
Diagramação: www.editoraletra1.com.br

Iheringia, Série Botânica, Porto Alegre, 74: e2019012, 2019

Iheringia
Série Botânica

ISSN ON-LINE 2446-8231 Fundação Zoobotânica do Rio Grande do Sul
Museu de Ciências Naturais

Multiplicação in vitro de Neoregelia johannis (Carriére) L.B. Smith em 
meio líquido sob diferentes concentrações de nutrientes¹

Eveline Calderan Meneghetti2 , Leandro Silva de Oliveira3  & Marcilio de Almeida2  

¹Parte da dissertação de mestrado da primeira autora no Programa de Pós-Graduação em Fisiologia e Bioquímica de Plantas 
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de São Paulo. 

2Universidade de São Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Departamento de Ciências Biológicas, 
Av. Pádua Dias, 11, CEP 13418-900, Piracicaba, São Paulo, Brasil. eveline.calderan@usp.br

3Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de Ciências Agrárias, Avenida Universitária, 1000, CEP 39404-547, 
Montes Claros, Minas Gerais, Brasil. 

Receibido em 02.V.2019
Aceito em 22.VIII.2019
DOI 10.21826/2446-82312019v74e2019012

RESUMO - A importância da micropropagação para espécies da família Bromeliaceae é crescente, porém, poucos trabalhos relatam o papel da 
nutrição na multiplicação in vitro. Visando relacionar aspectos morfofisiológicos da micropropagação à disponibilidade de nutrientes, principalmente 
do nitrogênio, brotações de Neoregelia johannis foram subcultivadas nos meios de cultura MS, ½ MS e WPM, suplementados com as mesmas 
concentrações de reguladores de crescimento. A taxa de multiplicação foi semelhante nos três meios de cultura, sendo que a maior taxa de multiplicação, 
maior acúmulo de nitrogênio total e proteico ocorreu no meio de cultura MS. Mesmo produzindo brotações menores, o meio de cultura WPM 
representa uma alternativa viável para a manutenção de um banco de germoplasma e para a manutenção de genótipos de interesse em biofábricas, 
visto que apresenta desenvolvimento uniforme de brotações. O meio de cultura MS seria recomendado para casos específicos, quando é necessário 
acelerar a multiplicação e principalmente crescimento das brotações.

Palavras-chave:  Bromeliaceae, micropropagação, nitrogênio, paisagismo

ABSTRACT - In vitro multiplication of Neoregelia johannis (Carriére) L. B. Smith in liquid medium under diferent concentrations of nutrients. 
The importance of micropropagation to Bromeliaceae species is increasing, however few studies report the role of nutrition in in vitro multiplication. 
In order to correlate micropropagation morphophysiological aspects with regards to availability of nutrients, mainly nitrogen, Neoregelia johannis 
shoots were subcultured in the media culture MS, ½ MS and WPM, supplemented with the same concentrations of plant growth regulators. The 
multiplication rate was similar for all the culture media, with the highest multiplication rate, in addition to the highest accumulation of total and 
protein nitrogen, in the MS culture medium. Even producing the smallest shoots, the means of cultivation ½ MS and WPM represent a viable 
alternative for the maintenance of germplasm bank and for the maintenance of important genotypes in plant biofactories, considering that they 
present uniform results. The MS medium culture would be recommended for specific cases, when it is necessary to accelerate the multiplication 
and especially the growth of the shoots.
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INTRODUÇÃO

A família Bromeliaceae Juss. é representada por 3.348 
espécies distribuídas em 58 gêneros (Luther 2012), o Brasil 
possui cerca de 40 gêneros e 1.300 espécies, destas 1.100 
são citadas como endêmicas (BFG 2015). Possuem grande 
diversidade e desempenham um papel fundamental no ciclo 
de nutrientes e no uso da água, tornando-se essenciais à 
manutenção da biodiversidade nos ecossistemas (Coxson 
& Nadkarni 1995). O gênero Neoregelia apresenta 125 
espécies, 97 estão presentes na Mata Atlântica o que coloca 
este gênero entre os de maior riqueza desse bioma, além 
disso, 87 espécies são endêmicas e muitas destas são 
amplamente utilizadas como ornamentais, por essa razão 

sofrem forte pressão extrativista com a coleta ilegal a fim 
de abastecer o mercado de paisagismo (Carneiro et al. 
1999, Martinelli et al. 2008).

