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RESUMO

Aechmea blancheteana (Baker) L.B. Smith e Aechmea miniata (Beer) Baker sdo
espécies de bromélias nativas do Brasil que possuem grande potencial para uso
como planta ornamental, além de relevante importancia ecoldgica. Considerando
a grande devastacdo de Mata Atlantica, atualmente com 7,3% de sua é&rea
original preservada, onde cerca de 70% das bromélias sdo endémicas é
importante o estabelecimento de métodos propagacao e conservacao ex situ com
o0 objetivo de preservar esse germoplasma e evitar uma erosao genética
irreversivel. Assim, o0 objetivo deste trabalho estabelecer os protocolos de
micropropagacao e conservagéo in vitro de A. blancheteana e A. miniata. No
primeiro capitulo, para a multiplicagdo in vitro, foram utilizadas diferentes
concentragcbes de BAP e na fase de enraizamento foram testadas diferentes
concentracfes das auxinas AlA, AIB e ANA. No segundo capitulo foram testadas
a combinacao de diferentes concentracbes das auxinas Picloram e 2,4-D e da
auxina 2,4-D combinada com a citocinina BAP na inducao de embrides soméaticos.
No terceiro capitulo, foi avaliado o efeito dos agentes osmoticos, sacarose,
sorbitol e manitol na conservacdo in vitro de A. blancheteana. Para a
micropropagacao o melhor resultado foi obtido em meio MS suplementado com
4,44uM de BAP. Para a inducdo e regeneracdo de embribes somaticos, a
concentragcdo 22,5uM de 2,4-D foi a mais eficiente. Independente da
concentracdo, o manitol foi mais eficiente para a conservacgdo in vitro de A.
blancheteana por 12 meses.

Palavras-chave: Reguladores vegetais. Embriogénese. Agente osmotico.
Crescimento minimo.



ABSTRACT

Aechmea blancheteana (Baker) LB Smith and Aechmea miniata (Beer) Baker
bromeliad species are native to Brazil and have great potential for use as an
ornamental plant, and a relevant ecological importance. Considering the
devastation of the Atlantic, currently 7.3% of its original area preserved and where
about 70% are endemic bromeliad is important to establish methods of
propagation and ex situ conservation in order to preserve this germplasm and
avoid irreversible genetic erosion. Thus, the aim of this work was to establish
protocols and micropropagation in vitro conservation of A. blancheteana and A.
miniata. In the first chapter, for multiplication in vitro, we used different
concentrations of BAP and for rooting tested different concentrations of auxins
IAA, IBA and NAA. In the second chapter we tested two protocols, was first used
in MS medium supplemented with different concentrations of auxin Picloram and
2,4-D combined with BAP and the second experiment evaluated MS medium
supplemented with 2,4-D or picloram in different concentrations. In the third
chapter, we investigated the effect of osmotic agents, sucrose, sorbitol and
mannitol in vitro conservation A. blancheteana. For the best result
micropropagation for multiplication was for medium supplemented with 4.44 yM
BA. To induce somatic embryos and regeneration of the concentration of 22.5 uM
2,4-D was the most efficient. Independent of concentration, mannitol was more
efficient for in vitro conservation of A. blancheteana for 12 months.

Keywords: Cytokinin. Growth regulators. Osmotic agent. Growth minimum.
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INTRODUCAO GERAL

O territorio Brasileiro é o mais rico em biodiversidade de todo o Planeta.
No Brasil encontram-se 19% de toda a flora mundial. Apenas em plantas
superiores, o Brasil possui em torno de 21% das espécies ja classificadas no
mundo, o que corresponde a aproximadamente 60.000 espécies, sendo que entre
essas, 3.557 sdo endémicas (GIULIETTI, 2005).

O bioma Mata Atlantica € o que apresenta maior numero de espécies
ameacadas ou extintas, com 383 taxons, seguido pelo Cerrado (112), Marinho
(92), Campos Sulinos (60), Amazonia (58), Caatinga (43) e Pantanal (30). Isso
significa que, em conjunto, Mata Atlantica e Cerrado respondem por mais de 78%
das espécies da lista, ou seja, 495 taxons (SALATI, et. al, 2006).

No Brasil, as familias que apresentam um maior nimero de espécies séo,
Orchidaceae, Poaceae, Bromeliaceae, Eriocaulaceae, Araceae, Velloziaceae,
Xyridaceae, Arecaceae, Dioscoreaceae e Marantaceae. As Bromeliaceae sao na
sua grande maioria neotropicais e apresentam uma grande distribuicdo no Brasil,
ocorrendo como epifitas nas florestas ou como plantas terrestres em areas
abertas (GIULIETTI, 2005).

A Mata Atlantica é considerada um dos centros de diversidade da familia
Bromeliaceae, mais especifica na regido da costa leste do Brasil e do escudo das
Guianas. Uma caracteristica marcante desta familia é o endemismo, alguns
géneros e espécies sao encontrados exclusivamente neste ecossistema, além
disso, muitas vezes podem estar limitados a areas extremamente reduzidas. Na
América do Sul encontra-se a maior diversidade da familia Bromeliaceae, com
cerca de 40% das espécies e 73% dos géneros ocorrendo no Brasil. (NUNES,
2002).

A familia Bromeliaceae € composta por 58 géneros e aproximadamente
3172 espécies e subespécies (LUTHER, 2008). Com excec¢do da espécie
Pitcairnia feliciana, que habita a costa ocidental da Africa, todas as demais
espécies sdo nativas do Continente Americano. A familia Bromeliaceae esta
subdividida em trés subfamilias: Pitcairnioidae, Bromelioideae e Tillandsioidae,
baseando-se em analises comparativas entre as estruturas reprodutivas (REITZ,
1983).
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As duas espécies estudadas neste trabalho pertencem a subfamilia
Bromeliodeae, a qual inclui 29 géneros com cerca de 760 espécies, e sdo
concentradas principalmente na Mata Atlantica. (BENZING, 2000). Esta
subfamilia é caracterizada por abrigar espécies com hébito epifito, terrestre ou
rupicola, com folhas de margens aculeadas; ovario infero; Ovulos obtusos a
caudados; frutos do tipo baga e sementes lisas, sem apéndices (PAULA, 2005).

O género Aechmea é o maior e um dos mais complexos géneros da
familia Bromeliaceae, pertence a subfamilia Bromelioideae e retne cerca de 240
espécies, agrupadas em oito subgéneros (PAULA; SILVA, 2004). O género
Aechmea é restrito ao Novo Mundo, com concentragdo de espécies no Brasil.
Este género é caracterizado por apresentar rosetas foliares abertas com cisterna,
folhas com espinhos, inflorescéncia vistosa com longa durabilidade, flores com
sépalas, ovario infero, fruto do tipo baga, vivamente colorido e persistente na
infrutescéncia.

Segundo MARTINELLI et al, (2008) algumas espécies de Bromeliaceae
presentes no Bioma Mata Atlantica necessitam de maior atencdo, entre elas
encontram-se a Aechmea bromeliifolia (Rudge) Baker var. bromeliifolia e
Aechmea distichantha Leme. var. distichantha, vulneraveis a extincdo, Aechmea
multiffora L.B.Sm e Hohenbergia catingae Ule var. catingae, criticamente
ameacada de extingao.

A espécie mais difundida deste género é a Aechmea miniata, introduzida
na Europa em 1826, hoje € encontrada em varios paises. Aechmea blancheteana
e Aechmea miniata (Figural), sdo espécies terrestres, nativas do Brasil, podem
ser cultivadas de forma isolada ou em grupos formando maci¢os densos, a pleno
sol ou a meia-sombra, em canteiros ricos em matéria organica, podendo
eventualmente ser cultivadas em vasos. Sao plantas herbaceas perenes,
rizomatosas, robustas, de 60 a 90 cm de comprimento, com folhagem e
inflorescéncias decorativas, com folhagens dispostas na forma de roseta,
formando tanques (LORENZI; MELLO-FILHO, 2001). Sdo espécies amplamente
utilizadas no paisagismo, adaptadas a todas as regides do Brasil e vém sendo
extraida de seu ambiente natural para atender a demanda do mercado de plantas
ornamentais (LORENZI; SOUZA, 1998).



Melo ( 2008).

Figura 1. Plantas adultas de Aechmea miniata (A) e Aechmea blancheteana (B).

O extrativismo tem levado a pesquisas que visam o desenvolvimento de
meios de propagacdo e conservagao das espécies nativas e principalmente de
espécies ameacadas de extingdo. Visando reduzir o extrativismo e atender a
carente demanda do mercado de plantas ornamentais, a producdo de mudas é a
alternativa mais viavel, com isto, evitando a erosao destes germoplasma.

A propagacéao das bromélias pode ser tanto pela via sexuada quanto pela
assexuada, na sexuada a propagacao se da através de sementes, porém, esta
via proporciona uma grande variabilidade genética, gerando uma desuniformidade
dos individuos, o que economicamente nao é desejavel, além disso, a maturacéo
das sementes pode levar até um ano apoés a polinizacao, dependendo da espécie
(PAULA, 2005). Ja a propagacao sexuada atraves de rebentos laterais demanda
tempo para a obtencdo de mudas, pois o numero de brotacdes formadas a partir
da planta matriz é bastante limitado (KOH e DAVIES, 2001).

A cultura de tecidos surge como uma alternativa para a conservacao de
espécies ameacadas de extincdo, e para propagacao de espécies de interesse
econdmico (PING-LUNG et al., 2010). Esta técnica oferece varias vantagens,
como a producdo em grande escala de plantas em curto periodo de tempo, além
de plantas livres de virus e bactérias (MERCIER e NIEVOLA, 2003).

Para bromeliaceas, sao encontrados diversos protocolos de
micropropagacao, Aechmea bambusoides L. B. Smith & Reitz e Quesnelia
guesneliana (Brongniart) L. B. Smith (FIGUEIREDO, 2003), Vriesea reitzii Leme &
Costa (RECH FILHO et al., 2005), Billbergia distachia (Vellozo) Mez (MENDES et



al., 2007), Dyckia maritima Baker (SILVA et al., 2008) e Neoglaziovia variegata
(Arruda) Mez (SILVEIRA et al., 2009).

