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RESUMO

As bromélias representam um grupo taxonémico inaptet sob
0s prismas ecolégico e econdmico, ocorrendo maj@ihente no
bioma Mata Atlantica, o qual se encontra entre asrmameacados do
planeta. Assim, o desenvolvimento das tecnologiae qtilizam
sistemas regenerativos de alta eficiéncia de cuttivde conservacédo de
germoplasma vegetal apresenta alto potencial deagfb. No presente
trabalho o sistema de micropropagacdo baseado dacda e
desenvolvimento de culturas nodulares (CNs) foiudedo e
caracterizado a partir de segmentos nodais exgraieldrotos estiolados
em Billbergia zebrina e a partir de sementes e de bases foliares em
Vriesea reitzi.Foi também testada a suplementag¢do ao meio deaultu
MSB de diferentes tipos, concentragdes, balan¢cdgateeguladores e
submetidos a diferentes condi¢cdes de cultivo, deram inducdo,
regeneracdo e alongamento de microbrotos.BEmebrina segmentos
nodais, extraidos de brotos estiolados foram @dtg em meios de
cultura MS liquido, suplementados com diferenteaceatracfes de
TDZ, ANA e BAP. CNs e folhas de brotacbes foram mgpdas para
analises moleculares por meio de marcadores AFLEscQdo meio de
cultura MS com diferentes concentragfes de TDZtmsem CNs com
diferentes morfologias e potenciais regenerati@i¥s induzidas com
TDZ (0,01 uM) e subcultivadas em meio de culturaBviSento de
fitorreguladores apresentam alta freqiéncia regémar CNs
originadas em meio com TDZ, (0,1 pM) quando forarbcsltivadas
em MSB com ANA (2 uM) e 2-iP (4 uM) resultaram eraion nimero
médio de brotos adventicios por grama de CN indeulaBrotos
alongados (>3 cm) foram aclimatizados com sucess@mbientein
vivo e mudas transplantadas para vasos apresentarafo pextmal da
espécie. Andlises histoldgicasem MEV revelaram qua inducdo de
CNs ocorreu a partir da regido da gema do segmeotal e
confirmaram caracteristicas morfogenéticas interémiad entre
organogénese e embriogénese somaética, tipico de ENanalise
molecular com base na técnica de AFLP revelou 88%imhilaridade
dos regenerantes em relagdo a planta mae, sugermcimréncia de alta
diversidade. Esta diversidade pode ter aplicacdo peogramas de
melhoramento genético ou como ferramenta eficazpesgramas de
conservacao desta espécie. Emreitzii foram estudados os fatores
determinantes do controle da morfogénésevitro das CNs. Os
fitorreguladores suplementados ao meio MSB inibirgerminacao
das sementes e promoveram a inducdo de CNs ap$sselmnas em
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cultivo. CNs induzidas em meio suplementado com AMAUM) e
subcultivadas em meio MSB com ANA e 2-iP (2 uM Jada
apresentaram textura granular e alta taxa de @ratfio.O cultivo
destas CNs em meio MSB suplementado com AIANY resultou em
alto nimero médio de microbrotos (1.468 brotos/€Ne). A partir do
modelo de regresséo foi possivel inferir que o mam@ximo de brotos
alongados (66,3 brotos/g) pode ser obtido com ocudtno dos
microbrotos em meio MSB suplementado com AIA (2 1 BVAG; (10
uM). Em explantes foliares, em todos os meios deurultestados
observou-se a indugdo de CNs a partir da regidal.bBstas CNs
responderam de forma diferencial aos tratamentos tenmos de
caracteristicas morfogenéticas e potencial regénerdCNs mantidas
na presenca de luz resultaram em maior producénadsa fresca e de
microbrotos em comparagdo com aquelas mantidasiséneia de luz.
CNs subcultivadas em meio MSB liquido e suplementamin ANA (4
UM) e 2-iP (2 uM) revelaram elevada eficiéncia regativa. A maior
eficiéncia regenerativa e proliferacdo de micraiwdbram obtidas com
0 uso do meio MSB suplementado com ANA e 2-iP (2 ¢ada). O
subcultivo em meio MSB suplementado comAG0 pM) promoveu
um maior alongamento de brotos e de forma sincadaizA utilizacao
destes meios de cultura resultou em uma eficiémganerativa de 12,4
g/g de CN inoculada. Estima-se, a partir disto, veggneracdo de mais
de 5.300 novos microbrotos e na fase de alongamama taxa efetiva
de 75% destes microbrotos podem ser convertidoretos completos
a cada 10 semanas de cultivo. As andlises estisilas CNs revelaram
que os processos de inducdo da morfogénese e daeragdo de
microbrotos ocorrem a partir da proliferacdo depgsude células
meristematicas e que desenvolvem a formacédo dépfodlmeristemas
caulinares. Estas estruturas regenerativas sustemtelassificacdo de
CNs organogénicas. Brotos maiores do que 3,0 cuitaesm em mais
de 95% de sobrevivéncéx vitra Os resultados obtidos com as CNs de
V. reizii se configuram, com base em estudos morfohistaégiem
uma rota regenerativia vitro intermediaria entre a organogénese e a
embriogénese somatica. Esta rota apresenta eleyamtencial
regenerativo para a propagacdo em larga escala rdmélias
ornamentais e/ou ameacgadas de extingdo, comocEsn ae. reitziie
B. zebrina

Palavras chaves:AFLP; Bromeliaceae; Brotos adventicios; Consemwagiultura
nodular; Diversidade Genética. Histologia; Micrdbsy Micropropagacéo;
Microscopia Eletronica de Varredura; Propagacénatio



1.INTRODUCAO
1.1. Bioma Mata Atlantica e Importancia Ecolégica ds bromélias

A floresta neotropical atlantica € um bioma questende desde
Rio Grande do Norte a 3°S até o Rio Grande do S&P& corresponde
a 17,4 % (1.481.946 Kinda superficie do Brasil (Ribeiet al, 2009).
Este bioma é considerado de alta biodiversidadendeneismo de
espécies e esta entre oshdspotsem riqueza e em ndmero de espécies
do planeta, estimando-se nele a existenci20d&00 espécies de plantas,
das quais 8.000 (40%) sao endémicas (Myers €2@00). Este bioma
apresenta também indices elevados de diversidadenataiferos,
anfibios, répteis e aves (Heywood, 1995). A magdeite riqueza deste
bioma brasileiro sdo decorrentes, entre outrosardplitude climatica
incluindo regides heterogéneas de diferente fisroaoe composicéo
floristica (Metzger, 2009). Entretanto, € preoct@anempobrecimento
gradativo de espécies arboreas (Silva & Tabag€lh0) e a persisténcia
da perda destes habitats e suas conexfes levaegmaziscata e numa
amplitude maior na perda da biodiversidade, sabep@o a extenséo
destes efeitos ainda é pouco compreendida (Lopds 2009).

O bioma Mata Atlantica € um dos mais ameacadoslalteta.
Decorrente do avan¢o dos maiores centros urbanasis do pais este
bioma foi o que mais sofreu com perdas florestaivd & Tabarelli,
2000, Metzger, 2009). Na forma de fragmentos, nestpenas em torno
de 7-8 % dos remanescentes primarios e menorefdbal (Galindo-
Leal & Camara, 2003). Quando sao incluidas asdlasesecundarias as
estimativas apontam para 11,4 % a 16 % de cobedue atual
fragmentacdo deste ecossistema revela que maltel@ fragmentos
de cobertura priméria sao inferiores a <50 ha (Ribet al., 2009). Na
tentativa preservar este bioma, nas duas Ultimesdds, cientistas tém
concentrado esforgos para o entendimento das eslagldgicas entre
as espécies, visando a protecdo dos remanescéotestais ainda
existentes ou de sua restauracdo (Ribeiro et@9,ZRodrigues et al.,
20009).

Este bioma oferece também reflgio para muitas espéta
familia Bromeliaceae que, além da maior riquezaesigécie, abriga
populacdes de espécies com acentuado endemisrRegies Sul e no
Sudeste do Brasil (Reitz, 1983, Martinelli, 2008h Estado de Santa
Catarina 31 espécies de bromélias sdo endémicasndetal de 137
espécies citadas por Reitz (1983), sendo, portanto, grupo
taxondmico de alta riqueza em diversidade genéecaspecifica
(Martinelli et al, 2008). A ameaca continua pela destruicdo e



fragmentacdo dos habitats naturais em que as mesomsem €
agravada pelo fato de a maioria delas serem epifita

As bromélias consistem em um subsistema ecolégiogplexo
que contribui para a manutencdo da estabilidade edossistemas
florestais em funcdo do seu alto grau de espeai@iz e de sua
adaptacdo as condi¢des climéticas e oligotroficdiermas (Benzing,
2000; Aranda-Peres & Rodriguez, 2006). Em funcacseles efeitos
ornamentais e paisagisticos, elas tém sido extraldeordenadamente
de seus habitats naturais e comercializadas em dogais (Coffani
Nunes, 2002).

1.2. Descricdo Botéanica e ocorréncia

A familia Bromeliaceae contém 58 géneros e 317Zdsp e
subespécies (Luther, 2008) e mais de 50% das espsé@b epifitas
(Martinelli, 2000). Todas elas sdo nativas do Gumtie Americano,
com excecdo da espéclitcairnia feliciang que habita a costa
ocidental da Africa (Reitz, 1983). Taxonomicamemgebromélias estéo
divididas em trés subfamilias: Pitcairnioidae, Betinideae e
Tillandsioidae, baseando-se em analises compasativiae as estruturas
reprodutivas, as quais sdo consideradas cons&watiporque as
alteracbes sdo poucas influenciadas pelo meio atebie
comparativamente as estruturas vegetativas (RSI83).

Dentro da subfamilia Bromelioideae encontra-se mege
Billbergia Thunb., com64 espécies e 26 variedades e formas (Luther,
2008) distribuidas desde a América Central até lodau América
Meridional (Smith & Downs 1979), sendo a Mata Atiéa o centro de
diversidade deste género (Barros e Costa, 2008p dgéneroVriesea
pertence a subfamilia Tillandsioidae contém 26léesg e 44
variedades e formas (Luther, 2008), distribuidas Avaéricas a partir
do México e Cuba até o sul do Brasil e Norte daeAtiga (Smith &
Downs, 1977).

A distribuicdo das bromélias depende essencialmimtiatores
climéticos. Das 137 espécies de ocorréncia no &stadSanta Catarina
(Fig. 1A), Reitz (1983) observou a presenca de dsbécies (85%) na
Floresta Ombrofila Densa e Encosta Atlantica, 37éeies (27%) no
dominio da Floresta de Ombrdfila Mista (Mata de utdia) e 11
espécies (8%) na Floresta Estacional DecidualgBtarDecidual do Rio
Uruguai). Ao longo do litoral do Estado de Santaa@ima, dominado
pela Mata de Encosta Atlantica a temperatura eeaiitacio média
anual caem 2°C e 500 mm, respectivamente, no samiite-sul. Sendo
influenciados pelo macroclima, os géneros de canatés tropical vao
desaparecendo do norte para o sul, a medida cuepetatura e o nivel



de precipitacdo declinam. Das 117 espécies e ‘aalgsd que se
encontram na regido da encosta atlantica (Fig. 98)80%) espécies
ocorrem no norte do Estado e chegam a serra dea§|jj62 (53%) véo
até a serra do Tabuleiro e somente 41 (35%) espélggam a fronteira
sul (Reitz, 1983).
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Figura 1. A) Distribuicdo das 137 espécies de bromélias nadgiférentes regides
fitogeograficas de SC B) Distribuicdo e quantificacdo de bromélias no sentid
norte-sul até cada barreira geogréafica da Flodsstancosta Atlantica de SC. Fonte:
Reitz (1983).