Dentre as características a serem consideradas em 
relação ao gênero Neoregelia, estão a presença do fitotelmo 
e dos tricomas peltados absorventes, frequentemente 
denominados de escamas. O fitotelmo é um tanque 
biológico formado na base da superfície adaxial das folhas 
pela sobreposição destas na roseta. Essa estrutura atua 
como reservatório de água e nutrientes e é onde se insere a 
inflorescência; as escamas, por sua vez, atuam na absorção 
de água e nutrientes na ausência de raízes ou quando estas 
apresentam função de fixação no substrato (Benzing 2000). 
No fitotelmo, são encontradas diversas fontes de nitrogênio 
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utilizadas para a nutrição da planta como, nitrato (NO3
-), 

amônio (NH4
+), uréia, aminoácidos e proteínas, oriundos 

da atmosfera, da deposição de folhas e da interação com 
animais (Inselsbacher et al. 2007, Gonçalves et al. 2016). 

Nesse contexto, a crescente importância econômica 
da espécie Neoregelia johannis no setor paisagístico, tem 
despertado o interesse na aplicação de técnicas de cultura 
de tecidos que possibilitem a propagação em larga escala 
para fins ornamentais, captura e fixação de ganhos genéticos 
advindos de programas de melhoramento, bem como para 
a conservação de genótipos (Droste et al. 2005, Dal Vesco 
et al. 2014). 

Durante a cultura de tecidos, o meio de cultura pode ser 
utilizado na forma sólida, quando adicionado um agente 
solidificante como o ágar, ou líquido, que apresenta a 
vantagem de ter um preparo mais rápido e barato, além 
de apresentar maior homogeneidade e disponibilidade 
dos nutrientes (Caldas et al. 1998). A formulação do 
meio de cultura deve fornecer os nutrientes e substâncias 
indispensáveis para o crescimento das plantas, além disso, o 
balanço entre nitrogênio, fósforo e cálcio atua na expressão 
dos processos morfogênicos (Ramage & Williams 2002). 
Porém, pouca atenção é dada à atuação dos nutrientes 
durante o desenvolvimento in vitro, apesar destes serem 
os principais componentes do meio de cultura (Gribble et 
al. 2002, Oberschelp & Gonçalvez 2016). 

O meio de cultura predominantemente utilizado na 
cultura de tecidos de espécies da família Bromeliaceae é o 
comumente denominado MS desenvolvido por Murashige 
& Skoog (1962) apud Martins et al. (2015). Entretanto, 
algumas espécies de bromélias se desenvolvem bem em 
diluições desse meio, visto que as necessidades endógenas, 
ou mesmo a eficiência em absorver fontes nitrogenadas 
pode variar entre as espécies. Sasamori et al. (2016) 
verificou que a diluição dos macronutrientes ou apenas 
dos sais nitrogenados para 25% da formulação original 
de MS foi adequada para a propagação in vitro de Vriesea 
incurvata Gaudich. Por outro lado, Martins et al. (2015) 
definiram que para a multiplicação in vitro de Billbergia 
zebrina (Herbert) Lindley o melhor resultado é alcançado 
utilizando o dobro da concentração de sais de MS. 

