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RESUMO: As bromélias da Amazdnia sdo em geral pouco conhecidas. Aechmea setigera é uma bromélia endémica
da Amazénia com potencial ornamental. O objetivo do trabalho foi avaliar as respostas fisiolégicas sob efeito de
reguladores de crescimento nas etapas da micropropagacdo, bem como, estabelecer um protocolo como subsidio
para a conservacdo. Pléntulas germinadas e desenvolvidas in vitro foram inoculadas em meio de cultura MS liquidas
estaciondrio acrescidas de 6-benzilaminopurina (BAP) em diferentes concentragdes (0; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 uM).
Para o enraizamento, microbrotos foram transferidos para meio de cultura MS com 0; 2,4; 4,9; 9,8 UM de dcido
indolacético (AlA) e dcido indolbutirico (AIB). Apés cinco subcultivos, o uso de 17,6 UM de BAP apresentou o maior
nimero e o menor comprimento de brotagdes adventicias. Os teores de amido foram menores nos brotos induzidos
com as menores concentracdes de BAP. O uso de dcido indolbutirico nas concentragdes de 4,9 e 9,8 UM promoveram
o maior nimero de raizes adventicias regeneradas. Plantas jovens regeneradas foram aclimatizadas (99 %)
utilizando substrato comercial em ambiente com 50 % de sombreamento. A micropropagagdo de A. setigera é uma
estratégia vidvel para a produgéo de mudas e a conservagdo da espécie.

Palavras-chave: Bromeliaceae, propagagdo in vitro, teores de amido, Amazénia Ocidental.

Micropropagation of Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.: a endemic bromeliad from Western Amazon

ABSTRACT: Bromeliads in the Amazon are generally unfamiliar. Aechmea setigera is endemic bromeliad from
Amazon with ornamental potential. The objective of this work was to evaluate the physiological responses under the
effect of growth regulators on the steps of micropropagation as well as establish a protocol as support for
conservation. Seedlings germinated and grown in vitro were inoculated in MS liquid stationary culture, plus 6-
benzylaminopurine (BAP) in different concentrations (0, 2.2, 4.4, 8.8 and 17.6 UWM). For rooting, microshoots were
transferred to MS medium with O, 2.4, 4.9, 9.8 uM indole acetic acid (IAA) and indole butyric acid (IBA). After five
subcultures, the use of 17.6 UM BAP showed the highest number and shorter length of adventitious shoots. The starch
content was lower in shoots induced with lower concentrations of BAP. The use of indole butyric acid at concentrations
4.9 and 9.8 UM promotes the highest number of regenerated adventitious roots. Regenerated plantlets were
acclimatized (99 %) using commercial substrate in environment with 50% shading. A. setigera micropropagation is a
viable strategy for plantlets production and species conservation.

Keywords: Bromeliaceae, in vitro propagation, starch contents, Western Amazon.

1. Introducdo

A Floresta Amazdnica estd entre os biomas
brasileiros com a maior biodiversidade (FEARNSIDE,
2006), apresentando cerca de 30.000 espécies de
plantas ou 30% de todas as espécies de plantas da
América do Sul (CONDE; TONINI, 2013). Nas florestas
tropicais, a diversidade de epifitas compreende
aproximadamente um terco das plantas vasculares, as
quais sdo representadas principalmente por
Orchidaceae e Bromeliaceae (BENZING, 1990). De
acordo com Martinelli e Moraes (2013), a familia
Bromeliaceae contém o maior nimero de espécies com
interesse para a conservagdo.

A familia Bromeliaceae compreende 58 géneros em
3172 espécies e subespécies (GIVNISH et al., 2011). As
espécies de bromélias na Amazénia em geral sdo pouco

conhecidas e podem ser consideradas como ameagadas
de extingdo como consequéncia do desmatamento
(QUARESMA; JARDIM, 2012). De acordo com Smith
(1955) existem 64 espécies em 14 géneros em toda a
regido amazdnica. Aechmea setigera Mart. ex Schult. &
Schult. f. possui hdbito epifitico ou terrestre, com
distribuicéio em geral no Panamd, Colémbia, Venezuelq,
Guiana e Amazénia Ocidental do Brasil, entre 70 a 550
m de altitude (RIBEIRO et al., 1999). Apresentam folhas
grandes, verdes intensas e suculentas, com espinhos nas
margens (FLORA BRASILIENSIS, 1982), e por sua beleza
apresentam potencial ornamental. O género Aechmea
Ruiz & Pav. estd entre os quinze géneros de plantas de
maior interesse para estudos de conservagdo
(MARTINELLI; MORAES, 201 3).