O desenvolvimento de protocolos de micropropagacéo in vitro pode ser
aplicado para a producdo em grande escala compdem estratégias importantes em
bromélia, porém, diferencas nos protocolos de multiplicacdo estabelecidos para
diferentes espécies, dependem de fatores como, tipo de explante, idade do
explante e principalmente espécie de interesse (DAL VESCO, 2010).

As respostas morfogénicas in vitro, como as observadas em
bromeliaceas, apresentam caracteristicas diferenciadas dos sistemas
regenerativos tradicionais (GUERRA; DAL VESCO, 2010). Assim, as rotas
regenerativas in vitro a partir de diferentes fontes de explantes podem ser
associadas com a organogénese (MERCIER; KERBAUY, 1992), embriogénese
somatica (POMPELLI, 2005).

Outra ferramenta da cultura de tecidos é a conservacao de germoplasma
in vitro, que tem como objetivo reduzir ou até suprimir o crescimento das células e
tecidos, diminuindo drasticamente o metabolismo da planta, sem afetar sua
viabilidade (WITHERS; WILLIAMS, 1998). Esta técnica permite a conservacao de
germoplasma na forma de embrides, sementes, explantes e individuos. A
conservacao in vitro permite a manutencao de germoplasma em um espaco fisico
reduzido se comparado a conservacdo em campo e permite manutencdo do
material vegetal livre de patégenos.

Assim, tendo em vista a necessidade do desenvolvimento de alternativas
para a propagacdo dos taxons em estudo, as técnicas de cultura de tecidos
podem auxiliar neste processo, ja que oferecem uma ferramenta viavel para
obtencdo de grande quantidade de plantas, possibilitando ainda, a conservacao
das espécies em bancos de germoplasma, 0 que garante a manutencdo da
biodiversidade deste recurso genético.

Dessa forma, tanto os procedimentos de micropropagacdo como
conservacao in vitro sdo importantes na preservacdo de bromeliaceas, além de

possibilitar o estudo da biologia da espécie em estudo.
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RESUMO

A técnica de micropropagacdo permite disponibilizar para a industria agricola uma
grande quantidade de mudas sadias e com caracteristicas homogéneas,
independente da estacdo do ano. O presente trabalho teve o objetivo de
estabelecer os protocolos de micropropagacéo de A. miniata e A. blancheteana,
para tanto, foram realizados experimentos de germinacdo, multiplicacéo,
enraizamento e aclimatizacdo. No primeiro experimento sementes foram
inoculados em meio MS e posteriormente avaliada a germinagdo. No segundo
experimento, explantes caulinares foram inoculados em meio MS suplementado
com 0,00; 4,44; 8,88 ou 13,32 uyM de BAP foram avaliados numero de
brotos/explante, comprimento das brotacfes, nimero de raizes, comprimento das
raizes. No terceiro experimento brotos foram inoculados em meio MS com metade
da concentracdo salina (MS%2), suplementado com 0, 1, 2 e 3 uM AIB ou ANA,
apos 60 dias foram avaliadas a porcentagem de enraizamento, nimero de raizes
e comprimento da maior raiz, e em seguida estes brotos foram aclimatizados e
avaliada a taxa de sobrevivéncia. Os resultados mostraram que € possivel se
obter uma taxa acima de 90% de germinacdo para as duas espécies. Para a
multiplicacdo de A. miniata e A. blancheteana a concentracdo 4,44uM de BAP
mostrou maior eficiéncia para as duas espécies. Foi observado que a taxa de
sobrevivéncia de plantas de A. blancheteana, apresentou menor valor para as
plantas oriundas do meio sem auxina, (81%), ndo havendo diferenca estatistica
entre 0os demais tratamentos, e para A. miniata, a taxa de sobrevivéncia foi
proxima a 100%, ndo sendo necessaria a realizacdo da etapa de enraizamento.

Palavras chave: Multiplicacdo. Citocinina. Enraizamento. Aclimatizacdo. Auxinas.
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ABSTRACT

The micropropagation technique allows for the farming industry providing a large
amount of healthy seedlings and with homogeneous characteristics, regardless of
the season. This study aimed to establish protocols for micropropagation of
Aechmea miniata, and A. blancheteana, therefore, experiments were performed
germination, multiplication, rooting and acclimatization. In the first experiment
seeds were inoculated on MS medium and subsequently tested for germination. In
the second experiment, the stem explants were inoculated on MS medium
supplemented with 0.00, 4.44, 8.88 or 13.32 yM BAP were evaluated number of
shoots / explant, shoot length, number of roots, length of roots. In the third
experiment shoots were cultured on MS medium with half the salt concentration
(*2 MS) supplemented with 0, 1, 2 and 3 yM IBA or NAA after 60 days were
evaluated rooting percentage, root number and length of the longest root, then
these shoots and plantlets were evaluated the survival rate. The results show that
it is possible to obtain a rate above 90% germination of both species. For
multiplication A. miniata and A. blancheteana concentration 4.44 yM BAP showed
higher efficiency for both species. It was observed that the survival rate of plants of
A. blancheteana showed lower value for the plants from the medium without auxin
(81%), with no statistical difference between the other treatments, and A. miniata,
the survival rate was close to 100%, it is not necessary to perform the step of
rooting.

Keywords: Multiplication. Cytokinin. Rooting. Acclimatization. Auxins.
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1. INTRODUCAO

A floresta tropical atlantica é um bioma de alta biodiversidade e
endemismo, estimando-se a presenca de 20.000 espécies de plantas, das quais
8.000 (40%) sao endémicas (MYERS et al., 2000). Entre os componentes de
grande importancia ecologica e econdmica deste bioma encontram-se as
bromélias, as quais, pela fragmentacdo deste ecossistema e em funcédo de seu
valor ornamental foram, ao longo do tempo, extraidas desordenadamente de seus
habitats naturais (DAL VESCO, 2010), fato este que pode contribuir para a
extingao de espécies.

A. blancheteana e A. miniata, sdo espécies terrestres, nativas do Brasil,
podem ser cultivadas de forma isolada ou em grupos formando macicos densos, a
pleno sol ou a meia-sombra, em canteiros ricos em matéria organica, podendo
eventualmente ser cultivadas em vasos e sao plantas herbaceas perenes,
rizomatosas, robustas, de 60 a 90 cm de comprimento, com folhagem e
inflorescéncias decorativas, com folhagens dispostas na forma de roseta,
formando tanques (LORENZI; MELLO-FILHO, 2001). Sdo espécies amplamente
utilizadas no paisagismo, adaptadas a todas as regidoes do Brasil e vém sendo
extraida de seu ambiente natural para atender a demanda do mercado de plantas
ornamentais (LORENZI; SOUZA, 1998).

A falta de um sistema de producdo para atender o mercado de plantas
ornamentais, aliada a coleta indiscriminada por moradores locais, para a
comercializacdo dessas plantas, vem ampliando desta forma a presséo
extrativista, e colocando varias espécies nha condicdo de ameacadas
(ANACLETO, 2001).

A propagacdo de bromélias é lenta, e apds a floracdo a planta matriz
emite geralmente apenas um broto lateral (HOSOKT; ASAHIRA, 1980). Em vista
disso, a producédo de mudas para atender a crescente demanda de mercado seria
uma estratégia para tentar reduzir o extrativismo predatério (SILVEIRA et al.,
2009).

Em vista disso, a técnica de micropropagacao surge como uma alternativa
para atender o mercado de plantas ornamentais, disponibilizando uma grande
guantidade de mudas sadias, livres de agentes fitopatogénicos e com
caracteristicas uniformes (CARNEIRO; MANSUR, 2004; DROSTE et al., 2005)
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Métodos de cultivo in vitro tém sido aplicados na conservacdo e
multiplicacdo de genotipos especificos de bromélias (LIMA et al., 2012). Porém
esta técnica depende da producao de protocolos eficientes, pois segundo Guerra;
Dal Vesco, (2010) as respostas morfogénicas in vitro como as observadas em
bromeliaceas apresentam caracteristicas diferenciadas aos sistemas
regenerativos tradicionais e a variabilidade da resposta morfogénica existe até
entre gendtipos da mesma espécie.

No estabelecimento de um sistema de micropropagacao adequado, séao
necessarios estudos que garantam ajustes em todas as etapas, germinacéo,
multiplicacdo e principalmente na aclimatizacdo. Entre os fatores que influenciam
a eficiéncia de um protocolo de propagacao, o meio de cultivo esta entre os mais
relevantes, destacando-se os reguladores vegetais, substancias determinantes do
crescimento e do padrdo de desenvolvimento da maioria dos sistemas de cultura
de tecidos (CALDAS et al., 1998).

Dentre o0s reguladores vegetais, as auxinas e as citocininas séo
empregadas largamente nesta técnica. As auxinas estédo envolvidas na regulacao
de varios processos fisiologicos, como dominancia apical, formacédo de raizes,
dentre outros, sendo essencial para os processos de divisdo e diferenciacao
celular. J4 as citocininas sao importantes na inducdo de brotacdes laterais,
mobilizacdo de nutrientes e juntamente com auxina atuam na morfogénese in
vitro.

Em A. blancheteana, Galvanese et al., (2007), avaliando diferentes
concentracbes de BAP e ANA em meio liquido, obtiveram uma taxa de
multiplicacdo média de 26,84 brotos por segmento caulinar, porém foi observado
0 aparecimento de calos, ap6s quatro meses de cultivo.

Moreira et. al., (2009), avaliando a multiplicacdo in vitro de A. miniata,
obtiveram uma taxa média de 6,6 brotos, utilizando segmento caulinar como fonte
de explante, e verificaram que em concentracdes acima de 22,2 uM BAP de BAP
ou PBZ ocorreu a diminuicdo da taxa de multiplicacdo e também presenca de
calos e plantas anormais.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estabelecer os protocolos

de micropropagacéo e conservacgao in vitro de A. miniata e A. blancheteana.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local de realizagéo dos experimentos

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e da Empresa

Baiana de Desenvolvimento Agropecuario (EBDA).