Portanto, há relevante importância no estudo da 
atuação dos nutrientes no desenvolvimento in vitro de 
espécies da familia Bromeliaceae, principalmente em 
relação ao nitrogênio, visto que é o principal componente 
de aminoácidos, ácidos nucleicos, clorofila e coenzimas, 
além de atuar na síntese endógena de hormônios (Kurita 
& Tamaki 2014, Mercier et al. 1997). Dessa forma, a 
deficiência de nitrogênio limita o crescimento e o 
desenvolvimento vegetal, mas em excesso, pode levar 
a anomalias morfológicas, diminuição do crescimento e 
desperdício de insumos (Paula 2001). 

Nesse contexto, diante da escassez de informações 
relacionadas à micropropagação de N. johannis, o objetivo 
deste trabalho foi analisar os efeitos de três meios de cultura 
líquidos na multiplicação in vitro desta espécie, visando sua 
conservação in vitro e produção de mudas em larga escala.

MATERIAL E MÉTODOS

Estabelecimento e condições de cultivo in vitro
As brotações utilizadas neste estudo, foram provenientes 

de um banco clonal in vitro de N. johannis estabelecido 
no Laboratório de Morfogênese e Biologia Reprodutiva 
de Plantas da Escola Superior de Agricultura “Luiz 
de Queiroz”, Universidade de São Paulo. Para tanto, 
sementes foram germinadas in vitro em meio de cultura 
MS (Murashige & Skoog 1962) acrescido de sacarose (30 g 
L-1) e ágar (6,0 g L-1), isento de reguladores de crescimento 
com o pH ajustado para 5,8. Após o desenvolvimento 
das plântulas, estas foram transferidas para o mesmo 
meio de cultura, porém, suplementado com 0,05 mg 
L-1 de ácido naftalenoacético (ANA) e 0,5 mg L-1 de 
6-benzilaminopurina (BAP) para a indução de brotações 
(meio de  multiplicação), onde permaneceram por três 
subcultivos consecutivos de 30 dias cada.

 Transcorrido esse período, uma única microcepa 
(conjunto de brotações multiplicadas in vitro) foi isolada, 
suas brotações foram individualizadas e transferidas para 
o mesmo meio de cultura de multiplicação pelo período 
de 90 dias, visando a clonagem do material. Ao todo 
foram realizados três subcultivos, com transferências 
das brotações, a cada 30 dias, para renovação do meio 
de cultura. Posteriormente, as microcepas desenvolvidas 
foram transferidas para o meio de cultura MS, isento de 
reguladores de crescimento e subcultivadas ao longo de três 
subcultivos sucessivos de 30 dias para a renovação do meio 
de cultura e para favorecer o crescimento das brotações, a 
partir desse período o experimento foi iniciado.

Em relação às condições de cultivo in vitro, tanto 
para o estabelecimento do banco clonal, quanto para o 
experimento, o material foi mantido em sala de crescimento 
com temperatura (25 ± 2oC), luminosidade (42 µmol m-2 
s-1) e fotoperiodo (16 h) controlados.

Multiplicação das brotações
Brotações procedentes do banco clonal in vitro, com 

aproximadamente dois centímetros de comprimento, sem 
raízes e com quatro folhas totalmente expandidas, foram 
transferidas para os meios de cultura: MS, ½ MS (meio de 
cultura MS com metade da concentração de sais e vitaminas) 
e WPM (Lloyd & McCown 1980), suplementados com 
0,05 mg L-1 de ANA e 0,50 mg L-1 de BAP e isentos de 
agentes geleificantes (meio de cultura líquido), foi utilizado 
30,0 mL de meio de cultura por pote e não utilizou-se 
nenhuma forma de suporte para as brotações, de modo 
que estas ficaram parcialmente submersas. As brotações 
foram mantidas nesses tratamentos por 120 dias (quatro 
subcultivos sucessivos de 30 dias) sem agitação contínua, 
com renovação dos mesmos meios de cultura a cada 30 dias. 

