 1,88 2,50 5,00 10,00  20,00* 40,00
KNO; - 0,06 0,13 0,38 0,89 1,90 3,93
NH4NO; 2,40 2,38 2,35 2,25 2,05 1,65 0,85
CaCl,. 2H,0 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44
MgSO,4 7TH,O0 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37
KH,PO, - 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
Ca3 (PO4)2 0,39 - - - - - -

Vale ressaltar que os demais componentes do meio MS completo foram mantidos:
micronutrientes (MnSO,.4H,0 — 22,3 mg.L1; ZnS0,.7H,0 — 8,6 mg.L™; H3BO;— 6,2 mg.L
L KI - 0,83 mg.L?; Na;M00O,2H,0 — 0,25 mg.L?; CuSO45H,0 — 0,025 mg.L™;
CoCl,.6H,0 — 0,025 mg.L™), solucdo F (FeSO4.7H,0 — 27,8 mg.L ™ e Na,EDTA — 37,2 mg.L

1), mioinositol — 100 mg.L™?, tiamina — 0,1 mg.L™ e sacarose — 30 g.L™.

3.6. Crescimento das plantas em diferentes concentracgdes de calcio (Ca)

As plantulas obtidas foram transferidas para frascos de 250 mL, contendo 40 mL de
meio MS modificado com diferentes composi¢des de calcio (0 mM; 0,75 mM; 1,50 mM; 3,00
mM (MS original), 4,50 mM e 6,00 mM) (Tabela 5). Para cada concentragdo utilizou-se 20
frascos com cinco plantulas em cada, totalizando 140 frascos que foram mantidos sob

condigdes assépticas em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas com PAR de 30 pmol.m
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25t e temperatura média de 26+2 °C durante seis meses. Apds trés meses do inicio da
transferéncia, as mesmas foram colocadas em novos meios de cultura com as mesmas
concentragdes, para que ndo ocorresse deficiéncia nutricional devido ao consumo dos
nutrientes pelas plantas e/ou pela alteracdo do pH do meio de cultura.

Tabela 5. Tratamentos com diferentes concentracdes de célcio (0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM)
do meio MS modificado. *Corresponde a concentracdo presente no meio MS original (Murashige &
Skoog, 1962).

TRATAMENTOS (mM de Ca)

SAIS (g.L Y

0 0,75 1,50 3,00* 4,50 6,00
KNOs3 1,29 1,44 1,59 1,90 1,90 1,90
NH4NO; 1,89 1,83 1,77 1,65 1,53 1,41
CaCl,. 2H,0 - 0,11 0,22 0,44 0,44 0,44
MgSO.. 7TH,O 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37
KH,PO, 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
C&(NOg)z. 4H,0 - - - - 0,35 0,71
KCI 0,45 0,34 0,22 - - -

Vale ressaltar que os demais componentes do meio MS completo foram mantidos:
micronutrientes (MnSO,.4H,0 — 22,3 mg.L1; ZnS0,.7H,0 — 8,6 mg.L™; H3BO;— 6,2 mg.L
L KI - 0,83 mg.L?; Na;M0O;.2H,0 — 0,25 mg.L?; CuSO45H,0 — 0,025 mg.L™;
CoCl,.6H,0 — 0,025 mg.L™), solucdo F (FeSO4.7H,0 — 27,8 mg.L ™" e Na,EDTA — 37,2 mg.L

1), mioinositol — 100 mg.L™?, tiamina — 0,1 mg.L™ e sacarose — 30 g.L™.

3.7. Crescimento das plantas no tratamento com as melhores concentracfes dos

resultados anteriores

Apos a obtencdo dos resultados e verificacdo das melhores concentracfes para cada
macronutriente estudado, foi preparado um meio de cultura modificado, contendo as melhores
concentragdes de nitrogénio, fosforo, potassio e célcio, visando a formulacdo de um meio que
favorecesse o crescimento in vitro de N. minutum (Tabela 6).

Sementes foram germinadas de acordo com o procedimento descrito no item 3.2 e as
plantulas obtidas foram transferidas para frascos de 250 mL, contendo 40 mL de meio MS
modificado com as melhores concentragcdes dos tratamentos anteriores, considerando oS
balancos i6nicos necessarios. Para comparacdo da eficiéncia deste meio, foi utilizado o MS
completo e algumas diluigdes, MS com 50% da concentracdo original de macronutrientes
(MS/2), MS com 20% da concentragéo original de macronutrientes (MS/5), MS com 10% da
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concentracédo original de macronutrientes (MS/10) e MS com 5% da concentracdo original de
macronutrientes (MS/20) (Tabela 7).

Tabela 6. Concentragdes dos macronutrientes N, P, K e Ca presentes na elaboracdo dos meios T1 e
T2, formulados a partir dos melhores resultados anteriores.

SAIS (g. L) TRATAMENTOS
T1 T2
KNO; 0,95 0,89
NH,NO, 2,02 2,05
CaCl,.2H,0 0,22 0,22
MgS0,.7H,0 0,37 0,37
KH,PO, 0,08 0,17

Tabela 7. Concentracdo de macronutrientes no meio MS original (Murashige & Skoog, 1962) e
diluicbes MS/2 (50% concentracdo de macronutrientes), MS/5 (20% concentracdo de
macronutrientes), MS/10 (10% concentragdo de macronutrientes) e MS/20 (5% concentracdo de

macronutrientes).

. TRATAMENTOS
SAIS (g. LY
MS MS/2 MS/5 MS/10 MS/20
KNO; 1,90 0,95 0,38 0,19 0,10
NHNO; 1,65 0,83 0,33 0,17 0,08
CaCl,. 2H,0 0,44 0,22 0,09 0,04 0,02
MgSOs. 7H,0 0,37 0,19 0,07 0,04 0,02
KH,PO, 0,17 0,09 0,03 0,02 0,01

Vale ressaltar que os demais componentes do meio MS completo foram mantidos:
micronutrientes (MnSO,.4H,0 — 22,3 mg.L1; ZnS0,.7H,0 — 8,6 mg.L™; H3BO;— 6,2 mg.L"
L KI - 0,83 mg.L?; Na;M00O,2H,0 — 0,25 mg.L?; CuSO45H,0 — 0,025 mg.L™;
CoCl,.6H,0 — 0,025 mg.L™), solucdo F (FeSO4.7H,0 — 27,8 mg.L ™" e Na,EDTA — 37,2 mg.L

1y, mioinositol — 100 mg.L™?, tiamina— 0,1 mg.L™ e sacarose — 30 g.L™.

Cada tratamento foi composto por 20 frascos, em cada frasco foram depositadas cinco
plantulas que permaneceram nas mesmas condi¢6es de cultivo descritas para os tratamentos

com as diferentes concentragdes de N, P, K e Ca.
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3.8. Parametros avaliados para avalia¢do do crescimento
3.8.1 Anélise biométrica

O numero de raizes foi avaliado pela contagem individual das plantas. Procedimento
igual foi realizado para contagem das folhas, porém desconsiderando as folhas senescentes da
parte basal.

O comprimento das folhas foi mensurado com régua graduada em centimetros,
considerando-se a medida compreendida entre a base do caule e a extremidade da folha com
maior tamanho. Enquanto para as raizes, considerou-se a medida entre a inser¢do no caule e o

apice da maior raiz.

3.8.2. Determinacéo de massa

As massas frescas e secas das partes aérea e radicular foram mensuradas em
miligramas (mg) por planta. Para obtencéo dos valores de massas as plantas foram separadas
em folhas e raizes. Na obtencdo das massas secas o material vegetal foi acondicionado
individualmente em sacos de papel “Kraft” e colocado em estufa a 60°C, até obtencdo de

massa constante.

3.8.3. Pigmentos fotossintéticos

O processo de extracdo de pigmentos fotossintéticos foi baseado em Lichtenthaler
(1987), onde foram utilizados acetona gelada e material vegetal em triplicatas previamente
armazenadas a -20 °C. Foram macerados 0,3 g de massa fresca foliar com 3 mL de acetona
gelada. A amostra foi filtrada em funis previamente forrados com papel de filtro umedecido
com acetona gelada. Apos todo o liquido ter sido filtrado, o papel de filtro foi lavado com
acetona até o material depositado perder a coloracdo verde, sendo coletado em balGes
volumétricos de 25 mL, onde foi adicionada acetona pura até completar 25 mL. As amostras
foram armazenadas em tubos de ensaio tampados com papel aluminio e filme de PVC
transparente sob refrigeracdo, até o momento da leitura. As amostras foram submetidas a
leitura em espectrofotdmetro, utilizando-se cubetas de quartzo. A absorbancia (A) da clorofila
a foi lida em 662 nm, clorofila b em 645 nm e dos carotenoides em 470 nm. As concentracoes
da clorofila a (Ca), da clorofila b (Cb) e dos carotenoides (C) foram obtidas pelas equagdes

apresentadas a seguir:
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Ca= 11,24 A 661,6 = 2,04 A 6448
Ch= 20,13 A 644.,8 ~ 4,19 A 661,6
C= (1000 A, ,— 1,90 Ca — 63,14 Ch)/214

Os contetdos de clorofilas e de carotenoides dos tecidos foram expressos em pg do
pigmento por grama de massa fresca.

3.8.4. Andlise de pH

O pH do meio de cultura foi aferido a cada 30 dias, utilizando-se trés amostras obtidas
aleatoriamente dentre os frascos que continham plantas nos diferentes tratamentos. Para

andlise utilizou-se papel indicador de pH (0-14) da marca Merck.

3.9. Analises complementares

Visando o melhor entendimento das exigéncias nutricionais de plantas da espécie N.
minutum trés amostras de solo foram coletadas da Reserva Biologica do Alto da Serra de
Paranapiacaba/ SP e encaminhadas ao Laboratério da Faculdade Cantareira para analise
quimica do solo.

Analises de tecido vegetal e de sementes também foram realizadas para conhecimento
do contetdo enddgeno de alguns individuos existentes em seus locais de ocorréncia natural.
Para a analise de nutrientes enddgenos, trés individuos adultos foram coletados da Reserva
Biologica do Alto da Serra de Paranapiacaba/ SP e para analise de nutrientes de reserva das
sementes foram utilizadas 100 sementes que foram retiradas de individuos distintos de trés
populacdes presente na Reserva, 0os materiais foram encaminhados ao laboratorio da Esalg/
USP.

3.10. Delineamento estatistico

As médias foram calculadas e submetidas a analise de variancia (ANOVA), sendo

comparadas pelo teste Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Macronutrientes em plantas in situ e analise de solo

As analises dos tecidos foliares de exemplares saudaveis, das sementes e dos
nutrientes do solo em que plantas de N. minutum cresciam naturalmente, contribuiram para o
entendimento das necessidades nutricionais da espécie, colaborando nos estudos de
propagacao e cultivo das plantas.

Com os resultados obtidos na andlise do contelldo de macronutrientes das sementes
(Tabela 8), constatou-se a presenga de maior quantidade de N seguida de K. De modo geral,
os resultados reforcaram a importancia em germinar as sementes em meio de cultura sem
adicdo de nutrientes. Os nutrientes do meio de cultura poderiam influenciar no crescimento
das plantas e alterar o resultado final, se as sementes fossem germinadas em meio contendo
macro e micronutrientes.

Constatou-se durante este estudo que, para o cultivo in vitro, as reservas nutricionais
contidas nas sementes de N. minutum séo suficientes para manter as plantulas saudaveis por
até 30 dias ap0s a germinacdo. Depois deste periodo as plantas comecam apresentar alguns

sintomas visuais de deficiéncia nutricional, como alteracdo na coloracao e senescéncia foliar.

Tabela 8. Conteldo de macronutrientes nas sementes de plantas de Nidularium minutum
Mez obtidos de amostras retiradas de plantas existentes na Reserva Biologica do Alto da

Serra de Paranapiacaba/ SP. Analises feitas pelo Laboratorio da Esalg/ USP.

Macronutrientes

Material 1
(mg.g~ semente)
Sementes N P K Ca Mg S
Amostra 1 3,96 0,63 1,82 0,25 0,33 0,22
Amostra 2 4,96 0,61 2,03 0,23 0,37 0,21
Amostra 3 5,40 0,60 1,98 0,23 0,33 0,20
Meédia 4,778 0,61c 1,94b 0,24c 0,34c 0,21c

N — nitrogénio; P — fésforo; K — potéssio; Ca — calcio; Mg —magnésio e S — enxofre.
Letras distintas indicam diferencas significativas entre os macronutrientes de acordo com teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os resultados da analise de macronutrientes foliares (Tabela 9) mostraram que as
plantas mantidas em ambiente natural possuem maior disponibilidade de N e K, tal como nas
sementes, com uma média de 20,56 e 17,85 g.Kg™ de matéria seca, respectivamente. De

acordo com esses resultados, constatou-se que a disponibilidade de N e K foliar é igual na
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espécie em estudo. Informacdo importante para o entendimento do comportamento desta
espécie, uma vez que € sabido que para a maioria das plantas o N é requerido em maior
quantidade (Taiz & Zeiger, 2013).