No entanto, muitas destas espécies estdo amead@maasincdo
em Santa Catarina, tal comAechmea apocalyptic®eitz, Aechmea
blumenavii Reitz, Aechmea kleiniiReitz, Aechmea pimenti-velosoi
Reitz, Billbergia alfonsi-joannisReitz, Dyckia cabrerael.B.Smith et
Reitz, Dyckia distachyaHassl., Dyckia ibiramensisReitz, Vriesea
biguassuensiReitz, Vriesea brusquensiReitz, Vriesea muellerMez,
Vriesea pinottiiReitz,Vriesea triangularisReitz (Brasil-MMA, 2008).
1.3. Conservacdoin vitro e sistemas de micropropagacdo de
Bromélias

Na conservacdo de germoplasma de bromélias podem se
utilizadas diferentes estratégias que se amparamesimdos de
diversidade genética (Barbara et al., 2007, 2af®¥volucao e posicao
filogenética (Schulte et al., 2009), de ecologiayahtamento e
caracterizacdo em habitat naturais (Bonnet & Quel606; Barbara et
al., 2008), bem como, em sistemas de conseniacsitu (Alves et al.,
2004, Martinelli et al., 2008) &x situ(Pompelli & Guerra, 2004).

Técnicas de cultura de tecidos vegetais compreefeleamentas
gque podem ser empregadas para a conservacao degiasies,
notadamente aquelas ameacadas de extincdo (Guebal &esco,
2010). Varios estudos neste sentido foram realizadom varias
espécies, entre as qualdesea fosteriangMercier & Kerbauy, 1992),



Vriesea hieroglyphica (Mercier & Kerbauy, 1994),Cryptanthus
sinuosus (Carneiro et al, 1998 e Arrabal et al., 2002)yriesea
friburgensisvar. paludos (Alves & Guerra, 2001)Dyckia distachia
(Pompelli & Guerra, 2004). giganteae V. philippocoburgii(Drosteet
al., 2005),V. Reitzii (Rech Filho et al.,, 2005, Alves et al., 2006) e
Tillandsia eizii (Pickenset al, 2006). Estas técnicas podem, também,
ainda possibilitar a propagagcdo massal de brométiasimportancia e
interesse ornamental, visando reduzir a press@oldéa nos ambientes
naturais. Neste caso o emprego das técnicas deocuit vitro em
bromélias aumenta a taxa de multiplicacdo das Espéle interesse
(Aranda-Peres & Rodriguez, 2006, Guerra & Dal Ve&€10), quando
comparado ao sistema convencional de propagacadiyiséo natural
de brotagdes.

Como mencionado anteriormente, técnicas de cuttaréecidos
vegetais sdo ferramentas importantes para a cagserv de
germoplasma vegetal, evidenciado pelas oportungdagde se criam
para compreender, utilizar e conservar recursogtiges de plantas
(Withers & Williams, 1998). Métodos de conservagéuitro de plantas
baseiam-se, grosso modo, nas técnicas empregades @a
micropropagacdo de plantas. As sementes sdo osiaizateegetais
preferidos para a propagacdo por permitirem a reagéb da base
genética da populacao original (Fay, 1992, Winkteal., 2005, Pickens
et al, 2006, Aranda-Peres & Rodriguez, 2006, Guerra & Yesco,
2010). As técnicasn vitro podem contribuir em todas as etapas do
processo de conservacdo de germoplasma, incluildtacindexacao
de doencas, quarentena, multiplicacdo, caractéozag avaliagéo,
armazenamento e distribuicdo de germoplasma (VEitBewWilliams,
1998).

O estabelecimento de protocolos e sistemas redgeosria vitro
que podem ser aplicados tanto para a conservacaotogqyara a
propagacdo em grande escala comp8em estratégmstames em
bromélias. Alguns padrbes de respostas da morfegémeitro, como
0s observados em bromelidceas apresentam cardcasritiferenciadas
aos sistemas regenerativos tradicionais (Guerraa& \[&sco, 2009).
Assim, as rotas regeneratives vitro a partir de diferentes fontes de
explantes podem ser associadas com a organogé&hkseier &
Kerbauy, 1992), embriogénese somatica (Pomgllal, 2005), ou
culturas nodulares (Rech Filla al, 2005, 2009; Alvest al, 2006).
Independente da rota o objetivo é a regeneracadarga escala de
brotos adventicios de bromélias (Guerra & Dal Ve2640).



1.4. Andlise da fidelidade e diversidade genética an
micropropagacao

A propagacaan vitro em larga escala de bromélias requer o
desenvolvimento de protocolos regenerativos assogia manutencao
da fidelidade genética dos individuos regenerad@dp se trata de
propagacdo clonal. No entanto, programas de cas®ovou de
melhoramento, requerem a manutengdo ou obtencamrailidade
genética adicional, respectivamente. Independeist®, das respostas
morfogenéticagn vitro ocorrem em resposta a composicdo do meio de
cultura, ao adequado suprimento de fontes de caslaantipo e balanco
de fitorreguladores (Ziv & Chen, 2008, Preece, 2068 balanco
adequado dos nutrientes minerais, por exemplo,ilplitesreduzir os
teores de fitorreguladores nos meios de culturpeds este que
favorece a manutencéo da fidelidade genética daggsl regeneradas
com a planta mae, quando o objetivo for a multigéo clonal (Preece,
2008).

Variagdo somaclonal é o termo geral utilizado phscrever as
variacdes geradas na cultura de tecido (Larkin &wscoft, 1981),
principalmente, para o sistema propagacéo clonatahdbiofabricas).
Convencionou-se que a propagacdo em sistema dibbaaf pode ser
interrompida quando forem detectados mais de 5 %cderéncia de
variantes somaclonais (Jaligot et al., 2000). Egtmto € um fendbmeno
comum em culturas de tecidos de plantasvitro, e requer um
monitoramento constante para identificar os fatogesadores de
variacdo. Esta fonte de variacdo, contudo, podeirearporada em
programas de melhoramento (Jain, 2001). Os priigcigatores
associados com a possibilidade de variagdo parestan relacionados
com a fonte de explantes e com o tipo e a concgurados
fitorreguladores utilizados no meio de cultura (Hes et al., 2001). O
numero de subcultivos e a idade das culturas endtige de origem
também podem afetar a ocorréncia da variacdo sormadlain, 2001).
Alem disto, para cada espécie ou variedade ¢é rEI®RSD
desenvolvimento de um protocolo especifico paraacsidtema de
cultivo in vitro (Sahijram et al., 2003).

A propagacédo de plantas pelos métodos indiretoseja, aqueles
mediados por calos ou suspensdes celulares, tantorganogénese
guanto na embriogénese, pode resultar em maiaténcia de variagbes
em relagcdo a planta mae (George & Debergh, 20a8grtanto, muitas
destas variacdes observadas podem ser do tiponépigge (Peredo et
al., 2006, Preece, 2008). Entretanto, como mend@ranteriormente,
estas variacfes podem ser vantajosas ou desvastajependendo do



objetivo a ser alcancado. O uso bem-sucedido dosadones
dependente de sua estabilidade genética nas gemgimeqlientes, para
0s quais, o uso de marcadores moleculares podeltgecomo
ferramenta de monitoramento destes indices, tapsopnogramas de
conservacdo, melhoramento ou de propagacdo clalaah, (2001,
Stefenon et al., 2009).

As variagfes, normalmente identificadas em sisteimastro,
incluem as variagbes de origem: 1) epigenética,ual egnvolve
mecanismos de silenciamento ou ativagdo de genesnga estdo
relacionados as aberra¢gfes ou mudancas de seqigdaieas (Kaepple
et al., 2000, Sahijram, et al., 2003); 2) genéticssociada a mudancas
estaveis e raramente revertidas, referentes aactias na constituicdo
genética herdaveis ou de ploidia (Holliday, 20@6)3) fenotipicas, as
quais sdo alteracdes na performance e na procadrrichgrondmica
(Kaeppler et al., 2000) como a formacdo de interndggos em
Saccharumsp. (Zucchi et al., 2002), ou morfolGgicas, taisnoo as
variegacdes foliares de coloracdo ou quiméricas goe exemplo,
resultam em crescimento anormal dos meristemasnased deMusa
spp (Sahijram, et al., 2003)

Atualmente, a biologia molecular disponibiliza #amentas
robustas para medir a quantidade de variacdo ganptiesente na
maioria das espécies. O uso de técnicas molecutateomo, AFLPs,
SSRs ou microssatélite e RAPDs estdo entre os ogtodis apurados
de avaliacdo da estabilidade genética (Jain, 2001).

O uso do marcador AFLP se baseia na amplificacdairde
conjunto de fragmentos gerados pela digestdo do D&WOmico por
meio das enzimas de restricdo, tal como, as de casos, como a
EcdRl, a qual cliva sitios especificos do DNA com 6-8dsag aMisd
de corte freqliente onde reconhece sitios de ghates. Seu potencial
de uso esté relacionado ao grande nimero de maesadie avaliacao,
pela producdo de um numero elevado de fragmentescqmpde na
formacdo da banda. Este fator tornou o uso de ARDP dos
procedimentos moleculares mais recomendados paganatipagem
com vistas a estimativa da diversidade genéticdeteminacédo de uma
identificacdo digital farcodg das espécies (Vos et al., 1995, Mueller &
Wolfenbarger, 1999). Além disto, esta andlise permima abordagem
multilocos do DNA genbmico, sendo também de altasibdidade e
reprodutibilidade (Meudt & Clarke, 2007). Tal tézaié promissora para
estimar a diversidade genética em plantas e par@msprogramas de
melhoramento quando comparado com andlise de S8RBRFbPs
(Garcia et al., 2004) ou com RAPD (Barracosa e2808). Além disto,



permite a obtencédo de forma precoce, tal como egagdreno presente
estudo, omonitoramento da estabilidade ou diversidade gemétas
culturas originadas do cultivo @ vitro, bem como da identificacdo de
variacdo somaclonal (Jain, 2001, Carolan et ab22®olanco & Ruiz,
2002, Garcia et al., 2004, Peredo et al., 2@6inmacher et al., 2007,
Chuang et al., 2009, Gao et al., 2009, Mo et D92

1.5. Analise estrutural de culturasin vitro

A caracterizacdo estrutural nas diferentes fases do
desenvolvimento das culturagn vitro é determinante para o
entendimento das rotas da morfogénese. Os estudosndlises
histol6gicas revelam a sequéncia dos processarempanhamento da
formacgéo dos principais estadios de desenvolvimeat culturadn
vitro. Para estes estudos, geralmente, se utuliza asoapia 6ptica
(MO) e eletrbnica (ME). A microscopia Optica apregselimitacfes
guanto ao aumento maximo atingido que fica em toie@.000 vezes
(Maliska, 2009.). Quando o interesse maior é olidormacdes
topograficas, a microscopia eletrdnica de varred(WEEV) é o
instrumento mais versatili para avaliacdo, exame ndlise das
caracteristicas microestruturais de amostras ha@ége nao-bioldgicas
(Castro et al., 2002). Além disto, a MEV, dependedd material pode
atingir aumentos de até 900 000 vezes, mas normtmatinge
aumentos na ordem de 10.000 vezes. Quando adaptaiodetectores
de raios-X permite também, a realizacao de andlifmica na amostra
em observacdo (Maliska, 2009). Basicamente, as teamoslevem
possuir a dimensdo minima necessaria para o esttio@ importante,
para obter uma boa imagem (Castro et al., 2004skéal2009).

Os estudos atuais da morfogénse na cultura deoteaide
utilizam o MEV para analises estruturais, abordardiferentes fases de
desenvolvimento das plantas. Entre estes sao regtpst desde a
germinacdo e desenvolvimento de plantutasitro de Cajanus cajan
(Chandra et al., 2003), imagens das diferentesa®me emergéncia da
radicula durante a germinacéo vitro das espécies de bromélias
Aechmea bromelifolia A. distichantha Vriesea hieroglyphica V.
unilateralis V. friburguensise V. incurvadavarias (Aranda-Peres &
Rodriguez, 2006). No desenvolvimento de gemas ditves deT. eizii
(Pickens et al., 2006). ErRelargonium x hortorunmobservou-se o
modelo regenerativo de formacdo de estruturas endias e
formacdes meristeméaticas a partir de explantespbedtilo (Madden et
al., 2005). A formagcdo e a regeneracao mdultiplagdenas foram
observadas a partir de nodulos organogénicos iddsiza explantes
internodais emHumulus lupulusvar. Nugget. (Fortes & Pais, 2000,



2001) e estudos de deposicao de calose durantenag@o dos nddulos
(Forte et al., 2002). Na adequacdo dos processoindigdo da
morfogénese revelando a formagéo de nddulos foegistrados a partir
de explantesie hipocoétilo enEucalyptusglobulus (Trindade & Pais,

2003). A partir de embrides déinus banksianafoi descrita uma
seqliéncia de desenvolvimento que culmina na foronalgh brotos

adventicios (Pelletier & Laliberté, 2000). Ja, @har et al. (2004)
registraram em imagem MEV a formacé@o de ES no iestéHular a

partir de explantes foliares deecalepis hamiltonii.Estes estudos,
portanto, buscam estudar os fatores que modulamprosessos
mofogenéticos das difentes culturas estabeledidairo, tendo como
base para a manipulacao das condi¢Bes de cultivé&(Zhen, 2008).