As atividades humanas realizadas nos ambientes
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naturais tem resultado em impactos e riscos para as
espécies de plantas, incluindo as espécies de
Bromeliaceae (HARDING et al., 2013). A propagacdo
sexuada de bromélias geralmente apresenta limita¢des
devido do longo periodo de maturagéio ou mesmo a
baixa taxa de germina¢do em algumas espécies
(FRAGUAS et al, 2002). A germinacéo e a
multiplicagdo in vitro de bromélias a partir de técnicas
de cultura de tecidos vegetais sdo em geral muito
superiores aos métodos convencionais de propagagdo
(MERCIER; KERBAUY, 1995).

As técnicas in vitro tém sido amplamente utilizadas
para a propagacdo e alternativa para minimizar a
extragdo de um grande nimero de bromélias, as quais
sdo raras ou ameagadas de extingdo (HUANG et al,,
2011). Estudos com micropropagagdo e conservagdo in
vitro de bromélias endémicas da Amazénia sdo
incipientes. O uso de sementes como fonte inicial de
explante tem sido amplamente vutilizado para a
conservacdo e manutengdo da variabilidade genética
das espécies (RECH FILHO et al., 2005), principalmente
em espécies onde o sistema de cultivo ainda ndo estd
estabelecido (SILVEIRA et al., 2009).

Os segmentos nodais obtidos de plantas in vitro
constituem uma importante fonte de explante para a
producdio de clones (SANTOS et al.,, 2010). Nesse
sentido, a possibilidade de usar explantes de plantas
cultivadas in vitro reduz os problemas de contaminagéo
no estabelecimento da cultura de tecidos (ALMEIDA et
al., 2002). As citocininas, em especial 6-
benzilaminopurina (BAP) séo utilizadas em diferentes
concentragdes e combinac¢des no intuito de facilitar o
desenvolvimento das técnicas de micropropagagdo de
plantas por induzir a organogénese (MALA et al.,
2013). A combinagdo entre os reguladores de
crescimento e o tipo de explante é definida de acordo
com as respostas morfogénicas desejadas (AOYAMA;
GONTIJO; FARIA et al., 2012), as quais séo ativadas
por complexas vias metabdlicas. Os agicares soluveis
sdo os produtos primdrios do metabolismo da
fotossintese em plantas superiores e atuam na
constru¢gdo de macromoléculas fundamentais no
desenvolvimento e crescimento do vegetal
(BORIBOONKASET et al., 2013). O armazenamento de
amido estd relacionado aos mecanismos reprodutivos
(BORIBOONKASET et al., 2013), os quais demandam
grandes gastos energéticos, como a propagagdo in vitro
uma estratégia assexuada.

A micropropagacdo de espécies de Bromeliaceae
tem sido realizada com sucesso a partir de plantulas
germinadas in vitro e microbrotos como explantes, como
em Vriesea reitzii (RECH FILHO et al.,, 2005), com
Tillandsia eizii (PICKENS; AFFOLTER; WETZSTEIN, 2003;
PICKENS et al., 2006), Orthophytum mucugense e
Neoregelia mucugensis (BELLINTANI et al., 2007), e com
Aechmea blanchetiana e Aechmea distichantha (SANTA-
ROSA et al,, 2013). A utilizagGio de gemas axilares

(ALMEIDA, 2002; SILVA et al,, 2004) ou segmentos
nodais (KISS et al., 1995; MENDES et al., 2007) também
tem sido eficiente.

O objetivo do trabalho foi avaliar as respostas
fisiolégicas sob efeito de reguladores de crescimento
nas etapas da micropropagagdo, bem como,
estabelecer um protocolo como subsidio para a
conservagdo.