Ao final de cada subcultivo, avaliou-se o número médio 
de brotações desenvolvidas e atribui-se notas relativas ao 
tamanho dessas brotações: + (brotações ≤ 1,0 cm), ++ 
(brotações > 1,0 e < 2,0), +++ (brotações ≥ 2,0 cm), e ao 
vigor das mesmas: + (regular, definido pela coloração verde 
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clara das brotações e presença de folhas senescentes), ++ 
(bom, brotações com coloração verde e presença de folhas 
cloróticas) e +++ (ótimo, definido pela coloração verde 
escuro e ausência de folhas senescentes). 

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

Após a mensuração da massa da matéria seca, as 
microcepas foram separadas para a realização das análises 
químicas referentes ao teor de nitrogênio total e fracionado 
(nitrogênio amoniacal, nítrico e proteico) (Malavolta et 
al. 1987).

O experimento foi conduzido no delineamento 
inteiramente casualizado, com três tratamentos (meios 
de cultura, MS, ½ MS e WPM), cada qual com cinco 
repetições, sendo cada parcela experimental constituída 
por um frasco com cinco brotações de N. johannis.

Análises estatísticas
Os dados mensurados foram submetidos ao teste de 

Hartley (P < 0,05) e Lilliefors (P < 0,05), seguido pela 
análise de variância (ANOVA P < 0,05). De acordo com a 
significância da ANOVA, os dados dos fatores qualitativos 
foram comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05) e, os 
dados dos fatores quantitativos foram submetidos a análise 
de regressão polinomial (P < 0,05). O software Statistica 
7.0 foi utilizado na análise de variância e os parâmetros 
dos modelos de regressão estimados pelo software Curve 
Expert 1.3 (Hyams 2005).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os três meios de cultura avaliados proporcionaram uma 
taxa in vitro de multiplicação e de crescimento similares 
àqueles reportados na literatura para o gênero Neoregelia 
(Mengarda et al. 2009). Porém, não houve diferença 
significativa no desenvolvimento do número médio de 
brotações entre os três meios de cultura (MS, ½ MS e 
WPM), apesar disso, o meio de cultura WPM apresentou 
uma curva padrão de crescimento com relação ao número 
de brotações ao longo dos subcultivos evidenciando as 
fases lag, log e clímax (Fig. 1). 

Há evidência de que as brotações no meio de cultura 
WPM apresentarem um período de adequação ao mesmo, 
representada pela fase lag, que ocorreu no período inicial 

R(%) = 
Ln M2 – Ln M1

T2 – T1
x100

Figs. 1A-C. A. Valores médios do número de brotações (NB) em função do meio de cultura de multiplicação MS; B. Em função do meio de cultura 
de multiplicação ½ MS; C. Em função do meio de cultura de multiplicação WPM de Neoregelia johannis ao longo de quatro subcultivos sucessivos 
(30 dias cada).
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de cultivo. A partir de então, observa-se aumento da taxa 
de multiplicação das brotações (fase log) até atingir um 
patamar de estabilização (fase clímax) (Taiz & Zeiger 
2013). Dessa forma, explica-se o menor número médio 
de brotações observado no meio de cultura WPM, o qual 
apresenta as menores concentrações de nutrientes em 
relação ao meio de cultura MS, principalmente em relação 
ao nitrogênio (Fig. 1C). 

Nesse contexto, ressalta-se que a concentração de 
nutrientes do meio de cultura pode influenciar o aumento 
do número de brotações emitidas, fato também evidenciado 
na micropropagação de Vriesea gigantea Gaudich, em 
qual o número médio de brotações formados no meio MS 
foi mais elevado em relação ao meio de cultura Knudson 
(Knudson 1946), sendo este último mais pobre em fontes 
nitrogenadas (Droste et al. 2005).

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

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

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

Fig. 2. Desenvolvimento de brotações de Neoregelia johannis nos meios de cultura de multiplicação MS, ½ MS e WPM, suplementados com 0,05 
mg L-1 de ANA e 0,50 mg L-1 de BAP em quatro subcultivos sucessivos (30 dias cada).