Tabela 9. Contetdo de macronutrientes foliares de plantas de Nidularium minutum Mez
obtidos em amostras de plantas adultas coletadas na Reserva Bioldgica do Alto da Serra de
Paranapiacaba/ SP. Analises feitas pelo Laboratorio da Esalg/ USP.

Macronutrientes

Material (9. kg! de matéria seca)

Plantas N P K Ca Mg S
Amostra 1 24,68 1,29 12,24 6,13 2,30 1,58
Amostra 2 19,20 1,42 23,21 5,52 2,17 1,66
Amostra 3 17,79 2,05 18,11 6,00 2,13 1,72

Média 20,56a 1,59b 17,85a 5,88b 2,20b 1,65b

N — nitrogénio; P — fésforo; K — potassio; Ca — calcio; Mg — magnésio e S — enxofre.
Letras distintas indicam diferencas significativas entre os macronutrientes de acordo com teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As andlises do conteddo dos nutrientes presentes no solo, onde ocorrem naturalmente
N. minutum, mostraram quais nutrientes estdo disponiveis para as populacGes da espécie e
como estdo distribuidos (Tabela 10). Além dos nutrientes e sua disponibilidade, obteve-se
valores de pH, capacidade de troca cationica (CTC) e saturacdo de bases (V%) do solo,
informacGes importantes, pois estdo diretamente relacionados com a disponibilidade de
nutrientes no solo.

Em relacdo a disponibilidade de nutrientes, constatou-se que das 28 g/dm® de matéria
organica presente no solo, 1,4 g/dm?® corresponde & quantidade de N. Dos macronutrientes
relacionados neste estudo o N é o que esta presente em maior quantidade no solo, seguido de
K com 0,023 g/dm?, Ca com 0,020 g/dm® e P com 0,005 g/dm?®.

Analisando a disponibilidade de K e Ca no solo da Reserva Bioldgica de
Paranapiacaba nota-se pouca diferenca entre os valores, no entanto, ao verificar a quantidade
desses nutrientes nos tecidos foliares e sementes percebe-se uma maior concentracao de K em
relacdo ao Ca.

A pouca disponibilidade no solo, competi¢cdo com outros ions e pH &cido séo fatores
que comprometem a absorcdo de um nutriente pelas plantas. Sabe-se que o fon K" e Ca?",
assim como 0 Mg®*, competem pelo mesmo sitio de absorcéo, dessa forma, acredita-se que 0s

altos teores de K nos tecidos foliares e sementes das plantas de N. minutum ocorreram pelo
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uso eficiente do nutriente pelas plantas. De acordo com Mendes et al. (2012), quando um
determinado nutriente esta presente nos tecidos foliares em maior concentracdo em relagdo
aos demais, mesmo sob condic¢des desfavoraveis, se deve, provavelmente a maior exigéncia
da cultura a esse nutriente.

Constatou-se, também, que o solo da regido possui um pH em torno de 3,5,
considerado acido. Sabe-se que o pH do solo afeta a disponibilidade dos nutrientes minerais e
de acordo com Prado (2008), os solos &cidos comprometem a absor¢do dos macronutrientes,
favorecendo a disponibilidade dos micronutrientes as plantas.

Segundo Ronguim (2010), o pH fornece indicios das condi¢bes quimicas gerais do
solo. Quando o solo apresenta acidez elevada, ou seja, baixos valores de pH, geralmente
apresentam: pobreza em bases principalmente calcio e magnésio, elevado teor de aluminio
toxico, excesso de manganés, alta fixacdo de fésforo nos coloides do solo e deficiéncia de
alguns micronutrientes.

A CTC e V% apresentaram um valor médio de 84 e 6 mmoly 4,°, respectivamente. A
CTC é a capacidade que o solo tem de reter ou liberar nutrientes para serem absorvidos e
aproveitados pelas plantas, enquanto a V% ¢é a soma das bases trocaveis expressa em
porcentagem de capacidade de troca de cations, sendo considerado um excelente indicativo
das condicdes gerais de fertilidade do solo (Ronquim, 2010).

Taiz & Zeiger (2013) explicam que a CTC, esta relacionada com o tipo de solo e que
geralmente solos com alta capacidade de troca de cations, possuem uma maior reserva de
nutrientes minerais. No entanto, o solo sé € considerado favoravel a nutricdo das plantas se a
maior parte da CTC estiver ocupada por cétions essenciais como Ca®*, Mg** e K*, caso a CTC
esteja ocupada por cétions potencialmente toxicos como H* e AP o solo sera considerado
pobre (Ronquim, 2010).

Um solo pode apresentar alto valor de CTC total como ocorreu em duas amostras da
analise de solo da Reserva Bioldgica de Paranapiacaba (101 e 111 mmol, dm™), mas se
grande parte das cargas negativas do solo estiverem absorvendo fons H* a troca efetiva sera
inferior, classificando o solo como pobre.

Os valores obtidos nas amostras para a analise de V% foram considerados como muito
baixo. De acordo com Ronquim (2010) um indice V% baixo significa que ha pequenas
quantidades de cations, como Ca?*, Mg?* e K*, saturando as cargas negativas dos coloides e

que a maioria delas est4 sendo neutralizada por H* e AF*

, heste caso o solo, provavelmente,
seja &cido, podendo até conter aluminio em nivel toxico as plantas. Segundo o autor, a
maioria das culturas apresenta boa produtividade quando no solo é obtido valor de V% entre

50 e 80% e valor de pH entre 6,0 e 6,5.
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De acordo com essas informacOes, pode-se considerar o solo da Reserva Biologica do
Alto da Serra de Paranapiacaba (&rea onde se localizam as popula¢es de N. minutum) como

pobre em nutrientes.

Tabela 10. Contetudo de nutrientes no solo da Reserva Bioldgica do Alto da Serra de
Paranapiacaba/ SP, regido onde estdo as populacdes de Nidularium minutum Mez. Analises
feitas pelo Laboratério de Fertilidade do Solo da Faculdade Cantareira.

M.O. Presina H+Al K Ca Mg SB CTC V% pH

Material
g/ dm® mg/dm® s 1110070 PY OO CaCl,

Amostra 1 26 5 98 0,5 1 1 3 101 3 3,3
Amostra 2 38 4 109 0,6 1 1 3 111 3 3,1
Amostra 3 20 7 35 0,7 1 3 5 40 12 4,3

Média 28 5 81 0,6 1 2 4 84 6 3,5

Classe P resina K Ca Mg pH V%

Florestais  Perenes  Anuais Hortalicas (CaCly

Muito baixo 0-2 0-5 0-6 0-10 0,0-0,7 0-25
Baixo 3-5 6-12 7-15 10-25 08-15 0-3 0-4 44-50 26-50
Médio 6-10 13-30 16-40 25-60 1,6-3,0 4-7 5-8 51-55 51-70
Alto 10-20 31-60 41-80 61120 31-6,0 >7 >8 5,6-6,0 71-90
Muito alto >20 >60 >80 >120 >6 >6 >90

M.O. — matéria orgénica; P resina — fosforo; K — potassio; Ca — calcio; Mg — magnésio; SB — saturacdo de bases;
CTC — capacidade de troca catiénica; V% — porcentagem de saturacéo de bases
Metodologia — De acordo com o BT 81 do IAC (P, K, Ca, Mg) — Extracéo pela resina trocadora de ions.

As quantidades enddgenas de macronutrientes presentes nos tecidos foliares de N.
minutum corroboram com os resultados de andlise do solo, visto que a presenca dos
macronutrientes segue a mesma tendéncia N>K>Ca>P. Em relacdo a quantidade de nutrientes
nas sementes houve uma diferenca nessa tendéncia, pois os teores médios de P eram maiores
em relacdo ao Ca.

Os resultados descritos acima foram importantes nos estudos, com o uso do cultivo in
vitro com diferentes concentra¢fes de macronutrientes, sobre o crescimento das plantulas de
N. minutum. De acordo com Reed et al. (2011) o entendimento das exigéncias metabdlicas e

nutricionais sdo importantes para a conservacao das espécies ameacadas.
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4.2. Valores do ph no meio de cultura

No cultivo in vitro ou ex vitro existem alguns fatores internos ou externos que podem
afetar a absorcdo de nutrientes pelas raizes das plantas, sendo o valor do pH considerado o
mais importante.

No processo de absorcdo pode ocorrer a competicdo entre 0 H* e outros cétions, e do
OH™ com outros anions, pelos mesmos sitios carregadores da membrana. Dessa forma, em
solos com reagdo acida [H'] ou alcalina [OH7] ocorre a diminuigio da absor¢do de cations ou
de anions, respectivamente. Para que ndo haja comprometimento na absorcdo dos nutrientes
minerais pelas plantas o pH do solo deve estar entre 5,5 e 6,5, pois esta faixa é favoravel a
disponibilizagdo de macro e micronutrientes (Prado, 2008).

Com a obtencéo dos valores de pH durante os 180 dias de cultivo in vitro de plantas de
N. minutum, constatou-se que ocorreu uma acidificacdo significativa do meio com o decorrer
dos dias (Tabela 11). Esses resultados reforcam a importancia em se realizar subcultivo das
plantas mantidas in vitro apds um determinado periodo. Neste estudo o subcultivo foi
realizado apo6s 90 dias, contados a partir da transferéncia para os diferentes tratamentos,
periodo em que o valor do pH estava entre 3,0 — 4,0. Embora os valores adequados sejam na
faixa de 5,5 a 6,5, conforme mencionado anteriormente, acredita-se que o subcultivo neste
periodo ainda seja viavel, pois as plantas ndo apresentavam sinais visiveis de deficiéncia
nutricional.

De acordo com os resultados da analise quimica do solo da Reserva Biologica do Alto
da Serra de Paranapiacaba, 0 solo da regido é considerado &cido com pH em torno de 3,5.
Esse resultado reforca a possibilidade das plantas desta espécie estarem adaptadas a pouca
disponibilidade de nutrientes, principalmente dos macronutrientes e por isso nao apresentaram
sintomas de deficiéncia apos 180 dias de cultivo com a acidificacdo do meio de cultura.

Sabe-se que o cultivo in vitro apesar de eficiente tem um custo maior que 0s meios
tradicionais de cultivo, dessa forma, com um intervalo maior entre os subcultivos, tém-se uma
economia sem comprometimento da producdo, uma vez que para esta espécie nao se

constatou alterac6es no crescimento das plantas.
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Tabela 11. Valores do pH no meio de cultura utilizado para o cultivo in vitro de plantas de
Nidularium minutum Mez.

PERIODO VALOR pH
Inicio da germinacéo 58
30 dias 5,0
60 dias 4,0-5,0
90 dias 3,0-4,0
120 dias 3,0
180 dias 2,0-3,0

4.3. Plantulas com 30 dias de cultivo

As plantulas obtidas apds 30 dias de germinacdo em placas de Petri (Figura 3) foram
transferidas para os tratamentos contendo as diferentes concentracfes de nutrientes (N, P, K e
Ca) (Figura 3).

Figura 3. Plantulas de Nidularium minutum Mez

cultivadas in vitro apds 30 dias sem adicdo de

nutrientes no meio. Barra =1 cm

Antes de transferir as plantulas para os tratamentos, a fim de constatar a influéncia das
diferentes concentracdes de N, P, K e Ca no crescimento das plantas de N. minutum, analises
de crescimento foram realizadas. Apenas a quantidade de pigmentos fotossintéticos ndo foi
realizada devido a insuficiéncia de material vegetal.

Apos 30 dias de cultivo in vitro as plantulas de N. minutum apresentaram em média
2,0+0,6 folhas por planta com um comprimento médio de 0,7+0,1 cm. Em relagcdo ao sistema
radicular, as plantulas continham em média 2,0+0,7 raizes cujo comprimento médio era de
0,5£0,2 cm (Tabela 12).

Em relacdo ao acumulo de massas, o0s resultados sdo referentes a uma amostra

composta por 20 plantulas. Para a parte aérea o valor médio das massas fresca e seca foram
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52+10 e 6+0 mg, respectivamente. Em relag&o as raizes o acimulo de massa fresca foi de 8+0
mg e para massa seca 3+0 mg.