2. Material e Métodos

Frutos em estddio de maturacdo fisiolégica de
Aechmea setigera Mart. ex Schult. (Figura 1) foram
coletados de plantas adultas em populag¢do natural na
Estrada AC-90 km 10 a 10° 01' 16,9"S, e 67° 55'
26,6"W em Rio Branco/AC. Para a identificagéo da
espécie, duplicatas de exsicatas foram enviadas para
depésito no Herbdrio do Jardim Botdnico do Rio de
Janeiro (Herbdrio RB) sob nimero Rb550638.

As sementes foram removidas manualmente e
desinfetadas durante 2 min em dlcool 70 %, seguido de
imers@o por 25 min em solugdo de dgua sanitdria
comercial (2,0-2,5 % de cloro ativo) e adicionada uma
gota de Tween 20 em cada 100 mL de solugéio. Em
seguida, as sementes foram lavadas trés vezes em dgua
destilada e esterilizada, e inoculadas em frascos de
vidro tipo conserva (340 mL), contendo 30 mL de meio
de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado com vitaminas de Morel (MOREL;

WETMORE, 1951), 30 g L de sacarose e geleificado
com 6 g L' de agar agar. O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8 antes da esterilizagéio por 15 min a
1,3 kgfem™.

A ¥ =
Figura 1. Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.  A-
Individuos adultos em seu habitat natural sobre foréfito
(Arecaceae); B- Infrutescéncia madura ; C- Frutos e sementes.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento
com 25 £2° C, intensidade luminosa de 60 pmol m” s’
obtidas com ldmpadas fluorescentes Sylvania® branca
fria, com 16 h de fotoperiodo, com uma disténcia de 10-
12 cm de altura das culturas. Apés a germinagéo in vitro,
as pléntulas foram mantidas no escuro por dez dias
para o estiolamento e individualizagdo dos nds
caulinares. Para a multiplicagdo de microbrotos,
segmentos apicais
aproximadamente 1,0 cm foram excisados e inoculados
em frascos de vidro (340 mL) contendo meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) liquido estaciondrio,
com vitaminas de Morel (MOREL; WETMORE, 1951), 30
g L' de sacarose, e suplementado com 0,0; 2,2; 4,4; 8,8

nodais caulinares de
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e 17,6 WM de 6-benzilaminopurina (BAP). Foram
realizados cinco subcultivos de 30 dias cada, e
avaliados o nimero e comprimento de brotos (mm)
regenerados.

Os teores de amido de folhas foram obtidos pelo
método de extracdo de McCready et al. (1950). Os
precipitados das amostras utilizadas para a extragdo
de agicares totais foram macerados em 1 mL de dlcool
etilico 80% aquecido a 50-60° C, para eliminagdo do
conteudo de agicares solbveis totais ainda presentes nas
amostras. Apds centrifugacdo por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e a extra¢do do amido foi
iniciada a partir do precipitado. O precipitado foi
macerado com 1 mL de dcido perclérico 30% e
centrifugado a 10000 rpm, por 15 minutos. Aliquotas
de 1 mL das amostras foram adicionadas em 2 mL de
antrona 0,2%. Em seguida, as solu¢des foram agitadas e
aquecidas em dgua fervente, por trés minutos. Apds
resfriamento, a leitura da absorbdncia foi realizada em
espectrofotédmetro, a 620 nm com trés repeticdes. Como
padrdo foi utilizado glicose (Sigma® G-8270) dilvida
em dcido perclérico 30%. Os valores encontrados nas
amostras foram multiplicados pelo fator 0,9 para a
conversdo em amido.

