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RESUMO

A bromélia Aechmea setigera € uma espécie epifita nativa da Amazbdnia Sul-
Ocidental. Em geral, as atividades de desmatamento das florestas causam uma
reducdo na biodiversidade das bromeliaceas da Amazénia. Sendo assim, a produgao
de mudas por micropropagacao consiste numa importante estratégia de propagacao e
conservagao desse recurso genético vegetal. O objetivo deste trabalho foi estabelecer
um protocolo para a micropropagacao dessa espécie. O estudo iniciou-se com o
estabelecimento de sementes in vitro em meio de cultivo MS. Para a multiplicagao de
brotos foram utilizados meio de cultura MS liquido estacionario e meio de cultura MS
semissolido, suplementado com diferentes concentragdes da citocinina BAP (6-
benzilaminopurina) (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 mg.L'1) apos 60 dias foi avaliado numero de
brotos, comprimento dos brotos, nimero de raizes e presenca ou nao de calos. O
enraizamento in vitro foi induzido com meio MS, suplementado com diferentes
concentragbes de auxinas AlA (acido indol acético), AIB (acido indolbutirico) e ANA
(acido naftalenoacético) (0; 0,25 ;0,5; 1,0; 2,0 mg.L'1) ap6s 60 dias foi avaliado
porcentagem de enraizamento, numero de raizes e comprimento de raiz. A
aclimatizacdo dos brotos ocorreu em casa de vegetagdo tecnolégica apos a fase de
enraizamento in vitro em substrato comercial, vermiculita e p6 de serra, isolados ou
associados entre si. Os parametros avaliados foram altura das plantulas e numero de
folhas durante 30, 60 e 90 dias. A formagao do maior numero de brotos adventicios
ocorreu com a concentracao de BAP de 4,0 mg.L'1 em meio liquido estacionario. Todas
as concentragdes de ANA proporcionaram a formagdo do maior numero de raizes,
independente das concentragbes utilizadas. As plantulas aclimatizadas em casa de
vegetacdo se desenvolveram melhor em substrato comercial ou quando associado a
vermiculita. Com base nesses resultados, conclui-se que a propagacéo in vitro de A.

setigera € uma biotecnologia viavel para a produ¢cdo de mudas.

Palavras-chave: propagacéo in vitro; bromélia; regulador de crescimento; Amazénia;

Aechmea setigera.



ABSTRACT

The bromeliad Aechmea setigera is an epiphytic species native to Southwestern
Amazonia. In general, deforestation activities cause a reduction in the biodiversity of the
Amazon bromeliads. Thus, seedling production through micropropagation is an
important strategy for propagation and genetic resource conservation of this plant. For
these reasons, this work aimed at establishing a protocol for micropropagation of this
species. In vitro seeds were placed into MS medium. Liquid stationary MS medium and
semi-solid MS medium supplemented with different concentrations of BAP (0, 0.5, 1.0,
2.0, 4.0 mg.L") were used for shoot multiplication. The number and the length of the
sprouts, and the number of roots with or without calluses were evaluated after 60 days.
Rooting was induced in vitro with MS medium supplemented with different
concentrations of IAA, IBA and NAA (0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg.L™"). Rooting percentage
as well as the number and the length of the roots were also evaluated after 60 days.
Sprouts acclimatization occurred in a technological greenhouse after in vitro rooting in
commercial substrate, vermiculite and sawdust, isolated or combined. The evaluated
parameters were plantlets height and leaves number during 30, 60 and 90 days. The
formation of the higher number of adventitious shoots occurred with BAP concentration
of 4.0 mg L-1 in liquid stationary medium. The formation of a higher number of roots
occurred with the use of NAA. Plantlets acclimatized in greenhouses are better
developed in commercial substrate or when coupled with vermiculite. Based on these
results, it is concluded that the in vitro propagation of A. setigera is a viable

biotechnology for the production of seedlings.

Keywords: in vitro propagation, bromeliad, plant growth regulator; Amazon; Aechmea
setigera
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1 INTRODUGAO

A Amazénia € um bioma rico em biodiversidade que vem sofrendo diversos
impactos ocasionados pela agao antropica. A exploragdo madeireira € um dos
principais fatores relevantes na causa de danos severos as florestas, propiciando
grandes devastagdes (FEARNSIDE, 2006). Nas florestas neotropicais do mundo existe
uma consideravel diversidade biolégica de epifitas vasculares, contribuindo com a
manutengdo desses ecossistemas, bem como com a biodiversidade (BENZING, 1990).
Dentre as epifitas vasculares representadas por pteridofitas e angiospermas,
destacam-se as Bromeliaceae (BENZING, 1990).

A familia Bromeliaceae esta distribuida pelos Neotrépicos, possuindo 58
géneros em 3172 espécies e subespécies (LUTHER, 2008; GIVNISH et al., 2011).
Desse total, 40 % das espécies sdo encontradas em territério brasileiro (MOLLO et al.,
2011). No Brasil, a maior riqueza de espécies dessa familia ocorre na Floresta
Atlantica, sendo que nas regides Sul e Sudeste existem populagbes com elevado
endemismo (REITZ, 1983; MARTINELLI, 2000). As bromeliaceas da Amazénia s&o em
geral, pouco conhecidas (NARA; WEBBER, 2002) e mal representadas nas colegbes
de herbarios. De acordo com Smith (2005), ocorrem 64 espécies em 14 géneros para
toda a regiao.

Na Amazodnia brasileira, os representantes de Bromeliaceae séo encontrados
com maior frequéncia em locais de vegetagdo de baixios, campina, campinarana e
igap6 (SOUSA; WANDERLEY, 2007). Destaca-se para os estudos das Bromeliaceae
da Amazobnia o levantamento da Flora da Reserva Ducke, realizado por Ribeiro et al.
(1999), onde foram registrados sete géneros e 13 espécies. No Estado do Acre, a
familia Bromeliaceae esta representada por 29 espécies em nove géneros (DALY;
SILVEIRA, 2008). Dentre esses géneros, Aechmea, que é encontrada na Amazonia
Sul-Ocidental, apresenta 13 espécies. A espécie Aechmea setigera Mart. ex Schult.f. &
encontrada na Amazonia Sul-Ocidental (Acre), de acordo com as coletas realizadas por
Daly e Silveira (2008).

As bromélias consistem em um subsistema ecolégico complexo, que contribui
para a manutencao da estabilidade dos ecossistemas florestais em fungado do seu alto
grau de especializacdo e de sua adaptagao as condi¢cdes climaticas e oligotréficas
extremas (BENZING, 2000; RECH FILHO et al, 2005; ARANDA-PERES;
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RODRIGUES, 2006). A utilizacdo das bromélias para fins ornamentais e comerciais,
bem como as atividades de desmatamentos das florestas tropicais, causam uma
reducao na sua biodiversidade (RECH FILHO et al., 2005), o que pode levar a extingao
de espécies. De acordo com Tamaki et al., (2007), o Diario Oficial do Estado de Sao
Paulo de 22 de setembro de 2004 publicou uma lista de espécies vegetais na qual
Aechmea setigera Mart. ex Schult. esta presumivelmente extinta. Portanto, estudos que
visem a conservagao e a propagacgao dessa espécie sao de extrema importancia.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais possibilitam, através de um conjunto
de estratégias, a propagacado massal e conservagado das espécies (REICH FILHO et
al., 2005). A utilizacdo de sementes como fonte inicial de explante consiste numa
estratégia importante para a conservagao da espécie, mantendo a variabilidade
genética (RECH FILHO et al., 2005; SILVEIRA et al., 2009). Varios estudos neste
sentido foram realizados com varias espécies, entre as quais Vriesea friburgensis var.
paludosa (ALVES; GUERRA, 2001), Dyckia distachia (POMPELLI; GUERRA, 2004),
Neoglaziovia variegata (SILVEIRA et al., 2009); V. inflata (PEDROSO et al., 2010); V.
reitzii (DAL VESCO; GUERRA, 2010); Billbergia zebrina (DAL VESCO, 2010; DAL
VESCO et al., 2011). Estudos de micropropagacao e conservagao in vitro de bromélias
da Amazbnia ainda sao incipientes. Estas técnicas podem ainda possibilitar a
propagacédo massal de bromélias com importancia e interesse ornamental, visando
reduzir a pressdao de coleta nos ambientes naturais. Neste caso, o emprego das
técnicas de cultivo in vitro em bromélias aumenta a taxa de multiplicacao das espécies
de interesse (ARANDA-PERES; RODRIGUEZ, 2006, GUERRA; DAL VESCO, 2010),
quando comparado ao sistema convencional de propagacédo por divisdo natural de
brotagdes.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de
micropropagacao da bromélia Aechmea setigera Mart. ex Schultz. visando sua

propagac¢ao em larga escala.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consideragoes sobre Aechmea setigera