2. HPOTESE

A rota regenerativén vitro baseada na indug¢do, multiplicacdo e
desenvolvimento de culturas nodulares (CNs) de éliamnativas da
Mata atlantica se configura em uma técnica de miomagacao de alta
eficiéncia para a micropropagacdo em larga escaelabmbmeélias
ameacadas de extingdo e/ou de interesse ornamental.

3. Objetivos

O presente trabalho objetivou avaliar e estudarcgasos
alternativos de cultivan vitro com base na inducdo e regeneracdo de
brotos adventicios a partir de culturas nodula&dsj deBillbergia
zebrinae Vriesea reitzii Analises histolégicas e ultraestruturais e com
marcadores AFLPs foram utilizadas, respectivameyaeg caracterizar
esta rota morfogenética e para avaliar a fidelideldeal ou n&o das
CNs.

3.1. Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito do thidiazuron na inducdo e desdnmento de
CN deBillbergia zebrinae do potencial de regeneragdo massal de
brotos adventicios;

2. Descrever as caracteristicas morfogenéticas desnsis de inducéo
de CN a partir de base foliar e de semented/deeitzii, e na
regeneracao de brotos adventicios cultivados esmedlifes meios de
cultura e combinagdes de fitorreguladores assogiads diferentes
ambientes de cultivo;

3. Caracterizar através de andlises histolégicasimagens em MEV
para identificar os processos da morfogénesétro emB. zebrina
e emV. reitzii

4. Avaliar a similaridades das plantas do sistemaneggivo de CN
através do marcador AFLP para fins de propagac&saha de
conservacao.

5. Determinar os fatores limitantes para a producdo nuedas
micropropagadas em grande escala.

Os resultados referentes aos objetivos propostoam@sentados
nesta tese sob o formato de artigos cientificos.
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5.CaPiTULO 1
Inducéo de brotos adventicios em larga escaRilltergia zebrinaa
partir de culturas nodulares: implicagbes na prapag massal e
conservacao.
Lirio Luiz Dal Vescd, Valdir Marcos Stefendf, Leocir José
Welter®, Miguel Pedro Guerfa
RESUMO
A floresta tropical atlantica € um bioma de altaedsidade de
espécies de bromélias, com alto endemismo e megaitiade. A
exploracdo e ocupacdo desordenada deste ecossetesagam parte
significativa de seus componentes. Segmentos nodatsaidos de
brotos estiolados na auséncia de luz, foram cdiliszem meios MSB
liquido, suplementados com diferentes concentragiesTDZ e a
associacdo de ANA e BAP. Culturas nodulares indiszieim todos os
tratamentos e folhas de brotagbes foram empregeatas fonte de
explantes para a extracdo do DNA e o marcador ABL&tilizado para
a andlise de diversidade genética. A suplementag&uoeio de cultura
MS com diferentes concentracbes de TDZ resultou GNs com
diferentes morfologias e potenciais regenerati@i¥s induzidas com
0,01 pM de TDZ e subcultivadas em meio de cultuia iento de
fitorreguladores apresentam alta freqUuéncia regémar CNs
originadas de 0,1 uM de TDZ, quando foram subaudi®s em 2 pM de
ANA e 4 uM de 2-iP promoveram maior nimero médio bdetos
adventicios por grama de indculo. O subcultivo egionmde cultura
basal MS suplementado com 1 uM de ANA e 2 uM de gromoveu
uma maior altura de brotos. Brotos alongados (>3 daram
aclimatizados com sucesso em ambiémteivo e mudas transplantadas
para vasos apresentaram padrao normal da espéeigens em MEV
revelaram que inducdo de CN ocorre a partir da regido da gema do
segmento nodal. Durante a indugéo, a andlise Gggtal revelou um
processo morfologico regenerativo classificado concalturas
nodulares. Plantas regeneradas apresentaram similaridade c¢gnéti
maior que 90% na andlise AFLP, quando comparadataats-maes,
usando o indice de Jaccard. Os resultados desthoamostram que o
sistema regenerativo de brotos a partir de CB.deebrinaapresenta-se

! Programa de Pds- graduacdo em Recursos Genétigetaise Universidade Federal de
Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasimails:lirio@cca.ufsc.brmpguerra@cca.ufsc.bt
Autor Correspondente.

2 Enderego Atual: Universidade Federal do Pampa/Qang§fio Gabriel, Sdo Gabriel, RS,
Brasil. E-mail:valdirstefenon@unipampa.edu.br

3 Endereco Atual: Universidade Federal do Pampa/Qartiaqui, RS.
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como modelo de estudo e pode ser empregado narcagie ou
propagacéao clonal. O sistema de micropropagacadbese na inducao
de culturas nodulares a partir de segmentos ndddgdlbergia zebrina
foi caracterizado como um sistema alternativo diévoun vitro.

Palavras chaves: AFLP, Bromelidceas, brotos adventicios, cultura teleidos,
diversidade genética, Histologia, microbrotos, pgggao clonal.

Abreviatuas: AFLP - Polimorfismo de comprimento de fragmentaopéficado,
ANA-&cidonaftalenoacético; BAP - 6-benzilaminop@ait€Ns - Culturas nodulares;
MSB — meio basico MS; 2-iP - N6 (2-isopentenil) mida; AG — acido giberélico;
MS — Murashige & Skoog (1962§JEV- microscopia eletronica de varreduf&Z-
thidiazuron (N-phenyl-N'-1,2,3-thiadiazol-5-ylurea)

ABSTRACT
Induction of adventitious shoots in scale-up dBillbergia zebrina
derived from nodule cluster cultures: implicationsfor mass
propagation and conservation

The Tropical Atlantic Rain Forest is a biome ofthdjversity and
endemism of bromeliad species. The micropropagatystem based on
the induction of NCs from nodal segmentsBillbergia zebrinawas
characterized as an alternative systemirofvitro culture. Nodal
segments extracted from etiolated shoots were redltin liquid BM
supplemented with different PGR. Different concatibns of TDZ and
the subculture in culture medium supplemented ditferent levels of
NAA and 2-iP resulted in NCs with different morpbgies and
regenerative potential. NCs induced with 0.01 pM TDZ and
subcultured in BM free of PGR showed high-frequeotyegeneration.
NCs originated from 0.1 uM of TDZ, when subcultuied2 pM of
NAA and 4 uM of 2-iP promoted higher mean numberd¥entitious
shoots. Elongated shoots were successfully acéiathtin in vivo
environment and plantlets transferred to vases epted normal
phenotype. Hystological analyses revealed the feaitures of the NCs.
SEM showed that the induction of CN occured frora basal shoot
region of the nodal segment. The results of thiglystshow that the
regenerative system of shoots from NC®8okebrinacan be viewed as
a system model for morphogenetic studies and regtvee potential.
Molecular genetic analysis based on the AFLP tepleirevealed
similarity lower than 90% among regenerated plamig the “mother-
plants” suggesting the occurrence high diversityctSdiversity can be
used in breeding programs and the AFLP technigueated to be a
powerful tool in genetic conservation programshef $pecies.
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Keywords: AFLP, bromeliads, clonal propagation, genetic diitg, microshoots,
regeneration, histology, Shoot-buds, somaclonaatian, tissue culture
Abbreviations: BAP — 6- benzylaminopurine; BM — basal medium; 2-iR® (2-
isopentyl) adenine; GA- Gibberellic acid; NAA -w-naphthaleneacetic acid; NCs -
nodular cultures; PGR - plant growth regulators,MSE Scanning electron
microscopy, TDZ - thidiazuron, AFLP - amplified §rment length polymorphism.

INTRODUCAO

A floresta tropical atlantica € um bioma de altadiiersidade e
endemismo, estimando-se a presen¢a@00 espécies de plantas, das
quais 8.000 (40%) s&o endémicas (Myers et al., )2@&a floresta
apresenta também indices elevados de diversidadenataiferos,
anfibios, répteis e aves (Heywood, 1995). Entrecarmponentes de
grande importancia ecoldgica e econémica destes@mmontram-se as
bromélias, as quais, pela fragmentagéo deste stayssi e em funcéo de
seu valor ornamental foram, ao longo do tempo, aéks
desordenadamente de seus habitats naturais.

As bromélias consistem em um subsistema ecolégiogplexo
que contribui para a manutencdo da estabilidade edossistemas
florestais, por apresentarem alto grau de espemi@d em funcdo de
sua adaptacdo as condi¢cbes climaticas e oligadbgtremas (Padilha
1978; Benzing, 2000; Aranda-Peres & Rodriguez, 2006

A familia Bromeliaceae € composta por 58 género31e2
espécies e subespécies (Luther, 2008) e mais dadenetelas sao
epifitas (Martinelli, 2000). O génerBillbergia Thunb., pertence a
subfamilia Bromelioideae a quatompreende 64 espécies e 26
variedades e formas (Luther, 2008) distribuidaslel@sAmérica Central
até o sul da América Meridional (Smith & Downs, @87%endo a Mata
Atlantica o centro de diversidade deste géneror¢Ba Costa, 2008).

Billbergia zebrina (Herbert) Lindley é uma bromélia epifita e
heli6fila nativa na Mata Atlantica, ocorrendo tammbgob condi¢Ges de
luz difusa (Reitz, 1983). E considerada uma espeualaeravel no
Estado do Rio Grande do Sul, Sul do Brazil (RS Bedidade, 2009).
Esta espécie, além de sua importancia ecoldgicalesemca também
pelo seu valor comercial por sua aptiddo ornameutiatonta das suas
exuberantes folhas e flores (Fig. 1 A). Seu tanduieular tem
capacidade de armazenar uma grande quantidadesdecagacteristica
esta importante para a manutencdo da diversidadaniieais. Em
muitos casos, as bromélias com seus microhabitatsus habitantes
parecem ter co-evoluidos, como é 0 caso da espécisapo Kyla
venulosd, que hiberna ao longo da estag&o seca no norBrakil no
interior da folhagem de plantas Bi#ibergia zebrina(Martinelli, 2000).
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A cultura de tecidos vegetais compreende um comjuoe
ferramentas que podem ser aplicadas para a cog8ene para a
propagacao massal de bromélias de interesse. Rewnte foi descrita
uma rota regenerativan vitro de bromélias baseada na inducao de
culturas nodulares (CNs) (Rech Filho et al., 2085¢es et al., 2006,
Rech Filho et al., 2009). CNs séo definidas comgpags de nodulos
organogénicos de forma globular, de coloracdo vembareladas a
translicidas, apresentando textura friavel a lemenecompacta e
compostas basicamente por aglomerados meristemétjoe, € em
condi¢cdes de cultivo adequado, resultam na regeierendltipla de
brotos. Sistemas regenerativos similares foramrii@saraVriesea
fosteriana(Mercier & Kerbauy, 1995)Cryptanthus(Koh & Davies Jr,
1997),Vriesea friburgensisar. Paludosa(Alves & Guerra, 2001), ¥.
Reitzii (Rech Filho et al., 2005, Alves et al., 2006, R&dho, 2009).
Este padrdo morfogenético parece ser afetado pmigpeaténcia e
diferenciacdo celular do explante e pelo tipo eceotracdo dos
fitorreguladores empregados (Gahan & George, 2008).