Brotos com aproximadamente 2,0 cm de
comprimento, oriundos do experimento de multiplicagdo
in vitro foram removidos e inoculados em meio de
enraizamento, organizado em esquema fatorial 4 x 2
(concentracdes x tipos de auxinas). Os brotos foram
inoculados em frascos de vidro (250 mL) com meio de
cultura MS, suplementados com sacarose (15 g L),
solidificado com agar agar (6 g L"), e com diferentes
concentragdes (0, 2,4; 4,9; 9,8 uM)
indolbutirico (AIB) e acido indolacético (AlA). As andlises
apés 30 dias consistiram no nimero de raizes
regeneradas, comprimento das raizes, e comprimento
dos brotos (parte aérea).

de dcido

Os experimentos foram organizados em
delineamento completamente casualizado com seis
repeticdes, sendo cada repeticdo composta por dois
frascos contendo dez explantes cada. Para o nimero de
brotos e nimero de raizes os dados foram
transformados para (x+0,5)*°. Os dados dos
experimentos foram submetidos & andlise de variéncia e

regressdo polinomial (p<0,05) e as médias comparadas
pelo teste Tukey (p =0,05) utilizando-se o programa
computacional Assistat 7.7 beta (SILVA, 201 3).

Para a aclimatizagdo as plantas jovens regeneradas
(com mais de 4,0 cm) foram retiradas dos frascos de
vidro e transferidas para vasos plésticos (9 cm’)
contendo substrato comercial Plantmax® Florestal em
viveiro situado no campo experimental da Embrapa
Acre. Os vasos estavam protegidos com coberturas de
tela tipo Sombrite” modelo arco Pampeana com 50 %
de sombreamento.

3. Resultados e Discussdo

A regeneracgdo de brotos de A. setigera a partir de
gemas ocorreu em todas as concentracdes de BAP,
inclusive na sua auséncia. Ao longo dos cinco subcultivos a
média de nimero de brotos regenerados manteve-se
sem diferencas estatisticamente significativas (Tabela 1),
demonstrando estabilidade no potencial de
propagacdo in vitro. Na literatura diversos trabalhos
sugerem o meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) liquido estaciondrio (MLE) acrescido de
reguladores de crescimento vegetal como adequado a
proliferagéo in vitro de bromélias (RECH FILHO et al.,
2005). O uso do meio de cultura liquido aumenta a
multiplicacdo em relagdo ao meio semissélido por
aumentar a superficie de contato dos explantes com o
meio de cultura, ocasionando aumento na difusdo,
absorg¢do e reposicdo de nutrientes in vitro (PULLMAN;
SKRYABINA, 2007).

Tabela 1. Multiplicagdo in vitro de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.
sob efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) a partir de gemas ao longo de cinco

subcultivos.
Nomero de brotos regenerados/subcultivo
c d°:§‘;”(’§z\e)s 1 2° 3° % 5° . Média

0 0,27 0,28 0,32 0,29 0,31 0,70ms 0,29
2,2 0,53 0,56 0,62 0,58 0,60 0,68m 0,58
4,4 0,93 0,90 0,92 0,96 0,91 0,71ns 0,92
8,8 0,90 0,88 0,92 0.90 0,91 0,69 0,90
17,6 3,40 3,10 3,00 2,90 2,88 0,72n 3,06

Nota: ™ néo significativo (P<0,05).

O uso exdégeno de BAP aumentou a regeneragdo de
brotos, sendo que o tratamento com o maior nimero de
brotos regenerados foi observado com 17,6 UM (Figura
2). O djuste da equagdo quadrdtica da andlise de
regressdo polinomial para o nimero de brotos
regenerados indica que existe aumento do nimero de
brotos regenerados devido ao aumento da
concentragdo de BAP. Mendes et al. (2007) em seu
trabalho com multiplicagcdo in vitro de Billbergia

distachya, obtiveram aumento significativo no nimero
de brotacdes quando na presenca de BAP, no entanto,
na auséncia desta citocinina, as taxas de multiplicagéo
foram significativamente reduzidas, corroborando com
os resultados do presente estudo. Em estudos com Dyckia
maritima (SILVA et al.,, 2004), Neoglaziovia variegata
(SILVEIRA et al., 2009) e Vriesea scalaris (SILVA et al.,
2009), a adigdo de BAP também mostrou-se eficiente
para a multiplicagdo in vitro.
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Figura 2. Respostas fisioldgicas do nimero de brotos regenerados,
do comprimento dos brotos e dos teores de amido em folhas de
Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. sob efeito 6-
benzilaminopurina (BAP). Letras mindsculas representam diferencas

entre as concentragdes de BAP, de acordo com o teste Tukey (p<

0,05).