Segundo Luther (2004), o género Aechmea possui cerca de 240 espécies. E o
maior género dentro da subfamilia Bromelioideae e esta distribuido por todo o
Neotrdpico, porém a maior concentragdo de espécies ocorre no Brasil (FARIA et al.,
2004). De acordo com Benzing (1990), o género apresenta 120 espécies epifiticas nas
florestas neotropicais.

A alta concentracdo de espécies de Aechmea e outros géneros de
Bromelioideae no Brasil, especialmente nas florestas chuvosas da Mata Atlantica, tem
levado a sugerir que ali se encontra o centro de diversificagdo da subfamilia (SMITH,
1934). O género apresenta dois importantes centros de diversidade na Floresta
Atlantica. O primeiro em Pernambuco e Alagoas e outro entre a Bahia e o Rio de
Janeiro (MARTINELLI et al., 2008). Das 254 espécies distribuidas no mundo, 54%
estdo no dominio da Floresta Atlantica, sendo que 47% sao endémicas (STEHMANN et
al., 2009).

A maioria das bromélias desse género exibe rosetas vistosas e as
inflorescéncias sdo compostas por bracteas coloridas, que mantém a intensa coloragao
por varias semanas ou até meses, conferindo a essas espécies um elevado potencial
ornamental (TERAO et al., 2005).

Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. possui habito de epifita ou
terrestre, com distribuicdo em geral no Panama, Coldbmbia, Venezuela, Guiana e
Amazénia do Brasil, entre 70 a 550 m de altitude (RIBEIRO et al., 1999). Apresenta
inflorescéncia simples, do tipo espiga ou capitulo, ou composta em racemo de espigas,
neste caso, apresentando 2 a 20 espigas por inflorescéncia. Apresenta bractea floral
rigida, sépalas e pétalas conatas na base e pétalas formando ou ndo um tubo acima do
hipanto. As pétalas apresentam na face interna um par de apéndices (SMITH; DOWNS,
1979). Possui folhas grandes muito suculentas em forma de “u” (Figura 1) em secgéo
com padrao de cera na lamina distinto. A base interna da folha € marrom em folhas
maduras e branca em folhas jovens. Frequentemente encontrada em baixio e capoeira
do Panama até o Mato Grosso (RIBEIRO et al., 1999; FLORA BRASILIENSIS, 1982).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-84042005000300016&script=sci_arttext
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Figura 1 - Representacgao ilustrativa das caracteristicas morfoloégicas de Aechmea setigera Mart. ex
Schult. & Schult. f. Fonte: Flora brasiliensis, 1982.

2.2 Micropropagacao de bromélias

As bromélias podem ser propagadas de forma sexuada ou assexuada. O
processo sexual € uma forma de propagacdo demorada e depende da espécie A
maturacdo das sementes pode levar até um ano apos a polinizagdo (RAUH, 1979),
bem como, a propagagao pode nao ocorrer ao longo de todo o ano. Em fungao disto,
nas ultimas décadas, a propagacédo assexuada por técnicas de cultura de tecidos tem

sido muito utilizada, pois auxilia na germinagao in vitro de sementes e na produgéo de
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mudas em larga escala. Essa estratégia pode ser muito util na conservacdo de
espécies nativas (SANTOS, 2007), principalmente quando considera como explante de
partida sementes germinadas in vitro, garantindo a variabilidade genética da espécie.
Desse modo, para amenizar os riscos de extingado de algumas espécies de bromélias,
incluindo as endémicas, utiliza-se a micropropagagédo, aliada a um trabalho de
conservagao de germoplasma.

Na micropropagagéo ou propagacao in vitro é realizado o cultivo de plantas, ou
partes destas (explantes), em meio de cultura e ambiente asséptico, controlando
temperatura, fotoperiodo, umidade e irradidncia, em local apropriado (sala de
crescimento) (GEORGE, 1996). Dentro dessa técnica existe a fase de multiplicagao,
cujo principal objetivo € produzir o maior numero de plantas no menor espago de tempo
(ERIG et al., 2004).

A cultura de tecidos de plantas € uma alternativa para a produgdo de mudas em
larga escala. A técnica permite produzir mudas em grande quantidade e com
qualidade, aliado a redugdo no periodo para a obtengdo das mesmas. Além disso, a
técnica pode ser aplicada tanto para multiplicar mudas comerciais, como para auxiliar a
reproducao e multiplicagdo de materiais em programas de melhoramento genético. Em
certos casos obtém-se uma unica planta com as caracteristicas desejaveis, que,
através dos processos tradicionais, o melhorista poderia levar entre 10 e 12 anos para
os testes de selecéo até se obter uma cultivar (EMBRAPA, 2007).

Juntamente com a multiplicagao in vitro, € de grande importancia a conservagao
dos recursos genéticos vegetais, frente ao atual cenario de destruicdo ambiental e
também das intempéries que ocorrem em materiais mantidos sob condi¢gdes de campo
(AMARAL, 2005). Desta forma, priorizar e desenvolver novas estratégias para a
conservagcao dos gendtipos em bancos de germoplasma, como a manutengdo de
colegdes in vitro, mantém seguro o0s recursos genéticos do pais. Além disso,
dependendo da espécie a ser conservada, a manutengao in vitro pode facilitar a rapida
multiplicagdo de cultivares de interesse (CAMILLO et al., 2009).

A multiplicagéo in vitro tem vérias vantagens como alta taxa de multiplicagéo;
rapidez na obtencdo de mudas; controle das condi¢bes de cultivo; propagagao
continuada ao longo do ano com fidelidade genética; propagulos livres de doengas e
pragas; custo baixo, uma vez estabelecido e otimizado o protocolo; necessidade de
espaco reduzido e possibilidade de armazenamento de germoplasma em longo prazo
(PORTELA, 2008).
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Para bromélias, os protocolos de micropropagacédo utilizam varios tipos de
explantes, como: plantulas (GALVANESE et al. 2007; SILVEIRA et al., 2009), eixo
caulinar (CARVALHO et al., 2009), apices caulinares (ALBUQUERQUE et al., 2000),
folhas, caules (CARNEIRO et al, 1999; MENDES et al.,, 2007), brotos laterais
(MATHEWS; RANGAN 1979).

Diferentes métodos tém sido utilizados para a cultura in vitro de espécies da
familia Bromeliaceae como: biorreatores (FRAGA et al., 2012; RECH FILHO, 2004;
MERCIER, KERBAUY, 1997; ALVES; GUERRA, 2001), sistema dupla-fase
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; DAL VESCO et al., 2001; RECH FILHO et al.,
2005; DAL VESCO; GUERRA, 2010), culturas nodulares (SCHERER et al., 2011;
ALVES et al., 2006), unidades encapsulaveis RECH FILHO, 2004 ).

Os explantes usados nos protocolos de micropropagacao de bromélias sao
variados. Dentre eles existem: brotos in vitro usados como material inicial (MEKERS,
1977; KOH; DAVIES, 2001; POMPELLI; GUERRA, 2005; SCHERWINSKI-PEREIRA et
al.,, 2012); folhas (MERCIER; KERBAUY, 1992; CARNEIRO et al., 1999; PEREIRA et
al., 2001); meristemas intercalares (KOH; DAVIES, 1997; SCHERER et al., 2011);
brotos estiolados (PEREIRA et al.,, 2001); gemas (PESCADOR; KOLLER, 1992) e
sementes (BENCKE; DROSTE 2008).