Tabela 12. Quantidades de folhas e raizes e comprimentos das partes aérea e radicular de
plantulas de Nidularium minutum Mez ap6s 30 dias de cultivo in vitro a partir de sementes,

sem a adigéo de nutrientes no meio de cultura. n=60

Comprimento Comprimento
NUmero de folhas parte aérea NUmero de raizes radicular
(cm) (cm)
Média 2 0,7 2 0,5
Desvio Padréo 0,6 0,1 0,7 0,2

Tabela 13. Conteldo de massas fresca e seca das partes aérea e radicular de plantulas
Nidularium minutum Mez apés 30 dias de cultivo in vitro a partir de sementes, sem a adicéo

de nutrientes no meio de cultura. Amostra composta por 20 plantas.

Massa fresca Massa seca parte Massa fresca Massa seca
Amostras’ parte aérea aérea radicular radicular
(mg.20planta®)  (mg.20planta™) (mg.20planta®)  (mg.20planta™)
Al 59 9 6 2
A2 50 5 7 3
A3 45 4 12 3
Média 52 6 8 3

Desvio Padrao 10 0,0 0,0 0,0
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4.4, Plantas com 180 dias de cultivo nos diferentes tratamentos
4.4.1. Crescimento em diferentes concentragdes de nitrogénio (N)

Com os resultados obtidos apds 180 dias de cultivo in vitro foi possivel perceber que
as modificacOes realizadas nas concentracdes de N influenciaram no crescimento das plantas

da espécie em estudo (Figura 3).

s G ||l— H

Figura 3. Aspecto das plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro em diferentes
concentracdes de nitrogénio. (A) Plantas cultivadas na auséncia de N; (B) Plantas cultivadas em 3,75 mM de N;
(C) Plantas cultivadas em 7,50 mM de N; (D) Plantas cultivadas em 15,00 mM de N; (E) Plantas cultivadas em
30,00 mM de N; (F) Plantas cultivadas em 60,00 mM de N; (G) Plantas cultivadas em 120,00 mM de N e (H)

Plantas cultivadas em 175,00 mM de N. Barra= 1 cm.
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Dentre todas as concentracdes utilizadas a que resultou em plantas com maior
quantidade de folhas (12,0+0,4) foi a que continha 30 mM de N no meio de cultura, que
corresponde a metade da quantidade de N presente no meio MS completo (Figura 4). As
plantas mantidas no tratamento sem a presenca de N, além de apresentarem uma quantidade
menor de folhas (5,0£0,5), apresentaram uma coloracdo mais clara que as demais (um pouco
de clorose) e senescéncia de algumas folhas (Figura 5). A clorose foi mais acentuada nas
folhas mais velhas. Segundo Epstein & Bloom (2006), a falta de pigmento nas folhas mais
velhas ocorre devido a redistribuicdo do N para as folhas mais novas, para que estas nao
tenham o crescimento comprometido. Coelho et al. (2011) ao caracterizarem 0s sintomas
visuais de Tagetes erecta L. sob deficiéncias nutricionais constataram que omissdo do N
comprometeu o crescimento das plantas que apresentaram clorose generalizada das folhas
mais basais, assim como ocorreu com a espécie N. minutum.

Kanashiro (2005) ao estudar o crescimento in vitro da bromélia A. blanchetiana em
diferentes concentragdes de N (7,5<N<120mM), verificou que o incremento desse
macronutriente, resultou no aumentou da quantidade de folhas ap6s 120 dias. Tendéncia que

pode ser observada em N. minutum até 30 mM de N.
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Figura 4. Namero de folhas por planta de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro nas
concentracdes 0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00, 60,00, 120,00 e 175,00 mM de nitrogénio (N). Letras distintas

indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 5. Nidularium minutum Mez apresentando clorose nas

7 folhas mais velhas apds 180 dias de cultivo in vitro sem adicdo

de nitrogénio no meio de cultura. Barra =1 cm.

Em relacdo ao comprimento da parte aérea (Figura 6), constatou-se que 0 aumento na
concentracdo de N resultou em folhas mais compridas, sendo que as maiores folhas foram
observadas nas concentracfes de 60 a 175 mM de N.

Resultados que diferem dos encontrados por Russowski e Nicoloso (2003) ao
estudarem o efeito de diferentes concentrages de N (0<N<150%) do meio MS em plantas
provenientes de segmentos nodais de P. glomerata, o ginseng brasileiro. Os autores
constataram que as diferentes concentracdes de N influenciaram na altura das brotacées até 60
mM de N, decrescendo em maiores concentragdes.

Araujo (2004) verificou que o incremento nas concentracdes de KNO3 e NH4NO;
proporcionou um aumento no comprimento foliar de plantulas da orquidea Cattleya leopoldii
Verschaff. ex Lem.. Resultado semelhante ao encontrado neste estudo para a espécie N.
minutum que apresentou maior comprimento da parte aérea nas plantas mantidas em 175 mM
de N.

De acordo com Larcher (2004), altas concentragdes de N provocam um crescimento

acentuado da parte aérea e um desenvolvimento inadequado dos tecidos de sustentacao.
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Figura 6. Comprimento da parte aérea (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in
vitro nas concentracdes 0; 3,75; 7,50; 15,00; 30,00; 60,00; 120,00 e 175,00 mM de nitrogénio (N). Letras

distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao nimero de raizes (Figura 7) os resultados mostraram que ndo houve
diferencas significativas entre as concentracGes de 7,5 a 120 mM de N. Comportamento
semelhante ao encontrado por Araujo et al. (2009) ao trabalharem com a Cattleya loddigesii
Lindl. cultivadas in vitro nas concentracdes 0, 200, 400, 600 e 800 mg L™ de NH4NOs.

De acordo com Epstein e Bloom (2006), o aumento na quantidade de nutrientes
favorece a multiplicacdo das raizes. Tendéncia ndo encontrada em N. minutum, que

apresentou resultados estatisticamente iguais para as concentracdes de 7,5 a 120 mM de N.
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Figura 7. Namero de raizes de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro nas
concentracdes 0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00, 60,00, 120,00 e 175,00 mM de nitrogénio (N). Letras distintas

indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Em relagdo ao comprimento radicular, o incremento de N resultou na reducdo
gradativa das raizes, a partir da concentragdo com 7,5 mM de N (Figura 8). O comportamento
da espécie foi semelhante a outras bromélias cultivas em diferentes concentra¢des de N.

Grossi (2000) observou, em plantas de Aechmea nudicaulis (L.) Griseb. (bromélia
epifita) cultivadas in vitro, que o aumento da concentracdo de N (1,78<N<30mM) diminuia o
sistema radicular. Essa mesma tendéncia foi obtida por Kanashiro (2005) ao trabalhar com A.
blanchetiana (bromélia epifita com tanque), onde o aumento da concentracdo de N
(7,5<N<120mM) também resultou em diminuicdo gradativa no comprimento das raizes.

O crescimento reduzido em altas concentracdes de N, provavelmente ocorreu devido
ao excesso de sais no meio. De acordo com Taiz & Zeiger (2013), quando o excesso de ions
no solo atinge niveis que comprometam a disponibilidade hidrica ou excedam o nivel
adequado de um determinado nutriente o crescimento radicular € comprometido.

Segundo Van Der Werf (1996), a disponibilidade de N exerce uma forte influéncia na
alocacdo de biomassa na raiz e na parte aérea, poréem uma reducdo no fornecimento promove,
inicialmente, crescimento radicular e reducdo no crescimento da parte aérea. Relacdo que
pode ser vista em N. minutum ao comparar os resultados do comprimento da parte aérea e

radicular.
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Figura 8. Comprimento radicular (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro
nas concentragdes 0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00, 60,00, 120,00 e 175,00 mM de nitrogénio (N). Letras distintas
indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com relacdo as massas fresca e seca da parte aérea (Figuras 9 e 10) as medias
aumentaram com o aumento na concentracdo de N. A analise de matéria fresca (Figura 9)
mostrou um maior acimulo de massa nas plantas mantidas nas concentracdes de 60 a 175
mM de N. No entanto, com a analise de massa seca (Figura 10) foi possivel perceber que as

plantas mantidas nas concentra¢fes de 15 mM de N e acima tiveram um maior acimulo de



32

massa seca, sendo o maior valor de média obtido nas plantas cultivadas em 120 mM de N,
apresentando 15+2 mg.

Kanashiro (2005) trabalhando com a bromélia A. blanchetiana percebeu que com o
aumento da concentracdo de N (7,5<N<120mM) no meio MS modificado, houve a reducdo
gradativa da massa fresca da parte aérea. Tendéncia ndo observada em N. minutum, que
apresentou maior quantidade de massa fresca da parte aérea nas maiores concentracdes (60,
120 e 175 mM de N).

Silva et al. (2012) ao trabalharem com o crescimento de plantas da bromélia terricola
Ananas ananassoides (Baker) LB Sm. cultivadas in vitro em diferentes concentrages de N
(0SN<175mM) constataram que as alteragdes nas concentraces do nutriente nao
influenciaram no acimulo de massa seca da parte aérea. Resultado que difere dos encontrados
para N. minutum que apresentaram as maiores medias nas concentrages contendo 60 e 120
mM de N.

Para Bellote & Silva (2000) a massa seca da parte aérea € uma caracteristica
importante na analise de uma muda. Segundo os autores as folhas constituem uma das
principais fontes de fotoassimilados e nutrientes, que sdo vitais para adaptacdo da planta no
pos-plantio. Assim, plantas com mais massa seca de parte aérea podem ter mais sucesso na

fase de aclimatizacdo.
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Figura 9. Massa fresca parte aérea (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in
vitro nas concentragfes 0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00, 60,00, 120,00 e 175,00 mM de nitrogénio (N). Letras

distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 10. Massa seca parte aérea (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in
vitro nas concentragdes 0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00, 60,00, 120,00 e 175,00 mM de nitrogénio. Letras distintas

indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o parametro massa fresca radicular (Figura 11) as plantas mantidas na
concentracdo com 15 mM de N apresentaram uma maior quantidade de massa (375 mg),
enquanto as demais concentracfes apresentaram plantas com resultados bem inferiores (cerca
de 2,3 vezes menores). Os resultados da massa seca radicular mostraram uma tendéncia a
reducdo, conforme o aumento da concentracdo apds 15 mM de N. As plantas mantidas na
auséncia de N apresentaram 0,8+0,0 mg, enquanto o maior acimulo de biomassa ocorreu nas
plantas que permaneceram em 15 e 30 mM de N com 4,210 mg e 3,9+1,0 mg,
respectivamente, decrescendo nas concentracdes seguintes (Figura 12).

Kanashiro et. al. (2007), trabalhando com A. blanchetiana constataram que com o
aumento da concentracdo de N (7,5<N<120mM) no meio MS modificado, levou a uma
diminuicdo gradativa da massa seca radicular. O mesmo ocorreu com N. minutum apoés 15
mM de N.
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Figura 11. Massa fresca radicular (mg) de plantas da espécie Nidularium minutum Mez apds 180 dias de
cultivo in vitro nas concentrages 0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00, 60,00, 120,00 e 175,00 mM de nitrogénio (N).

Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 12. Massa seca radicular (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro
nas concentracdes 0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00, 60,00, 120,00 e 175,00 mM de nitrogénio (N). Letras distintas
indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade. Asterisco (*) indica que

ndo foi possivel realizar a andlise estatistica desta concentragdo, devido a pouca quantidade de massa obtida.

Os valores obtidos na analise de pigmentos fotossintéticos demonstraram que a
varia¢do na quantidade de N entre as concentragdes 7,5 a 120 mM de N n&o resultaram em
diferencas significativas (Figura 13). Em todas as concentragdes os resultados obtidos para
quantidades de clorofila a, b e carotenoides seguiram a mesma tendéncia (Figura 13).

Os menores teores de pigmentos foram encontrados nas concentragdes sem a presenca
de N com 114,560 pg de clorofila a.g*MF, 38,785 ng de clorofila b.g*MF e 37,378 ug de
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carotenoides.g”MF e em 3,75 mM de N com 254,079 pg de clorofila a.g"MF, 147,252 pg de
clorofila b.g™MF e 72,592 pg de carotenoides.g*MF.