2.2. Condicdes de cultivo

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de

25 + 2°C, densidade de fluxo de fétons de 60umol m-2 s™ e fotoperiodo de 16 h.
2.3. Germinacgéao in vitro de Aechmea miniata e Aechmea blancheteana

Sementes de A. blancheteana e A. miniata foram retiradas de frutos
maduros e colocadas para secar sobre papel filtro durante trés dias a temperatura
ambiente. Sementes secas foram desinfestadas em alcool 70% durante um
minuto e hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo por 15 minutos e
posteriormente foram lavadas em agua destilada autoclavada duas vezes e
inoculadas em frascos de vidro (100 x 70 mm) contendo 25 mL do meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30gL™ de sacacore e 7gL’
! de &gar, e pH ajustado para 5,7+ 0,1 antes da autoclavagem.

A cada dois dias foi avaliado o nUmero de sementes germinadas de A.
miniata e A. blancheteana até que este se tornasse constante. Considerou-se
como germinada, as sementes que emitiram a radicula. Apés 50 dias de
incubacdo, foi determinada a porcentagem total de germinacdo. Para cada
espécie foram utilizadas 4 repeticdes, sendo que cada repeticdo constou de um

frasco contendo 50 sementes.

2.4. Multiplicacdo de Aechmea miniata e Aechmea blancheteana

Explantes caulinares com aproximadamente 5mm de comprimento, das
plantulas germinadas in vitro foram incubados em tubos de ensaio (25x150 mm)
com 15 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30gL™
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de sacacore e 7gL™? de &gar, acrescido de 0,00; 4,44; 8,88 ou 13,32 uM de
benzilaminopurina (BAP). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1
antes da autoclavagem a temperatura de 120°C por 15 minutos. Foram realizadas
cinco repicagens em intervalos de 45 dias, totalizando de 225 dias de cultivo. A
cada repicagem foram avaliadas as seguintes variaveis: nuamero de
brotos/explante, comprimento das brotagbes (cm), numero de raizes,
comprimento das raizes (cm).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com duas
espécies e quatro concentracdes de BAP. Cada tratamento foi composto por 40
repeticoes. A unidade experimental constituiu-se de 1 explante por tubo de

ensaio.
2.5. Enraizamento de Aechmea miniata e Aechmea blancheteana

Brotos micropropagados de A. miniata e A. blancheteana e com
aproximadamente 5mm de comprimento foram inoculados em tubos de ensaio
(25x150 mm) com 15 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade
da concentracao salina (MS¥2,) suplementado com 0, 1, 2 e 3 yM de &cido indol-
butirico (AIB) ou acido naftalenoacético (ANA). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem a temperatura de 120°C por 15
minutos.

Apo6s 60 dias foram analisados a porcentagem de enraizamento, nimero
de raizes e comprimento da maior raiz. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, sendo dois tipos de auxina e quatro concentracées de
cada auxina. Cada tratamento foi composto por 40 repeticbes. A unidade

experimental constituiu-se de 1 explante por tubo de ensaio.

2.6. Aclimatizacdo de Aechmea miniata e Aechmea blancheteana

Para este experimento, o delineamento foi o mesmo utilizado na etapa de
enraizamento, sendo 2 tipos de auxina, 3 concentracbes e mais 1 tratamento
controle, totalizando 7 tratamentos.

Brotos de A. miniata e A. blancheteana oriundos da etapa de

enraizamento foram removidos das condi¢des in vitro e tiveram suas raizes
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lavadas com &gua destilada para a remocao dos residuos do meio de cultura. Os
brotos enraizados foram transferidos para bandejas de polipropileno de 200
células, com dimensdes de 5x5x9cm, contendo substrato plantmax hortalicas
HT®, permanecendo em casa de vegetacdo com interceptacéo luminosa de 50%,
sendo que nos primeiros 20 dias as bandejas ficaram cobertas com polietileno
transparente (150 pm).

A irrigagdo das plantas foi feita por meio de aspersor manual, com vazao
média de 60 L/H/m? durante 2 minutos. Nos primeiros 20 dias as mudas foram
submetidas a duas irrigacbes diarias com intervalo de 8 horas entre cada

irrigacdo, sendo mantida apenas uma irrigacao a partir do 21° dia.

2.7. Anélise estatistica

Foram realizadas andlise de variancia e analise de regressdao. A
comparacao de médias foi realizada com o teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011). Para homogeneizar

a variancia, fez-se a transformacéo de dados usando a formula v +0.5.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Germinacéo in vitro de Aechmea miniata e Aechmea blancheteana

Sementes de A. miniata e A. blancheteana apresentaram contaminacao
total de 13,6%, e 11,2%, respectivamente (Tabela 1). Apesar de ter ocorrido
contaminacao, o protocolo de desinfestacdo foi eficiente para as duas espécies,
pois os resultados apresentados sdo semelhantes aos estudos com a maioria das
espécies, demonstrando que ndo ha maiores problemas para a desinfestacdo das
sementes (GALVANESI et al. 2007; SANTOS, 2009).

O inicio da germinacao para A. miniata e A. blancheteana ocorreu aos 8°
e 12° dias apOs a semeadura, respectivamente; estendeu-se até o 40° dia quando
ocorreu a estabilizacdo da germinacéo, totalizando 97,1% para A.miniata e 90,2%

para A. blancheteana (Figura 1).



17

Tabela 1. Porcentagem total de germinacdo e contaminacdo de sementes de A.
miniata e A. blancheteana apds 50 dias de inoculacéo.

Espécie
A. miniata A. blancheteana
Germinacao total 97,1 90,2
Contaminacéo bacteriana(%) 3,9 2,7
Contaminacao fungica (%) 9,7 8,5
Contaminacéo total (%) 13,6 11,2

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que as bromelidceas séo
facilmente propagadas por sementes e corroboram com diversos autores que
relatam altas taxas de germinacdo para as bromélias; Menescal (1994) e Miranda
(1998) obtiveram em torno de 100% de germinacdo para Aechmea tocantina; ja
Pinheiro et.al. (2003) trabalhando com Streptocalyx floribundus (Martius ex
Schultes F.) obteve 90% de germinacao; em Tillandsia eizii, Pickens et al. (2003)
obtevivam 86,7% de germinagdo, e com Neoglaziovia variegata, Silveira et al.
(2009), avaliando diferente meios de cultura, obtiveram cerca de 90% de

germinacao.
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Figural. Comportamento germinativo das sementes de A. miniata e A.
blancheteana ao longo de 50 dias.

3.2. Multiplicacéo in vitro de Aechmea miniata e Aechmea blancheteana

Para as duas espécies foram observadas a formacéo de brotos em todos
os tratamentos. No entanto, houve diferengca no nimero médio de brotos para as

duas espécies em funcéo das concentragdes de citocinina estudadas (Tabela 2).
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Dentre as duas espécies, observa-se que nao houve diferenca estatistica
significativa para o numero de brotacdes por explante, com média de 8,1 para A.
miniata e 6,8 para A. blancheteana (Tabela 2). Estes resultados sugerem um

comportamento crescente para o numero de brotos para as duas espécies.

Tabela 2. Numero médio de brotacdes por explante em diferentes concentracdes
de BAP apds 225 dias, em duas espécies de Bromeliaceae.

BAP (uM)
Espécies 0,00 4,44 8,88 13,32 Média
A. miniata 1,09dA 6,77cA 10,03bA 14,48aA 8,10A
A. blancheteana 1,11cA 6,11bA 9,39aA 10,49aB 6,80A
Média 1,10d 6,44c 9,71b 12,48a

Médias seguidas pelas mesmas letras minlscula nas linhas e mailscula nas colunas, néo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Resultados superiores aos observados para A. blancheteana foram
reportados para a mesma espécie por Galvanese et al, (2007) que com a
combinacao de 26,63 uM de BAP com 0,36 uM de ANA, proporcionou um numero
médio de 62 brotacGes utilizando segmento caulinar como fonte de explante,
porém, este autor relatou uma alta frequéncia de plantas anormais para 0s
tratamentos com concentracdes mais elevadas. Entretanto, diversos trabalhos
com micropropagacdo de bromélias obtiveram resultados inferiores aos
reportados neste estudo; Carvalho et al, (2009) em pesquisas com esta mesma
espécie, obtiveram 3,75 brotos/explante quando foi utilizado 13,32 yM de BAP;
para A. bromeliifolia (5,37 brotacdes por explante), A. distichantha (7,27 brotacdes
por explante) e A. multiflora (3,99 brotacdes por explante) apds 225 dias de cultivo
(ROCHA, 2010).

Apesar da concentracdo 13,32uM de BAP ter proporcionado o maior
namero médio de brotos por explante, estes apresentaram caracteristicas
anormais morfologicamente, como, brotos pequenos sem raiz e/ou em pequena
guantidade e pouco desenvolvidas, estas caracteristicas também foram
observadas para a concentracdo, 8,88uM de BAP (Figura 2). De acordo com
Guevara et al, (1987), existe uma concentracdo maxima para que se tenha uma
resposta satisfatéria, para que se obtenha brotos normais, acima da qual ha um
efeito inibitério. Segundo Rech Filho et al, (2005) este comportamento

provavelmente, pode estar relacionado com a fitotoxidez causada pelo regulador
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de crescimento. Este resultado sugere que sejam utilizadas concentragfes
menores de regulador vegetal. Portanto, para se obter o maior numero de brotos
viaveis por explante a concentragéo 4,44uM de BAP € a mais indicada.

E F . H

Figura 2. Brotacbes de Aechmea miniata cultivadas em meio MS com 0,00 (A),
4,44 (B), 8,88 (C) e 13,32uM de BAP(D). Brotacdes de Aechmea
blancheteana cultivadas em meio MS suplementado com
suplementado com 0,00 (E), 4,44 (F), 8,88 (G) e 13,32uM de BAP(H)
(barra: 0,5 cm).