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito lididzuron na
inducdo e estabelecimento de culturas nodulares potencial de
regeneracgdo de brotos adventicios em larga eguaddises estrutural e
histolégica foram utilizadas para avaliar a origelos processos
morfogenéticos de regeneragéovitro e analise de genética molecular,
baseadas na técniée-LP, foram efetuadas para estudar a correlagéo
entre as plantas matrizes e as culturas regeneradas

MATERIAL E METODOS

Material vegetal - Frutos em maturacdo fisiologica foram
coletados de plantas matrizesRillbergia zebrina(Fig. 1A— detalhes)
mantidas na colecdo de bromélias do CCA/UFSC fatasinfestados
durante 2 min em alcool 70%, 25 min em solugéo glea &anitaria
comercial a 40% (2,0-2,5% de cloro ativo) mais wtagle Tween 20
em cada 100 ml de solugdo. As sementes foram iadaslem frascos
de vidro tipo conserva (340 ml) contendo 25 ml aggonde cultura MS
basico [MSB — macro e microsais B (Murashige and Skoog, 1962)
mais vitaminas de Morel (Morel and Wetmore, 1930)g L™ sacarose]
e geleificado com 7,5 glagar (Acrof) e 1.0 g [* carvéo ativo. O pH
dos meios de cultura foram ajustados para 5,5joadidos ou ndo de
agente geleificante e autoclavados por 15 min &df2m? Todas as
culturas foram incubadas em ambiente com+25°C e quando na
presenca de luz com 40-gfhol m? s* de intensidade luminosa obtidas
com lampadas fluorescent8glvania® branca friae 16 h fotoperiodp
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com uma distancia de 10-12 cm de altura das csel{@aerra & Dal
Vesco, 2010).

Inducéo de culturas nodulares— Segmentos nodais com 1,0
0,3 cm foram excisados de aproximadamente 100 drgiwens
cultivados por 12 semanas (cinco e sete semarass@acia e presenca
de luz, respectivamente) em MSB descrito anterintenedds explantes
foram inoculados em tubo de ensaio (25 x 150 mrbyesponte de
papel filtro (3M), contendo 15 mL de MSB liquidsyplementado com
diferentes concentracbes de fitorreguladores peadiaa o0 efeito na
inducdo de CN e regeneracgéo de brotos.

O delineamento do experimento foi em blocos corapiente
casualizado (BCC) com cinco tratamentos: quatrocemmacdes de
thidiazuron (1-fenil-3-(1,2,3-thiadiazol) 5- uréia)ilDZ (0; 0,01; 0,1 e
1,0 uM) e a combinagcé@o décido a-naftalenoacetico - ANA (Z2uM)
mais 6-benzilaminopurina - BAP #M) meio de cultura comumente
utilizado em bromelidceas (Guerra & Dal Vesco, 300ada unidade
experimental foi constituida de dez tubos de essamntendo um
segmento de n6é com uma gema por tubo e repetidaomezes. Dados
de porcentagem de inducdo de cultura nodularesemide brotos por
classe de altura de brotos e altura (cm) dos bffotasn coletados em
nove semanas de cultivo.

Multiplicagcdo e Regeneracdo de brotos CNs previamente
induzidas em meio de -cultura suplementado com TRrant
subcultivadas em um segundo ensaio, em MSB suptad®rcom a
combinacdo com os fitorreguladores ANA e N6 (2-&sdpnil) adenina
(2-iP).

O delineamento do experimento constou de um #tda 3x4,
com 12 tratamentos: trés diferentes meios de eulfi)rMSB isento de
fitorreguladores; 2) MSB + ANA (1 uM) + 2-iP (2 uM3) MSB +
ANA (2 pM) + 2-iP (4 uM) e combinado com quatrotéraentos da
inducéo das culturas nodulares do experimento ZZ T@01; 0,1 e 1
UM) e a combinacdo de ANA (@V) e BAP (4 uM). Cada unidade
experimental foi constituida de dez tubos de essaomtendo 0,14g
+0,03g de CN por tubo e repetidas quatro vezesoemaf de BCC. As
culturas foram mantidas sobre ponte de papel f{Bid) contendo 15
ml MSB liquido. Dados de peso fresco (g) das CNisparo de brotos
por classe de altura de brotos e altura (cm) dow$rforam coletados
em 14 semanas de cultivo. A eficiéncia regenerdtivaalculada pelo
peso fresco final das CNs em relacdo ao pesollifiic@ulo), com base
na férmula: Eficiéncia regenerativa = (Peso findPeso inicial)/Peso
inicial.
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Manutencdo das CNs- CNs foram subcultivadas em tubos de
ensaios contendo 15ml de MSB geleificado ou liquilgplementado
com quatro diferentes combinagdes de fitorregulatjoMSB isento de
fitorreguladores; 2) MSB +ANA (4M) + 2-iP (2uM); 3) MSB + TDZ
(0,01uM).e; 4) MS + TDZ (0,01uM) + 2-iP (2uM). Em cada frasco foi
transferido de 1,5-2,0g de CN e o0s brotos regepsrafibram
transferidos para meio de cultura MSB para o alowgdo. Foram
efetuados subcultivos sucessivos e intercalados Bt8B geleificado e
liquido. Avaliacbes da morfologia das culturas forafetuadas para
permitir a manutencao das CN por longo periodo @tivo.

Aclimatizacdo — Brotos alongados, obtidos no segundo ensaio,
foram transferidos para substratos compostos poa umstura de
substrato comercial Plantnfgxcasca de arroz carbonizada e casca
composta de arvores (1:1:1 v/v) dispostas em basdig isopor com
128 células. As mudas foram mantidas em ambienteudel de
nebulizagdo com irrigagdo intermitente. Para  pérmito
desenvolvimento as mudas foram transplante pams\des 450 cthe
1800 cnf apés trés e seis meses respectivamente.

Andlise estatistica -Porcentagem de explantes com CN, namero
de brotos por explantes, altura e eficiéncia regdiva foram
submetidos ao teste,fx para verificar heterogeneidade das variancias
(S9). Quando necessario os dados originais foramfoemados em log
(x+2) ou (x+0,5}°. Estes dados foram submetidos a analise da viianc
(ANOVA) e ao teste Student-Newman-Keuls (SNK-5%)sdparacao
de médias usando Statgraphics software, versa®@dns quantitativos
foram avaliados pela analise de regressdo de aamdp Compton
(1994) e Sokal and Rohfl (1995).

Procedimentos Histolégicos— Amostras representativadas
culturasin vitro foram coletadas em diferentes periodos e fixadas
glutaraldeido (2.5 %) em tampéao fosfato de s6dibNd,(pH 7,2) por
16-18 h a 25 °C. Em seguida as amostras foramdavjaor trés vezes
em tampdao sem fixativo e desidratada em s#riesérie etilica (etanol)
gradual (10-96 %), for 30 min cada. As amostraanfoimersas em
solucdo de pré-infiltracdo, compostos pedtucao de infiltracdo dKit
de historesina Leica® [50 mL de resina basica egOfe perdxido de
benzoila(ativador)Jcometanol96% (1:1, v/v) por 16-18 h a 25 °C. Em
seguida as amostras foram imersasdensolucédo de infiltracdo pura
durante 24h e incluidas emokicdo de infiltracdo com Endurecedor
Leica® (dimetil sulféxido) na proporcédo de 1%ulv) e orientadas em
moldespléasticos. 8c¢des (5-7 um) foram obtidas usando microtomo de
rotacdo Slee Technik®, distendida® laminas com uma gota de agua e
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mantidas por 1-2h a temperatura de 42 +2 °C. Apésaporacdo da
agua foram coradas com azul de toluidina 0.@6% emH,O e os
aspectos relevantes foram identificados e fotogmfagsando camara
DP 71 acoplada a microscépio BX-40 da Olympus®.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) - Amostras
representativas fixadas de acordo com o item phoesdos
histol6gicos foram desidratadas em série etilit@s100%) por 30 min
cada Em seguida foram colocar em éter etilico (PA) antidas em
freezer (-20 °C) por 24 horas, procedimento utliizpara substituir o
ponto critico de C® ApGs evaporar o éter, as amostras foram montadas
sobre suporte de aluminio (stub) com dimensdes®dO @ x 10 mm
de altura coladas com fita carbono dupla face. #orteente as analises
as amostras foram mantidas em silica e metalizadas uma fina
camada de ouro. Imagens relevantes foram obtidasnamoscéopio
JEOL® modelo JSM-6390LV a 10 kV.

Analises de Genética Molecular- O DNA foi extraido
utilizando-se o método CTAB, conforme descrito Soefenon et al.
(2004) a partir de amostra foliar (+2,59rexcisadas de plantas matrizes
(Bzl, Bz2 e Bz3, Fig. 1A) e de trés amostras atestdom 0,85 +0,2 g
de CN dos 12 tratamentos do ensaio de multiplicald@ste modo, os
tratamentos B1.1, B1.2 e B1.3 sao trés replicabagatamento 1, das
amostras B2.1, B2.2 e B2.3 s&o trés duplica danranto 2 e assim por
diante, como amostras representativas das 10Qujg@arémpregadas na
inducdo. Plantas Bz2 e Bz3 sdo matrizes para aneemgfio das
culturas, enquanto a planta Bz1 foi usada comoamrale da variacdo
genética natural dentro da espécie. O DNA isolailoefsuspenso em
75 pL tampéo TE e mantidos freezer - 20 °C até o usandlise de
genética molecular foi executada pela técnica dePARVos et al.,
1995), como descrito por Stefenon et al (2007).

Para a reacdo de restricdo/ligac@erca de 15Qug de DNA
gendmico foram incubados com as enzimas de rastECaRI e Msd
(Fermenta® e o correspondente adaptadofesoRl e Msd numa
simples reacdo K tampao de reacdd4 DNA ligase, 2,5ug de BSA,
0,25 pmoliL de cada adaptador, 0,07U Mied, 0,.4 U deEcdRl, 0,08
U deT4 DNA ligase, 0,05ug/uL de BSA, e 0,05mM de Mgg)l onde
foram mantidagm temperatura ambiente de 37 °C por 16 Iproduto
desta reacdo foi diluidmom agua ultra pura na proporcaolde (v/v) e
desta diluicdo foi utilizado nas reacfes de préhlficggdo 6 pL de
DNA, 1X tampao darag 0,08 UTaq DNA-polimerase (Fermentds
0,.25mM de cada dNTP, 0,05 pmol de cada primed,05mM de
MgCl,). A pré-amplificacéo foi executada com os parepriteerscom
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uma base seletivdE¢otA e MsetC a50ng/uL). O programa de PCR
constou de uma etapa de 2 min a 94 °C seguido di&ld8 de 1 min a
94 °C, 1 mina65°C e 1 mina 72°C e finalizacmim 5 min a 72 °C. O
DNA pré-amplificado foi diluidoccom &gua ultra pura na proporgéo de
1:9 (v/v) e utilizando nas reacdes trés basesiwetdm a combinacéo
de primerEcaRl -AAT + Msd-CAA, CTG, CTC, CAG, CTT e CATH

uL de DNA pré-amplificado, 1X ddampao daTag 0,07 U Taq
polymerase (Fermentds 0,25mM de cada dNTP, 0,08 pmol de primer
EcoRI-AATmarcado com fluorescéndi#EX mais0,16 pmol do primer
Msd e 0,05 mM de MgG]. O programa de amplificacdo seletiva
constou de uma etapa inicial de desnaturacéo pior 2194 °C seguido
de 12 Ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 65 °C paamento e
1min:30s a 72 °C para extensao, reduzindo 1°C a c@tb. A estes
ciclos, seguiram-se mais 23 ciclos de 30s a 980€a 56 °C e 1 min a
72 °C, finalizando com 2 min a 72 “Todas as rea¢fes de PCR foram
realizadas em termociclad@000™ Thermal Cycler (BIO-RAD).