M Clorofilaa  “Clorofilab ™ Carotenoides
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Figura 13. Pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) (jug/ massa fresca) extraidos de plantas de
Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nas concentracdes 0, 3,75, 7,50, 15,00, 30,00, 60,00,
120,00 e 175,00 mM de nitrogénio (N). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Kurita et al. (2012) ao estudarem a quantidade de pigmentos fotossintéticos em plantas
das bromélias Ananas ananassoides (0<N<175mM), A. imperialis (0<N<120mM) e N.
minutum (0<N<175mM) cultivadas in vitro em diferentes concentragcdes de N, constataram
que o acumulo de pigmentos fotossintéticos em funcdo da disponibilidade do nutriente ndo
segue uma tendéncia entre as espécies. Para a espécie N. minutum, os autores constataram
uma reducdo significativa na concentracdo dos pigmentos nas concentracdes que continham
uma maior quantidade de sais (120 e 175 mM de N). A mesma tendéncia foi observada neste
estudo. As possiveis diferencas nos padrdes dos resultados podem estar relacionadas a fatores
como pH e estado fisico do meio de cultura ou ainda o método utilizado para germinacao das
sementes. Os autores utilizaram para germinacdo das sementes 0 meio MS com 50% da
concentracdo de macronutrientes, enquanto neste trabalho o meio utilizado para germinacéo
ndo continha adicdo de nutrientes.

Segundo Prado (2008) a quantidade de clorofila pode demonstrar um estado
nitrogenado da planta, visto que para sua formacgao sdo necessarios quatro d&tomos de N, sendo
que a aplicacdo de N incrementa linearmente o teor de clorofila nas folhas. Para Hikosaka &
Osone (2009), o aumento na concentracdo de N fornecido as plantas pode aumentar a sua
capacidade fotossintética. Essa tendéncia foi constatada para a espécie N. minutum de 0O até

7,5 mM de N, nas demais concentragdes o incremento de N ndo alterou os teores de
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pigmentos de forma significativa, entre 7,5 e 120 mM de N, sugerindo, talvez, que a
quantidade de pigmentos ja estava proxima a maior capacidade de sintese a partir do uso de
7,5 mM de N.

Tamaki (2003) trabalhando com Ananas comosus (L.) Merr. (bromélia terricola)
cultivada in vitro a partir de segmento nodal, observou que sem a fonte nitrogenada (0 mM de
N) a quantidade de clorofilas a e b diminuiram acentuadamente ap6s 60 dias até os 180 dias
de cultivo. No presente trabalho observou-se que mesmo sem a presenca da fonte nitrogenada
as plantas apresentaram clorofilas até 180 dias de cultivo.

Segundo Ferreira & Borghetti (2004) a sobrevivéncia da planta na auséncia de N (0
mM de N), pode ocorrer devido a reserva que havia na semente. Como neste estudo as
reservas das sementes foram consumidas durante a germinacao, sugere-se que a sobrevivéncia
ocorreu por ser a especie N. minutum adaptada a pouca disponibilidade de N, visto que cresce
em solo pobre em N (ver Tabela 9).

Com a anélise de todos os resultados obtidos nas diferentes concentragdes de N foi
possivel constatar que a auséncia do nutriente comprometeu o crescimento da espécie por 180
dias em cultivo in vitro. As plantas mantidas nesta condicéo tinham tamanho reduzido, poucas
folhas e raizes, além de clorose.

Analisando os resultados, juntamente com o aspecto geral das plantas utilizadas neste
experimento, sugere-se que a concentracdo contendo 60 mM de N (a mesma do presente no

meio MS completo) seja a mais indicada para o cultivo in vitro da espécie.
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4.4.2. Crescimento em diferentes concentracgdes de fosforo (P)

As plantas cultivadas nas diferentes concentracbes de fosforo (P), assim como as
mantidas nas diferentes concentracfes de N, apresentaram crescimento diferenciado apds 180
dias de cultivo in vitro (Figura 14).

Figura 14. Aspecto das plantas N. minutum apds 180 dias de cultivo in vitro em diferentes concentraces de
fosforo (P). (A) Plantas cultivadas em na auséncia de P; (B) Plantas cultivadas em 0,30 mM de P; (C) Plantas
cultivadas em 0,60 mM de P; (D) Plantas cultivadas em 1,25 mM de P; (E) Plantas cultivadas em 2,50 mM de
P; (F) Plantas cultivadas em 5,00 mM de P; (G) Plantas cultivadas em 10,00 mM de P. Barra=1 cm
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Para o parametro nimero de folhas (Figura 15) as plantas crescidas na concentragdo
com 1,25 mM de P apresentaram o maior niumero de folhas (10,0£0,7), enquanto na auséncia
do nutriente as plantas tiveram uma menor quantidade de folhas (7,0+0,7). Nas demais
concentragdes os resultados foram semelhantes entre eles (em torno de 9,0 folhas).
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Figura 15. Namero de folhas de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nas
concentracdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00 mM de fésforo (P). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As alteragdes nas concentrages de P ndo influenciaram de forma significativa no
tamanho da parte aérea. Os resultados foram estatisticamente iguais para as plantas crescidas
nas concentraces de 0,30 a 10 mM de P, nestas concentracdes as medias de comprimento
variaram de 5,8 a 6,3 cm. A altura da parte aérea nas plantas mantidas na auséncia de P foi de
2,9+0,3 cm (Figura 16).

Outros trabalhos com bromélias envolvendo alteragdes na disponibilidade de P,
também tiveram essa mesma resposta. Kanashiro (2005) ao estudar o efeito de diferentes
concentragdes de P na bromélia A. blanchetiana (0,15<P<2,5mM) ndo constatou diferencas
entre 0s tratamentos em relacdo ao comprimento das folhas. A mesma tendéncia foi
encontrada por Selemat & Ramlah (1993) com a bromélia Ananas comosus (L.) Merr., eles
constataram que o aumento da quantidade de P (0<X<I12kg de P,Os/ha) ndo influenciou, de
forma significativa, no comprimento da parte aérea.

A diminuicdo no comprimento da parte aérea na auséncia de P pode estar relacionada
a restricdo na captacdo de carbono (Grant et al., 2001). Em cultivo de milho, a deficiéncia de
P reduziu a taxa de emissdo e crescimento das folhas, com reducdo da é&rea foliar e
consequente reducdo na captacdo de radiacdo solar, afetando o crescimento das raizes e

diminuindo a capacidade de absor¢éo de P pela planta.
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Figura 16. Comprimento da parte aérea (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez apés 180 dias de cultivo
in vitro nas concentracdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00 mM de fosforo (P). Letras distintas indicam

diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A andlise da quantidade de raizes (Figura 17) mostrou que as plantas mantidas nas
menores concentracdes de P tiveram um maior nimero de raiz, sendo que a concentracdo com
1,25 mM de P (equivalente ao MS completo) apresentou plantas com 12,0+0,7 raizes. A
menor quantidade de raizes foi observada nas plantas crescidas sem a presenca de P (0 mM) e
na que continha a maior concentracdo do nutriente (10 mM de P). Segundo Epstein & Bloom
(2006) pode ocorrer um adensamento de raizes com o aumento desse macronutriente, pois ele
pode favorecer a multiplicacdo das raizes. Resultado encontrado para N. minutum que
apresentou plantas com maior quantidade de raizes conforme o incremento de P até a

concentracdo contendo 1,25 mM de P.
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Figura 17. Numero de raizes de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nas
concentracdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00mM de fésforo (P). Letras distintas indicam diferencgas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A maior média de comprimento radicular (Figura 18) resultou das plantas mantidas na
concentragdo contendo 5 mM de P, apresentando 3,1+0,5 cm. Segundo Blevins (1999) a
auséncia de P em algumas espécies pode resultar em raizes mais longas e finas que o normal.

Resultado ndo encontrado em N. minutum, que apresentou raizes mais curtas.
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Figura 18. Comprimento radicular de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nas
concentracdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00 mM de fésforo (P). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os valores das médias em relagdo ao acumulo de massa fresca e seca da parte aérea
foram crescentes até 1,25 mM de P, decrescendo em 2,5 mM de P (199+17 mg), voltando a
aumentar em 5 mM de P (234+26 mg), sendo que o menor acimulo de massa ocorreu na
auséncia de P (69+6 mg), apesar de, estatisticamente, ndo ter sido constatado diferencas entre
0,60 a 10 mM de P (Figura 19). Os resultados de massa seca (Figura 20) mostraram um
aumento crescente até a concentracdo de 1,25 mM de P (20£2 mg), mantendo-Sse,
relativamente, estavel até 5 mM de P, decaindo em seguida. Na concentracdo com 10 mM de
P as plantas apresentaram uma menor quantidade de massa seca (122 mg), sendo
considerada estatisticamente igual as das plantas crescidas com 0,30 mM (12+0 mg). Essa
reducdo na biomassa em 10 mM de P pode sugerir certo grau de toxicidez do meio de cultura
em funcdo do excesso de salis.

Segundo Prado (2008), baixas concentracfes de P resultam em menor acimulo de
massa seca da parte aérea, conforme se verificou em N. minutum nas concentracfes 0,30 e
0,60 mM de P.

Calheiros et al. (2012), ao trabalharem com adubacéo fosfatada (0, 30, 60, 90, 120 e
150 kg.ha™) em duas variedades de cana-de-acucar, observaram um aumento no acimulo de
matéria seca nas plantas adubadas com até 90 kg ha™. Fernandes et al. (2007), ao estudarem

Cordia goeldiana Huber em diferentes concentracdes de P (0, 150, 300 e 450 mg.dm?)
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constataram um aumento crescente na biomassa da parte aérea conforme o incremento do

nutriente, assim como em N. minutum até a concentracdo contendo 1,25 mM de P.
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Figura 19. Massa fresca da parte aérea de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro
nas concentracgdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00mM de fosforo (P). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 20. Massa seca da parte aérea de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro
nas concentracdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00 mM de fosforo (P). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A analise de biomassa da parte radicular (Figuras 21 e 22) mostrou um crescimento
mais acentuado das raizes nas plantas mantidas na concentra¢cdo com 5 mM de P (42+7 mg).
Com excegdo desta concentragdo, as plantas mantidas de 0,30 a 10 mM de P foram
consideradas estatisticamente iguais para a analise de massa fresca com uma média de
aproximadamente 20 mg. No entanto, com a analise de massa seca percebesse uma tendéncia
a reducdo na concentracdo 10 mM de P. As plantas mantidas na auséncia do nutriente
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apresentaram 0 menor acimulo de biomassa com 61 mg de massa fresca e 2+1 mg de massa
seca.

Em estudos semelhantes Russowski & Nicoloso (2003), trabalharam com a espécie P.
glomerata e verificaram uma maior concentracdo de matéria seca da parte radicular nas
plantas mantidas na concentracdo com 1,07 mM de P. Enquanto Kanashiro (2005) constatou
um aumento crescente da massa seca, conforme o aumento do macronutriente na bromélia A.
blanchetiana (0<N<150% de P).

Schumacher et al. (2003) ao estudarem o crescimento de Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub. em diferentes concentragdes de P (0<P<630 mg.kg™), constataram que as
doses de P influenciaram no actmulo de biomassa até 360 mg.kg™, decrescendo nas
concentragcdes maiores.

A espécie N. minutum apresentou um comportamento distinto destas espécies, pois
obteve maior acimulo de massa nas plantas cultivadas com 5 mM de P, sem que houvesse um
aumento crescente como relatado por Kanashiro (2005) e Schumacher et al. (2003).

Stahl et al. (2013) verificaram a influencia de diferentes doses de P (0, 50, 100, 200 e
400 mg.dm™) no acimulo de massa seca de clones de Eucalyptus dunnii Maiden e Eucalyptus
benthamii Maiden & Cambage e constataram que as doses de P influenciaram no acumulo de
massa seca radicular, no entanto, para a espécie E. benthamii o acimulo de massa aumentou
linearmente conforme a adicdo de P, enquanto para a especie E. dunnii o aumento na
producdo de massa seca ocorreu até 200 mg.dm, decrescendo em seguida.

Esses estudos demonstram que o aproveitamento do P no incremento celular das raizes

pode variar conforme a espécie.
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Figura 21. Massa fresca radicular de plantas Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro nas
concentracdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00 mM de fosforo (P). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 22. Massa seca radicular de plantas Nidularium minutum Mez apés 180 dias de cultivo in vitro nas
concentracdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e 10,00 mM de fosforo (P). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A analise de pigmentos fotossintéticos mostrou que ndo existe uma concentragéo ideal
de P que influencie na quantidade de clorofilas, apenas em 10 mM de P ocorreu uma
diminuicdo nas concentragdes dos pigmentos fotossintéticos (Figura 23).

Silva et al. (2010) avaliaram se a disponibilidade de P no solo afetava a fotossintese
em plantas da espécie Coffea arabica L. utilizando trés tratamentos (auséncia do nutriente,
286 mg.kg™ e 572 mg.kg™ de P,Os) e apés 70 dias de cultivo constataram que a maior
concentracdo de pigmentos resultou dos cafeeiros cultivados com 572 mg.kg™ de P,Os, A
auséncia do P reduziu os teores de pigmentos fotossintéticos, apresentando 0s menores teores
de clorofila a e b, carotenoides e xantofilas. Segundo os autores, a baixa disponibilidade de
fosforo no solo compromete o crescimento de mudas do cafeeiro devido a disfungdo no
metabolismo fotossintético por limitaces de origem estomatica e metabdlica.