A assepsia de material vegetal é de fundamental importancia na
micropropagacao e, sendo efetuada com sucesso, evitara contaminacdo no meio de
cultura por fungos e bactérias, que ocasionam perdas do material vegetativo e do meio
de cultura, acarretando no insucesso da pesquisa (RODRIGUES et al., 2003).

O desenvolvimento de protocolos para micropropagacéo de algumas espécies
de bromélias, inclusive nativas, ja vem sendo relatado na literatura, com diferentes
resultados entre as espécies e diferentes fontes de explantes (MAPES 1973; PEREIRA
et al., 2000; POMPELLI et al., 2001; ARANDA-PERES, 2005; DAL VESCO; GUERRA,
2010).

Entretanto, existem diferencas nos protocolos de multiplicacdo estabelecidos
que dependem de diferentes fatores, como o estagio fisiolégico do material vegetal,
condi¢gdes de cultivo, gendtipo e principalmente, do meio de cultura e reguladores de
crescimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Apesar de nao existir uma formulagao padrao para bromélias, o meio basico MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com suas modificacdes e diluicbes, tem apresentado

bons resultados na micropropagacao de diversas espécies de bromélias (DROSTE et
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al., 2005; GALVANESI, et al.,, 2007; MENDES et al., 2007; SOUZA et al., 2009;
SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

Com relagdo a composigao de reguladores de crescimento, ha também uma
grande variacdo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; MELO et al., 1999). Nesse
sentido, o meio basico MS suplementado com auxinas e citocininas, como acido
naftalenoacético (ANA), cinetina (CIN) e 6-benzilaminopurina (BAP), em diversas
concentragdes, sdo os mais utilizados para a micropropagag¢ao de bromélias (SOUZA
et al., 2003; DROSTE et al. 2005; BELLINTANI, et al. 2007; ROSA, 2010).

Outros fatores podem influenciar as diferentes etapas para o estabelecimento de
um protocolo eficiente de micropropagacao de bromélias, como a consisténcia do meio
de cultura e o sistema de cultivo (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012; SCHERER et
al., 2011).

A rizogénese € uma das fases mais importantes da micropropagacgao, pois ela
determina indiretamente a sobrevivéncia das plantas durante a aclimatizagdo. Raizes
mal formadas e pouco funcionais € uma caracteristica de plantas micropropagadas.
Durante a fase de aclimatizagao € necessario que haja emissdo de novas raizes para
que ocorra a absorgédo de agua e sais minerais de forma mais eficiente, pois deficiéncia
de agua dificulta o enraizamento e atrasa o desenvolvimento das plantas (CUNHA,
2003).

Dentre os fatores determinantes na inducdo e na formacao de raizes in vitro,
destacam-se o0s niveis de auxina enddgena; as condi¢cdes inerentes a planta matriz,
como juvenilidade e gendtipo, o meio de cultura, a presenga de reguladores de
crescimento e carboidratos, a nutricdo mineral, a presenca de poliaminas e substancias
como carvao ativado e compostos fendlicos, além das condigdes ambientais de
crescimento das plantas in vitro (ROCHA et al., 2008).

As auxinas como hormoénios, suplementadas aos meios de cultura, atuam nos
processos de expansao, alongamento e divisdo celular, com reflexos no enraizamento
(GEORGE et al., 2008). Entre elas, o acido indolacético (AlA) parece ser a auxina mais
eficaz para estimular o enraizamento in vitro, embora ndo a mais utilizada nos
protocolos em geral (HU; WANG, 1983). Sendo que para a maioria das espécies, as
auxinas exogenas sdo adicionadas ao meio de cultura na fase de indugéo das raizes,
enquanto que na fase de diferenciacdo dos primérdios e crescimento destas, sua
presenca no meio de cultura costuma inibir o processo (HOPKINS, 1999).
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Entretanto, diversos estudos relatam a formacao de raizes somente na presenca
de acido naftalenoacético (ANA) — uma auxina — aliado a uma citocinina, no caso com
6-benzilaminopurina (BAP), em diferentes concentragées que variam de 0,5-10,7 uM e
0,4-9,0 pM, respectivamente, para bromélias, por exemplo Ananas comosus (TENG,
1997; ARRABAL et al., 2002; PIERIK et al., 1984). Esta faixa de concentragdo também
foi descrita como 6tima por Macedo et al. (2003), os quais estudaram o efeito de
diferentes fitorreguladores na micropropagacéo de Bromeliaceae do género Ananas.

A promocdo do enraizamento pode ser realizada in vitro ou ex vitro. Ha
controvérsias se as raizes induzidas in vitro sdo ou nao funcionais (POMPELLI;
GUERRA, 2005).

A aclimatizagédo é o processo de passagem da planta que esta in vitro para o
ambiente ex vitro e é definido como a adaptagcdo climatica de um organismo,
especialmente uma planta, que é transferida para um novo ambiente (TOMBOLATO;
COSTA, 1998). Esse termo ndo deve ser confundido com aclimatagdo, que é o
processo no qual as plantas ou outros organismos se tornam ajustados a um novo
clima ou situagado, como resultado de um processo essencialmente natural (PREECE;
SUTTER, 1990). Sendo assim, aclimatizacdo e aclimatagdo s&o termos que
apresentam conotacgdes diferentes (TAVARES et al., 2008).

A técnica de aclimatizagdo das plantas micropropagadas consiste em retirar a
planta da condigéo in vitro e transferi-la para casa de vegetacdo, com o objetivo de
superar as dificuldades que as plantas enfrentam quando ocorre a mudanga de
ambiente. O sucesso dessa técnica requer que as plantas que se desenvolveram
heterotroficamente sob condicdes de alta umidade, posteriormente se desenvolvam
autotroficamente em condi¢cdes de moderada ou baixa umidade (ZIMMERMAN, 1988).

As plantas micropropagadas necessitam passar por um periodo de
aclimatizacdo antes de serem transferidas para condicbes de campo. Para muitas
espécies, a aclimatizagdo é considerada uma fase critica da micropropagacao, sendo
um dos maiores obstaculos a aplicacéo pratica da cultura de tecidos na propagacéao de
plantas, devido a grande diferenga entre as duas condi¢des ambientais (READ,;
FELLMAN, 1985).

A perda de vigor e a subsequente morte devido ao dessecamento s&o dois
sérios problemas que ocorrem com plantas transferidas das condigbes in vitro para
casa de vegetacdo (SUTTER; HUTZELL, 1984). Existem diversos métodos que

favorecem o crescimento das mudas apds a aclimatizagdo estdo incluidas técnicas
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como o enraizamento ex vitro ou in vivo (BIASI, 1996) e escolha do substrato adequado
(NORMAH et al., 1995).

A escolha de um substrato adequado reduz a mortalidade de plantas durante a
aclimatizagado. Dentre os mais utilizados na aclimatizagcdo de bromélias pode-se citar
solo, casca de nozes, vermiculita, perlita, areia, turfa, casca de eucalipto ou de pinus
curtida, casca de arroz e pd de carvao, cujas proporgdes variam conforme a espécie,
podendo ser usados combinados ou individualmente (SILVA et al.,, 2006;
GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Uma tendéncia geral para compor substratos para produgdo de mudas tem sido
a adigao de fontes de matéria organica, a qual contribui ndo s6 para o fornecimento de
nutrientes, mas também para as caracteristicas fisicas do meio de cultivo (LIMA et al.,
2006).

Segundo Carneiro (1995), o substrato é o meio em que as raizes se
desenvolvem com a finalidade de fornecer suporte estrutural a parte aérea das mudas,
e também agua, oxigénio e nutrientes. Silva (2006) menciona que as espécies nativas,
de um modo geral, apresentam crescimento lento, dai a importancia de se definir um
substrato de boa qualidade.