As citocininas sdo hormdnios vegetais relacionados
com diversos processos no ciclo de vida, tais como a
proliferacdio e crescimento de brotagdes (MULLER;
SHEEN, 2007). De acordo com Sakakibara (2006), as
citocininas apresentam receptores celulares que podem
variar entre as espécies vegetais, o que conferem
especificidades na interagdo citocinina-receptor. Ainda
conforme o mesmo autor, o reconhecimento molecular das
citocininas envolve as modificagdes das cadeias laterais
ligadas & adenina. Nesse sentido, o uso exdgeno da
citocinina BAP em A. sefigera possibilita a intera¢do
citocinina-receptor, e na medida em que as concentragdes
se elevam, as respostas morfogénicas de proliferacdo de
brotos se intensificam.

Em A. setigera ndo foram observadas caracteristicas
de hiperidricidade nos brotos formados e cultivado no
meio MS liquido estaciondrio, em nenhuma das
concentracdes avaliadas. Essa é uma caracteristica
importante a ser avaliada, pois segundo Chen e Ziv
(2001), apesar das vantagens da utiliza¢do de meios de
cultura liquidos sobre os semissélidos, o meio liquido pode

ndo ser adequado a determinadas espécies, uma vez
que pode induzir a hiperidricidade das brotagdes.

O ajuste da equacdo linear de andlise de regresséo
polinomial para o comprimento dos brotos (Figura 2)
indicou que os comprimentos dos brotos diminuem devido
ao aumento das concentragdes de BAP. Segundo Debiasi
et al. (2002), a média proliferativa (ntmero de brotos) e
o tamanho dos brotos (comprimento dos brotos) in vitro
sdo pardmetros inversamente proporcionais, ou sejq,
quanto maior o nimero de brotos formados em um
explante, menor serd o seu tamanho. Tais resultados estéio
relacionados & estratégia de balango energético da
espécie A. sefigera, uma vez que em maiores
concentracdes de fitorregulador o investimento
metabdlico estd na formagéo do maior nimero de brotos
em detrimento do comprimento dos mesmos.

A andlise dos teores de amido em folhas de
microbrotos regenerados in vitro revelou que os maiores
teores (10,35 £2,5 mg/g MF) foram registrados com o
uso de 2,2 UM de BAP e os menores teores (2,46 £0,2 e
1,61 £0,4 mg/g MF, respectivamente) de amido com o
uso de 8,8 e 17,6 pM de BAP (Figura 2). O
armazenamento de amido estd relacionado aos
mecanismos reprodutivos (BORIBOONKASET et al.,
2013) sexuados ou assexuados, os quais demandam
grandes gastos energéticos. A propagagdo in vitro de
brotos de A. setigera com o uso de diferentes
concentragdes de BAP evidenciou que os menores teores
de amido relacionam-se com as maiores taxas de
multiplicagd@o nas concentragdes acima de 4,4 UM de BAP.
De acordo com Li et al. (201 3), os niveis de carboidratos
solUveis totais e de amido refletem o balanco entre o
ganho de carbono (fotossintese) e a perda (crescimento e
manutengdo da respiragdo) no corpo do vegetal. Nesse
sentido, em A. setigera com o uso de concentragdes acima
de 4,4 UM de BAP, os microbrotos regenerados exibem
intensa atividade de crescimento e desenvolvimento,
evidenciados por menores teores de armazenamento de
amido.