O produto da PCR foi combinado com o padrdo ET-ROX
(ET550-R), tween 20 (0,1%), and 1,0 de DNA amplificado.
Fragmentos de AFLP foram separados por eletrof@eseapilares de
genotipagem MegaBACE 1000 (GE Healthcare). Os feajos foram
automaticamente registrados e transformados em ratdz binaria
para analise de dados (0 para auséncia e 1 paenpeedo fragmento)
usando o Software Fragment Profiler v1.2. Apenagrfientos entre 50
e 600 bp (picos de altura > 100) foram seleciong@doa comparagéo
entre os tratamentos. A matriz binaria foi anabisaem software
NTSYSpc 2.0 (Rolf, 1998), para construgdo da matezsimilaridade
utilizando-se do indice do Jaccard codpp= a/(a+b+c), ondea é o n°.
de fragmentos de AFLP presentes em ambas as plantaé n°. de
fragmentos presentes na planta um, mas ndo naplaiste ac b é n°.
de fragmentos presentes na planta dois, mas n§danta um. Em
analise de grupo usando o algoritmo UPGMA e andleserdenacéo
(PCO) foram avaliadas pelo mesmo software paraalmu a
correlagéo entre as plantas.

RESULTADOS

Inducdo das CNs - Brotos de Billbergia zebrina quando
cultivadosin vitro por sete semanas na auséncia e mais cinco semanas
na presenca de luz, permitiu o alongamento dosrmeddre favoreceu a
excisdo dos segmentos nodais contendo uma genaa €. 1B). O
uso do MSB isento de fitorreguladores resultou emixeb taxa de
proliferacdo de CN (Fig. 2A) e promoveu o desermwdwnto de um
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broto por segmento nodal (Fig. 1C). A diferenciag@wa CN com

coloracdo verde amarelada foi observada a partirgdenas axilares
guando cultivadas na presenca de TDZ, apés cimoarsss de cultivo

(Fig. 1D). A proliferacdo doslusters de CN com a inducdo e
regeneracdo multipla de pequenos brotos advenfa@iobservada apés
nove semanas de cultivo (Fig. 1E).

A taxa de inducdo de CN aumenta linear e signifiaatente
(P<0,01), em relacdo ao aumento dos niveis de TDZV&B e,
consequentemente, o uso deiM de TDZ promoveu as maiores taxas
de inducdo de CN (95%), apés nove semanas dec(Kig. 2A). No
entanto, a maior nimero de brotos por gemas farghda com o uso
de 0,1pM de TDZ (Fig. 2B). Por outro lado, a altura dostbs foi
inversamente proporcional ao aumento da concewtragiéste
fitorregulador, revelando, portanto, o cultivo emSB isento de
fitorreguladores um maior e significativo (p<0,04longamento de
brotos (2,8cm) em relacdo aos meios suplementaglos TOZ. Para
estes dois pardmetros o modelo quadratico da arddisegressao foi
qgue melhor descreveu a evolugéo dos dados (Fig.A®) freqliéncia
(>97%) de formacdo de brotos, da classe de menaidtaie (0,5cm)
ocorreu quando foi suplementado ao MSB, 0,1 gul0de TDZ (Fig.
2C). O uso BM suplementado comu®1 de ANA e 4uM de BAP
resultou também em altas taxas de inducdo (75%Mheraide brotos
(6,2 brotos/gemas) e altura média de 0,5 cm (da@losnostrados).

Multiplicagdo e Regeneragdo de brotos O subcultivo para
novos meios de cultura, no segundo ensaio, faveracdiferenciacao
celular e o desenvolvimento das CN em diferentdsdes morfoldgicos
quanto ao desenvolvimento, proliferacdo e regeBerde brotos (Fig.
1F-l). O estabelecimento de CN em ciclos repettide proliferacéo,
com textura friavel, de coloracdo marrom a amaesadoram
observadas somente nas culturas originadas deu®/0de TDZ (Fig.
1F-G). O subcultivo das CNs, por mais de 6 semamashMSB isento
de fitorreguladores favoreceu a inducdo clusterssteenaticos (Fig.
1F). Apés duas a trés semanas de cultivo em MSEBmeeptado com 1
UM de ANA e 2 uM de 2-iP observou-se a regenerdedmicrobrotos
(Fig. 1G), padrdo de resposta para esta rota dedod Enquanto que,
CN induzida com 0,1 uM de TDZ e subcultivadas emivPde ANA e 4
UM de 2-iP diferenciaram-se pelas caracteristicafaldgicas de
coloracdo verde, textura mais compacta e com ondelsémento de
multiplos primérdios foliares, apds 8 semanas diévou(Fig. 1H). CN
originada de MSB suplementado com UM de TDZ e subcultivadas
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em MSB suplementado com ({H2) ANA e (2-4uM) 2-iP,
apresentavam caracteristica morfolégica mais cotage a anterior,
porém, foram observados a regeneracdo multiplaates(Fig. 11).

As maiores e significativa p<0,01) eficiéncias regrativas das
culturas nodulares em aumento de peso fresco ocaorrguando estas
culturas foram originadas do MSB contendo 0,01 peMT®Z quando
subcultivadas em MSB isento de fitorreguladores (MI2,3 vezes) e
com 1 pM de ANA e 2 uM de 2-iP (All2 - 11,8 vezeapos 14
semanas em cultivo (Fig. 3A). Por outro lado, Ciginadas de 0,1 e
1uM de TDZ, quando subcultivadas em 2 uM de ANA|eMlde 2-iP
(A214) resultaram em maior e significativo (p<0,0i)mero médio de
brotos adventicios (446 e 412brotos/g de inécubspectivamente),
apos 8 semanas de cultivo (Fig. 3B). No entansyhultivo das CNs
originadas do meio de cultura contendo 2 uM de ANAUM de BAP
para meio contendo 1 uM de ANA e 2 uM de 2-iP tesuém baixas
taxas regenerativas, observando-se porém, um aoinsggificativo
(p<0,01) no alongamento de brotos (Fig. 3C). Olmese também que,
0 subcultivo em MSB isento de fitorreguladores peeu uma alta
frequiéncia de brotos nas classes 0,5 cm de aFiga 3D). Enquanto
que, o subcultivo das culturas em meio MS supleagdentom ANA e
2-iP resultou em maior freqUéncias de brotos dassek superiores a
1,5cm de altura (Fig.3 E-F)

Manutencédo das CNs CN com alta capacidade regenerativa, de
textura friavel a compacta e em ciclos repetitidesproliferacéo (Fig.
1J), foram estabelecidas e mantidas por longo gerd@m o uso de
MSB geleificado e suplementado com TDZ (0)M) + 2-iP (2 uM).
Enquanto que, o uso de meio liquido resulta nanergedo dos brotos
(Fig. 1K) e o subcultivo em MSB liquido e isento fiterreguladores
resulta no alongamento dos brotos.

Aclimatizacéo - Brotos alongados e obtidos nos diferentes meios
de cultura de multiplicacéo e regeneracao de bresgtou em mais de
80% de sobrevivéncia, apds seis semanas em ambdenténel de
nebulizagdo com irrigacdo intermitente (dados n&ostrados).
Enquanto que, brotos originados do MSB e isentditdeeguladores
resultaram em 100% de sobrevivéncia. Mudas aclmaddis quando
transplantadas para vasos com volume 43@mantidas em ambiente
de viveiro com 50% de sombreamento apresentavaendasimento
normal e uma altura média de 12 cm, apds trés nmes@wo (Fig. 1L).
O transplante para vasos de maior volume (1880observou-se apés
6 meses, o0 padrao fenotipico da espécie e conB@Em de altura (Fig.
1M).
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Figura 1. Indugdo de culturas nodulares (CN) e a regenerdedbrotos adventicios em
Billbergia zebrina A) Planta matriz, detalhe - flor e frutB) Segmento de nodal de brotos
estiolados com uma gema axilar (setd); Desenvolvimento do broto em meio de cultura
MSB, 5 semanas de cultivD®) Indug¢éo e desenvolvimento de CN a partir da geriarak)
Proliferagdo de CN e regeneracéo de brotos em 8rsende cultivol--G) CN induzidas com
0,01 uM de TDZ e subcultivadas por mais 6 semdfgEm MSB ocorre & inducéo de novas
regibes meristematicas (setas)3@;em MSB com 1 pM de ANA e 2 uM de 2-iP ocorre a
regeneracdo de microbrotos (setht)) Padrdo de CN compacta e ddoracéo verde com o
subcultivo em MSB com 2 pM de ANA e 4 uM de 2pér 8 semanas@uando induzidas em:
H) 0,1 uM de TDZ com primérdios foliares I¢;Regeneragdo mdltipla de brotos com 1uM de
TDZ; J); Manutengdo em MSB geleificado com TDZ (0,04) + 2-iP (2uM); K) regeneracéo

e alongamento de brotos em MSB liquido e isentofithereguladores;L-M) mudas
aclimatizadas em ambientevivo: L) Ap6s 3 meses; M) Apds 6 meses com padrdo normal.
Barra: B,C,F,G,H = 5mm; E,I,J,K = 10mm.
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Figura 2. A) Evolucéo da inducéo de culturas nodulares @ppimero médio de
brotos regenerados por gemas e altura média dossh@) Freqiéncia média de
brotos regenerados por gemas a partir de brotmdaelsts deBillbergia zebrinaem
resposta a suplementacéo ao meio de cultura MST&#n(0; 0,01; 0,1 e 1,@M)
ap6s 9 semanas de cultivo. * Média de quatro rgfpesi CV (%) = A20.3%; B):
NGmero de brotod 15.6%; Altura (cmyf 13.3% . Dados transformados ém log
(x+2) e?= (x+0,5Y-.

Estudos Morfo-histolégicos — Imagens obtidas em MEV
mostram claramente que a desenvolvimento das Cblseoc a partir
do segmento nodal erB. zebrina e observa-se uma organizada
proliferacdo de calo sobre a regido da gema (FA&), 4uando
comparado com a regido entrends do explante. Apdsasete semanas
de cultivo observa-se CN em proliferacdo com oianéta inducédo de
gemas (Fig. 4B) e em detalhe a formacéo de donsalagn broto (Fig.
4C). Em secc¢dao longitudinal do segmento nodal,dazraom azul de
Toluidina O, podem ser observadas estruturas dgpeci de
desenvolvimento, mostrando também uma intensa fenadiiio de
células organizadas na zona nodal (Fig.4D - seta@me secgéo
transversal pode-se visualizar o centro iniciapasiferacdo das células
competentes (Fig.4E - seta). Neste periodo, observeambém a
formagdo zona meristematica na regido subepidecompostas de
camadas organizadas com células pequenas e istritanégFig.4F —
seta branca). Simultaneamente observa-se 0 inio® eventos de
divisdo celular, a partir da cultura priméaria, qdesenvolvem a
formacdo de estruturas nodulares (Fig.4F — setata)pre
Subsequentemente foi observado o desenvolvimentocudtiras
nodulares em forma de aglomerados nodulares enatisa histoldgica
revelou que estas estruturas surgiram da zona temétca e
apresentam protoderme bem definida em seis senuEnasltivo em
MSB com 0,01 de TDZ (Fig. 4G).
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Figura 3. A) Eficiéncia regenerativa das culturas nodularessjCde Billbergia
zebrinaB) Numero médio de brotos regenerados por gradjailtura (cm) dos
brotos eD-F) frequéncia por classe de altura de brotos em&elag subcultivo em
meio de cultura MS isento de fitorreguladores (M&)I2 = MS + ANA (1 uM) +
2-iP (2 uM) e A214 = MS + ANA (2 uM) + 2-iP (4 uMdm relagéo os tratamentos
de origem: MS suplementado com TDZ (0,001; 0,011eM) e a combinagdo de
ANA (2 uM) e BAP (4uM), apés 14 semanas de cultivo. * Média de tréstiefes.
Médias seguidas de letras diferentes indicam valgue diferem para o teste SNK
(5%). Eficiéncia regenerativa = (Peso final — Pé&soial)/Peso inicial. CV%=
A)17.9; B)?10.0; C)%.5. Dados transformados ém log (x+2) &= (x+0,5f.