Silveira et al. (2009) ao realizar experimentos de micropropagacao de
caroa (Neoglaziovia variegata) também verificaram este mesmo comportamento
com BAP e CIN nas concentragdes 2,22 e 4,44uM. De forma similar, Rocha
(2010) obteve indugao de maior numero de brotagdes por explante com 8,88 uM
de BAP, para A. bromeliifolia, A. distichantha e A. multiflora, porém, estas se
apresentam unidas entre si, dificultando o processo de individualizagéo.

Macédo et al.,, (2003), sugerem que tratamentos em concentracdes
menores de BAP sdo o0s mais indicados devido a maior facilidade de
individualizagdo dos brotos. Embora, Silva et al. (2002) tenham observado que a
aplicacdo de BAP até a concentragdo maxima de 11,08 yM ao meio de cultura
para a multiplicagdo in vitro de abacaxizeiro aumentou o nimero total de brotos
viaveis.

Para a variavel comprimento das brotagfes, independente da espécie, 0s

maiores valores foram observadas no tratamento sem a adicdo do BAP,
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verificando-se um comportamento linear decrescente, pois a medida que se
aumentou a concentracdo de BAP, houve a redugdo do comprimento das
brotacbes (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito do BAP comprimento médio das brotagfes de Aechmea miniata
e Aechmea blancheteana ao final de 225 dias de cultivo.

BAP (uM)
Espécies 0,00 4,44 8,88 13,32 Média
A. miniata 1,90a 1,30a 0,90b 0,7b 1,20A
A. blancheteana 1,60a 1,10ab 0,8b 0,6b 1,02A
Média 1,75a 1,20ab 0,85b 0,65¢

Médias seguidas pelas mesmas letras minlscula nas linhas e mailscula nas colunas, néo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Resultados semelhantes foram observados por diversos autores como
Moreira (2001) em abacaxizeiro cv. Pérola; Macédo et al. (2003) em Ananas
comosus; Pasqual et al.,, (2008) em abacaxizeiro ornamental; Fraguas et al.,
(2009) com a cultivar ‘IAC Gomo-de-mel’ e Nonato et al. (2009) em Ananas
erectifolius. Silveira et al., (2009) também observaram resultado similar para
Neoglaziovia variegata, quando foi adicionado BAP ao meio de cultura, promoveu
maior numero de brotacdes, entretanto os brotos eram pequenos e com poucas
raizes formadas. O mesmo resultado foi relatado por Almeida et al. (2002) em
Ananas comosus (L.) Merrill, que verificam a diminuicdo do nimero ou a auséncia
total de brotacBes para concentragdes maiores que.6,66 uM de BAP.

Para o comprimento de raizes, foi observada a reducdo na formacéao de
raizes quando foi adicionado BAP, e para as concentracfes maiores que 4,44 uM
esta reducédo foi ainda mais drastica, independente da espécie avaliada (Tabela
4). Este dado revela a forte acdo do BAP na inducao das brotacdes laterais e um
balanco auxina/citocinina insuficiente para promover a formacdo satisfatoria de
raizes juntamente com a formacao de brotos.

Ben-Jaacov et al., (1991) afirmam que fatos como estes confirmam a
teoria de que as citocininas inibem ou atrasam a formacao de raizes. Silva et al.,
(2002) obtiveram resultados semelhantes em Ananas comosus (L.) Merrill e
Aechmea bambusoide, quando ao estudarem a influéncia do BAP na proliferacéo

in vitro dessas espécies, verificaram que o aumento nas concentracdes desse
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regulador ocasionou redu¢do no numero de raizes. Contudo, ha necessidade de
outros estudos para confirmar esses resultados que sugerem que tratamentos
com concentracdes ainda menores de BAP podem ser mais indicados.

Muitos estudos tém mostrado que as citocininas controlam varios
aspectos do desenvolvimento vegetal, incluindo: divisdo celular, retardamento da
senescéncia de folhas, através da mobilizacdo de nutrientes, dominéncia apical,
guebra de dorméncia de gemas e desenvolvimento de flores. Dentre estes, 0
controle da divisdo celular € de consideravel significAncia para o crescimento e
desenvolvimento da planta e foi gracas a este efeito que se identificou esta classe

de regulador.

Tabela 4. Efeito do BAP no namero e comprimento médio de raizes de A. miniata
e A. blancheteana ao final 225 dias de cultivo.
Espécies
A. miniata  A. blancheteana

Variaveis BAP (uM)
analisadas Média
Namero 0,00 2,10aA 2,22Aa 2,16A
de raizes 4,44 0,82bB 0,73Bb 0,78B
8,88 0,21cC 0,19cC 0,20C
13,32 0,07dC 0,00Dc 0,04D
Comprimento 0,00 1,93aA 1,57aA 1,75A
de raizes 4,44 0,67bB 0,46bB 0,57B
(cm) 8,88 0,09cC 0,08cC 0,09C
13,32 0,00dC 0,00cC 0,00D

Médias seguidas pelas mesmas letras mindscula nas linhas e mailscula nas colunas, nao diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

3.3. Enraizamento

Os brotos de A. miniata e A. blancheteana produzidos em diferentes
concentracGes de ANA e AIB apresentaram 100% de enraizamento (Tabela 5).

Estes resultados corroboram os resultados encontrados por Girija et al.
(1999) que verificaram 100% de enraizamento em gemas de crossandra
infundibuliformis em meio MS com 4,92 yM de AIB e com Barboza et al. (2004),
cujos estudos demonstraram que tratamentos sem reguladores promoveram a
rizogénese in vitro em 100% dos brotos de abacaxizeiro do hibrido PEXSC-52.

Verifica-se que o0 enraizamento ocorre independente da suplementagao

com auxina, entretanto, para as duas espécies, a adicdo desse regulador vegetal
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influenciou somente o nimero de raizes, ndo havendo diferenca estatistica para o
comprimento de raizes (Tabela 4). Este comportamento também foi verificado por
Dias et al. (2010) que trabalhando com Ananas comosus var. erectifolius, e por

Carvalho, (2010) em A. comosus var. ananassoides.

Tabela 5. Efeito de diferentes concentracbes de ANA ou AIB sobre a
porcentagem de enraizamento, nimero de raizes e comprimento das
raizes (cm), em explantes de A. miniata e A. blancheteana.

Aechmea miniata

Trat. ANA (uM)  AIB (uM) Enraizamento (%)  N°raizes Comp. raizes (cm)
1 0 0 100a 3,45d 3,07a
2 1 0 100a 3,27d 3,67a
3 2 0 100a 4,10bc 3,55a
4 3 0 100a 4,75a 3,61a
5 0 1 100a 3,75cd 3,28a
6 0 2 100a 3,67cd 3,42a
7 0 3 100a 4,35ab 3,49a
CV (%) 31.64 48.52

Aechmea blancheteana

Trat. ANA (uM)  AIB (uM) Enraizamento (%) N°raizes Comp. raizes (cm)

1 0 0 100a 1,82e 2,05b
2 1 0 100a 2,70d 3,49a
3 2 0 100a 3,95ab 2,89a
4 3 0 100a 4,35a 2,96a
5 0 1 100a 3,00cd 2,97a
6 0 2 100a 3,50bc 3,08a
7 0 3 100a 4,25a 3,45a
CV (%) 31.16 41.41

Valores seguidos pelas mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

Segundo Anderson (1984), diversas espécies, principalmente as
herbaceas, enraizam facilmente in vitro sob baixas concentracdes de auxina ou,
simplesmente, em meio basico sem regulador vegetal.

Com excecédo do tratamento controle, sem adi¢cdo de auxina, o niumero de
raizes e o comprimento das raizes formadas em explantes de A. blancheteana
aumentou independentemente do tipo de auxina adicionada (Tabela 4). Sendo
verificado maior nimero de raizes formadas nos tratamentos com 3 yM de ANA e

AIB, com 4,35 e 4,25 raizes por explante respectivamente.



23

O mesmo comportamento foi observado para A. miniata, ao suplementar
0 meio de cultura com 3,0 uM de ANA ou AIB, apresentando respectivamente,
4,75 e 4,35 raizes por explante (Tabela 4).

Resultados diferentes aos obtidos foram reportados por Hewawasam et
al. (2001), ao observar que as brotagdes de Crossandra infundibuliformis,
apresentaram a maior quantidade de explantes enraizados em meio de cultura
MS sem regulador de crescimento. De acordo com Grattapaglia e Machado
(1990) e Pio et al. (2002), a adicdo de uma auxina ao meio de cultivo beneficia o
processo de inducao de raizes.

3.4. Aclimatizacéo

Apés 60 dias de transferéncia da condicdo in vitro para a casa de
vegetacao, foi verificado que para A. miniata ndo € necessario a utilizacdo de
auxina, pois ndo houve diferenca estatistica para o percentual de sobrevivéncia
entre os tratamentos estudados durante o processo de enraizamento (Tabela 6).

Houve diferenca estatistica significativa para sobrevivéncia das brotacdes
de A. blancheteana entres tratamentos avaliados, porém, ndo houve diferenca
entre os tratamentos com adicdo de auxina, sendo superior ao tratamento isento
de regulador, provavelmente este resultado se deu em funcdo deste tratamento

ter apresentado menor nimero e comprimento de raizes.

Tabela 6. Valores de sobrevivéncia de Aechmea miniata e Aechmea
blancheteana ap6s 60 dias de transferéncia para casa de vegetacéo,
em funcéo de diferentes concentracdes de ANA e AIB.

Sobrevivéncia (%)

Auxina Concentracao A. miniata A. blancheteana
(M)

0 95a 81b

ANA 1 98a 9la
2 100a 93a
3 100a 96a
1 100a 93a

AlB 2 96a 95a
3 94a 100a

Valores seguidos pelas mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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Nas condicoes do presente trabalho, foi verificado que para a
aclimatizacdo das duas espécies, ndo houve grandes complicacbes, pois 0s
resultados mostram altas taxas de sobrevivéncia, superiores a 80% indicando que
as espécies apresentam rusticidade e que o periodo de aclimatizacdo ndo € um

fator limitante na micropropagacéo (Figura 3).