De acordo com Carvalho Filho et al. (2002), o substrato exerce influéncia na
arquitetura do sistema radicular e no estado nutricional das plantas. A depender da
estrutura do substrato, da qualidade de aeragao, da capacidade de retencédo de agua e
do seu grau de infestagao por patégenos, havera ou ndo desenvolvimento das plantas
(POPINIGIS, 1985).

Para Gomes e Silva (2004), a escolha do substrato deve ser feita levando em
consideragao os aspectos econémicos, pois além de propiciar adequado crescimento a
planta, o material utilizado na composi¢ao do substrato deve ser abundante na regido e

ter baixo custo.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de cultivo in vitro foram conduzidos no Laboratério de
Morfogénese e Biologia Molecular (LABMOL) e os de aclimatizacdo na Casa de
Vegetagdo Tecnoldogica da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa
Acre).

Os frutos em estagio de maturagao fisiolégica de Aechmea setigera Mart. ex
Schult. (Figura 2) foram coletados de plantas adultas em populagéo natural, na Estrada
AC-90, Km 10 (Transacreana), sobre um foréfito (Arecaceae) em uma area de pasto,
ao lado esquerdo da rodovia, sentido Rio Branco, AC — Escola Técnica Florestal (S100
01’ 16,9”, W 67°55’ 26,6”).

Figura 2 - Aechmea setigera Mart. ex Schult. A. individuos sobre foréfito (Arecaceae); B. detalhe da
infrutescéncia; C. aspecto da bractea. D. morfologia da inflorescéncia. E. folha sob vista frontal da face
abaxial; F. espinhos presentes nas margens das folhas; G. frutos e sementes individualizados.
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3.1 Material vegetal para identificagao taxonémica

Para identificacdo do material vegetal taxonomicamente foram feitas coletas na
area de estudo descrita no item anterior. Com auxilio de um facdo um individuo
completo foi destacado dos demais na touceira suspensa localizada na altura média de
uma palmeira que servia de suporte (foréfito). Por conta do comprimento da bromélia, a
parte reprodutiva (Figura 3) foi destacada e exsicatada separadamente da parte néo
reprodutiva (folhas, raizes).

O material de campo foi levado para Empresa Brasileira de Agropecuaria
(Embrapa Acre) para montagem da exsicata com auxilio de faca, jornal e prensa. A
inflorescéncia destacada foi secada separadamente. As folhas por causa do
comprimento foram dobradas em trés partes e prensadas em uma prensa de madeira.

As exsicatas foram secadas em estufa regulada em 65°C por 15 dias no
laboratério de solos da Embrapa Acre. As duplicatas foram enviadas ao Jardim
Botanico do Rio de Janeiro para identificacdo botanica por especialista da familia

Bromeliaceae.

Figura 3 — Inflorescéncia de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f., Rio Branco, Acre.
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3.2 Assepsia das sementes e estabelecimento in vitro

Sementes da Aechmea setigera coletadas de frutos maduros foram retiradas
com auxilio de pinga histolégica, limpas com detergente e agua corrente para retirada
da mucilagem. Em seguida, foram desinfetadas em solugdo comercial de hipoclorito de
sédio 2,5% por 30 minutos, e posteriormente lavadas trés vezes em agua esterilizada e
autoclavada. Apos, as sementes foram inoculadas em frascos com capacidade de 250
mL contendo 30 mL de meio de cultura, vedados com filme plastico PVC transparente.

O meio de cultura basico utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g.L™! de sacarose e 6 g.L™" de agar. O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8 £ 0,1 antes da adicdo do agar e da autoclavagem, realizada por 15
minutos, a 121 °C e 1,3 atm de pressdo. A composicdo e concentragcdo de
macronutrientes, micronutrientes e vitaminas do meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo e concentragdo dos constituintes do meio de cultura formulado por Murashige &
Skoog (1962).
Meio MS (1962)

Macronutrientes mg L™
NH;NO; 1650
KNO; 1900
CaCl,. 2H,0 440
MgSO,4. 7TH20 370
KH2,PO4 170

Micronutrientes mg L"
MnSO. 4H,0 22,3
ZnSO4. 7H20 8,6
H;BO; 6,3
Ki 0,83
NazMOO4. 2H20 0,25
CuSO0,. 5H,0 0,025
CoCL.,. 6H,0 0,025
FeSO4. 2H20 37,3
NaEDTA. 2H,0 27,8

Vitaminas mg L™
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Glicina 2

Acido nicotinico 0,5
Piridoxina. Hcl 0,5
Tiamina. Hcl 0,1
Mio- Inositol 100

As sementes foram inoculadas em frascos de vidro com capacidade total de 250
mL sendo preenchidos com 30 mL de meio de cultura MS. Os recipientes foram
mantidos em sala de crescimento a temperatura controlada de 25+2 °C, dispondo de
lampadas fluorescentes brancas com intensidade luminosa de 30 pmol.m‘2.s'1,
expostas a fotoperiodo de 16 horas de luz. Apds 30 dias foram avaliados porcentagem

de germinacgao e contaminagao

2.3 Multiplicagao in vitro de brotos

Na fase de multiplicagdo, pléntulas germinadas in vitro apds 30 dias foram
retiradas dos frascos e suas raizes excisadas com auxilio de bisturi. Brotos com
aproximadamente 2,0 cm foram utilizados no estudo da acdo de diferentes
concentragbes do regulador de crescimento vegetal BAP (6-benzilaminopurina) em
meio semissolido (MSS) e meio liquido estacionario (MLE) para avaliar a morfogénese
in vitro de A. setigera.

Os tratamentos consistiram em diferentes concentragcdes de regulador BAP (0,0;
0,5; 1,0; 20 e 4,0 mg.L'1) (Tabela 2) adicionados aos meios de cultivo MS
(MURASHIGE, SKOOG, 1962) em frascos de 250 mL contendo 30 mL de meio de
cultura e vedados com filme plastico transparente. Para o meio liquido estacionario
(MLE), o meio de cultura MS foi suplementado com 30 g.L”" de sacarose. Para o meio
semissdlido, o meio de cultura MS foi suplementado com 30 g.L™" de sacarose e 6 g.L™
de agar. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes da adicdo do agar e
da autoclavagem, realizada por 15 minutos, a 121 °C e 1,3 atm de presséo.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura controlada de
2512 °C, dispondo de lampadas fluorescentes brancas e intensidade luminosa de 30
umol.m2.s™, expostas a fotoperiodo de 16 horas de luz.
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Tabela 2 - Esquema dos tratamentos e das diferentes concentragdes de BAP usados na multiplicagéo de
Aechmea setigera Mart. ex Schult. em meio MS semissoélido (MSS) e liquido estacionario (MLE).

Concentragcoes MSS MLE
0 (controle) BAP T T6
0,5mg.L™" BAP T2 T7
1,0 mg.L”" BAP T3 T8
2,0 mg.L™" BAP T4 T9
4,0 mg.L"" BAP T5 T10

O experimento foi organizado em esquema fatorial 2 x 5 (consisténcia do meio
de cultura x diferentes concentragdes de regulador). O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com 10 repetigcdes por tratamento, sendo
cada repeticdo constituida por frasco contendo quatro explantes (brotos). As variaveis
morfogénicas analisadas foram: numero de brotos/explante, comprimento do maior
broto, niumero total de brotacdes, numero de raizes e presenca de calo.

As avaliacbes foram realizadas apds 60 dias de cultivo. Para o numero de brotos
os dados foram transformados em (x+0,5)*°. As médias foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) e anadlise de regressao, com a separagdo de médias pelo teste de

Scott- Knott utilizando-se o programa computacional Assistat 7.6 beta.

2.4 Enraizamento in vitro de brotos

Antes do inicio da fase de enraizamento in vitro os brotos de bromélia ficaram 30
dias em meio MS para eliminar o efeito residual do regulador de crescimento usado no
experimento de multiplicagao in vitro.