Tabela 1. Parâmetros qualitativos das brotações de Neoregelia johannis 
em relação aos meios de cultura (MS, ½ MS e WPM suplementados com 
0,05 mg L-1 de ANA e 0,50 mg L-1 de BAP) e tempo de cultivo in vitro 
(30, 60, 90 e 120 dias).

Meio de Cultura
Subcultivo 

(dias)
Tamanho das 

brotações
Vigor

MS

30 + +++
60 ++ +++
90 +++ +++
120 +++ +++

½ MS

30 + ++
60 + ++
90 ++ ++
120 ++ ++

WPM

30 + ++
60 + +
90 + +
120 + +
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Tabela 2. Taxa de crescimento relativo (%) da produção de matéria seca 
em brotações de Neoregelia johannis na multiplicação in vitro nos meios 
de cultura MS, ½ MS e WPM suplementados com 0,05 mg L-1 de ANA 
e 0,50 mg L-1 de BAP.

Meio de cultura
R%

Neoregelia johannis
MS 0,39
½ MS 0,14
WPM 0,01

crescimento extremamente acelerado promovido por este 
meio, o que muitas vezes leva a uma intensa manifestação 
de microrganismos endofíticos inviabilizando a cultura. 
Dessa forma, alternar dois subcultivos em MS e um em 
WPM pode ajudar a manter o vigor das brotações a médio 
e longo prazo, além de ser vantajoso pela não necessidade 
de re-introdução de material in vitro (Borges et al. 2011). O 
mesmo procedimento pode ser adotado  para a manutenção 
de um banco de germoplasma ou  para o manejo do cultivo 
in vitro para a produção comercial de mudas, visto que, 
nesses casos é necessário manter o material vegetal por 
longos períodos in vitro, Graner et al. (2019), constatou 
senescência de material mantido in vitro por muito tempo, 
dessa forma, pode-se utilizar um meio de cultura que não 
prejudique a multiplicação e que mantem a cultura com 
o crescimento controlado, neste caso como ocorreu com 
o WPM. Portanto, a alternância entre os meios de cultura 
MS e WPM pode ser utilizada para aumentar ou estabilizar 
o crescimento de N. johannis.

A diferença observada nos parâmetros qualitativos das 
brotações corroborou com as análises de variância da massa 
da matéria fresca e da matéria seca. Em relação à massa 
da matéria fresca, houve diferença apenas em relação ao 
meio de cultura MS (Fig. 3A). Por outro lado, a análise 
da massa da matéria seca, evidenciou diferença entre os 
meios de cultura MS e WPM, não diferindo em relação 
ao meio ½ MS, para o qual os valores encontrados foram 
intermediários (Fig. 3B). Dessa forma, embora a diluição 
do meio MS envolva o decréscimo da concentração dos 
nutrientes, estudos mostraram que o nitrogênio é o principal 
fator limitante para o crescimento das bromélias (Tamaki 
et al. 2007). O meio de cultura MS por possuir maior 
disponibilidade de nitrogênio, em função das elevadas 
concentrações de fontes nitrogenadas, comparativamente 
aos outros dois meios de cultura avaliados, induz maior 
produção de metabólitos acarretando a indução e o 
crescimento de brotações, tamanho das folhas e consequente 
incremento da massa da matéria fresca e seca das brotações 
(Fig. 3). Os dados confirmam os resultados obtidos por 
Ferreira et al. (2017) com Alatiglossum fuscopetalum 
(Hoehne) Baptista que também obtiveram maior incremento 
de matéria seca com o meio de cultura MS seguido pelo 
meio de cultura ½ MS.

Estudos com Oncidium leucochilum Bateman ex Lindl 
e Vriesea incurvata mostraram que plantas cultivadas 
sob deficiência de fósforo e sob 25% da concentração 
de MS, respectivamente, apresentaram sucesso na 
aclimatização, dessa forma, o uso do meio de  cultura 
WPM  provavelmente não prejudicará a produção de 
mudas micropropagadas, mesmo estas apresentando menor 
massa e menor crescimento, nesse caso teremos a mesma 
quantidade de mudas com menor custo de produção, o 
que é desejável para uma biofábrica (Silva et al. 2014, 
Sasamori et al. 2018).