Figura 3. Representacdo esquematica do protocolo de micropropagacdo de
Aechmea blancheteana A. Planta de A. blancheteana. B. Fruto com
sementes de A. blancheteana; C. Sementes germinadas de A.
blancheteana aos 7 dias; D. Multiplicacdo dos brotos aos 45 dias; E.
Enraizamento de A. blancheteana; F. Plantulas recém transplantadas; G.
Planta de Aechmea blancheteana aclimatizada apos 180 dias da
transferéncia para a condigédo ex vitro (barra: 0,5 cm).
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4. CONCLUSOES

A germinacao in vitro de sementes de A. blancheteana e A. miniata em
meio MS se mostrou eficiente para as duas espécies;

Para a multiplicagdo in vitro A. blancheteana e A. miniata a partir de
segmentos caulinares a concentragéo de 4,44uM de BAP é a mais recomendada;

As duas espécies estudadas apresentaram 100% de enraizamento em
meio isento de regulador;

Altas taxas de sobrevivéncia na aclimatizacdo indicam que a
micropropagacéo € uma alternativa viavel para as duas espécies estudadas;

O uso de auxina no meio favoreceu a aclimatizagao de A. blancheteana.
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RESUMO

A embriogénese somatica consiste no processo de regeneracdo de plantas a
partir do cultivo in vitro, em que células somaticas ou hapléides desenvolvem-se
em diferentes estadios embriogénicos, formando estruturas semelhantes a
embrides zigoéticos, sem fusdo de gametas. Este trabalho teve como objetivo
induzir embrides soméaticos utilizando segmento foliar de Aechmea blancheteana,
para isto foram realizados dois ensaios, no primeiro foi utilizado meio MS
suplementado com 2,4-D ou Picloram nas concentrac¢oes 1,25; 2,50; 5,00 e 10,00
MM, e no segundo protocolo, meio MS, suplementado com a auxina 2,4-D nas
concentragbes, 2,26; 4,53; 9,06; 22,5 uM e a citocinina BAP nas concentracdes
0,0; 2,22 e 4,44 uM. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, densidade de fluxo de fétons de 60umol m-2 s* e
fotoperiodo de 16 h, onde permaneceram por 60 dias. Apés este periodo foram
analisadas a porcentagem de indugcéo de calos embriogénicos, regeneracéo e
indugdo de embrides. No primeiro ensaio, 0 2,4-D apresentou maior eficiéncia
para a formacéo de calos embriogénicos quando comparado com o Picloram. As
concentragbes 5,00 e 10,00 yM de 2,4-D induziram a formagédo de calos
embriogénicos em 38 e 45% dos explantes foliares de Aechmea blancheteana
respectivamente. No segundo ensaio foi verificado que os tratamentos com 22,5
MM de 2,4-D e 22,5 uM de 2,4-D combinado com 4,44 uM de BAP induziram
maior porcentagem de calos embriogénicos. Para o0 desenvolvimento de
embrides, o tratamento com 22,5 uyM de 2,4-D foi o mais eficiente, induzindo a
formacédo de 126,5 embrides ao final de experimento. Para os dois ensaios nao foi
verificada a conversédo de embrides em plantulas.

Palavras chave: Inducdo. Regeneracédo. Citocininas. Auxina.
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ABSTRACT

Somatic embryogenesis is the process of plant regeneration from in vitro
experiments in which somatic cells haploid or develop in different stages
embryogenesis, forming structures resembling zygotic embryos without gamete
fusion. This study aimed to induce somatic embryos using foliar Aechmea
blancheteana to two protocols that were studied, the first used was MS medium
supplemented with 2,4-D or Picloram concentrations 1.25, 2.50, 5.00 and 10.00
MM, and the second protocol, the MS medium supplemented with the auxin 2,4-D
concentrations, 2.26, 4.53, 9.06, and 22.5 uyM and BAP concentrations 0.0 , 2.22
and 4.44 yM. Cultures were maintained in a growth room at 25 + 2 © C, photon flux
density of 60pumol m-2 s-1 and a photoperiod of 16 h, where they remained for 60
days. After this period we analyzed the percentage of embryogenic callus
induction, regeneration and induction of embryos. In the first test, the 2,4-D was
more efficient when compared with Picloram, for embryogenic callus formation.
Concentrations 5.00 and 10.00 uM of 2,4-D induced the formation of calli in 38 and
45% of leaf explants Aechmea blancheteana respectively. In the second
experiment it was found that treatment with 22.5 uM of 2,4-D and 22.5 yM of 2,4-D
combined with 4.44 uM BAP induced the highest percentage of calli. For the
development of embryos, treatment with 22.5 yM of 2,4-D was the most effective,
126.5 inducing the formation of embryos at the end of the experiment. For both
trials was not observed conversion of embryos into plantlets.

Keywords: Induction. Regeneration. Cytokinin. Auxin.
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1. INTRODUCAO

Em bromélias, estratégias baseadas nas técnicas de cultura de tecidos
vegetais podem possibilitar a propagacédo em larga escala, tanto para a captura e
fixacdo de ganhos genéticos para efeitos ornamentais, quanto para a sua
conservacado. Alguns padrdes de respostas morfogenéticas in vitro, observados e
descritos em bromélias revelam caracteristicas diferenciadas dos sistemas
regenerativos tradicionais baseados na organogénese e embriogénese somatica
(ALVES et al., 2006, GUERRA e DAL VESCO, 2010).

A embriogénese somatica consiste no processo de regeneracdo de
plantas a partir do cultivo in vitro, em que células somaticas ou haploides
desenvolvem-se em diferentes estadios embriogénicos, formando estruturas
semelhantes a embrides zigéticos, sem fusdo de gametas. E considerada um
sistema modelo para estudos de eventos morfoldgicos, fisiologicos, moleculares e
bioquimicos em plantas superiores (BISPO et al., 2007; FERNADES et al., 2008).

As principais vantagens da embriogénese somatica comparada com
outros sistemas de propagacdo in vitro sdo as altas taxas de multiplicacédo
obtidas, possibilidade de criopreservacdo de calos embriogénicos, uso de
biorreatores, além da possivel elaboracdo de sementes sintéticas (SILVEIRA et
al., 2004)6

Segundo Parrot e Flinn (1995), a capacidade de inducdo da
embriogénese somatica esta relacionada a alteracbes no padrao de expressao
génica dos explantes. Entretanto, o potencial embriogénico ndo €& somente
determinado geneticamente, mas também é influenciado pelo meio de cultura,
balanco hormonal, idade da planta e qualidade do explante (MENESES et al.,
2005).

Os reguladores de crescimento, como auxinas e citocininas, tém um papel
fundamental neste sistema de cultivo. Evidenciando a importancia das auxinas,
conforme Komamine et al. (1992), elas sdo geralmente, utilizadas em altas
concentracBes com o objetivo de induzir competéncia as células necessarias para
a formacdo de agregados embriogénicos a partir de células individuais,
expressando a totipoténcia de células competentes.

Dentre as auxinas, o acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) € um dos mais

empregados em estudos de embriogénese (ALVES; et al. 2006). Estudos de
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Valenzuela-Sanchez et al. (2006) evidenciaram que para a espécie Agave
tequilana a maior porcentagem de calos embriogénicos foi obtida com o0 2,4-D em
comparacdo ao acido naftaleno acético (ANA). O 2,4-D é uma auxina sintética e
possui efeitos semelhantes as auxinas de ocorréncias nhaturais, sendo mais
estaveis a degradacao (DAL VESCO, 2007).

O uso do Picloram também tem sido investigado em varias espécies, a
formacdo de embribes sométicos em Paspalum scrobitalum ocorreu com a
utilizacdo de altos niveis de Picloram, isoladamente ou em combinagdo com
cinetina (KAUR; KOTHARI, 2004). Picloram também foi efetivo na inducdo de
embriogénese somatica em eucalipto, nas concentracbes de 5,0 e 10,0uM
(TITON et al., 2007)

Outros importantes fitorreguladores como TDZ (Tiadizuron), 2-ip (2-
isopentenil) e BAP, também tém significativa importancia na indugado de embrides
somaticos (CHUNG et al., 2005 e GOMES et. al. 2006). Lin et al. (2007)
observaram que para Epipremnum aureum cerca de 30 a 100 embrides/explante
foram obtidos por meio de embriogénese, utilizando-se o TDZ.

Estudando o efeito de 2-ip na inducédo de embrides somaticos de bromélia
Vriesea reizii, Alves, Vesco e Guerra (2006) concluiram que houve a inducdo de
embribes somaticos e, 0 consequente desenvolvimento desses em plantulas,
guando explantes basais foram cultivados em meio com 2-ip. Os estudos com
embriogénese somatica na familia Bromeliaceae tém expandido muito nos ultimos
anos devido a necessidade de recuperacdo e preservacao de alguns genotipos
desta familia ameacados de extincdo como as bromélias, o que pode ser
evidenciado nas pesquisas de Alves et al.,(2006).

. A. blancheteana é uma espécie terrestre, nativa do Brasil, que é
amplamente utilizadas no paisagismo, adaptada a todas as regides do Brasil e
vém sendo extraida de seu ambiente natural para atender a demanda do mercado
de plantas ornamentais (LORENZI; SOUZA, 1998).

A falta de um sistema de producdo para atender o mercado de plantas
ornamentais, aliada a coleta indiscriminada por moradores locais, para a
comercializacdo dessas plantas vem ampliando desta forma a pressao
extrativista, e colocando vérias espécies na condi¢cdo de ameacada (ANACLETO,
2001).
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Neste trabalho, objetivou-se induzir embrides soméaticos utilizando
segmento foliar de Aechmea blancheteana em meio de cultura com diferentes
concentragOes de reguladores vegetal.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local de realizagc&o dos experimentos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) em parceria com
o Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agropecuario (EBDA).