Apos essa etapa brotos com aproximadamente 2,0 cm de altura oriundos do
experimento de multiplicagéo in vitro foram removidos e inoculados em frascos de vidro
(250 mL) com meio de cultura MS, suplementados com sacarose (15 g.L”) e
solidificado com agar (6 g.L™"), com diferentes concentragdes de acido indolacético
(AlA), acido indolbutirico (AIB) e acido naftalenoacético (ANA) nas seguintes
concentracdes 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L™ (Tabela 3), por um periodo de 60 dias. O
pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 £+ 0,1 antes da adicdo do agar e da

autoclavagem, realizada por 15 minutos a 121 °C e 1,3 atm de pressao.
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As culturas foram mantidas em sala de crescimento a temperatura controlada de
2512 °C, dispondo de l|ampadas fluorescentes e intensidade luminosa de 30

umol.m?.s™", expostas a fotoperiodo de 16 horas de luz.

Tabela 3 - Esquema dos tratamentos e das diferentes concentracées de AIA, AIB e ANA usados no
enraizamento in vitro de Aechmea setigera Mart. ex Schult.

Concentragdes (mg.L™") AIA AIB ANA
0,0 T1 T6 T11
0,5 T2 T7 T12
1,0 T3 T8 T13
2,0 T4 T9 T14
4,0 T5 T10 T15

Foram utilizadas seis repeticées, com quatro brotos por frasco para cada um dos
15 tratamentos, organizadas em delineamento inteiramente casualizado (DIC) simples
e em esquema fatorial 3 x 5 (tipos de auxinas x concentragbes). As avaliagdes foram
realizadas apos 60 dias. As variaveis analisadas foram: porcentagem de enraizamento,
numero de raiz, comprimento da raiz principal, numero de folhas e comprimento da
parte aérea.

Os dados percentuais foram transformados para arco seno (x/100)°°. Para o
nimero de raizes os dados foram transformados em (x+0,5)%°. As médias foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA), com a separacdo de médias pelo teste

Scott-Knott, utilizando-se o programa computacional Assistat beta 7.6 beta.

2.5 Aclimatizagao de plantulas

Para iniciar esse experimento foram usadas somente as brotagcdes enraizadas
dos tratamentos que formaram com o uso do regulador de crescimento ANA (acido
naftalenoacético). Apos 60 dias, as pléntulas enraizadas in vitro foram retiradas dos
frascos e lavadas em agua corrente para eliminar o excesso do meio de cultura aderido
as raizes. Em seguida, as plantulas com mais de 3,0 cm foram transferidas para a casa
de vegetacgao tecnoldgica (Figura 4) e acondicionadas em tubetes plasticos (6,5 cm de

didametro x 14 cm de altura) contendo substrato comercial, vermiculita e p6é de serra em
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diferentes proporgbes (Tabela 4). As plantulas foram distribuidas aleatoriamente, de
forma que todas pudessem receber a mesma intensidade luminosa, com irrigagéo
manual intermitente, com temperatura média de 30 °C e umidade relativa de 80%,

controladas por um termémetro e higrémetro manual, respectivamente.

Figura 4 - Casa de Vegetagéo Tecnoldgica. Embrapa Acre, Rio Branco, AC.

Tabela 4 - Composicdo dos substratos utilizados no experimento de aclimatizacdo de plantulas
micropropagadas de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.

Tratamentos Substratos Proporgao
Substrato (S1) Substrato comercial 1
Substrato (S2) Vermiculita 1
Substrato (S3) P6 de serra 1
Substrato (S4) Substrato comercial + vermiculita 1:1
Substrato (S5) Substrato comercial + p6 de serra 1:1
Substrato (S6) Vermiculita + pd de serra 1:1
Substrato (S7) Substrato comercial + vermiculita + p de serra 1:1:1

Foram utilizadas trinta repeti¢cdes, constituidas por uma plantula enraizada in
vitro, com cerca de 3,0 cm, por tubete. O experimento foi organizado em DIC simples,
sendo as avaliagbes realizadas apds 30, 60 e 90 dias. As variaveis analisadas foram:

porcentagem de sobrevivéncia, altura das plantulas e numero de folhas.
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As médias foram submetidas a analise de variancia (ANOVA), com a separagao
de médias pelo teste Scott-Knott, utilizando-se o programa computacional Assistat 7.6

beta.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de regressao para cada parametro avaliado nos experimentos com
Aechmea setigera encontra-se em anexo.

4.1 Identificagao taxondmica da espécie

A identificacdo da espécie e as duplicatas de exsicatas estdo depositadas no
Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (Herbario RB) e foram identificadas pela
especialista em Bromeliaceae Rafaela Campostrini Forzza (Figura 3), com voucher de

numero RB550638 e encontra-se disponivel na pagina do herbario na internet com

acesso livre.
RE 550638 BROMELIACEAE Aechmea setigera Martius ex Schultes & Schultes f.  Jodo Ricardo 12/09/2012
Det.: Rafaela Campaostrini Forzza (e 11-I%-2012) Avelino Ledo, 03
Procedencia: Brasil, Acre, Rio Branco, EStrada AC-90, km 09, 16-YIII-2012
Transacreana,,

Observagdes: Epifita sob fardfita noa lenhosa (palmeira), flar com
pétalas amarela, inflorescéncia foi destocada da bromaélia por conta do
tamanho, folhas com cerca de 1,10 centimetroz de comprimento com
aculens, folhas esverdeadas e com a base roxa escura a marrom,

conservacio nativa,

Figura 3 - Ficha de depdsito e identificacdo de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f., disponivel
para consulta publica no site do Herbario RB do Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
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4.2 Assepsia das sementes e estabelecimento in vitro

A germinagéo in vitro de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. ocorreu
em meio de cultura MS semissolido a partir do oitavo dia com elevado percentual de
emergéncia (90%). Nao foi observada a formac&o de plantulas anormais durante o

desenvolvimento e crescimento inicial in vitro.

4.3 Multiplicagao de brotos

O numero de brotos regenerados in vitro com o uso de diferentes concentracoes
de BAP e em diferentes meios de cultura apresentaram diferengas estatisticamente
significativas (Tabela 5). Em meio de cultura liquido estacionario (MLE), o numero de
brotos regenerados foi maior com o uso de 4,0 mg.L™ de BAP e menor nos demais
tratamentos. Entretanto, com o uso do meio de cultura semissélido n&o houve
diferencas com relagdto ao numero de brotos regenerados sob diferentes

concentragcdes de BAP, inclusive na sua auséncia.

Tabela 5 - Multiplicagao in vitro de brotos de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. em meio de
cultura liquido estacionario (MLE) e meio de cultura MS semissolido (MSS). LABMOL — Embrapa Acre,
Rio Branco - AC.

Nimero de brotos Comprimento dos brotos Numero de raizes

Concentragoes de BAP

MLE MSS MLE MSS MLE  MSS
0,0 mg.L” 027aB 0,77aA  23,6aA 10,72bA  1,71aA 1,38 bA
0,5Mg.L” 053aB 0,88aA 2462aA  646bA  088aB 0,95aB
1,0 mg.L”’ 0,93aB 1,15aA 13,52 aB 6,57bA  0,71aC 0,83 aC
2,0 mg.L" 0,90aB 1,11aA 15,28 aB 8,15bA  0,91aB 0,77 aC
4,0 mg.L" 3,40 aA 1,17bA 1542 aB 7.95bA  0,75aC 0,71aC
F 2,91* 4,74 * 4,94*

CV (%) 25,61 27,08 13,18

Nota: As médias seguidas pela mesma letra minuscula (comparadas na linha) e pela mesma letra
maiuscula (comparadas na coluna) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade.