Em seccédongitudinal observou-sgque o inicio daegeneracdo
de microbrotos ocorreu apds 8 semanas e destaqmleséormacao do
meristema caulinar e primérdios foliares alonga@iéig.4H— setas)
Este evento também foi visualizado por analise ohfigfca quando as
culturas foram cultivadas MSB suplementado comyLde TDZ e
subcultivadas em 2 uM de ANA e 4 uM de 2-iP (Fig).JEm imagens
em MEV pode-se observar também o desenvolvimentoCos
primarias em proliferacéo a partir do segmento hoda a formacéo e
incremento de tamanho das estruturas pré-nodutpi@sdo induzidas
em MSB com 0,1 uM de TDZ e subcultivadas por 6 sem@am MSB
(Fig. 4l). Por outro lado, em resposta ao cultieoncl uM de TDZ
observou-se a formacédo de CN compacta, com supedficcultura lisa
(Fig. 4J).
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Figura 4. Estrutura e analise histologica de culturas nodal4€Ns) deBillbergia
zebrina A-C) Imagens enMEV mostrandoA) Inducéo e desenvolvimento de CN
a partir da regido da gema do segmento nodal, cieroanas de cultivoB)
Segmento nodal com CN em proliferacdo com indugigeinas apds 6-7 semanas;
C) Detalhe da indugdo doma apida); Seccao histoldgica longitudinal de segmento
nodal com inicio da proliferacdo de CN a partir régido da gemaE) Seccéo
transversal da regido da gema, centro proliferdgdocélulas (detalhelf) Detalhe
da zona meristematica (seta) com inicio da formag&onddulos, cinco semanas de
cultivo; G) Inducado de aglomerados de nédulos apds 6 semandSB com 0,01
de TDZ;H) inicio da regeneragdo de microbrotos com a formatgi@rimordios
foliares (setas)t) CN em proliferacao induzidas em BM com 0.1 uM @ZTem
oito semanas de cultivo (MEV)) Inducdo de CN compacta em BM com 1 uM de
TDZ; K) Secado histolégica de CN em proliferacdo com a iadude gemas
multiplas com 0.1 pM de TDZ;) Regeneragdo de brotos em BM com 1 uM de
TDZ em oito semanas de cultivebreviaturas: mc - meristema caulinarep
epidermepf- primordio foliar;zm zona meristematicaj- zona internodalnz zona
nodal;pt-protoderme;\t- tecido.vascular.

Em seccao longitudinal pode-se observar a formdedwdulos e
0 desenvolvimento de meristemas caulinares mutipton primérdios
foliares, nos quais, detectou-se o0 estabelecimai#o conexdes
vasculares nos primordios foliares originados dirp@o tecido nodular
(Fig. 4K). Apés oito semanas de cultivo em MSB cbmM de TDZ
foram identificadas gemas adventicias e a regefe@dg brotos a partir
de CN, destacados pelo alongamento de forma preeote das folhas
(Fig. 4L).

Analise de Genética Molecular — A genotipagem por
eletroforese em capilares de MegaBACE 1000 e dedacoom a
determinacdo dos parametros quanto aos tamanhoBagdmentos
utilizando o software Fragment Profiler, permitiusaparacdo com
confianca de um total de 337 fragmentos de AFLPBlafsta matriz Bz1,
mantida no bromeliario e néo utilizada como forgeedplante, revelou
baixa similaridade com as outras plantas adultag €Bz3), que estdo
em condic¢des epifiticas em arvores no CCA/UFSC, bemo, com as
culturas regeneradas (Fig. 5).

A analise de ordenacéo revelou outras dez plae@esneradas
além da plantas matriz Bz1 (Fig. 5A). Todas asasytlantas revelaram
alta similaridade, area aglomerada do gréfico, doamomparadas com
as plantas adultas Bz2 e Bz3 e entre todas outaasap regeneradas
(Fig. 5B). O fenograma UPGA demonstrou o grau teeffeanca entre
as plantas, que foi de 88 % entre as plantas B2B%.8, ambos
originadas de 0,01 pM de TDZ. A semelhanc¢a maisabfzi revelada
pela plantas B3.2 (do tratamento 0,1 pM de TDZjn somente 22 %
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da semelhan¢a com as outras plantas do grupo5Ejg.Com base no
coeficiente de similaridade de Jaccard, as plagisnerados (ver Fig.
5A) apresentou cerca de 60% de similaridade genétianais duas
plantas relacionadas tém 88% de similaridade Ey.

PC2 = 8.8%
@
S

PC1 = 11.8%

0.09 —— -

B12.3 mmia
B9.2

B11.3
B9.1
B10.3

8.8%

T T 1
2z 0.4 956 038
B4.2 Taccere

pPC2

PC1 = 11.8%

Figura 5. Ordenacdo e analises de trés grupos de plantasadutle 36 amostras
regeneradas a partir de CN: A) Andlise coordenaideipal de todas as plantas. B)
Detalhe das plantas marcadas pela linha tracegadas. C) Dendrograma UPGMA
das 39 plantas, baseadas no indice de semelhadeaaied.

DiscussAo
Segmentos nodais de brotos estioladoB deebrinacultivados

em MSB com diferentes niveis de TDZ, iniciaram umogpama
especifico de desenvolvimento da morfogénese.distima apresentou
alta competéncia e determinacdo para a formacaaglkdenerados de
pequenos nédulos. O subcultivo destas culturas ipaias de cultura
contendo diferentes niveis e tipos de fitorregulesloesultou na para a
formacdo de aglometados nodulares que, neste hmbdbram
caracterizadas como culturas nodulares (CNs). Augéd de CN
morfologicamente varidveis com caracteristica &id@u compacta com
diferentes coloracdes, todas apresentaram altcn@ateregenerativo.
Além disto, em todos os niveis de fitorreguladarizados, observou-
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se a formacdo de CNs competentes que evoluiramapfmanacéao de
brotos adventicios.

Forte et al. (2002) observaram que, anteriormemfbenaacdo dos
nddulos ocorria a deposicao de caloses sobre osnéstdeHumulus
lupulusvar. Nugget. Segundo estes autores, este eveptouiriom o
intumescimento do tecido dos entrends, resultarmldormacédo de
nédulos deonominados organogénicos.

A competéncia dos tecidos vegetais, como os ulitiganeste
trabalho, esta relacionada com a habilidade datasétompetentes em
reconhecer aos sinais externos indutivos, tal casrfontes exdgenas de
fitorreguladores utilizadas nos meios de culturicksl 1994). Por sua
vez, a determinacdo esta relacionada ao caminddedenciacdo capaz
de formar, por exemplo, brotos adventicios, na rwgénese ou,
embribes somaticos na embriogénese (Gahan & Gexg8).

No presente trabalho, observou-se que a manuteglagdGNs em
processo repetitivo de multiplicacdo foi favorecigaando as CNs
foram induzidas em MSB com 0,01 uM de TDZ. Contunl@umento
nos niveis de TDZ nos meios de cultura de induggaer um aumento
nas concentracbes de ANA e 2-iP nos meios de ditacuEste fator
incrementou, significativamente, a eficiéncia regativa e a freqiiéncia
de regeneracdo de brotos, quando foi utilizadmdagido concentracdes
de 0,2 0u 1 puM de TDZ.

O thidiazuron (TDZ) é um fitorregulador que aprdaencao
semelhante as citocininas sendo é amplamenteadtilipara o controle
da morfogénesin vitro de muitas espécies. O uso de TDZ em meio de
cultura em niveis mais reduzidos estimula a proolw# um maior
numero de gemas ou brotos adventicios e, tambéomope a
proliferacdo de brotos a partir de gemas axilareérias espécies (Lu,
1993). O potencial de inducéo da morfogénse cosoode TDZ, como
comprovam os resultados do neste trabalho, temrsidtado também
em varias outras espécies e tipos de explantesoQla 1,36 uM de
TDZ e o subcultivo em 1,33 pM de BAP mais 0,49 u# AlB,
promoveu maior porcentagem de formacdo e alonganumibrotos a
partir de explantes foliares déothapodytes foetid (Thengane et al.,
2001). O uso de 4,9V de TDZ combinado ou ndo com 4M de BAP
no cultivo de embrides de cereais de inverno (avego, cevada e
triticale), produziu elevado nimero de brotos pgriante (Ganeshan et
al., 2006). A combinacdo de 11,3 TDZ e 4,54uM de zeatina,
resultou em 100% de inducdo e maior producdo dedbixventicios
por explante a partir de entrends Mentha x piperita(Wang et al.,
2009).
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Em bromelidceas, a inducdo de estruturas morfogé&nic
caracterizadas como CN apresenta alto potenciahezgtivo de brotos
adventicios, podendo ser utilizada para a proddedaantas em grande
escala. Em espécies do génwiiesea bromélias endémicas da Mata
Atlantica do Brasil ocorrem um padrdo comum de wesgimento
destas estruturas regenerativas, tal como obsemadd. fosteriana
(Mercier & Kerbauy, 1997)V. friburgensisvar. paludosa(Alves &
Guerra, 2001) e eM. reitzii (Rech Filho et al., 2005; Alves et al., 2006;
Rech Filho et al., 2009). Para outras espéciesatadiias estes padrées
regenerativos foram também observados €mptanthus sinuosus
(Carneiro et al., 1998) ®yckia distachia(Pompelli & Guerra, 2004).
Em Aechmedromelifolia, Aranda-Peres & Rodriguez (2006) obtiveram
a inducdo de calos com o uso depyMd de TDZ mais 1uM de ANA,
guando os explantes foliares foram mantidos podidS no escuro.
Além disto, emV. splendens multiplicacdo de culturas nodulares em
forma de “clusters” é favorecida com o uso de M8 ®,1uM de
TDZ e emV. fosterianapodem ser obtidas taxas de multiplicacdo de
brotos de 14:1 quando utilizados este mesmo nivdlRZ (Guerra &
Dal Vesco, 2010).

Na fase de inducéo, do presente trabalho, a magqiiéncia de
formacdo de brotos, da classe de menor de altusan() ocorreu em
resposta ao uso de 101 de TDZ. J4, na fase de estabelecimento das
culturas, a maior freqiéncia de brotos de menoramtaim esta
relacionada ao uso de 0,AM de TDZ (Fig. 3D-F). Para estes tipos de
CN e o pequeno tamanho de brotos observados makttho revelam
um alto potencial para os estudos de criopresepvacitro e se
enquadram adequadamente na tecnologia de unidadepselaveis
proposta para bromélias por Guerra & Dal Vesco 20Quando
comparadas as taxas regenerativas, 0s resultadgts tlebalho sao
efetivamente superiores aos relatados em outra&ciesp Como por
exemplo, a indu¢cdo em meio de cultura MS suplerdentam 0,0JuM
de TDZ e posterior subcultivo, para a regeneragdomeio MS isento
de fitorreguladores podem ser obtidas, em 23 sesnd@aultivos, em
média 12,3g de novas culturas para cada grama dmdeNlada (Fig.
3A). A partir disto, permite-nos inferir que a igdw de CN nesta
espécie apresenta grande potencial regeneratiagopaducédo de brotos
em grande escala.

Neste contexto, e por estimativas, pode-se inferipartir do
resultados obtidos no presente trabalho que quaedassocia uma
eficiéncia regenerativa de 10,2 vezes no incrememédio de peso
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fresco em resposta ao cultivo em meio MSB supleadentom 0,tM

de TDZ (Fig. 3A) e a producdo de 446 novos brotaw'gCN com o
subcultivo em MSB com gM de ANA e 4uM de 2-iP (Fig. 3B) podem
ser obtidos 4.500 novos brotos regenerados emmi8nses de cultivo.
Estas taxas regenerativas, portanto, sdo efetivemsuperiores as
observadas em outras bromeliaceas. Afranas comosys regeneracao
de brotos a partir de CNs cultivadas em meio MSesogntado com
0,54 uM de ANA e 0,44uM de BAP, resultou em mais de 128 novos
brotos por grama de inoculo (Teng, 1997). O usbrdéos estiolados,
também emA. comosusresultou em taxas regenerativas de 13 e 15
brotos por segmento nodal (Kiss et al., 1995). N@oregelia cruenta
observou-se a taxa de regeneragdo foi de 21,7 sbpmio explantes
(Carneiro et al., 1999). EM. reitzii estimou-se a producao de 60 novos
brotos por grama de cultura nodular (Alves et2006). Nesta mesma
espécie, Rech Filho et al. (2009) estimaram taggenerativas de 39
brotos para cada 0,03g de cultura.i

Em outras espécies foram relatados sistemas redeoer
similares ao descrito no presente trabalho. Noédotganogénicos, em
foram obtidos a partir de segmentos de peciolosluwmulus lupulus
var. Eroica(Batista et al., 2000) e a partir de segmentosntier®ds da
var. Nugget (Fortes & Pais, 2000). Calos nodulagegartir de
segmentos foliares deecalepis hamiltoniresultaram na formacéo de
embribes somaticos ou da regeneracdo de brotos ntadee
dependendo da combinacdo e da concentracdo dosediiadores
utilizada no meio de cultura (Giridhar et al., 2D0MN6dulos
organogeénicos, brancos e compactos, induzidostia garsegmentacao
das foliares d®opulus euphraticaesultaram na regeneragédo de brotos
adventicios em meio MS suplementado de ANA e BAd¥réiira et al.,
2009).