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

das brotações foi encontrada para o meio MS, seguido 
pelos meios ½ MS e WPM (Tab. 2). Estes resultados 
também estão de acordo com aqueles observados para os 
parâmetros qualitativos (Tab. 1) e atribui-se principalmente 
à maior disponibilidade de fontes nitrogenadas nesse meio 
de cultura em relação aos meios de cultura ½ MS e WPM, 
conforme discutido anteriormente.

Os resultados obtidos para o teor de nitrogênio total 
nas brotações evidenciaram que o meio de cultura MS 
apresentou o maior valor médio, quando comparado aos 
demais meios de cultura (1/2 MS e WPM) (Fig. 4A). Estes 
resultados reiteram aqueles encontrados anteriormente, 
visto que o meio de cultura MS, em sua formulação original, 
apresenta maior disponibilidade de fontes nitrogenadas em 
relação aos meios de cultura ½ MS e WPM. Os resultados 
são suportados e estão de acordo com o estudo de Kurita 
& Tamaki (2014), onde os autores constataram que para a 

Figs. 3A-B. A. Valores médios da massa da matéria fresca; B. Valores 
médios da massa da matéria seca de brotações de Neoregelia johannis ao 
final de quatro subcultivos sucessivos (30 dias cada) em função dos meios 
de cultura de multiplicação MS, ½ MS e WPM suplementados com 0,05 
mg L-1 de ANA e 0,50 mg L-1 de BAP. Médias seguidas de mesma letra 
minúscula não diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey
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bromélia A. imperialis, o incremento de nitrogênio no meio 
de cultura promove o aumento endógeno deste elemento, 
sendo observado o maior acúmulo no meio de cultura MS. 

Os resultados das análises, para o teor de nitrogênio 
fracionado, evidenciaram que os valores médios baixos 
para o teor de nitrogênio amoniacal nas brotações não 
diferiram entre os tratamentos testados (Fig. 4B). Muito 
provavelmente, este resultado está relacionado ao próprio 
metabolismo do nitrogênio em plantas, visto que o 
acúmulo do íon amônio (NH4

+) é prejudicial à fisiologia 
do vegetal, podendo levar a morte e, por este motivo deve 
ser rapidamente assimilado em sua forma orgânica (Taiz 
& Zeiger 2013).

Por outro lado, os resultados das análises realizadas 
para o teor de nitrogênio nítrico nas brotações evidenciaram 
que o valor médio obtido para o meio de cultura WPM 
foi consideravelmente inferior àqueles observados para os 
demais meios de cultura (MS e ½ MS) (Fig. 4C), o que se 
justifica pela menor disponibilidade desse nutriente em sua 
formulação. Tamaki et al. (2007) observaram que explantes 
de Ananas comosus (L) Merr. mantidos em diferentes 
diluições de macronutrientes do meio MS, apresentaram 
maior teor de nitrato nos explantes cultivados em meio de 
cultura MS e diminuiu cerca de 50% no meio de cultura ½ 
MS, fato este não verificado em nossos resultados, visto 
que os explantes mantidos em meio de cultura MS e ½ MS 
não apresentaram diferenças no teor de nitrato, diferença 
essa que pode ser entendida, pelo fato dessas duas espécies 

pertencerem à gêneros com distintos hábitos (terrestre e 
epífita). 