A deficiéncia de P nos estadios iniciais de desenvolvimento de uma planta pode
reduzir tanto a respiracdo como a fotossintese (Grant et al. 2001). De acordo com Blevins
(1999), altas concentracbes de P prejudicam a adequada absorcdo de magnésio (Mg) pelas
raizes e sua translocacao para as folhas. O comprometimento da absor¢do do Mg pode resultar
na diminuicdo da clorofila, uma vez que para sua formacdo sdo necessarios quatro atomos de
N e um atomo central de Mg (Prado, 2008). Com base nesses autores, é possivel concluir que
a diminuicdo na quantidade dos pigmentos fotossintéticos em N. minutum na concentragao de
10 mM de P pode ter sido influenciada, principalmente, pela diminuicdo do Mg para as

plantas.
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Figura 23. Pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) (ug/ massa fresca) extraidos de plantas
Nidularium minutum Mez apés 180 dias de cultivo in vitro nas concentragdes 0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e
10,00 mM de fésforo (P). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5%

de probabilidade

Com a analise de todos os resultados obtidos com as diferentes concentracoes de P, foi
possivel constatar que a auséncia do nutriente comprometeu o crescimento da espécie. As
concentracdes 5 e 10 mM ndo foram satisfatorias para o cultivo in vitro de N. minutum, pois
apresentaram brotac6es e reducdo dos pigmentos fotossintéticos, respectivamente. Ndo houve
uma concentracdo de méaxima eficiéncia para o cultivo in vitro da espécie, dessa forma,
sugere-se que as concentracdes 0,60 e 1,25 mM de P sejam adequadas para a propagacao da

espécie.
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4.4.3. Crescimento em diferentes concentragdes de potéssio (K)

As plantas cultivadas nas diferentes concentracBes de potéssio (K), assim como as
mantidas nas diferentes concentracbes de N e P, também apresentaram crescimento

diferenciado apds 180 dias de cultivo in vitro (Figura 14).

Figura 24. Aspecto das plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro em diferentes
concentracdes de K. (A) Plantas cultivadas em na auséncia de K; (B) Plantas cultivadas em 1,88 mM de K; (C)
Plantas cultivadas em 2,50 mM de K; (D) Plantas cultivadas em 5,00 mM de K; (E) Plantas cultivadas em 10,00
mM de K; (F) Plantas cultivadas em 20,00 mM de K; (F) Plantas cultivadas em 40,00 mM de K. Barra=1 cm
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A andlise de nimero de folhas para as plantas mantidas nas diferentes concentragdes
de K resultou em aumento até a concentracdo de 5 mM de K, mantendo-se estavel até 20 mM
de K (com 10 folhas por planta) decrescendo em seguida (Figura 25).

Santos et al. (2005) analisaram o comportamento da espécie Allium fistulosum L. em
diferentes concentracdes de K (2,5 mmol L™, 5,0 mmol L™, 10 mmol L™ e 15 mmol L™ de
KCI), ao final do experimento os autores constataram que as concentra¢des ndo influenciaram
de forma significativa na quantidade de folhas por individuo.
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Figura 25. Namero de folhas de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nas
concentracdes 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM de potassio (K). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A auséncia do K no meio comprometeu o crescimento da parte aérea (Figura 26). As
plantas mantidas sem o nutriente apresentaram 2,2+0,4 cm de altura e 0 maior comprimento
ocorreu nas plantas mantidas na concentracdo com 5 mM de K (7,0£0,7 cm).

Figueiredo et al. (2008) estudaram o crescimento in vitro da orquidea Cattleya
loddigesii em diferentes fontes de K (K,SO4 e KCL) nas concentragdes 0, 125, 250, 375 e 500
mg.L™. Os autores fizeram vérias combinacdes com essas concentraces e constataram que as
plantas apresentaram um aumento crescente na altura da parte aérea até 500 mg.L™ de K,SO,,
juntamente com 500 mg.L™ de KCI. Os autores sugerem que o efeito estimulante de K;SO4
poderia continuar em concentracdes mais altas. Com base nesses resultados e nos encontrados
em N. minutum sugere-se que a influencia do K no crescimento da parte aérea pode depender

da fonte e da concentracdo utilizada.
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Figura 26. Comprimento da parte aérea (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez apés 180 dias de cultivo
in vitro nas concentracdes 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM de potassio (K). Letras distintas

indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao numero de raizes, as plantas cultivadas na auséncia do nutriente e em
40 mM de K foram as que apresentaram 0 menor nimero de raizes com 6,0+0,7 e 9,0+0,7,
respectivamente. Para as demais concentracdes a média foi de 10 raizes por planta (Figura
27).

Kanashiro (2005) em trabalho semelhante estudou o crescimento de A. blanchetiana
em diferentes concentragdes de K (2,5<K<40). O autor constatou um aumento no nimero de
raizes conforme o acréscimo de potassio no meio. Tendéncia que difere da espécie N.

minutum que apresentou reducdo na quantidade de raizes em 40 mM de K.
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Figura 27. Numero de raizes de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nas
concentragdes 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM de potassio (K). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Para o comprimento radicular, houve um aumento crescente no comprimento das
raizes com a adi¢do de K no meio de cultura até a concentracdo de 5 mM de K (3,2+0,7cm),
decrescendo nas demais concentragdes (Figura 28). As plantas crescidas sem a fonte de K
foram as que apresentaram as menores raizes (0,9+0,2 cm), comparando esse resultado com
o0s obtidos apos 30 dias de cultivos (0,6+0,2 cm), percebe-se que a auséncia do K no meio de
cultura comprometeu o crescimento do sistema radicular.

Kurita (2011) ao estudar a influéncia de diferentes concentra¢fes de K (0<K<20 mM)
no crescimento de plantas A. imperialis constatou que as menores raizes resultaram do
tratamento sem a presenca de K, assim como ocorreu no presente estudo com plantas da
espécie N. minutum. Para as demais concentra¢fes a autora verificou que o comprimento
radicular aumentou com o incremento do nutriente, sem apresentar diferengas significativas.
Diferentemente dos resultados obtidos com N. minutum que apresentaram diferencas entre as

concentragdes.
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Figura 28. Comprimento radicular (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in
vitro nas concentragdes 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM de potassio (K). Letras distintas indicam

diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A adicdo de K no meio ndo influenciou na biomassa das plantas. A menor quantidade
de massa ocorreu nas plantas mantidas na auséncia do nutriente com 466 mg de massa fresca
e 3,240 mg de massa seca. Para as demais concentracdes ndo foi constatado diferencas
significativas (Figuras 29 e 30).

Santos et al. (2008) ao estudarem a influéncia de fontes de potéassio (KH,PO4.H,O 0,
250, 500 e 1000 mg.L™ e KCI 0, 125, 250, 500 e 1000 mg.L™) na multiplicac4o in vitro de
crisdntemo, constataram que o0 aumento nas concentragdes de fosfato de potassio promoveu o

ganho de matéria fresca e seca da parte aérea. Sendo que o maior acimulo de biomassa



49

ocorreu nas plantas cultivadas no meio que continha 1000 mg.L™ de fosfato de potéassio com

250 mg.L™ de cloreto de potéssio.
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Figura 29. Massa fresca parte aérea (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in
vitro nas concentrac6es 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM de potassio (K). Letras distintas indicam

diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 30. Massa seca parte aérea (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in
vitro nas concentracoes 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM de potassio (K). Letras distintas indicam

diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a analise da massa fresca radicular ndo houve uma concentracdo mais eficiente e
sim uma faixa que compreende as concentracdes de 1,88 a 20 mM de K.

As plantas mantidas na auséncia de K tiveram o menor acumulo de massa fresca (61
mg), seguido pela concentragdo contendo 40 mM de K (20+1 mg), para as demais
concentracdes os resultados ficaram entre 40 e 46 mg (Figura 31).

Com a analise de massa seca radicular foi possivel perceber que as plantas mantidas
nas concentragdes 1,88, 2,50, 10 e 20 mM de K tiveram um maior acumulo de agua, sendo o
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crescimento radicular maior para os individuos mantidos na concentracdo com 5 mM de K
(6x1 mg) (Figura 32).

Kurita (2011) estudando a espécie A. imperialis (0<K<40mM) ndo encontrou
diferencas estatisticas para a quantidade de massa fresca radicular entre as concentracfes 1,88
a 20 mM de K, assim como a espécie N. minutum. No entanto, para a espécie A. imperialis 0s
resultados se mantiveram 0s mesmos na analise de massa seca, ao contrario dos resultados
encontrados para a N. minutum que obteve resultado maior em 5 mM de K. A autora também

constatou menor acimulo de biomassa na auséncia deste nutriente.
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Figura 31. Massa fresca radicular (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez apés 180 dias de cultivo in
vitro nas concentragdes 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM de potassio (K). Letras distintas indicam

diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 32. Massa seca radicular (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro
nas concentracbes 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM de potéssio (K). Letras distintas indicam

diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, as plantas mantidas na concentragdo 5 mM

de K apresentaram as maiores médias com 1248,256 pg de clorofila a.g™*MF, 624,718 pg de
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clorofila b.g*MF e 282,017 ug de carotenoides.gMF e a menor média ocorreu na auséncia
do nutriente (747,867 ug de clorofila a.g™*MF, 265,785 pg de clorofila b.g*MF e 220,512 pg
de carotenoides.g®MF), apesar de ndo ter sido constatado diferencas estatisticas entre as
concentragdes de 1,875 a 20 mM de K. (Figura 33).

Essa reducdo nos teores de clorofila na auséncia do potassio pode estar relacionada
com a diminuicdo de cloroplasto. Segundo Prado (2008), a reducdo no fornecimento de K ao
vegetal resulta em destruicdo dos cloroplastos, tendo como consequéncia a redugdo dos
pigmentos fotossintéticos. De acordo com 0 mesmo autor, quando o nutriente est em excesso
pode comprometer a absor¢do de outros nutrientes, e se houver a reducdo na absorcdo de Mg
também pode ocorrer a reducdo dos pigmentos, por esse cation fazer parte da molécula de
clorofila.

A auséncia do K comprometeu de forma significativa o crescimento da especie,
apresentando 0s menores valores nas analises biométricas, biomassa e pigmentos

fotossintéticos, comparando-se com as demais concentragoes.
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Figura 33. Pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides)(ug/ massa fresca) extraidos de plantas de
Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nas concentraces 0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e
40,00 mM de potassio (K). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Com base em todos os parametros analisados e no aspecto geral das plantas constatou-
se que as concentracdes de 5 a 20 mM de K sdo favoraveis ao crescimento, no entanto,
sugere-se que a concentragdo com 10 mM de K seja utilizada para o cultivo in vitro da espécie
N. minutum por ser uma concentracdo intermedidria dentre as que apresentaram os melhores

resultados.
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4.4.4. Crescimento em diferentes concentracdes de célcio (Ca)

As plantas cultivadas nas diferentes concentragdes de calcio (Ca), assim como as
mantidas nas diferentes concentracBes de N, P e K, também apresentaram crescimento

diferenciado apds 180 dias de cultivo in vitro (Figura 34).

Figura 34. Aspecto das plantas Nidularium. minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro em diferentes
concentracdes de Ca. (A) Plantas cultivadas em na auséncia de Ca; (B) Plantas cultivadas em 0,75 mM de Ca;
(C) Plantas cultivadas em 1,50 mM de Ca; (D) Plantas cultivadas em 3,00 mM de Ca; (E) Plantas cultivadas em

4,50 mM de Ca; (F) Plantas cultivadas em 6,00 mM de K. Barra=1cm
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Para a analise do numero de folhas o aumento na concentracdo de Ca até 4,5 mM néo
influenciou nos resultados. As plantas mantidas nestas concentracbes apresentaram uma
média de 09 folhas por planta. A concentracdo com 6 mM de Ca, apresentou plantas com as
menores quantidades de folhas (7,8+0,8 folhas por planta) (Figura 35).

Kanashiro et al. (2009) ao trabalharem com a bromélia A. blanchetiana sob diferentes
concentracdes de Ca e Kurita (2011) em estudo com a bromélia A. imperialis, também sob
diferentes concentracdo de Ca, constataram que 0 aumento nas concentragdes desse nutriente
ndo influenciou de forma significativa na quantidade de folhas. Resultados que corroboram

com os encontrados com a espécie N. minutum.
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Figura 35. Namero de folhas de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nas
concentragdes 0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM de calcio (Ca). Letras distintas indicam diferengas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O comprimento da parte aérea apresentou diferencas significativas conforme o
incremento do nutriente. As plantas mantidas nas concentracdes de 1,50, 3 e 6 mM de Ca
apresentaram folhas mais compridas com 8,1+0,7 cm, 7,4+0,7 cm e 7,8+0,6 cm,
respectivamente (Figura 36).