Andlises em MEV e Histoldgica A formacgéo de calo observada
somente na regido da gema axilar slgmento nodal dB. zebrina
revelou ser essa uma regido de convergéncia eaaitalarizacdo. Estes
aspectos podem estar associados a uma maior cowipet&lular
guando se compara com a regido dos entrends. @vidbseento e
progressao deste processo da morfogénese forantonaalais por meio
de analisesiktologicas.Estas observacfes revelaram que a inducédo de
CN ocorreu a partir de divisbes celulares regido subepidermica,
denominada deona meristematica. Nesta rota morfogenéilzservou-
se a formacdo de estruturas pré-nodulares que ierlupara a
formacdo de meristemas caulinar&stas caracteristicas especificas
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podem ser comparadas a analise morfolégica da §@onde multiplas

regibes meristematicas (Fig. 1F) com primordiosafes alongados

(Fig. 1H) e a formacédo de mdltiplos brotos (Fig.ddde ser observada
quando as CNs foram induzidas com a suplementagd@p0d; 0,1 e 1

UM de TDZ, respectivamente.

Estudos histologicos a partir de folhas @ehorium intybus
mostram que a iniciacdo das CNs ocorreu a partir cdrilas
competentes dos feixes vasculares (Piéron et @@8)1 A partir de
segmentos peciolo d lupulusobservou-se que na inducédo de nddulos
organogénicos, a seqiéncia de desenvolvimento laviarmacao de
nodulos a partir de centros organizados de cincoadas de células
meristematicas da area central de vascularizacats{® et al. 2000).
Nesta mesma espécie, Forte & Pais (2000), por mheianalisesde
imagens em MEV e histoldgicas, observaram que t@r jpias divisbes
de células da epiderme e da subepiderme dos estrecdrria a
formacgéo de ndédulos organogénicos e a regeneragfiplende novas
gemas. Também erHl. lupulus a analise por MEV revelou que o
processomorfogenético da formacédo dos pré-nodulos, nodeloa
regeneracdo de gemasorreram a partir de uma pequena camada de
calose na regido de incisdes dos entrérogte et al., 2002). Segundo
estes autores, estamada de calogeode prevenir a perda de agua e
deste modo influenciar na capacidade de regenedagioé-nodulos

Na broméliaTillandsia eizii por meio de analise de secc¢des
histologicas detectaram-se atividades mitdticas neamadas
subepidérmicas que se organizam em regifes meéistas globulares
e asanalisesde imagens em MEV confirmaram esta origem bem como
o desenvolvimento de gemas (Pickens et al., 2@0@)ferenciacdo de
nodulos organogénicos a partir de explantes faiagen Populus
euphraticainicia a partir da divisdo das células do cambiaje ocorre
a formagdo de centros organizados, seguidos daneeggio dos
primérdios e a organizacdo de meristemas caulingeseira et al.,
20009).

Andlise genética e conservacde- A origem das plantulas
regeneradas neste estudo ndo foi necessariamemteadelanta-mae em
particular, mas de uma mistura de plantulas de ratifes
recombinacfes. Portanto, ndo se justifica realizara andlise da
variagdo somaclonal. Considerando que as amosti@isaas neste
estudo foram culturas regeneradas a partir umauraiste sementes,
incluindo as repeticbes de cada tratamento, naospErada alta
similaridade entre elas. Por outro lado, culturawitro que utilizam
fitorreguladores podem gerar variacdo somacloeaklando, portanto
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que, os clones regenerados ndo sao geneticamardss idgevido a
ocorréncia de algum tipo de variagdo. No entantearabilidade por
recombinacdo, por mutacdes induzidas ou naturaismé@ fonte
importante da diversidade necessaria nos programaonservacao e
melhoramento de plantas. Assim, as variantes soms| geradas
podem ser Uteis em um programa de avaliacao edselessultando, por
exemplo, no desenvolvimento de novas cultivareenGét al. (2006),
também utilizaram marcadores AFLP para analisariversidade
genética e selecionar os variantes somaclonais cdéivares de
Syngonium podophyllunEstes autores concluiram que as cultivares
desta espécie atualmente cultivadas s&o genetitmmenuito
semelhantes. Portanto, é necessario aumentar esidage genética
para prevenir doenga e/ou potenciais epidemiasshiatarias. Analises
de genética molecular, tal como utilizada &nzebrinapodem ser
utilizadas em diagndsticos, objetivando a redugipeatdas econdmicas
e comerciais, tal como ocorre na producdo de muaassistemas
biofabricas. Além disso, analise de genética médequode acelerar o
processo de selecdo em programas de melhoramenédicge Por
exemplo, neste estudo, a analise de AFLP sugeracoaréncia de
variagdo somaclonal nas plantas regeneradas. Agissat as plantulas
aclimatizadas revelaram fendtipo normal (Fig. 1Mjo significa que,
as variacbes ou mutacBes podem ser expressas was fases de
desenvolvimento da planta ou em outros 6rgéos, canmoflorescéncia.
Tais mutacOes podem apresentar importancia ecoadmsde que, por
exemplo, &B. zebrinaseja comercializada como planta ornamental.
Mutacdes de origem induzidas ou naturais sao iaptas e
necessarias para a manutencao da diversidadeageegtiprogramas de
conservacdo e de melhoramento de plantas. Assimyadsntes
somaclonais podem ser avaliados e selecionadositare®o no
desenvolvimento de novas cultivaes. Estes resdtadmstraram
também que, a integracdo entre cultura de tecidosakses genéticas
pode ser uma ferramenta robusta para o planejardenéstratégias de
conservacao (Stefenon & Welter, 2009; Stefenon.e@09). Apesar
de o marcador AFLP estar sendo amplamente utilizedaestudos de
diversidade genética em diferentes espécies déaplagste é de acordo
0 levantamento atual das literaturas, o primeirtudes utilizando
marcadores AFLP emB. zebrina Esta espécie é considerada ameacada
de extincdo no bioma Mata Atlantica no Estado dw ®iande do Sul.
A reprodutibilidade e o elevado nivel de polimarfes detectado nos
fragmentos distribuidos no genoma fazem da técdeaFLP uma
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poderosa ferramenta para a andlise da diversidedétiga visando
conservacao genétidasitu ou ex situ

Os resultados da andlise genética molecular realimaste estudo
ndo sao conclusivos sobre a fidelidade clonal dotopolo de
propagacao, por apresentar um elevado polimorfido® marcadores
AFLP. Além disto, aB. zebrinaapresenta potencial para estudos de
diversidade genética por ndo ser gendtipo especifistes resultados
permitem inferir que o presente sistema regeneratdde ser utilizado
para manter o nivel de diversidade genética dasraalregenerada. No
entanto, se nas proximas fases de desenvolvimsddiouver variacao
fenotipica a ser expressa, isso significa que a@uocia de diversidade
observada refere-se a amplificacdo de regides o@dicantes, ou
variagdo transientes ou ainda epigenéticas quéétmnsdo abrangidas
por marcadores AFLP.

Conclusao- O sistema regenerativo vitro baseado na inducéo,
proliferacdo e desenvolvimento de CN Be zebrinaé o primeiro
realizado com esta espécie de bromeliacea. O uste dgstema
possibilitou a manutencdo das culturas com baixel ie diferenciagéo
por longo tempo. Este sistema apresenta tambémpatencial para
servir como modelo de estudo de desenvolvimentegeneracdo dos
brotos, associados a histodiferenciacdo, a corns@a vitro e/ou a
criopreservacdo da espécie. Foram identificadas amcterizadas
também que, as diferencas morfolégicas das cultuodsilares estao
associadas, especificamente, a cada concentraggmmbinagcdo de
fitorregulador utilizado no meio de cultura. Estalfiio da morfogénese
in vitro, para &B. zebrina pode também ser explorado com sucesso para
a propagacdo em grande escala, devido a alta tgenerativa de
brotos. Além disto, pode ser mantido o controletatias as etapas da
micropropagacéo, até o estabelecimento das mudasn&ientdn vivo.
Este protocolo pode ser comparavel as demais espdei bromélias
ornamentais. Além disto, esta espécie apresentadgrgotencial
ornamental e de conservacao, pela exuberanciaudasrdglorescéncias
(Fig. 1A) e, principalmente, pela importancia egidd que exerce as
bromeliaceas dentro do bioma Mata Atlantica. Agraedo do sistema
de regeneracam vitro, apresentada aqui com a analise da genética
molecular usando a técnica de AFLP é uma altemadivaente. A
reprodutibilidade, o elevado nivel de polimorfisdetectado e a grande
guantidade de fragmentos do genoma fazem destzdé8RLP uma
poderosa ferramenta de andlise da diversidade iggnéisando a
conservacaan sit e ex situ Embora os resultados da andlise genética
molecular, pelo marcador AFLP, realizada nesteatrml) ndo sao
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conclusivos sobre a fidelidade clonal do protoatdopropagacéo, por
demonstrar elevado polimorfismo, pode ser impogtapbrtanto, para
estudos de diversidade genética da espécie
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6.CAPITULO 2
Inducdo de culturas nodulares e regeneragéa vitro de
microbrotos emVriesea reitziia partir de explantes foliares e
sementes
Lirio Luiz Dal Vescd, Miguel Pedro Guerfa

RESUMO

A indugdo de culturas nodulares (CNs) e a subseglen
regeneracdo de microbrotos &mreitzii parecem se configurar em um
sistema de alta performance regenerativavitro em bromélias. No
presente trabalho foram estudados os fatores datartes do controle
da morfogénesm vitro destas culturas. Sementes excisadas de capsulas
maduras e segmentos foliares de brotos cultivadositro foram
cultivados em meio MSB liquido ou geleificado e lsoentado com
diferentes tipos, concentracbes e balancos derefijoladores e
submetidos a diferentes condicbes de cultivo. CNginadas de
explantes de sementes foram subcultivadas em nugosultura
suplementados com diferentes concentracbes de AIAAG:.
Microbrotos resultantes das CNs originadas de aigdafoliares foram
subcultivados em meio de cultura liquido e gelediz Os
fitorreguladores suplementados ao meio MSB inibima germinacéo
das sementes e promoveram a inducdo de CN apom@nas em
cultivo. CNs induzidas em meio suplementado com AMAUM) e
subcultivadas em meio MSB suplementado com ANAIE 22 uM
cada) apresentaram textura granular e alta taxgrdéeracéo.O
cultivo destas CNs em meio MSB suplementado com MAuM)
resultou no maior nimero médio de microbrotos @.#6otos/g de
CN). A partir do modelo de regressao foi possintdrir que o nimero
méximo de brotos alongados (66,3 brotos) pode b&dm com o
subcultivo dos microbrotos em meio MSB suplementeoim AIA (2
UM) e AG (10puM). Em todos os meios de cultura testados obseseou-
a formacdo de CN cuja inducdo ocorreu a partiretpdo basal do
explante foliar, ap6s 4 semanas em cultura. Edissr€sponderam de
forma diferencial aos tratamentos em termos de ctafsticas
morfogenéticas e potencial regenerativo. CNs mastith presenca de
luz resultaram em maior producéo de massa fredeangicrobrotos em
comparagdo com aquelas mantidas na auséncia de Qids

4 Programa de Pés- graduagdo em Recursos Genétiogsicds Vegetais, Universidade
Federal de Santa Catarina, Florianépolis, SC, BEasnails: liio@cca.ufsc.br;
mpguerra@cca.ufsc.br
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subcultivadas em meio MSB liquido e suplementadon ANA (4 uM)
e 2-iP (2 uM) revelaram elevada eficiéncia regdiveaBrotos maiores
do que 3,0 cm resultaram em mais de 95% de soBraidex vitra

Palavras chaves:Bromeliaceas, micropropagacao, Cultura nodulagrahrotos,
taxa regenerativa, propagacao clonal, conservagao.