2.2. Material vegetal

Sementes de Aechmea blancheteana foram retiradas de frutos maduros e
colocadas para secar sobre papel filtro durante trés dias a temperatura ambiente.
Sementes secas foram desinfestadas em alcool 70% durante um minuto e
hipoclorito de sddio com 2% de cloro ativo por 15 minutos e posteriormente foram
lavadas em agua destilada autoclavada duas vezes e inoculadas em frascos de
vidro (100 x 70 mm) contendo 25 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962). As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C, densidade de fluxo de fétons de 60pmol m-2 s* e

fotoperiodo de 16 h, onde permaneceram por 50 dias.

2.3. Ensaio 1. Efeito do 2,4-D e Picloram na inducdo da embriogénese

somatica em Aechmea blancheteana

Foram utilizados como explantes segmentos de bases foliares com 0,5¢cm
de comprimento de plantas de Aechmea blancheteana com 60 dias de idade,
sendo utilizadas somente as folhas mais internas, desprezando as 4 folhas mais
externas.

Para a inducédo da embriogénese somatica foi utilizado o meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 2,4-D ou Picloram nas
concentragodes 1,25; 2,50; 5,00 e 10,00 uM, mais um tratamento controle isento de

regulador vegetal, totalizando 9 tratamentos.
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Os explantes foram inoculados em placa de petri (25 mm x 100 mm),
contendo 20 mL do meio de cultura, O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,7¢ 0,1 antes da autoclavagem a temperatura de 120°C por 15 minutos. As
culturas foram mantidas no escuro em sala de crescimento com temperatura de
25 + 2°C por 60 dias. ApGs este periodo, para a inducdo de embrides somaticos,
os calos embriogénicos foram subcultivados para um novo meio de cultura MS
suplementado com 0,5 uM de ANA (acido naftalenoacético), e mantidos em sala
de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 60
umol. pm?2.s™, e temperatura 25 + 2°C, onde permaneceram por mais 30 dias.

2.4. Ensaio 2: Efeito do 2,4-D e BAP na inducédo da embriogénese somatica
em Aechmea blancheteana

Como fonte de explantes, foram utilizadas folhas de plantas de Aechmea
blancheteana oriundas de sementes germinadas in vitro com 60 dias de idade.
Para a inducdo da embriogénese somatica foi utilizado o meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com a auxina 2,4-D nas
concentracgbes, 2,26; 4,53; 9,06; 22,5 uM e a citocinina BAP nas concentragdes
0,0; 2,22 e 4,44 uyM, em todas as combinacbes possiveis, totalizando 12
tratamentos.

Os explantes foram inoculados em placa de petri (25 mm x 100 mm),
contendo 20 mL do meio de cultura. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7
+ 0,1 antes da autoclavagem a temperatura de 120°C por 15 minutos. As culturas
foram mantidas no escuro em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C
por 60 dias. Apos este periodo, para a inducdo de embriGes somaticos, os calos
embriogénicos foram subcultivados para um novo meio de cultura suplementado
com as mesmas concentracdes de reguladores que o meio anterior, e em seguida
foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, e
densidade de fluxo de fétons de 60 pmol. m-2.s-, e temperatura 25+ 2°C, onde
permaneceram por mais 30 dias.

Para os dois ensaios foram utilizadas 10 repeti¢cdes, sendo cada repeticao
constituida de uma placa de Petri contendo 10 explantes. Foram avaliadas a

porcentagem de explantes intumescidos e porcentagem de calos embriogénicos,
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determinada pelo numero médio de explantes com massa celular apresentando

proembrides, e numero médio de embrides formados.

2.5. Anélise estatistica

Para os dois experimentos os dados foram submetidos a analise de
variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Ensaio 1. Efeito do 2,4-D e Picloram na inducdo da embriogénese

somatica em Aechmea blancheteana

Ao avaliar o efeito de diferentes reguladores e concentragcdes na indugéo
de calos, a partir de explantes foliares de A. blancheteana, foi observado que néo
houve diferencas estatisticas para a formacéo de calos embriogénicos (Tabela 1)

Neste trabalho foi possivel verificar que altas concentracdes de 2,4-D,
(5,0 e 10 uM), proporcionaram as maiores médias de explantes intumescidos em
A. blancheteana (Tabela 1).

O 2,4-D parece ser a auxina mais utilizada em sistemas experimentais,
segundo Vasil (1982), a competéncia embriogenética é aparentemente adquirida
durante o periodo inicial em cultura na presenca de altos niveis desta auxina.
George (1996) comenta que o 2,4-D tem efeito no metabolismo do RNA,
induzindo a transcricdo de RNAs mensageiros capazes de decodificar proteinas
para o crescimento e que podem induzir a proliferacéo celular desordenada.

Para a auxina Picloram foi verificada maior porcentagem de explante
intumescidos para as concentracfes 1,25; 2,5 e 5,0 uyM, sendo, 23, 29 e 16%,
respectivamente. Também foi observado que para a maior concentracdo de
Picloram avaliada (10,00 uM) a porcentagem de explante intumescidos foi
reduzida para 2%. George (1996) afirma que este comportamento ja é esperado,
visto que a concentracdo requerida desse regulador € geralmente menor que a

necessaria para outras auxinas.
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Tabela 1. Influéncia de diferentes reguladores e concentragdes na inducao de
calos e regeneracao de plantas em Aechmea blancheteana a partir de
explantes foliares.

Regulador Concentracgao Explante Calo embriogénico
vegetal MM intumescido (%) (%)
Controle 0,00 Oc 0,00a

1,25 4c 0,00a

2,4-D 2,50 17b 0,00a
5,00 38a 2,86a

10,00 45a 3,18a

1,25 23b 0,00a

Picloram 2,50 29b 0,00a
5,00 16b 0,00a

10,00 2C 0,00a

Valores seguidos das mesmas letras minUsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para as duas auxinas, os calos formados apresentaram bom aspecto,
sendo de coloracdo amarelo-claro ou branco e de textura semicompacta, e
aspecto friavel. Para as concentragbes 5,00 e 10,00 uM de 2,4-D observou-se a
formacdo de calos com regides apresentando agrupamentos celulares
semelhantes a embrides em toda a superficie foliar. Inicialmente estes calos
apresentaram coloracdo amarelo-claro, porem, apos serem transferidos para um
novo meio de cultura e para condicéo de luz, estes calos passaram a apresentar a
coloracédo escura. (Figura 1).

Para Madhavi et al., (1995), esta coloracdo pode estar associada com o
acumulo de antocianina nas culturas de calos embriogénicos quando expostas a
luz, este autor verificou a maxima concentracdo aos 12 dias de cultivo, apés a
transferéncia de calos de Vaccinium macrocarpon Ait, para condi¢cdo de luz. Haq
(2005) trabalhando com embriogénese somatica do algodao também verificou a
presenca de pequenas quantidades de antocianina.

Neste trabalho foi observado o desenvolvimento de raizes e o
estiolamento de brotos nos tratamentos, 1,25 e 2,50 uM de 2,4-D (Figura 2). Isto

pode ser explicado pelo fato das auxinas serem reguladores de crescimento que
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apresentam maior eficiéncia para inducao de raizes, cuja funcao esté relacionada
com a divisao celular (SORACE et al., 2007).

Estes resultados corroboram com Molina et al., (2002) que verificaram
que, ao utilizar o meio MS acrescido de 2,4-D, observou a inducéo de raizes e
parte aérea em alguns explantes e formacdo de calos pequenos e brancos em
explantes foliares de café. Pence et al. (1980), em experimentos com embrides
zigoticos imaturos de cacaueiro, concluiram que a combinacao de auxinas (ANA,
AIA e 2,4-D) estimula a embriogénese, porém, a adicdo de cada uma
separadamente teve pouco efeito no processo embriogénico, este autor também

relata a presenca de raizes quando as auxinas foram estudadas separadamente.

Figura 1. Explantes apresentando estruturas embriogénicas, obtidos de explantes
foliares de Aechmea blancheteana. (A e B); Calo obtido do tratamento
com 5,00 uM de Picloram, a partir de explantes foliares de Aechmea
blancheteana, apresentando estruturas embriogénicas em toda a
superficie foliar. (C); Calo apresentando coloracdo escura, 30 dias apos

ser transferido para condicdo de luz (D) (barra: 0,5 cm).
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Figura 2. Calos apresentando raizes, obtidos do tratamento com 1,25 (A) e 2,50
MM de 2,4-D (B), a partir de explantes foliares de Aechmea blancheteana);
Broto estiolado formado a partir de calo obtido no tratamento 1,25 uM de
2,4-D. (C) (barra: 0,5 cm).

Os resultados deste trabalho mostram que é possivel induzir e regenerar
calos a partir de explantes foliares de Aechmea blancheteana, porém, estes
resultados sugerem a realizacdo de uma investigacdo maior, visando ajustar este

protocolo para uma melhor eficiéncia.

3.2. Ensaio 2: Efeito do 2,4-D e BAP na inducdo da embriogénese somaética
em Aechmea blancheteana

A influéncia do BAP na porcentagem de explantes intumescidos foi
verificada somente no tratamento com 9,06 uM 2,4-D (Tabela 2). Exceto nos
tratamentos 9,06 e 22,5 uyM de 2,4-D combinado com 4,44 uM de BAP, foi
verificado que para todos os demais tratamentos, ndo houve diferenca estatistica,

independente da concentracdo de 2,4-D e BAP estudada.
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O balango hormonal entre os niveis de citocininas e auxinas, exdgenas e
endogenas a planta, pode estimular a proliferacdo celular. Komanine et al. (1992)
relataram que a auxina € necessaria para a formacdo de agregados
embriogénicos a partir de células individuais, expressando a totipoténcia das
células competentes. Em muitas espécies, o0 processo de iniciacdo de
embriogénese somatica é verificado ao se cultivar o explante em meio com a
concentragao relativamente elevada de 2,4-D, o qual tem efeito no metabolismo
do RNA, induzindo a transcricdo de RNAs mensageiros capazes de decodificar
proteinas para o crescimento e que podem induzir a proliferacdo celular,

resultando em agregados embriogénicos (GEORGE 1996).

Tabela 2. Efeito do 2,4-D e BAP na indugé&o de calos embriogénicos em Aechmea
blancheteana.