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01);

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0.01 = < p < 0.05).
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A multiplicagéo in vitro a partir de brotos ocorreu em todas as concentragcdes
utilizadas do regulador de crescimento BAP, inclusive na sua auséncia (Tabela 5),
indicando, possivelmente, a existéncia de concentragdes enddgenas de citocininas
suficientes para a formagado de brotos (Figura 5). Nesta etapa nao foi observada a

presenca de calos na base dos explantes.

Figura 5 - Formacdo de brotos adventicios em Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. na
auséncia de regulador de crescimento (BAP) aos 60 dias. A. brotos multiplicados in vitro em meio MS
semissolido. B. brotos multiplicados em meio MS liquido estacionario.

Na literatura encontram-se diversos trabalhos que sugerem como mais
adequado a proliferacao de bromélias o meio MS liquido estacionario (MLE) acrescido
de reguladores vegetais, visando promover o maior numero de brotos regenerados,
como no caso das seguintes bromeliaceas: Aechmea blanchetiana (SILVA, 2010);
Orthophytum grossiorum (MANFIO et al., 2010); Neoregelia cruenta, Tillandsia stricta,
Vriesea gigantea, V. guttata e V. incurvata (MENGARDA et al., 2009); Vriesea reitzii
(RECH FILHO et al., 2008); Ananas lucidus (OLIVEIRA et al., 2007); abacaxizeiro
(FEUSER et al., 2001); Ananas porteanus (BORGES et al.,, 2001). Resultados
semelhantes foram observados no presente trabalho para A. setigera, com maior
eficiéncia sob os parametros fitotécnicos de numero de brotos e comprimento dos
brotos.

Mendes et al. (2007), em seu trabalho com multiplicacéo in vitro de Billbergia
distachya, obtiveram aumento significativo no numero de brotagdes quando na
presenga de BAP, no entanto, na auséncia desta citocinina, as taxas de multiplicagao

foram significativamente reduzidas. Em estudos com Dyckia maritima (SILVA et al.,
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2008), Neoglaziovia variegata (SILVEIRA et al., 2009) e Vriesea scalaris (SILVA et al.,
2009), a adicdo de BAP mostrou-se eficiente para a multiplicagao in vitro.

Segundo Galvanese et al. (2007), plantulas de Aechmea blanchetiana
estabelecidas in vitro por meio de sementes apresentaram maior numero de brotos no
meio MS liquido suplementado com BAP. Outro autor observou 0 mesmo no estudo de
Vriesea gigantea (BENCKE; DROSTE, 2008). Pasqual et al. (2008), trabalhando com
micropropagacao de abacaxizeiro (Bromeliaceae), concluiram que ¢é viavel a
multiplicagédo in vitro dessa espécie em meio liquido acrescido de BAP acima de 1,5
mg.L™".

Com relacédo a altura dos brotos regenerados em MLE (Figura 6), os maiores
valores foram observados na auséncia e na menor concentragdo de BAP (0,5 mg.L™).
Nas concentracdes acima de 0,5 mg.L™" de BAP os brotos foram menores e sem
diferengas estatisticamente significativas. Com o uso de meio de cultura semissolido
(MSS), a altura das brotagdes adventicias ndo apresentou diferengas estatisticamente
significativas. Os melhores resultados para a altura das brotagcbées regeneradas foram
registrados com o uso de meio liquido estacionario (MLE), em todas as concentragcbes

avaliadas.
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Figura 6 - Altura de brotos de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. em meio MS liquido
estacionario, em diferentes concentragdes de BAP, aos 60 dias. A. 0,5 mg.L'1 de BAP. B. 1,0 mg.L'1 de
BAP. C. 2,0 mg.L" de BAP. D. 4,0 mg.L" de BAP.

O maior contato dos explantes com meio pode aumentar a absor¢ao de agua e
nutrientes, favorecendo a taxa de assimilagdo de nutrientes, altura e multiplicacdo de
brotos e acumulo de massa seca (PEREIRA; FORTES, 2003; CHEN; ZIV, 2001). Isso
acontece nos cultivos em meio liquido, quando comparado ao meio semissolido.

Segundo Debiasi et al. (2002), a média proliferativa (numero de brotos) e o
tamanho dos brotos (altura dos brotos) in vitro sado parametros inversamente
proporcionais, ou seja, quanto maior o numero de brotos formados em um explante,
menor sera o seu tamanho, o que pode explicar os 6timos resultados obtidos para o
meio MS liquido estacionario nesse trabalho, sendo que o mesmo n&o ocorreu para o

meio MS semissolido (Figura 7).
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Figura 7 - Altura de brotos de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. em meio MS semissélido,
em diferentes concentracoes de BAP, aos 60 dias. A. 0,5 mg.L'1 de BAP. B. 1,0 mg.L'1 de BAP. C. 2,0
mg.L™" de BAP. D. 4,0 mg.L™" de BAP.

O uso do regulador de crescimento BAP promoveu, em todas as concentragdes
avaliadas, em ambos os meios de cultura, efeito inibidor na formacado de raizes
adventicias dos propagulos (brotos) utilizados como fonte de explante. Portanto, A.
setigera apresenta balango hormonal endégeno de auxinas suficiente para a indugéao
de rizogénese, uma vez que respondeu positivamente, emitindo raizes na auséncia do
regulador de crescimento, fato este também verificado em Orthophytum grossiorum
(MANFIO et al., 2010).

Neste trabalho, ndo foram observados sinais de hiperidricidade nos brotos
formados e cultivados no meio MS liquido estacionario, em nenhuma das
concentracdes avaliadas. Essa € uma caracteristica importante a ser avaliada, pois
segundo Chen e Ziv (2001), apesar das vantagens da utilizacdo de meios de cultura

liquidos sobre os semissolidos, o meio liquido pode ndo ser adequado a determinadas
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especies, uma vez que pode induzir a hiperidricidade das brotagdes, o que ndo ocorreu

no caso da espécie A. setigera.

4.4 Enraizamento de brotos

A formacao de raizes adventicias in vitro ocorreu em todos os tratamentos com
ou sem 0 uso das auxinas avaliadas (Tabela 6). Os percentuais de rizogénese foram
elevados e independeram da concentracdo e do tipo de auxinas (AlA, AIB, ANA)
utilizadas. Em todos os tratamentos nao foi verificada a presenga de calos (calogénese)

na base do broto.

Tabela 6 - Respostas fisiolégicas do enraizamento in vitro de Aechmea setigera Mart. ex Schult. &
Schult. f. as diferentes concentragdes e tipos de auxinas (AlIA, AIB e ANA) adicionadas ao meio de
cultura MS, apds 60 dias. Embrapa Acre (2012).

Percentual de

Conc. (mg.L") enraizamento Numero de raizes Comprimento da raiz
AlA AIB  ANA AIA AIB ANA AlA AIB ANA

0,00 80 90 100 3,75aA 3,38aB 3,38aB 13,78aB 1549aB 1549 aA
0,25 90 80 100 4,4bA 235bB 7,35aA 44,53aA 53,48 aA 25,99 bA
0,50 70 90 100 2,66 bA 4,42bA 7,32aA 4532aA 12,23bB 22,14 bA
1,00 60 100 100 3,00cA 590bA 8,85aA 44, 70aA 54,64 aA 14,07 bA
2,00 55 90 100 2,97cA 485bA 10,00aA 54,11aA 54,65aA 13,45bA
F 0,92 ns 4,24 * 5,66 **

CV% 21,6 15,8 39,7

Nota: **significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p.<0,05); ns - ndo significativo (p>=0,05). As
médias seguidas pela mesma letra minuscula (comparadas na linha) e pela mesma letra mailscula
(comparadas na coluna) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. Auxinas: AIA - acido indolacético; AIB - acido indolbutirico; ANA - acido naftalenoacético

O numero de raizes formadas in vitro foi significativamente influenciado pelos
tipos de reguladores de crescimento testados (p<0,05), bem como pela concentragéo.
O uso de AIA em diferentes concentracbes nao influenciou no nimero de raizes
regeneradas, inclusive na sua auséncia. Com o uso de AlIB, o maior numero de raizes
foi observado nas concentragdes acima de 0,50 mg.L™", e os menores na sua auséncia
e com 0,25 mg.L'1. A adicdo de ANA em diferentes concentragdes nao alterou o
numero de raizes regeneradas, entretanto, apresentou valores maiores do que na sua

auséncia (Figura 8).
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Figura 8 - Enraizamento in vitro de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. apds 60 dias com o
uso de diferentes auxinas A. 0,25 mg.L'1 de AIB B. 0,50 mg.L'1 de AIAC. 0,25 mg.L'1 de ANAD.2,0 mg.L"
'L de ANA. E. e F. Detalhe de brotos com raizes adventicias regeneradas em ANA.