Takane et al. (1994) ao analisarem a influéncia do CaCl, (440, 880, 1,760, 2,640 e
3,520 mg.L™) na micropropagacdo de explantes da espécie Gypsophila paniculata L.,
constataram que as plantas com maior parte aérea foram as cultivadas em 1,760 mg.L™ de
CaCl, (concentracdo quatro vezes maior do que a presente no meio MS). Segundo os autores 0
uso do meio MS (440 mg.L™ de CaCl,) néo foi satisfatrio para o crescimento da espécie por
apresentar alto indice de estiolamento, ao contrario do observado na espécie N. minutum que
apresentou resultados satisfatorios para esta concentracdo, em relacdo ao comprimento da

parte aérea.
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Figura 36. Comprimento da parte aérea (cm) de plantas da espécie Nidularium minutum apos 180 dias de
cultivo in vitro nas concentragdes 0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM de calcio (Ca). Letras distintas indicam

diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao nimero de raizes, as alteracfes na quantidade de Ca ndo resultaram em
grandes diferencas (Figura 37). As médias ficaram entre 09 e 10 raizes por planta, tendo
apresentado a maior média as plantas mantidas na concentracdo com 3 mM de Ca (11,0+0,6),
(apesar de ndo ter apresentado diferencas estatisticas nas concentra¢des de 0,00, 0,75 e 6,00

mM de Ca), enquanto as mantidas em 4,50 mM de Ca apresentaram menos raizes (9,0£0,4).
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Figura 37. Numero de raizes de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro nas
concentragdes 0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM de célcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O comprimento radicular (Figura 38) das plantas mantidas em 1,5 mM de Ca foi, em
valor médio, maior se comparado aos demais tratamentos, apresentando uma média de
3,3+0,6 cm, apesar de ndo ter apresentado diferencas estatisticas com os demais tratamentos
(excecéo da concentragédo de 0,75 mM de Ca) (Figura 38). Segundo Prado (2008), em baixa
disponibilidade de Ca ocorre uma maior producédo de etileno que pode estimular a formacao

de raizes, fato que parece ndo ter ocorrido com N. minutum.
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Figura 38. Comprimento radicular (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in
vitro nas concentrag@es 0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM de célcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo a massa da parte aérea, constatou-se que a concentracdo contendo 1,5 mM
de Ca favoreceu o incremento celular das folhas com 295+30 mg de massa fresca e 26+3 mg
de massa seca. As plantas cultivadas sem a presenca de Ca apresentaram 0 menor acimulo de
massa tanto fresca como seca com 236+16 mg e 161 mg, respectivamente. Para as demais
concentragdes, os resultados foram estatisticamente iguais, apresentando uma média de 200
mg de massa fresca e 19 mg de massa seca (Figuras 39 e 40).

Aranda-Peres et al. (2009) ao trabalharem com trés espécies de bromélias (V.
friburguensis, V. hieroglyfhica e V. unilateralis) em diferentes concentracdes de Ca (1,5 mM,
3 mM, 6 mM e 12 mM) constataram que os individuos cultivados em 12 mM de Ca
apresentaram um maior acimulo de massa tanto fresca quanto seca. Esse aumento no
crescimento da parte aérea foi constatado nas trés espécies.

Para Kurita (2011) em trabalho semelhante com a espécie A. imperialis em diferentes
concentragdes de Ca (0, 0,75, 1,5, 3 e 6 mM) a concentracdo que apresentou maior média para

0 parametro massa seca foi a que continha 4,5 mM de Ca.
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Figura 39. Massa fresca da parte aérea (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in
vitro nas concentragdes 0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM de calcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 40. Massa seca da parte aérea (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in
vitro nas concentracdes 0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM de célcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A analise da biomassa radicular (Figuras 41 e 42) demonstrou ndo ter havido
diferencas entre os tratamentos 0,75 a 6 mM de Ca, tendo sido observado apenas uma média
maior de massa fresca nas plantas mantidas na concentracdo com 4,5 mM de Ca com 78+20
mg e para massa seca a média foi maior em 3 mM de Ca com 8+1 mg. Para o parametro
massa fresca as plantas mantidas na auséncia de Ca apresentaram menor acimulo de massa,
no entanto, apds o processo de secagem das raizes constatou-se que o incremento celular foi
semelhante as demais concentracdes.

Silva et al. (2011) ao trabalharem com a espécie Phaseolus vulgaris L. cv. Talismd em
concentracBes crescentes de Ca (0, 25, 50, 100 e 200 mg.dm®), constataram que a

concentracdo que mais favoreceu o crescimento das raizes foi 100 mg.dm™ (concentragéo
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préxima a 0,75 mM de Ca). Para a espécie N. minutum a alteracdo nas concentracfes de Ca

ndo apresentou diferencas no crescimento radicular.
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Figura 41. Massa fresca radicular (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez apés 180 dias de cultivo in vitro
nas concentracbes 0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM de calcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

I

0,0 0,75 1,50 3,00 4,50 6,0

Massa seca radicular
(mg. planta?)

OFRP NWMOOUO N OO
1

Concentragdes (mM de Ca)

Figura 42. Massa seca radicular (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro
nas concentragbes 0, 0,75, 1,50, 3,00, 4,50 e 6,00 mM de célcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade

A analise dos pigmentos fotossintéticos demonstrou que o maior acimulo ocorreu nas
plantas mantidas na concentragdo contendo 1,50 mM de Ca. A concentragdo de pigmentos foi
elevada, mesmo nas plantas mantidas sem o nutriente, sendo semelhante aos resultados
obtidos nas concentragdes 0,75 e 3 mM de Ca. Os resultados obtidos nas concentragfes com
4,50 mM e de 6 mM de Ca demonstram que as plantas tiveram uma reducdo nos teores dos
pigmentos (Figura 43).

Kurita et al. (2011) ao realizarem trabalho semelhante com a espécie A. imperialis

(bromelia saxicola) ndo constataram diferencas significativas entre as concentracGes utilizadas
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(0<Ca<6mM). Resultado que difere da espécie em estudo, que é de habito terricola, que
apresentou reducédo nas concentracOes de clorofilas e carotenoides a partir de 4,5 mM de Ca.

De acordo com Casarini (2004) a absorcdo de Ca pelas raizes é fortemente
influenciada pela concentracdo de K na zona radicular, devido ao efeito antagonista entre 0s
fons. Quando o fon Ca?" esta presente no solo em baixas concentracdes ocorre uma maior
absorcédo de fons K* pelas plantas, ao contrario, ou seja, quando o Ca esta presente em altas
concentragdes a absorcdo do K € reduzida. A partir dessas informacfes sugere-se que a
reducdo nos teores de pigmentos fotossintéticos nas concentracdes 4,5 e 6 mM de Ca ocorreu
em funcédo do excesso de Ca no meio que comprometeu a absorgdo do ion K* (Guerreiro et.
al, 2012). Conforme citado anteriormente, a deficiéncia de K ao vegetal pode resultar na
reducdo da capacidade fotossintética, devido a destruicdo de cloroplastos.
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Figura 43. Pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) (ug/ massa fresca) extraidos de plantas da
espécie Nidularium minutum apds 180 dias de cultivo in vitro nas concentracdes 0; 0,75; 1,50; 3,00; 4,50 e 6,00
mM de célcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

De modo geral, as alteracBes nas concentracdes de Ca ndo resultaram em grandes
alteracdes no crescimento das plantas de N. minutum. Esses resultados podem estar
relacionados ao fato deste cation ter pouca mobilidade e ser absorvido apenas pelas raizes
jovens por ndo estarem suberizadas, sem estrias de Caspary, ou ainda, por competicdo com
outros fons como NH,", K" e Mg*? que em altas concentracdes podem diminuir a absorcdo do
Ca (Malavolta, 2006; Prado, 2008).

Com base nos resultados obtidos e analise das plantas, sugere-se que a concentragdo
contendo 1,5 mM de Ca seja a mais indica para o crescimento da espécie N. minutum sob

cultivo in vitro.
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4.5. Resumo dos principais resultados

Os resultados obtidos nos tratamentos com as diferentes concentracdes de N, P, K e Ca
demonstraram que a espécie N. minutum respondeu as alteragdes de sais no meio MS,
conforme o esperado. Entretanto, alguns parametros ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre as concentracfes, mas ao analisar o aspecto geral das plantas, de forma
individualizada, foi possivel constatar algumas alteraces morfoldgicas, possivelmente
influenciadas pela disponibilidade de nutrientes.

Em relacdo a parte aérea, algumas plantas apresentaram diferencas na textura das folhas,
algumas eram extremamente delgadas, enquanto outras a parte aérea era formada por folhas
mais espessas, algumas apresentavam um aspecto murcho. Algumas concentragdes
influenciaram na presenca e no tamanho dos espinhos presentes nas margens das folhas.

Diferencas no sistema radicular também foram verificadas, como altera¢cbes na
coloracdo, espessura e varia¢do na presenca de pelos absorventes.

Em todas as concentragcdes dos quatro tratamentos as plantas apresentaram senescéncia
foliar, e em algumas concentra¢des como 120 e 175 mMde N, 2,5e5mM deP e 4,5e 6 mM
de Ca houve a ocorréncia de brotacdes.

De modo geral, a deficiéncia nos macronutrientes por 180 dias comprometeu o
crescimento das plantas, porém sé resultou em morte de individuos na auséncia de K. A morte
de plantas no tratamento que ndo continha K pode estar relacionada com a importancia deste
nutriente na ativacdo de enzimas e movimento estomatico (Prado, 2008). O jon K* esta
envolvido na ativacdo de varias enzimas como quinases e sintetases e quando presente no
vacuolo eleva o potencial osmotico das células-guarda, resultando em absor¢cdo de H,0,
aumentando o turgor e ocasionando a abertura dos estdmatos.

Andrade & Tamaki (2012) estudaram a influencia do N, P e K no crescimento da
espécie N. minutum cultivadas in vitro e constataram que a auséncia desses macronutrientes
no meio de cultura reduziu de forma significativa o crescimento das plantas. Os autores
verificaram que o N foi o nutriente que mais comprometeu o crescimento das plantas,
resultando em plantas 8 vezes menores em relacdo as plantas cultivadas em MS completo.
Neste estudo também verificou-se que as plantas cultivadas sob auséncia do N apresentaram
um maior comprometimento do crescimento quando comparadas as plantas crescidas sob
deficiéncia de P e K.

Constatou-se que o crescimento foi comprometido nas concentragdes contendo 120 e
175 mM de N, 10 mM de P e 40 mM de K. Segundo Taiz & Zeiger (2013) quando os

minerais presentes no solo estdo em excesso, este se torna salino e o crescimento das plantas,
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de modo geral, é reduzido, podendo levar o vegetal a morte, sendo assim, podemos sugerir
que a reducédo no crescimento das plantas mantidas nesses tratamentos pode ter ocorrido pelo
excesso de sais no meio.

Em relagdo as melhores concentracfes, as plantas mantidas no meio contendo 60 mM
de N formaram um lote homogéneo, apresentando poucas folhas senescentes com uma média
de 1,0 folha por planta, raizes com aproximadamente 1 mm de espessura e folhas com
coloracdo bem escura, devido ao acimulo de pigmentos fotossintéticos.

Para o tratamento contento alteracdo na disponibilidade de P, a concentra¢do com 0,60
mM de P apresentou plantas bem uniformes. O lote tinha poucas plantas pequenas e pouca
senescéncia foliar com uma media de 1,3 folhas por planta. No geral, as plantas estavam com
uma boa relacdo raiz/ parte aérea. As plantas mantidas no meio contendo 1,25 mM de P
apresentaram caracteristicas bem semelhantes as plantas crescidas em 0,60 mM de P. A média
de senescéncia foliar também foi de 1,3 folhas por planta, esse lote apresentou folhas bem
maleéveis e sistema radicular bem formado.

As plantas mantidas em meio contendo 10 mM de K apresentaram folhas mais finas,
raizes com coloracgéo clara e ndo muito compridas, no entanto, apresentaram uma boa relacéo
raiz/ parte aérea. Houve pouca senescéncia foliar, apenas 0,9 folhas por planta, sem nenhuma
morte.