2,4-D(uM)
BAP(uM) 2,26 4,53 9,06 22,5
ER (%) CE(%) ER (%) CE(%) ER (%) CE(%) ER (%) CE(%)
0,00 1,09a 0,17a 1,19a 1,35a 0,99a 0,78a 1,59a 0,87a
2,22 0,8la 0,11a 1,23a 1,14a 0,39b 0,59a 1,09a 0,23b
4,44 0,93a 0,03a 1,03a 1,12a 0,21b  0,15b 1,36a 0,97a

CV(%) ER=19,08% CE=39,48%

ER: explantes responsivos; CE: calos embriogénicos.

Valores seguidos das mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

A rota embriogénica também foi induzida em 90,6% dos explantes foliares
quando cultivados em meio com 20,0 yuM de 2,4-D em Vrisea reitzii (ALVES et al.,
2006). Donato et al. (2000), estudando a inducédo de couve-comum, submetidos a
diferentes combinacdes de 2,4-D e BAP, verificaram que na presenca das mais
reduzidas concentracbes de BAP, o0s calos apresentavam melhor
desenvolvimento. Bispo et al. (2007), relataram que em aveia, a presenca da
citocinina BAP no meio de cultura ndo influenciou a formacdo de calos
embriogénicos nos diferentes genoétipos estudados.

Com a transferéncia dos calos embriogénicos para condicdo de
luminosidade, observou-se o desenvolvimento de embrides somaticos, sendo o
tratamento constituido de 22,5 uM de 2,4-D na auséncia de BAP aquele que

proporcionou maior nimero de embrides somaticos, cerca de 126,5 embrides, aos
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90 dias de cultivo (Tabela 3). A Figura 3 apresenta as estruturas observadas aos
60 dias de cultivo.

Tabela 3. Efeito das combinacgfes entre 2,4-D e BAP no nimero de embrides em
Aechmea blancheteana.

2,4-D(uM )

BAP (uM ) 2,26 4,53 9,06 22,5
0,00 17,1aC 54,5aB 38,0aB 126,5aA
2,22 15,6aB 14,2aB 23,7aB 87,31aA
4,44 0,03bB 0,19bB 1,08bB 11,67bA

CV(%) = 41,6
Valores seguidos das mesmas letras mindsculas nas colunas e valores seguidos das mesmas

letras mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Estruturas semelhantes as observadas neste trabalho (Figura 3), também
foram relatadas por Rech Filho et. al. (2005) e Alves et. al. (2006), contudo, a
regeneracao das plantas ocorreu pela rota organogénica. Verifica-se ainda que
em toda a extensdo do explante houve formacdo e desenvolvimento dos
embrides, independente da zona meristematica (Figura 3B).

Figura 3. (A) Explantes intumescidos apresentando estruturas embriogénicas,
obtidos de explantes foliares de Aechmea blancheteana; (B) Embribes
somaticos aos 60 dias de cultivo (barra: 0,5 cm).

Com relagédo ao numero de embrides verifica-se que o 2,4-D foi essencial
para a inducdo dos embrides soméaticos. Independente do tratamento, ao final
deste trabalho foram obtidos 387,2 embribes somaticos, apesar disto, ndo foi

verificado a conversdo de nenhum embrido em plantula.
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Em sistemas vegetais, 0s principais entraves para a utilizacdo da
embriogénese somatica em larga escala consistem nas baixas taxas de inducao e
converséo de embrides em plantas normais (ARA et al., 2000 e EL MESKAOQOUI et
al. 2006). Para Pinheiro (2012), a queda do potencial regenerativo pode ser
explicada devido a liberacdo de antocianina no meio de cultura, sendo esta
produzida a partir de sete dias de cultivo na presenca de luz. Madhavi et al.,
(1995), trabalhando com Vaccinium macrocarpon, verificaram o acumulo de
antocianina nas culturas de calos embriogénicos quando expostas a luz,
alcancando a maxima concentracdo aos 12 dias de cultivo, periodo a partir do

gual o autor verificou um decréscimo no potencial de regeneracao de embrides.
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4. CONCLUSOES

Na inducdo de calos embriogénicos a auxina 2,4-D apresentou maior

eficiéncia quando comparado com o Picloram.

Na inducdo de embrides somaticos, o tratamento com 22,5 uM de 2,4-D

foi 0 mais eficiente;

Para os dois ensaios nao foi verificada a conversdao de embrides em

plantulas.
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RESUMO

Considerando a grande devastacdo da Mata Atlantica, atualmente com apenas
7,3% de sua area original preservada e onde cerca de 70% das bromélias sédo
endémicas, € importante o estabelecimento de métodos de conservacdo ex situ
com o objetivo de preservar esse germoplasma e evitar uma erosao genética
irreversivel. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentracbes dos reguladores osmdéticos, sacarose, manitol ou sorbitol na
conservacao in vitro de A. blancheteana. As plantas de A. blancheteana foram
colocadas em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS com 1/3 da
concentragcdo de sais, suplementados com sacarose, sorbitol ou manitol,
totalizando 6 tratamentos. As culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 25 + 2°C, densidade de fluxo de fétons de 60umol m-2 s-* e
fotoperiodo de 16 h luz dia™. Os resultados mostraram que foi possivel conservar
sob condi¢cdes de crescimento reduzido, plantas de A. blancheteana por doze
meses em meio de cultura 1/3 MS suplementado com manitol.

Palavras chave: Reguladores de vegetais. Agente osmotico. Crescimento
minimo.
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ABSTRACT

Considering the devastation of the Atlantic, currently only 7.3% of its original area
preserved and where about 70% of the bromeliads are endemic, it is important to
establish methods for ex situ conservation in order to preserve this germplasm and
avoid irreversible genetic erosion. This study aimed to evaluate the effect of
different concentrations of osmotic regulators, sucrose, mannitol or sorbitol in vitro
conservation of A. blancheteana. The plants of A. blancheteana were placed in
test tubes containing 15 ml of MS medium with 1/3 of the concentration of salts,
supplemented with sucrose, sorbitol or mannitol, for a total of 6 treatments.
Cultures were maintained in a growth room at 25 + 2 ° C, photon flux density of
60umol m-2 s* and a photoperiod of 16 h light day™. The results showed that it
was possible to keep under conditions of reduced growth, plants of A.
blancheteana for twelve months in culture medium third MS supplemented with
mannitol.

Keywords: growth regulators. Osmotic agent. Minimum growth.



54

1. INTRODUCAO

A acdo predatoria, associada a reducdo e fragmentacdo da Floresta
Atlantica, sem a reposicdo natural das espécies, vem provocando danos
ambientais, entre estes a reducdo da diversidade especifica de bromélias e de
outras espécies (LEME, 1998 e ANACLETO, 2001).

Frente ao atual cenario de destruicdo ambiental, aliado a crescente
demanda de mercado de ornamentais, torna-se imprescindivel priorizar
estratégias para preservar 0S recursos genéticos, bem como pesquisar novas
técnicas de conservacdo, especialmente para as espécies nativas (MIACHIR,
2004).

A cultura de tecidos foi concebida como uma alternativa para a
conservacdo de espécies com sementes recalcitrantes ou intermediarias ou
aquelas propagadas vegetativamente (ENGELMANN,1991) como é o caso das
bromeliaceas.

A técnica de conservacao in vitro consiste em aumentar a0 maximo o
intervalo entre subcultivos, diminuindo assim a estrutura fisica necessaria e os
custos de mao-de-obra quando comparado com outras formas de conservagao ex
situ, além de proporcionar ao melhorista acesso direto a todo o germoplasma da
colecéo (VIEIRA, 2002).

A conservacao in vitro visa reduzir o metabolismo da planta, aumentando
ao maximo os intervalos de subcultivos ou estendendo-o indefinidamente, sem
afetar a viabilidade das plantulas. Para tanto, tém-se utilizado como estratégia,
modificacdes nas condicbes ambientais como luz e temperatura ou modificacdes
guimicas no meio de cultura como, nutrientes organicos e inorganicos,
reguladores osmoticos ou inibidores de crescimento (ROCA et al., 1991).

Diferente dos reguladores vegetais que atuam diretamente nas rotas
metabolicas da planta, os agentes osmoéticos possuem sua agao relacionada com
a reducdo do potencial hidrico no meio de cultura (CALDAS et al., 1998;
ENGELMANN, 1991), portanto, para trabalhos de conservacdo in vitro, a
utilizacdo de agentes osmoticos como o manitol, sacarose e sorbitol é mais
indicada do qué o uso reguladores vegetais, ja que estes favorecem a

estabilidade genética do material em estudo.
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Com relacdo aos agentes osmoticos, tais como o manitol, sorbitol e
sacarose, estes atuam sobre o crescimento, reduzindo o potencial osmoético do
meio de cultura, com isto, limitando a absor¢cdo de agua e nutrientes para o
explante.

Segundo Withers e Willians (1998), a concentracao de 4% de manitol tem
sido utilizada com sucesso para conservar propagulos de espécies de
propagacdo clonal como tubérculos e raizes. Lima-Brito et al (2011) trabalhando
com a interacdo de agentes osmaticos, luz e temperatura, verificou ser possivel a
conservacao de Syngonanthus mucugensis utilizando meio MS% contendo 43,83
mM de sacarose a 18 °C. Rocha (2010) observou que esta técnica é viavel para a
conservacdo de Aechmea bromelifolia e A. distichantha sob condigdo de
crescimento minimo in vitro por 360 dias em meio MSY2 contendo 82,36mM de
manitol

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentracbes dos agentes osmoticos, sacarose, manitol ou sorbitol na

conservacao in vitro de Aechmea blancheteana.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local de realizac&do dos experimentos

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) e da Empresa

Baiana de Desenvolvimento Agropecuario (EBDA).

2.2. Condicdes de cultivo

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de

25 + 2°C, densidade de fluxo de fétons de 60umol m-2 s™ e fotoperiodo de 16 h.
2.3. Germinacgao
Sementes de Aechmea blancheteana foram retiradas de frutos maduros e

colocadas para secar sobre papel filtro durante trés dias a temperatura ambiente.