No enraizamento in vitro de microbrotos de A.
setigera, a formagdo de raizes adventicias ocorreu em
todos os tratamentos, inclusive na auséncia de
reguladores de crescimento exégeno (Figura 3). A adi¢cdo
de AIA na concentragdio de 4,9 UM promoveu a formagdo
do maior nimero de raizes, e com a adigdio de AlB os
maiores nUmeros foram registrados com 4,9 e 9,8 puM. O
ajuste da equagdo quadrdtica de andlise de regressdo
polinomial para o nimero de raizes (Figura 3) indicou que
o nimero de raizes aumenta devido ao aumento das
concentragdes de auxinas AlB e AlA. Para Vriesea scalaris,
a auséncia de regulador exdégeno também induz
rizogénese, porém o uso de AIB ndo promoveu o aumento
do nimero de raizes regeneradas (SILVA et al., 2009).
No enraizamento in vifro de abacaxizeiros multiplicados
in vitro sob sistema dupla-fase de cultivo, o uso de AIB é
desnecessdrio para aumentar o nUmero de raizes
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).
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Figura 3. Respostas fisioldgicas do nimero e comprimento de raizes
de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. sob efeito das
auxinas dcido indolacético (AlA) e dcido indolbutirico (AIB). Letras
minUsculas representam diferencas entre as concentragdes de cada
tipo de auxina, de acordo com o teste Tukey (p<0,05).

O comprimento das raizes adventicias foi maior com
o uso de 2,4 e 4,9 UM de AIA e com 4,9 UM de AIB
(Figura 3). O ajuste da equagéio quadratica de andlise
de regressdo polinomial para o comprimento das raizes
(Figura 3) indicou que o comprimento das raizes
aumenta devido ado aumento das concentragdes de
auxinas AlIB e AIA até 4,9 UM, sendo as concentrac¢des
acima deste valor inibitérias. Lima et al. (2012)
verificaram que o AIB nas concentragdes até 2,2 UM ndo
favoreceram a rizogénese in vitro da bromélia
Orthophytum mucugensis, e o aumento da sua
concentragdo teve efeito negativo sobre o comprimento
das raizes, reduzindo-as significativamente de
tamanho, semelhante aos obtidos no presente estudo.

As plantas jovens regeneradas de A. setigera foram
aclimatizadas e apdés 90 dias (Figura 4E e F) o
percentual de sobrevivéncia foi de 99%. As plantas
regeneradas in vitro ndo apresentaram caracteristicas
de md formagédo da parte aérea e radicular. O elevado
percentual de sobrevivéncia na aclimatizagdo de A.
setigera demonstra viabilidade da micropropagacdo.
Nos estudos de micropropagacdo de Cryptanthus
sinuosus, a aclimatizagdo possibilitou a sobrevivéncia de
98%, também com tela de 50% de corte de luz
(ARRABAL et al.,, 2002), semelhante aos resultados
obtidos no presente estudo. Na aclimatizagdo de Dyckia
distachya o percentual de sobrevivéncia foi de 93% em
casa de vegetagdo (POMPELLI; GUERRA, 2005).

Os protocolos de micropropagagdo devem ser
ajustados para cada espécie, conforme Mercier e
Kerbauy (1997), uma vez que cada espécie apresenta
um balan¢co endégeno hormonal, bem como, cada
espécie apresenta diferentes especificidades na

interacdo regulador e receptor. De acordo com Silveira
et al. (2009), a eficiéncia de um protocolo de
micropropagac¢do de uma espécie ou variedade
depende das respostas fisiolégicas em todas as etapas
do processo.

A
s R~ N ~ L

Figura 4. Micropropagagéio de Aechmea setigera Mart. ex Schult. &
Schult. f. A. Plantulas germinadas in vitro; B. Segmentos nodais em
meio de cultura liquido estaciondrio; C. Brotagdes multiplas
induzidas com BAP; D. Microbroto enraizado in vitro; E-F. Plantas
jovens micropropagadas e aclimatizadas em viveiro com tela de
sombrite a 50 % de luminosidade. Barra= 2 cm.

4. Concluséio

As maiores taxas de multiplicagéo in vitro foram
observadas com o uso de meio MS suplementado com
17,6 UM de BAP. Os menores teores de amido foram
quantificados nas maiores concentragdes de BAP. No
enraizamento in vitro, o uso de AIB na concentragdo de
4,9 UM é mais adequado por promover o maior nimero
de raizes adventicias regeneradas. A aclimatizagdo
ocorre com elevada sobrevivéncia em casa de
vegetagdio utilizando-se substrato comercial Plantmax®
Florestal, em sombrite com 50% de sombreamento. A
micropropagag¢do de A. sefigera consiste numa
estratégia biotecnolégica vidvel para a conservagdo
desse recurso genético.
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