As plantas cultivadas no meio contendo 1,5 mM de Ca apresentaram folhas com
textura mais maleavel, raizes grossas e uma média de 1,3 folhas senescentes por planta. Assim
como as plantas das demais concentragdes, as pertencentes a esse lote também apresentaram
alteracdo na coloracdo das folhas mais jovens, fato que pode estar relacionado a baixa
mobilidade do mineral.

Quando comparamos as melhores concentracbes através dos pardmetros de
crescimento é possivel perceber que a plantas mantidas no tratamento contendo 1,5 mM Ca
apresentaram resultados superiores aos demais tratamentos (Figuras 44, 45, 46, 47 e 48).

Em relacdo a quantidade de folhas, as plantas crescidas em 1,25mM de P apresentaram
a maior quantidade com 12,0+0,7 folhas, a menor quantidade ocorreu nas plantas mantidas no
tratamento contendo 60 mM de N com 10,0+0,5 folhas por planta (Figura 44). As plantas que
apresentaram o maior comprimento foliar e acimulo de massas (Figura 45 e 46) foram as
mantidas no meio que continha 1,5 mM de Ca com 7,6+0,7 cm, 285+56 mg de massa fresca e

24+7 mg de massa seca.
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Figura 44. Numero de folhas de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nos
tratamentos contendo 60 mM de nitrogénio (N), 0,60 e 1,25 mM de fosforo (P), 10 mM de potassio (K) e 1,5 de
calcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Figura 45. Comprimento da parte aérea (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo
in vitro nos tratamentos contendo 60 mM de nitrogénio (N), 0,60 e 1,25 mM de fosforo (P), 10 mM de potassio
(K) e 1,5 de célcio (Ca). Letras distintas indicam diferengas significativas de acordo com teste de Tukey a 5%

de probabilidade.
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Figura 46. Massa fresca e seca da parte aérea (mg.planta™) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180
dias de cultivo in vitro nos tratamentos contendo 60 mM de nitrogénio (N), 0,60 e 1,25 mM de fésforo (P), 10
mM de potéassio (K) e 1,5 de calcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Para os parametros relacionados ao sistema radicular as plantas mantidas no
tratamento com 1,25 mM de P foram as que apresentaram o0 maior numero de raizes
(12,0+0,7), sendo 0 menor numero resultante das plantas crescidas no tratamento com 60 mM
de N (9,0+0,7) (Figura 47). Em relacdo ao comprimento radicular (Figura 48) as plantas que
permaneceram no tratamento com 1,5 mM de Ca apresentaram raizes mais longas com
3,5£0,8 cm. As plantas mantidas nos demais tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas para esse parametro. O maior acumulo de massa fresca e seca (Figura 49)

resultou das plantas mantidas em 1,5 mM de Ca com 285+24 mg e 58+8 mg, respectivamente.
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Figura 47. NUmero de raizes de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro nos
tratamentos contendo 60 mM de nitrogénio (N), 0,60 e 1,25 mM de fésforo (P), 10 mM de potéssio (K) e 1,5 de
célcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Figura 48. Comprimento radicular (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in
vitro nos tratamentos contendo 60 mM de nitrogénio (N), 0,60 e 1,25 mM de fosforo (P), 10 mM de potassio
(K) e 1,5 de célcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5%

de probabilidade.
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Figura 49. Massa fresca e seca radicular (mg.planta™) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180 dias de
cultivo in vitro nos tratamentos contendo 60 mM de nitrogénio (N), 0,60 e 1,25 mM de fésforo (P), 10 mM de
potéssio (K) e 1,5 de célcio (Ca). Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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O maior acumulo de pigmentos fotossintéticos para as plantas mantidas nos melhores
tratamentos de N, P, K e Ca resultaram do tratamento com 1,5 mM de Ca (1296,47 ug de
clorofila a.g™MF, 611,36 ug de clorofila b.g™MF e 306,18 pg de carotenoides.g™MF),
seguido das plantas mantidas em 10 mM de K (1186,51 pg de clorofila a.g*MF, 535,92 pg de
clorofila b.g*MF e 277,95 ug de carotenoides.gMF) (Figura 50).

H Clorofilaa & Clorofilab ® Carotenoides

1400 =
8 ab
S 1200
\8 8
C »n
£8 1000 1 5 -
o S
89 800 - -
172) % a
& 00 ab
g2 b b b
=4 400 - B 3
o bc c

200 - ¢

O .

60 MM N 06mMP 125mMP 10mMK 15mMCa
Tratamentos

Figura 50. Pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) (ug/ massa fresca) de plantas de Nidularium
minutum Mez ap6s 180 dias de cultivo in vitro tratamentos contendo 60 mM de nitrogénio (N), 0,60 e 1,25 mM
de fosforo (P), 10 mM de potéssio (K) e 1,5 de calcio (Ca). Letras distintas indicam diferengas significativas de

acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O crescimento diferenciado das plantas cultivadas em 1,5 mM de Ca pode ter
resultado da interacdo dos nutrientes presentes nesta concentracdo. Comparando a formulagéo
deste meio aos demais tratamentos verificou-se que em 1,5 mM de Ca a concentracdo de
CaCl,.2H,O era menor em relacdo aos demais tratamentos, condicdo que pode ter
influenciado em funcdo da menor concentracdo de cloro presente no meio. Continha também
maior quantidade de K em relacdo a 10 mM de K e menor concentracdo de NH4;NO3; em
relacdo a 60 mM de N. Acredita-se que esses fatores possam ter favorecido o crescimento das
plantas de N. minutum em meio contendo 1,5 mM de Ca.

Os resultados encontrados neste estudo, juntamente, com os obtidos em trabalhos
semelhantes (apresentados neste trabalho), demonstram a importancia em ser formular meios
especificos para cada espécie, pois as exigéncias nutricionais entre as plantas sdo bem

distintas, mesmo quando as espécies pertencem a mesma familia.
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5. Cultivo em meio formulado a partir dos melhores resultados anteriores

Com os resultados obtidos para cada macronutriente foi possivel elaborar dois meios de

cultura visando a otimizacdo do crescimento da bromélia N. minutum, denominados T1 e T2

(descritos na Tabela 6).

Constatou-se apds 180 dias de experimento a sobrevivéncia de todas as plantas

cultivadas in vitro nos diferentes meios de cultura e foi possivel observar um crescimento

diferenciado entre as plantas (Figura 51).

Figura 51. Aspecto das plantas de Nidularium. minutum Mez apés 180
dias de cultivo in vitro nos tratamentos com as melhores concentragdes
dos resultados anteriores. (A) Plantas cultivadas em T1 — 60 mM de N,
0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca. (B) Plantas cultivadas em
T2 - 60 mM de N, 1,25 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca. (C)
Plantas cultivadas em MS completo; (D) Plantas cultivadas em MS/2 —
50% da concentragdo de macronutrientes. (E) Plantas cultivadas em
MS/5 — 20% da concentracdo de macronutrientes. (F) Plantas cultivadas
em MS/10 — 10% da concentracdo de macronutrientes. (G) Plantas
cultivadas em MS/20 — 5% da concentracdo de macronutrientes. As
concentracbes de micronutrientes, tiamina, mioinositol e sacarose

permaneceram as mesmas do MS original. Barra=1 cm
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Para os parametros relacionados a parte aérea, constatou-se que a quantidade de folhas
por planta ndo sofreu alteracdo nos meios T1 e T2, apresentando um valor médio de 11 folhas
por planta, resultado que se manteve para as plantas cultivadas no meio MS, MS/2 e MS/5
(Figura 52). Em relacdo ao comprimento foliar (Figura 53), as plantas cultivadas nos meios
T1 e T2 apresentaram as folhas mais compridas com 8,4+0,6 e 8,7£0,6 cm, respectivamente.

As plantas que acumularam maior quantidade de massa fresca foram as mantidas nos
tratamentos T1, T2 e MS (Figuras 54). Com os resultados do pardmetro massa seca constatou-
se que o maior incremento celular ocorreu nas plantas mantidas nos tratamentos T1 e T2,
demonstrando que as plantas crescidas em MS tiveram um maior acimulo de agua (Figura
55). Observando os resultados das massas, constatou-se que estes seguem a mesma tendéncia
das plantas cultivadas nos tratamentos contendo as diferentes concentracbes de N. Essa
semelhanca condiz com as informacgdes de Van Der Werf (1996) sobre o crescimento ou redugdo
das partes aérea e radicular em funcéo da disponibilidade de nitrogénio.

Como neste experimento todos os macronutrientes foram alterados e os resultados
apresentaram uma tendéncia semelhante aos obtidos nos tratamentos com N, concluimos que
o N é requerido em maior quantidade pelas plantas da espécie N. minutum, assim como para a

maioria das espécies vegetais.
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Figura 51. Nimero de folhas de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo in vitro nos
tratamentos T1 (60 mM de N, 0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), T2 (60 mM de N, 1,25 mM de P,
10 mM de K e 1,5 mM de Ca), MS completo, MS/2 (50% da concentracdo de macronutrientes), MS/5 (20% da
concentracdo de macronutrientes), MS/10 (10% da concentracdo de macronutrientes) e MS/20 (5% da
concentracdo de macronutrientes). As concentragdes de micronutrientes, tiamina, mioinositol e sacarose
permaneceram as mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 52. Comprimento da parte aérea (cm) de plantas de Nidularium minutum Mez apds 180 dias de cultivo
in vitro nos tratamentos T1 (60 mM de N, 0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), T2 (60 mM de N, 1,25
mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), MS completo, MS/2 (50% da concentracdo de macronutrientes), MS/5
(20% da concentracdo de macronutrientes), MS/10 (10% da concentracdo de macronutrientes) e MS/20 (5% da
concentracdo de macronutrientes). As concentracBes de micronutrientes, tiamina, mioinositol e sacarose
permaneceram as mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 53. Quantidade de massa fresca da parte aérea (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180
dias de cultivo in vitro nos tratamentos T1 T1 (60 mM de N, 0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), T2
(60 mM de N, 1,25 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), MS completo, MS/2 (50% da concentracdo de
macronutrientes), MS/5 (20% da concentracdo de macronutrientes), MS/10 (10% da concentragdo de
macronutrientes) e MS/20 (5% da concentracdo de macronutrientes). As concentracfes de micronutrientes,
tiamina, mioinositol e sacarose permaneceram as mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 54. Quantidade de massa seca da parte aérea (mg) de plantas de Nidularium minutum Mez ap6s 180
dias de cultivo in vitro nos tratamentos T1 (60 mM de N, 0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), T2 (60
mM de N, 1,25 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), MS completo, MS/2 (50% da concentracdo de
macronutrientes), MS/5 (20% da concentracdo de macronutrientes), MS/10 (10% da concentracdo de
macronutrientes) e MS/20 (5% da concentracdo de macronutrientes). As concentra¢fes de micronutrientes,
tiamina, mioinositol e sacarose permaneceram as mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao sistema radicular a quantidade de raizes foi maior nas plantas crescidas
em T1, ndo apresentando diferencas significativas nos demais tratamentos (Figura 55). Para
analise de comprimento, verificou-se um aumento das raizes conforme a reducdo dos
macronutrientes. As plantas que permaneceram nos meios MS/10 e MS/20 apresentaram
raizes mais compridas com 7,7+0,8 e 8,4+0,8 cm, respectivamente (Figura 56). Sabe-se que o
aumento no comprimento radicular € comum em plantas cultivadas sob pouca disponibilidade
de nutrientes, mas ao compararmos esses resultados com os obtidos nos tratamentos contendo
as diferentes concentracGes de N, P, K e Ca, nota-se que os resultados seguiram a mesma
tendéncia das plantas crescidas nas diferentes concentracdes de N, ou seja, raizes maiores
conforme a diminuicdo na concentracdo do nutriente no meio, seguindo a mesma tendéncia do
comprimento da parte aérea. Dessa forma, sugere-se que em situacdo de deficiéncia o
nutriente que mais influencia no comprimento radicular € o N.