Sementes secas foram desinfestadas em &lcool 70% durante um minuto e
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hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo por 15 minutos e posteriormente foram
lavadas 3 vezes em &gua destilada autoclavada duas vezes e inoculadas em
frascos de vidro (100 x 70 mm) contendo 25 mL do meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962).

2.4 Conservacao

Plantas de Aechmea blancheteana obtidas na etapa anterior foram
reduzidas a um tamanho de aproximadamente 1 cm, ap0s serem retiradas todas
as folhas e raizes, a fim de tornar homogéneo o material de partida. As plantas
foram colocadas em tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo 15 mL de meio de

cultura MS com % da concentracdo de sais, suplementados com sacarose,

sorbitol ou manitol, totalizando 6 tratamentos (Tabela 1), cada tratamento foi
composto por 40 repeticbes, sendo cada repeticdo constituida de um tubo

contendo um explante.

Tabela 1. Tratamentos utilizados na conservacdo in vitro de Aechmea
blancheteana com diferentes concentracbes dos agentes osmoticos,
sacarose, sorbitol e manitol.

Agente osmoético Concentracao
gL™ mM
Sacarose 15 43,82
30 87,65
Sorbitol 15 82,36
30 164,73
Manitol 15 82,36
30 164,73

Aos 360 dias de cultivo foi avaliado a sobrevivéncia, os comprimentos da
parte aérea e da maior raiz (mensurado com auxilio de régua graduada em
centimetro, considerando-se a medida compreendida entre a base do caule e a
extremidade da maior folha), nimero médio de raizes (mensurado pela contagem
das raizes individualmente, desconsiderando-se aquelas menores que 1 mm),
namero de folhas verdes e numero de folhas senescentes (mensurado pela

contagem das folhas individualmente.
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Foi realizada a analise, e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2011). Para homogeneizar a variancia, fez-se a transformacao de

dados usando a féormula Vv +0.5.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do experimento néo foi verificada a presenca de plantas mortas. A
analise dos dados apresentados na Tabela 1 indica que os agentes osmaéticos
utilizados tiveram influéncia significativa para as variaveis, comprimento da parte
aérea e comprimento da maior raiz, porém, ndo foram significativos para as
variaveis numero de folhas verdes, numero de folhas senescentes e nimero de
raiz. Entre as fontes de carbono utilizadas neste experimento, o manitol
proporcionou 0s menores comprimentos da parte aérea enguanto a sacarose € 0
sorbitol proporcionaram maiores médias para comprimento da parte aérea e da
maior raiz (Tabela 2).

Com o objetivo de conservacéo, o uso de fontes alternativas de carbono
em substituicdo a sacarose, vem sendo amplamente estudado no cultivo in vitro
de varias espécies, bem como a reducdo nas concentra¢cdes habitualmente
usadas desse agente osmoético. Estes procedimentos visam a reducdo das
atividades metabdlicas de plantas in vitro com isso favorecendo a conservacao.
Considerando o objetivo deste trabalho, o uso do manitol proporcionou o0s
melhores resultados, visto que, de acordo com as variaveis avaliadas, promoveu
o desenvolvimento mais lento das plantas ao final dos 12 meses.

Os resultados deste trabalho corroboram os obtidos por Souza et al.
(2006) que verificaram ser possivel conservar sob crescimento reduzido
vitroplantas de Ananas comosus var.erectifolius em meio de cultura MSY:
suplementado com 43,82 mM de manitol. Lima (2008), trabalhando com
Orthophytum mucugense, verificou que a concentracdo de 87,64 mM de manitol
favoreceu as menores taxas de crescimento, ainda que, os acucares maltose e
glicose também tenham proporcionado resultados satisfatorios, possibilitando o
prolongamento dos intervalos entre subcultivos.

Em trabalhos de conservacdo in vitro de maracuja, Faria et al (2006)

obtiveram os melhores resultados utilizando sorbitol, em substituicdo a sacarose.
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Por outro lado, a associacdo entre as fontes de carbono, e as alteracbes de
temperatura podem proporcionar resultados positivos na redu¢ao do metabolismo
das plantas cultivadas in vitro, como o que foi obtido por Lemos et al (2002) na
conservacao in vitro de cana de agucar, no qual o meio MS suplementado com
26,71 mM de manitol, associado com 29,23 mM de sacarose, sob temperatura de
15°C e 25°C possibilitou a conservacao in vitro das plantas por um periodo de 12
meses.

Tabela 2. Comprimento da parte aérea (CPA), numero de folhas verdes (NFV),
numero de folhas senescentes (NFS), numero de raiz (NR) e
comprimento da maior raiz (CMR) de Aechmea blancheteana, aos 12
meses de cultivo in vitro em funcao do agente osmaético.

Agente  gL(mM) CPA NFV NFS NR CMR
osmaotico (cm) (und) (und) (und) (cm)

Sacarose 15 (43,82) 3,23c 2,90a 0,98b 2,59a 2,91c
30 (87,64) 3,00c 2,96a 0,73a 2,30a 2,55ab

Sorbitol  15(82,36)  3,03c 2,98a 0,77a 2,35a 2,94c
30 (164,73) 2,86b 2,84a 0,81a 2,51a 2,52ab

Manitol 15 (82,36) 2,56a 2,77a 0,70a 2,60a 2,38a
30 (164,73) 2,53a 2,89a 0,70a 2,49a 2,31a

CV (%) 25,00 8,76 4,41 4,60 9,98

Médias seguidas pelas mesmas letras mindscula nas colunas néo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Na tabela 2, pode-se observar que as plantas obtidas a partir dos
tratamentos com 82,36 ou 164,73 mM de manitol promoveram, nesse estudo,
reducédo dos valores de comprimento de parte aérea e comprimento da maior raiz.
Entre as duas concentracdes, ndo houve diferenca significativa quando se utilizou
164,73 mM de manitol. A sacarose e o0 sorbitol promoveram maior
desenvolvimento das plantas.

Por ser um composto ndo téxico e apresentar efeito osmotico, 0 manitol
tem sido muito empregado na técnica de cultura de tecidos, por simular condicdes
de déficit hidrico (DUMET et al., 1993; THORPE et al, 2008). Estudos que
utilizaram o manitol como agente osmético obtiveram sucesso no estabelecimento
de condicbes favoraveis a conservacao in vitro em varias culturas, sdo exemplos,
cana de acucar (LEMOS et al., 2002), maracuja (FARIA et al., 2006) e abacaxi
ornamental (SOUZA et al., 2006).

Para a variavel numero de folhas verdes, os tratamentos estudados néo

apresentaram efeito significativo, (Tabela 2). O tratamento com 43,82Mm de
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sacarose apresentou maiores meédias para a variavel numero de folhas
senescentes. Estes resultados corroboram com o0s encontrados por Moreira
(2008) que estudando a conservagdo in vitro Aechmea fasciata e Aechmea
miniata, obteve resultados semelhantes em relacdo a diferentes fontes de
carbono.

Neste trabalho apenas os tratamentos com 82,36 e 164,73 mM de
manitol, apresentaram folhas senescentes (Tabela 1). Segundo Taiz e Zeiger
(2004) a senescéncia é um processo codificado geneticamente e segue um curso
previsivel de eventos celulares, onde o cloroplasto é a primeira organela a se
deteriorar no inicio da senescéncia foliar. Os tecidos senescentes realizam
processos catabdlicos que exigem a sintese de enzimas como, lipases,

proteases, nucleases e enzimas degradadoras de clorofila.

A B

Figura 1. Plantas de Aechmea blancheteana apresentando folhas senescentes
apos 12 meses em meio de conservacao. (A) 82,36 Mm de manitol, (B)
164,73 mM de manitol.
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Figura 1. Plantas de Aechmea blancheteana apds 12 meses em meio de
conservacao. (A) 43,82 mM de sacarose, (B) 87,64 mM de sacarose.

; A

Figura 2. Plantas de Aechmea blancheteana apés 12 meses em meio de
conservacao. (A) 82,36 mM de sorbitol, (B) 164,73 mM de sorbitol.

Figura 3. Plantas de Aechmea blancheteana apds 12 meses em meio de
conservacao. (A) 82,36 mM de manitol, (B) 164,73 mM de manitol.
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Nas condicdes deste trabalho, 100% dos explantes apresentaram
desenvolvimento de raizes, ndo havendo diferencga significativa para esta variavel
entre os tratamentos estudados, porém, para comprimento da maior raiz, 0s
tratamentos com manitol apresentaram médias menores (Tabela 2). Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados por Faria et al., (2006) quando,
em estudos sobre a conservagcdo in vitro de maracujazeiro, afirmam que
tratamentos com sacarose no meio de cultivo favorecem o desenvolvimento de
raizes.

O tratamento com manitol promoveu as menores médias para essa
variavel, corroborando com os resultados obtidos em coqueiro ando, por Lédo et
al., (2007) verificaram o menor desenvolvimento de raiz em plantulas mantidas
em meio MS suplementado com manitol.

De acordo com os resultados observados neste trabalho, o manitol se
mostrou mais eficiente que a sacarose e o0 sorbitol, visto que reduz o crescimento
das vitroplantas, mantendo a viabilidade. A utilizacdo destes agentes osmoticos
para a reducdo do metabolismo celular no cultivo in vitro visando a conservacéo
de germoplasma tem se mostrado eficiente a depender da espécie, como relatado
para Annona muricata (LEMOS; BAKER, 1998), cana de acucar (LEMOS et al,
2002), batata (FORTES; PEREIRA, 2003) e Podophyllum (LATA et al., 2010).

Apesar dos resultados negativos obtidos com algumas espécies, o uso de
agentes osmoticos continua sendo testado na conservagao in vitro, como uma
das estratégias de reducdo de metabolismo celular a partir de alteracdes no meio

de cultivo, a fim de evitar o uso de reguladores vegetais.
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4. CONCLUSOES

Nas condi¢bes deste trabalho, o0 meio de cultura MS 1/3 suplementado
com 82,36 mM de manitol é o mais indicado para conservar por doze meses
vitroplantas de Aechmea blancheteana por 12 meses.
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