Em todas as concentragdes de AIA utilizadas, os valores do comprimento da
raiz principal foram maiores e sem diferengas estatisticamente significativas entre si. O
uso de ANA nao alterou o comprimento das raizes regeneradas.

Durante o periodo observado na fase de enraizamento (60 dias), ndo foi
verificado fitotoxicidade por parte de nenhuma das auxinas testadas. O uso de AIB tem
sido amplamente empregado no enraizamento in vitro por ndo causar fitotoxicidade aos
explantes e ser eficiente no enraizamento de muitas espécies (HARTMANN et al.,
2002).
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Lima (2009), ao estudar o efeito de concentracbes de AIB em diferentes
cultivares de abacaxi, verificou que para a porcentagem de enraizamento nao foi
observada interagdes significativas referentes ao enraizamento, corroborando os
resultados deste trabalho.

Para as demais variaveis estudadas foram observadas interagdes significativas
entre os fatores testados (auxinas x concentragdo), com exceg¢do da variavel
porcentagem de enraizamento.

Os niveis de auxina sao os fatores com maior influéncia no enraizamento
quando se trabalha com espécies de plantas in vitro, embora outros componentes do
meio de cultura sejam frequentemente alterados visando melhor promogao do
enraizamento (KHAN et al., 2004). Porém, diversas espécies enraizam facilmente in
vitro sob baixos niveis de auxina ou em meio basico sem reguladores de crescimento
(ANDERSON, 1984).

Barboza et al. (2004), estudando explantes de abacaxizeiro observaram que os
tratamentos sem reguladores de crescimento promoveram a rizogénese in vitro em
100% dos brotos produzidos em meio com ANA, corroboram os resultados obtidos
neste trabalho para essa classe de auxina.

A partir deste estudo, pode-se inferir que o tamanho da parte aérea e a producéo
enddégena de auxina pela planta sdo fatores que podem ter contribuido para o bom
enraizamento in vitro das brotacdes. Contudo, os brotos cultivados em ANA
apresentaram melhor desempenho na rizogénese in vitro, independentemente da
presenca ou auséncia dessa auxina.

Para Grattapaglia e Machado (1998), a qualidade das partes aéreas
provenientes da fase de multiplicacdo determina, em geral, o sucesso do enraizamento,
pois as partes aéreas sao as responsaveis pelas fontes de produgao de auxina que, ao
ser translocada para a base, estimula a rizogénese.

Neste trabalho n&o foi feito o uso de carvao ativado na fase de rizogénese, pois
se sabe que para algumas espécies o0 seu uso reduz tanto a porcentagem de brotos
enraizados como o0 numero meédio de raizes, como no enraizamento de brotos de
abacaxizeiros (BORGES et al., 2001; NICOLOSO et al., 2001).
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4.5 Aclimatizacao de plantulas

As plantas regeneradas por micropropagacao foram transferidas e aclimatizadas
em casa de vegetacao tecnologica (Figura 4), com taxa de sobrevivéncia de 90 % em
todos os tipos de substrato avaliados. Na aclimatizacdo de Dyckia maritima
(Bromeliaceae), uma espécie epifita, a sobrevivéncia alcangou 90% das plantulas em
casa de vegetacado (SILVA et al., 2008). Valores elevados também foram encontrados
para o presente estudo. Aranda-Franco e Rodriguez (2000), estudando a aclimatizagao
de Aechmea nudicaulis, obtiveram 100% de sobrevivéncia para o substrato comercial
(ARANDA-FRANCO, 2000).

Apos 30 dias de aclimatizacdo, a média da altura das plantulas foi maior nos
tratamentos com o uso de substrato comercial (S3) e p6 de serra + substrato comercial
(S4), porém nao ocorreu diferenca estatistica. Aos 60 dias de aclimatizagdo, as
plantulas com maior altura foram observadas com o uso de substrato comercial (S3) e
com o uso de substrato comercial + vermiculita (S5), diferindo estatisticamente dos
demais substratos testados. Apds 90 dias de aclimatizacéo, as maiores plantulas foram
observadas com o uso de substrato comercial + vermiculita (S5), e as menores
plantulas com o uso de vermiculita (S1), poé de serra (S2), p6é de serra + vermiculita
(S6) e p6 de serra + substrato comercial + vermiculita (S7), apresentando diferenca

estatistica (Tabela 6).

Tabela 6: Efeito de diferentes substratos na aclimatizagdo de plantulas micropropagadas de Aechmea
setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. cultivadas apds 90 dias. Rio Branco, AC — EMBRAPA AC, 2012.

Substratos Altura das plantulas (cm) Numero de folhas

30 dias 60 dias 90 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Vermiculita (S1) 8,15 ab 8,21c¢c 8,32d 743 a 7,48 b 7,49 cd
Pé6 de serra (S2) 7,74 b 8,81 bc 9,12 cd 6,74 a 7,61b 7,83 bc
Subst. Comercial (S3) 9,92a 14,13 a 17,72 b 7,22 a 9,39 a 9,41 ab
PS+SC (S4) 10,18 a 10,82b 11,42 c 7,00 a 7,57 b 8,00 bc
SC+VER (S5) 9,03ab 16,07 a 2154 a 7,00 a 10,48 a 10,61 a
PS+VER (S6) 8,5ab 8, 66 bc 8,69d 6,65 a 7,04 b 7,10d
PS+SC+VER (S87) 8,00 b 8,10 c 8,23 d 6,91 a 7,09 b 7,39 cd
F 4,37 34,71**  68,62** 0,73ns 21,71** 16,05 *
CV% 27,29 24,50 25,94 21,59 17,34 20,90

Nota: As médias seguidas pela mesma letra minuscula (comparadas na coluna) ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Substratos: ps+sc (pd de serra + subrato comercial); sc+ver
(substrato comercial+vermiculita); ps+sc+ver (p6 de serra+substrato comercial+vermiculita). **significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (p.<0,05); ns - ndo significativo (p>=0,05).
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O numero de folhas das plantulas micropropagadas apos 30 dias, em diferentes
tipos de substratos, ndo registraram diferencas estatisticamente significativas. Apos 60
e 90 dias, o maior numero de folhas desenvolvidas ocorreu com o uso de substrato
comercial (S3) e substrato comercial + vermiculita (S5), porém aos 90 dias ndo ocorreu
diferenga estatistica entres os substratos testados.

Segundo Gongalves et al., (2000), substratos adequados para a propagacao de
mudas podem ser obtidos a partir da mistura com vermiculita, sendo este componente
usado para elevar a macroporosidade. No presente estudo com A. setigera, o uso de
vermiculita associado com substrato comercial foi favoravel ao crescimento das
plantulas aclimatizadas.

De acordo com Cordell e Filler Jr. (1984), a vermiculita € um componente
fundamental dos substratos, cuja finalidade basica € aumentar a capacidade de
retencdo de agua. Deve-se ainda considerar outras vantagens deste componente sobre
o desenvolvimento vegetal, como reduc¢do na densidade aparente e global, e aumento
da porosidade do meio (GUERRINI; TRIGUEIRO, 2004).

Moreira (2001) e Moreira et al. (2006), analisando o efeito do substrato em
mudas micropropagadas, em fase de aclimatizagdo, observaram que a adicdo de
vermiculita ao substrato tem importancia significativa no desenvolvimento das mudas.