A anéalise de massa fresca radicular seguiu a mesma tendéncia encontrada para o
parametro comprimento radicular. As plantas mantidas nos tratamentos MS/10 e MS/20
apresentaram a maior quantidade de massa com 55+17 mg e 6536 mg, respectivamente
(Figura 57). De acordo com os resultados obtidos na andlise de massa seca das raizes o
incremento celular foi maior para as plantas mantidas em T1 e T2. Para 0os demais tratamentos

ndo houve diferengas significativas (Tabela 58).
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Figura 55. Quantidade de raizes de plantas da espécie Nidularium minutum ap6s 180 dias de cultivo in vitro
nos tratamentos T1 (60 mM de N, 0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), T2 (60 mM de N, 1,25 mM de
P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), MS completo, MS/2 (50% da concentracdo de macronutrientes), MS/5 (20%
da concentracdo de macronutrientes), MS/10 (10% da concentracdo de macronutrientes) e MS/20 (5% da
concentracdo de macronutrientes). As concentracdes de micronutrientes, tiamina, mioinositol e sacarose
permaneceram as mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 56. Comprimento radicular (cm) de plantas da espécie Nidularium minutum apds 180 dias de cultivo in
vitro nos tratamentos T1 (60 mM de N, 0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), T2 (60 mM de N, 1,25
mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), MS completo, MS/2 (50% da concentracdo de macronutrientes), MS/5
(20% da concentracdo de macronutrientes), MS/10 (10% da concentracdo de macronutrientes) e MS/20 (5% da
concentracdo de macronutrientes). As concentragBes de micronutrientes, tiamina, mioinositol e sacarose
permaneceram as mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 57. Quantidade de massa fresca radicular (mg) de plantas da espécie Nidularium minutum ap6s 180 dias
de cultivo in vitro nos tratamentos T1 (60 mM de N, 0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), T2 (60 mM
de N, 1,25 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), MS completo, MS/2 (50% da concentracdo de
macronutrientes), MS/5 (20% da concentracdo de macronutrientes), MS/10 (10% da concentracdo de
macronutrientes) e MS/20 (5% da concentracdo de macronutrientes). As concentra¢fes de micronutrientes,
tiamina, mioinositol e sacarose permaneceram as mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 58. Quantidade de massa seca radicular (mg) de plantas da espécie Nidularium minutum ap6s 180 dias
de cultivo in vitro nos tratamentos T1 (60 mM de N, 0,60 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), T2 (60 mM
de N, 1,25 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca), MS completo, MS/2 (50% da concentragdo de
macronutrientes), MS/5 (20% da concentracdo de macronutrientes), MS/10 (10% da concentracdo de
macronutrientes) e MS/20 (5% da concentragdo de macronutrientes). As concentragBes de micronutrientes,
tiamina, mioinositol e sacarose permaneceram as mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas

significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os teores de clorofilas e carotenoides foram muito semelhantes entre os tratamentos T1,
T2, MS e MS/2, no entanto, as maiores medias foram obtidas nas plantas mantidas em T2
com 1497 pg de clorofila a.g™MF, 511 pg de clorofila b.g™MF e 459 ug de carotenoides.qg”
'MF ¢ MS com 1431 pg de clorofila a.gMF, 599 ug de clorofila b.g™MF e 436 g de
carotenoides.gMF (Figura 59).
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Figura 59. Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) (ug/ massa fresca) extraidos
de plantas da espécie Nidularium minutum ap6s 180 dias de cultivo in vitro nos tratamentos T1 (60 mM de N,
0,60 MM de P, 10 mM de Ke 1,5 mM de Ca), T2 (60 mM de N, 1,25 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca),
MS completo, MS/2 (50% da concentracdo de macronutrientes), MS/5 (20% da concentracdo de
macronutrientes), MS/10 (10% da concentragdo de macronutrientes) e MS/20 (5% da concentracdo de
macronutrientes). As concentragBes de micronutrientes, tiamina, mioinositol e sacarose permaneceram as
mesmas do MS original. Letras distintas indicam diferencas significativas de acordo com teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

A reducdo no conteddo de clorofilas e carotenoides das plantas mantidas nos
tratamentos MS/5, MS/10 e MS/20, em relacdo aos demais tratamentos, provavelmente esta
relacionado a reducdo na disponibilidade dos nutrientes, principalmente o N e K. O N por
estar presente na formacdo da molécula de clorofila, quando em deficiéncia pode ocasionar
reducdo no tamanho dos cloroplastos e baixo conteudo de clorofila (Prado, 2008). A
deficiéncia de K também pode comprometer o acimulo de pigmentos, por ser um céation
ativador de muitas enzimas envolvidas na respiracdo e fotossintese (Taiz & Zeiger, 2013).

Utilizando a quantidade de clorofilas como indicador nutricional, pode-se concluir que

0s tratamentos ndo comprometeram o estado nutricional das plantas, mesmo nas dilui¢es do
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meio MS. Resultado que corrobora com o relato de Benzing (2000), indicando que N.
minutum pode ser uma espécie adaptada a pouca disponibilidade de nutrientes.

Com os resultados obtidos, constatou-se que as plantas desta espécie sdo bem
resistentes, pois mesmo as cultivadas com pouca disponibilidade de nutrientes, MS/10 e
MS/20 sobreviveram por 180 dias de cultivo in vitro. De acordo com Benzing (2000), muitas
bromélias estdo adaptadas a pouca disponibilidade de nutrientes, pois em condi¢des naturais,
0s baixos niveis de nutrientes disponiveis no solo é uma condigdo comum as plantas (Epstein
& Bloom, 2006).

Tamaki et al. (2007) estudaram clones da bromélia Ananas comosus (L.) Merril cultivar
‘Smooth Cayenne’ cultivados em diferentes diluicdes do meio de Murashige & Skoog (1962)
(MS; MS/2; MS/5; MS/10; MS/60 e MS/100). Os autores constataram que plantas do
abacaxizeiro podem ser cultivadas no meio MS/5, pois os resultados ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao desenvolvimento das plantas cultivadas no meio MS
completo. Resultados que diferem dos encontrados para as plantas de N. minutum, mas que
confirmam a adaptacéo das bromélias a pouca disponibilidade de nutrientes.

Comparando-se os tratamentos, as plantas crescidas em T1 e T2 apresentaram-se muito
semelhantes, com lotes bem homogéneos em relacdo a aparéncia das plantas. As plantas
mantidas nestes tratamentos apresentaram poucas folhas senescentes e clorose.

Os demais parametros indicam que o crescimento das plantas foi satisfatorio nos
tratamentos contendo maior quantidade de sais, no entanto, apos analises que consideraram 0s
resultados obtidos e as caracteristicas gerais das plantas, conclui-se que o meio mais adequado

para o cultivo in vitro da bromélia terricola N. minutum é o denominado T2.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Ao final desta pesquisa conclui-se que os resultados obtidos foram satisfatérios, pois
constatou-se que as plantas da especie Nidularium minutum Mez sdo bem resistentes as
diferentes concentragfes dos macronutrientes N, P, K e Ca presentes no meio MS, pois as
plantas cultivadas sob baixas concentragdes e auséncia dos macronutrientes sobreviveram
durante os 180 dias de cultivo, comportamento, considerado, favordvel aos estudos e a
conservacao da espécie.

Com as analises dos tecidos foliares de exemplares saudaveis de plantas conservadas
in situ, de sementes e dos nutrientes do solo pdde-se ter um melhor conhecimento das

exigéncias nutricionais de N. minutum.

Apesar de ndo ter sido encontrada uma concentragdo de maxima eficiéncia para 0s
tratamentos N, P, K e Ca, foi possivel encontrar tendéncias, tendo como base parametros de
crescimento, como acumulo de massa (importante para o processo de aclimatizagcdo) e
condicdo nutricional com o acUimulo de pigmentos fotossintéticos, sendo possivel a

formulacdo de novos meios.

Os resultados mostraram a importancia de se fazer ajustes na composicdo mineral do
meio de cultura, pois as plantas cultivadas nos meios modificados cresceram mais do que as
plantas cultivadas no meio MS. Sendo assim, pdde-se atingir o objetivo desta pesquisa

otimizando o crescimento in vitro de plantas de N. minutum.

Com a finalizagdo do cultivo in vitro a proxima etapa € acompanhar o comportamento
dessas plantas no processo de aclimatizacdo. Dessa forma, alguns individuos foram

acondicionados em sementeira para 0 acompanhamento do crescimento ex vitro.
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RESUMO

As bromélias sdo de grande importancia ecoldgica e possuem um alto valor comercial.
Devido as inflorescéncias vistosas e por serem de facil adaptacdo, sdo muito utilizadas no
paisagismo. O interesse comercial associado ao desmatamento coloca algumas espécies em
risco de extingdo, como é o caso da bromelia ornamental de habito terricola Nidularium
minutum Mez, planta endémica da Mata Atlantica localizada na regido de Paranapiacaba/ SP.
Uma forma de se preservar € com o uso do cultivo in vitro, ferramenta que possibilita o
crescimento de grande quantidade de plantas em um curto periodo de tempo, além de
favorecer os estudos nutricionais. O presente trabalho teve como objetivo estudar o
crescimento de plantas de N. minutum cultivadas in vitro, em diferentes concentracdes de
nitrogénio, fosforo, potassio e célcio, visando a elaboracdo de um meio ideal para o
crescimento desta planta. Neste estudo, plantulas germinadas em meio de cultura contendo
agua, sacarose e agar, foram transferidas para frascos de 250 mL, contendo 40 mL de meio
Murashige & Skoog (MS) modificado com diferentes concentracfes de nitrogénio (0, 3,75,
7,50, 15,00, 30,00, 60,00, 120,00 e 175,00 mM), fésforo (0, 0,30, 0,60, 1,25, 2,50, 5,00 e
10,00 mM), potassio (0, 1,88, 2,50, 5,00, 10,00, 20,00 e 40,00 mM) ou caélcio (0, 0,75, 1,50,
3,00, 4,50 e 6,00). As concentragdes de micronutrientes, tiamina, mioinositol e sacarose
permaneceram as mesmas do MS completo. As plantas permaneceram em sala de cultura com
fotoperiodo de 12 horas, radiacdo fotossinteticamente ativa de 30 umol.m?.s™ e a temperatura
de 2612 °C durante 180 dias. Os parametros analisados foram numero de folhas,
comprimentos dos eixos caulinares e radiculares, teores de massas fresca e seca das partes
aérea e radicular, além da quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e
carotenoides). Os resultados foram favoraveis ao crescimento das plantas nos tratamentos
contendo 60 mM de N, 0,60 e 1,25 mM de P, 10 mM de K e 1,5 mM de Ca e a partir desses
resultados foi possivel elaborar dois meio de cultura denominados T1 e T2. O crescimento das
plantas mantidas nestes tratamentos foi comparado ao meio MS completo e algumas diluicdes
dos macronutrientes (1/2, 1/5, 1/10 e 1/20). Os resultados mostraram que as alteracdes no

meio MS favorecem o crescimento das plantas de N. minutum.

Palavras-chave: Bromeliaceae, propagacdo in vitro, nutricdo mineral, conservacao
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ABSTRACT

Bromeliads play a very important ecological role and they also have a high value as
commercial products. They are often used in landscaping due to their showy inflorescences as
well as their ability to adapt. Some species are at risk of becoming endangered because of
commercial interests associated with deforestation, namely: the ornamental bromeliad
terrestrial Nidularium minutum Mez, which is endemic to the Atlantic forest in the
Paranapiacaba/SP range. One way to preserve this species is using in vitro culture, a tool
which allows the growth of many plants in a short period of time. Furthermore, it also
promotes nutritional studies. The present work was aimed at studying the growth of plants N.
minutum in vitro at different concentrations of nitrogen, phosphorus, potassium and calcium
in order to develop an ideal medium for the growth of this plant. In this study, seedlings
germinated in culture medium containing water, sucrose and agar, then they were transferred
to 250 mL flasks containing 40 mL of Murashige and Skoog (1962) (MS) medium modified
with different concentrations of nitrogen (N) (0, 3.75, 7, 50, 15.00, 30.00, 60.00, 120.00 and
175.00 mM), phosphorus (P) (0, 0.30, 0.60, 1.25, 2.50, 5.00 and 10 00 mM), potassium (K)
(0, 1.88, 2.50, 5.00, 10.00, 20.00 and 40.00 mM) or calcium (Ca) (0, 0.75, 1.50, 3.00, 4.50
and 6.00). The micronutrients concentrations, thiamine, myo-inositol and sucrose remained
the same as the complete MS. The plants were maintained in culture room with 12h
photoperiod, photosynthetic active radiation of 30 pmol.m?2.s™ and temperature of 26 + 2 °C
for 180 days. The following parameters were evaluated: number of leaves, shoot and root
length, fresh and dry weight of the aerial part and root as well as the amount of photosynthetic
pigments (chlorophyll a, b and carotenoids). The results were favorable for plant growth in
the treatments containing 60 mM N, 0.60 and 1.25 mM P, 10 mM K and 1.5 mM Ca. Based
upon these results, it was possible to create two culture medium called T1 and T2. The
growth of plants maintained under these treatments was compared to complete MS medium
and some of the macronutrients dilutions (1/2, 1/5, 1/10 and 1/20). The results showed that

alterations in MS medium favored the N. minutum plant growth.

Keywords: Bromeliaceae, in vitro propagation, mineral nutrition, conservation