Os dados obtidos na análise para determinação do teor 
de nitrogênio proteico nas brotações evidenciaram que os 
valores médios entre os três tratamentos analisados diferiram 
entre si. Os valores corresponderam à concentração de 
nitrogênio disponível no meio de cultura, ou seja, o maior 
valor foi observado nas brotações mantidas em meio de 
cultura MS, seguido pelo ½ MS e WPM com os menores 
valores (Fig. 4D). Dessa forma, apesar da análise de 
nitrogênio nítrico não ter apresentado diferença entre os 
meios de cultura, a análise de nitrogênio proteico revelou 
que a maior disponibilidade de fontes nitrogenadas no meio 
MS possibilitou maior formação de proteínas, elevando o 
acúmulo das mesmas. 

Em consideração a todos os parâmetros analisados, 
observou-se que o meio de cultura MS promoveu 
maior crescimento das brotações, obtendo os valores 
mais elevados da massa de matéria fresca e seca, além 
da maior taxa de crescimento relativo (Fig. 3; Tab. 2). 
As brotações desenvolvidas em meio de cultura MS se 
mostraram muito vigorosas (Tab. 1), corroborando com as 
análises de nitrogênio total e fracionado, onde observou-
se a maior produção de proteínas em relação às brotações 
desenvolvidas nos outros meios de cultura testados (½ 
MS e WPM) (Fig. 4). 

Ressalta-se que o uso de meio de cultura líquido 
favorece a absorção dos nutrientes pelas escamas, visto 

Figs. 4A-D. A. Valores médios para os teores de nitrogênio total; B. nitrogênio amoniacal (N-NH4
+); C. nitrogênio nítrico (N-NO3

-); D. nitrogênio 
protéico em brotações de Neoregelia johannis ao final de quatro subcultivos sucessivos (30 dias cada) em função dos meios de cultura de multiplicação 
MS, ½ MS e WPM suplementados com 0,05 mg L-1 de ANA e 0,50 mg L-1 de BAP. Médias seguidas de mesma letra minúscula não diferem entre 
si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
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que as folhas estão em maior contato com o meio de 
cultura, o que não ocorre no meio sólido, quando apenas 
as raízes e eventualmente a região abaxial das folhas 
estão em contato com o meio (Benzing 2000). Diversos 
trabalhos têm mostrado o melhor desenvolvimento de 
espécies de bromélias em meio líquido (Martins et al. 2015, 
Guerra et al. 1999), todavia, nem sempre os resultados são 
superiores ao uso do meio de cultura sólido para as espécies 
de bromélias, como ocorreu para as espécies Nidularium 
innocentii Lem. e Nidularium procerum Lindm., onde os 
resultados obtidos não apresentam interação significativa 
para o fator consistência de meio de cultura (Silva et al. 
2012).

De modo geral, os melhores resultados encontrados em 
meio líquido devem ocorrer provavelmente pela presença 
das escamas na região adaxial das folhas que ficam em 
contato direto com o meio de cultura líquido, favorecendo 
a absorção e metabolização dos nutrientes. Freschi et al. 
(2010) revelaram que as folhas de Guzmania monostachia 
(L.) Rusby ex Mez apresentam uma elevada complexidade 
fisiológica em relação a absorção e metabolização de água 
e nutrientes, o que indica uma elevada capacidade de 
adaptação nutricional. Além disso, Takahashi & Mercier 
(2011) verificaram a existência de uma divisão na absorção 
de nitrogênio e assimilação de amônio nas folhas de V. 
gigantea, o que permite uma otimização do processo de 
absorção e assimilação resultando numa maior eficiência 
e garantindo que grande parte do nitrogênio disponível no 
tanque seja rapidamente metabolizado. Outro aspecto a 
ser considerado é que neste trabalho não foram utilizadas 
nenhuma forma de ponte, ou seja, as brotações ficaram 
parcialmente submerssas  mantendo contado direto com 
o meio e favorecendo a absorção de nutrientes.

Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo 
estabelecem um protocolo eficiente de multiplicação in 
vitro de brotações de N. johannis, o que é de particular 
importância para a espécie. Além disso, corrobora o uso da 
técnica de cultivo in vitro em meio líquido como alternativa 
viável tanto para a produção quanto para a conservação in 
vitro de genótipos de interesse.
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