A selecao do melhor substrato é baseada na recuperacédo do sistema radicular
das plantas ex vitro para obter a retomada do crescimento das mudas (CALVETE et al.,
2000). No trabalho de Lima (2009), a adicdo de vermiculita ao substrato promoveu
100% de sobrevivéncia das mudas de abacaxizeiro (bromeliaceae). Concordando com
os dados obtidos nesse estudo, que mostram promissor, ao longo do tempo, a mistura
com vermiculita para o desenvolvimento e qualidade das mudas de A. setigera (Figura
9).
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Figura 9 - Aclimatizacdo de plantulas de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. cultivadas por
90 dias em diferentes substratos. A. inicio da instalagdo do experimento. B. 30 dias. C. 60 dias e D..90
dias ap6s a instalagdo do experimento. Rio Branco, AC — Embrapa Acre, 2012.

Varios trabalhos tém apontado o sucesso na fase de aclimatizacdo de
bromelidaceas com a utilizagdo de diversos substratos, conforme metodologia utilizada
nesse estudo, por exemplo, substrato comercial em Dyckia maritima (SILVA et. al.,
2006); vermiculita em Aechmea nudicaulis (FRANCO e RODRIGUEZ, 2010).

As etapas de micropropagacédo estabelecidas nesse estudo indicam que a
germinacgao in vitro, multiplicacdo de brotos, enraizamento in vitro e aclimatizagao de
Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. podem ser obtidas com sucesso. A
aclimatizagdo com elevado percentual de sobrevivéncia e crescimento das plantulas
demonstra que a referida espécie tem rusticidade, podendo ser facilmente produzida

em larga escala para fins de ornamentacgao, paisagismo e jardinagem (Figura 10).
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Figura 10 - Plantulas de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. apdés 90 dias transferidas para
viveiro em substrato comercial. A. aspecto do tordo das mudas tiradas do tubete. B. mudas em vasos de
3 litros. Rio Branco, AC — Embrapa Acre, 2012.

Os resultados obtidos nesse trabalho permitiram a elaboragédo de um protocolo
de micropropagacao (Figura 11). Inicialmente, os frutos sdo coletados e as sementes
desinfetadas em solugdo comercial de hipoclorito de sddio (2,5%) por 30 min, seguida
de triplice lavagem com agua destilada e autoclavada. Em camara de fluxo laminar, as
sementes s&o inoculadas em frascos de vidro contendo 30 mL de meio de cultura MS,
0s quais ficam expostos a luminosidade em sala de crescimento por 15 dias. Em
seguida, brotos sao individualizados e transferidos para meio de multiplicagdo (MS +
4,0 mg.L'1 de BAP) por 60 dias. Apds, os brotos multiplicados séo individualizados e
transferidos para meio de enraizamento (MS isento de regulador de crescimento) por
60 dias. Finalmente, as plantulas micropropagadas séao retiradas dos frascos, lavadas
em 4agua corrente e transferidas para tubetes contendo substrato comercial e
vermiculita na proporcao de 1:1, e mantidas em casa de vegetacao por 90 dias. Apés,

as plantulas podem ser colocadas em vasos e comercializadas.
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Esquema de protocolo de micropropagacdo de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f., Rio Branco, Acre, 2013.
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5 CONCLUSAO

A germinacéo in vitro de sementes de Aechmea setigera Mart. ex Schult. &
Schult. f. em meio de cultura MS semissolido é elevada e ocorre a partir do oitavo dia

na presencga de luz.

Na multiplicacéo in vitro de brotos de A. setigera o meio de cultura liquido
estacionario (MLE) apresenta melhores resultados do que o meio semissoélido (MSS). A
utilizacdo de 4,0 mg.L'1 de BAP em MLE promove a formagdo do maior numero de

brotos.

O enraizamento in vitro de brotos de A. setigera é elevado e ocorre
independente da utilizagdo de reguladores de crescimento. O melhor tratamento para
induzir a formagdo do maior nimero de raizes é o uso de 0,25 mg.L”" de ANA. Os
maiores comprimentos das raizes adventicias regeneradas ocorrem com o uso de AlA
(0,25, 0,50, 1,0 e 2,0 mg.L-") e AIB (0,25, 1,0 e 2,0 mg.L-").

A aclimatizacao de plantulas de A. setigera pode ser obtida com facilidade e o
substrato mais adequado € aquele composto por uma mistura de substrato comercial e

vermiculita na proporcgéo de 1:1.

A micropropagacao de A. setigera para a produ¢ao de mudas pode ser obtida

por meio de um rapido e eficiente protocolo.
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6 PERSPECTIVAS

Estudos posteriores acerca da biologia reprodutiva, fenologia, morfologia e
ecologia da espécie far-se-do0 necessarios para agregar ao conhecimento cientifico
mais detalhes quanto ao uso e manejo desta espécie nativa de bromélia.

Trabalhos mais detalhados, utilizando outras técnicas de micropropagacgao,
outros meios de cultura, reducdo de sais, dupla-fase, biorreatores e formagao de
culturas nodulares serdo importantes e ao mesmo tempo desafiadores para que se
possa entender o comportamento de Aechmea setigera in vitro. E também para a

exploracao do uso desse potencial recurso bioldgico da Amazoénia.
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Anexo A - Numero de brotos na multiplicagao in vitro em meio de cultivo liquido e
semissolido sob o efeito de benzilaminopurina

Numero de brotos
w

B semissélido

liquido

1 2 3 4 S
Concentragao de BAP(mg.L")

54

Meio liquido: y = 0,087x + 0,8855 (R? = 0,5844); Meio semissodlido: y = 0,1819x2 + 0,0045x + 0,426 (R? =

0,9684)

Anexo B - Comprimento de brotos na multiplicacdo in vitro em meio de cultivo liquido

e semissolido sob o efeito de benzilaminopurina

— 30

E 25 " :quuic;lo -
e & semissolido
g 20

S 45

% @

3 R

c [ 8 _

g 5 mi |

&

E 0 1 2 3 4 5
o Concentragdo de BAP(mg.L")

Meio liquido: y = 1,5546x2 - 8,4719x + 24,589 (R? = 0,6736); Meio semissdlido: y = O,5048x2 -2,2697x +

9,2292 (R*>=0,3008)
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Anexo C - Multiplicacado de brotos in vitro em meio de cultivo liquido e semissélido sob

o efeito de benzilaminopurina

18
16 ¢ liquido

N
‘E1|2

0 1 2 3 4
Concentragao de BAP (mg.L")

» .
14 ® semissolido

S

Meio liquido: y = 0,1234x2 - 0,6559x + 1,4515 (R? = 0,61); Meio semissdlido: y = 0,0831x2 - 0,4704x +

1,2803 (R? = 0,87)

Anexo D - Efeito de diferentes auxinas na regeneracgéo in vitro de raizes

#+ acido
indolacético

M acido
indolbutirico

*

Numero deraizes
||
[

— —
o N BLs () (0 ¢] o N
I I

acido

0 1 2 3 4 5
Concentragcio de auxina (mg.L"")

naftalenoacético

Acido naftalenoacético: y = -0,1031x% + 0,6329x + 2,3242 (R2 =0,71); Acido indolacético: y = 0,1497x? -

0,8069x + 3,8372 (R? = 0,37); Acido indolbutirico: y = -0,504x> + 2,5287x + 2,8138 (R? = 0,78)
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Anexo E - Efeito de diferentes auxinas no comprimento de raizes in vitro

B O 0
o O o O

40
¢ acido
indolacético
W acido
30 indolbutirico
acido

naftalenoacético

Comprimento de raiz (mm)
NN W
o o n

"y
n

n
+

]
o

0 1 2 3 4 5
: 2 s .

Acido naftalenoacético: y = 0,2127x" - 2,9501x + 21,347 (R* = 0,4054); Acido indolacético: y = -3,1525x2
+20,641x + 23,04 (R? = 0,4254); Acido indolbutirico: y = -2,602x* + 16,312x + 29,037 (R? = 0,4887)