Abreviaturas: AIA - &cido indolil 3-acético; AIB — &cido ind®iB-butirico; ANA-
acidonaftalenoacético; BAP - 6-benzilaminopurinhisG Culturas nodulares; 2,4-D
- 2.4-4cido diclorofenoxiacético; MSB — meio basM§; 2-iP - N6 (2-isopentenil)
adenina; MS — Murashige & Skoog (1962); TDZ- thidieon (N-phenyl-N'-1,2,3-
thiadiazol-5-ylurea).

ABSTRACT

Induction of nodular cultures and in vitro regenerétion of

microshoots of Vriesea reitzii from leaf and seedxplants

The induction of nodular cultures (NCs) and the ssgjuient
regeneration of microshoots W reitzii comprise a high performance
system for the mass propagation in bromeliadshénpresent work it
was studied the factor determining the in vitro pargenesis of this
bromeliad. Seeds excised from mature capsuleseaficdégments from
in vitro grown shoots were cultivated in MSB liquid gelled culture
medium supplemented with different types, leveld balances of plant
growth regulators (PGRs) and submitted to differiture conditions.
NCs originated from seeds were subcultured to multmedia with
different levels of IAA and GA Microshoots resulting from NCs of
leaf explants were subcultured to liquid and getlatfure media. PGRs
supplemented to MSB medium inhibithed the germimabf seeds and
promoted the induction of NCs in culture medium lsognted with
NAA (4 puM), then subcultured to MSB medium suppleted with
NAA and 2-iP (2 uM each) presented friable textwaed high
proliferative capacity. The subculture of these NGSMSB medium
supplemented with 1AA (4uM) resulted in the highest number of
microshoots (1, 468 /g of NCs). From the regressioalysis it was
possible to infer that the highest number of eléedahoots (66.3) can
be obtained in response to the MSB medium suppledesith 1AA (2
uM) and GA(10 uM). All the tested culture media allowed the
induction of NCs arising from the basal regionta teaf explant after 4
weeks in culture. However these NCs showed difteakresponses to
the different treatments in terms of morphogendtatures and
regenerative potential. As compared to the absesfcdight NCs
cultivated in the presence of light showed highresti mass yield and
microsshoot production. NCs subcultured to MSB medi
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supplemented with NAA (4 pM) and 2-iP (2 uM) rewszhlhigh
regenerative eficiency. Shoots longer that 3 cnwsldomore than 95%
ex vitrosurvival rate.

Keywords: Bromelids, nodular cultures, microshoots, maspagation.
Abbreviations: 2,4-D — 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; 2-iP is@enteniladenine;
BAP-6-benzylaminopurine; I1AA- Indole-3-acetic acidBA - Indole-3-Butyric acid
NAA- a-naphthaleneacetic acid; NCs — nodular culturesBM3VS basal medium;
2-iP - NP (2-isopentenyl) adenine; GA- gibberellic acid; MS — Murashige and
Skoog (1962); TDZ- thidiazuron (N-phenyl-N'-1,2f8adiazol-5-ylurea).

INTRODUCAO

A floresta tropical atlantica é um dos 2Botspots de
biodiversidade do mundo, aliando endemismo e amesdtiza (Myers
et al., 2000; Metzger, 2009). A fragmentacao déstena demonstra
gue o mesmo foi o0 que mais sofreu com perdas taiseRibeiro et al.,
2009), decorrente do avangco dos maiores centra@nosbe rurais no
pais (Metzger, 2009). Este fator promoveu perdadajivas de espécies
arbdreas (Silva & Tabarelli, 2000), o que promoweuefeito cascata na
perda da biodiversidade numa amplitude incalcul{lebes et al.,
2009). Este cenério critico de conservacdo destaebiem despertado
na comunidade cientifica esfor¢cos para o entendandas relaces
ecologicas entre as espécies, bem como, recomexxdagéra a
implementagdo de acdes urgentes de conservacastaeiregdo para
mitigar essa situacdo (Lopes et al., 2009; MetZ@09; Ribeiro et al.,
2009; Rodrigues et al., 2009).

As bromélias sdo componentes comuns a este bigraaeancem
a grupos taxondmicos de alta riqueza e diversidadérica e especifica
(Martinelli et al., 2008).A ameaca que este grupo sofre deriva da
fragmentacdo dos ecossistemas florestais e da;@atil@gal da floresta
decorrente do seu alto valor ornamental, paisagisiu de interesse
farmacoldgico (Aranda-Peres & Rodriguez, 2006; Malti et al.,
2008). Os microhabitats formados pelas broméliastribmem para
estabilidade deste ecossistema florestal e estsisgeina ecoldgico
complexo cria uma relacdo de interacdo entre aécesp que co-
habitam ou delas s&o beneficiadas e cada uma lanipara a
manutencdo da diversidade em funcéo das adaptag@sgsecializacdes
do ambiente (Benzing, 2000; Martinelli, 2000).

A familia Bromeliaceae abrange 58 géneros e 3.5p2aies e
subespécies (Luther, 2008) e mais de 50% das espsé@b epifitas
(Martinelli, 2000). O génerdvriesea da subfamilia Tillandsioideae
engloba 261 espécies e 44 variedades e formas efl.u2008),
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distribuidas nas Américas desde o o sul do Braldibree da Argentina
até o México e Cuba (Smith & Downs, 1977). No Estald@ Santa
Catarina, das 137 espécies ocorrentes, 31 sdo madéfReitz, 1983).

Vriesea reitziilLeme & Costa (Fig. 1A), pertence a subfamilia
Tillandsioideae (Bromeliaceae) € uma bromélia &pifativa da floresta
neotropical Atlantica e ocorre nos trés EstadoSulalo Brasil. Adapta-
se a temperaturas mais frias e se distribui etu@ds de 750 a 1200 m
no dominio da Floresta Ombréfila Mista. Apresentapeatos
morfologicos que se diferenciam daqueles ocorrenggs V.
philippocuburgiipelas laminas de folhas verdes- amareladas, obrasli
verdes transversais mais escuras e pelo fato destaéltima ocorre em
regides com altitudes de até 400m (Leme & Cost@l]18aensch &
Baensch, 1994). A semelhanc¢a entre estas duasiessgétanta que
Reitz (1983) considerou uma Unica espécie. Alénodis. reitzii é
considerada como vulneravel porque seu habitaftiepifpriméario a
Araucaria angustifoliatem suas populagbes naturais extremamente
reduzidas (Klein, 1990; Leme & Costa, 1991).

Técnicas de cultura de tecidos vegetais compreendem
conjunto de ferramentas aplicaveis a propagacéolazga escala
visando a captura e fixacdo de ganhos genética@s amanservacao. No
caso de bromélias foram reportados sistemas reg&msrin vitro
baseados em padr6es morfogenéticos associadosigiinde CNs, as
quais foram definidas como grupos ou aglomeradosndéulos
organogénicos com alta competéncia regenerativar¢@e 1993). A
elevada competéncia deste sistema morfogenitisitro culmina na
producdo multipla de brotos adventicios em condicde cultura
adequadas (Gahan & George, 2008).

Uma das estratégias para a inducdo de CN em bemséibaseia
no uso de bases foliares, como descrito para axeemgio de brotos
adventicios emAnanas comosu$Teng, 1997; Firoozabady & Moy,
2004), eV. reitzii (Alves et al., 2006; Rech Filho et al., 2009).&Est
técnica é uma ferramenta importante e pode seregmaga para a
propagacao em larga escala para as bromélias etesaé ornamental,
bem como para a conservacio vitro de bromélias ameacadas de
extincdo (Aranda-Peres & Rodriguez, 2006; GuerraD&8 Vesco,
2010). Estas técnicas jA& vém sendo aplicadas arasvespécies de
bromélias nativas de Santa Catarina, tais camdriburgensisvar.
paludoa (Alves & Guerra, 2001)Dyckia distachia(Pompelli &
Guerra, 2004, Pompelli et al., 200¥), Reitzii(Rech Filho et al., 2005,
2009 e Alves et al., 2006y, giganteae V. philippocoburgii(Droste et
al., 2005).
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No presente trabalho objetivou-se estabelecer wgtensa de
inducéo de culturas nodulares e regeneracdo deshritos a partir de
explantes foliares e de sementes\Vdeeitzii, cultivados em diferentes
tipos e combinacdes de fitorreguladores e condigéesultivo.

MATERIAL E METODOS

Condicdes de cultivo- O meio de cultura basico utilizado foi
composto pela formulagdo salina MS (Murashige & d§ko1962),
adicionado de vitaminas de Morel (Morel & Wetmat851), sacarose
(30g LY, doravante denominado de meio MS basico (MSB)jdb ou
geleificado com 7,59 Lde Agar-agar (Signfa O pH dos meios de
cultura foi ajustado para 5,5 antes da autoclavggam5 min a 121 °C
e 1,3 atm. Quando as culturas foram mantidas neepga de luz, as
mesmas foram mantidas em sala de cultura com tetopade 25 °C +
2 °C, fotoperiodo de 16 horas a uma intensidadenbga de 50-60
umol m? s*, por meio de luz fluorescente clara de lampadasBy®
(40-60 W).

Inducédo de CN a partir de explantes de Sementes

Inducdo - Sementes extraidas de capsulas maduras foram
excisadas de plantas matrizes e reitzii mantidas no Centro de
Treinamento da Epagri de Sdo Joaquim, S. Joaguim)d8alizado a
1470m de altitude (Fig. 1A), foram utilizadas cofontes de explantes.
O processo de desinfestacdo e as condi¢cOes deagémulolas culturas
seguiram os procedimentos descritos por Alves ¢2@06).

O desenho experimental foi um esquema fatorial )(4v2h oito
tratamentos: quatro meios de cultura: 1) MSB isdetfitorreguladores;
2) MSB + ANA (4 uM); 3) MSB + BAP (4uM); 4) MSB + TDZ (0,1
uM), em combinacdo com duas condi¢cbes de cultivoEr)tubo de
ensaio (22x150 mm) contendo 15 ml de meio de euliquido, sobre
ponte de papel filtro e; 2) Em frasco de vidro (34l) contendo 25 ml
de meio de cultura geleificado. Cada unidade enprial foi
constituida de 8 tubos de ensaios contendo 2-3rdegfteibo e 3 frascos
de vidro (340 ml) contendo 6-7 sementes, totalipa®d +1 sementes
por unidade experimental, arranjados em forma de&,Bém trés
repeticdes. Dados de porcentagem de inducdo deeCierminacao
foram coletados apds seis semanas em cultivo.

Manutencdo das CNs -Culturas nodulares e microbrotos
regenerados foram subcultivados em meio MSB isent®
fitorreguladores e suplementado copiv2de ANA e de 2-iP. Para a
manutencao das culturas foram utilizados meiodicgedios em tubo de
ensaio e em frascos de vidro (340 ml), contendmil® 25 ml de meio
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de cultura, respectivamente. O registro dos daddsafravés de
fotomicrografia e coletados ao longo do periodontnutencédo das
culturas por mais de 2,5 anos.

Regeneracdo de microbrotos CNs e culturas de microbrotos
mantidos em meio de cultura MSB foram empregadasodontes de
explantes para avaliar a eficiéncia regenerativa diferentes
combinacdes de fitoreguladores. Foi testada a s@piacdo ao meio
MSB com cinco diferentes combinacfes de fitorredpiiees: 1) MSB
isento de fitorreguladores; 2) AIA (M); 3) AlA (4 uM) e AG;- 4cido
giberélico (4uM); 4) AGs (4 uM) e; 5) ANA (1 uM) e BAP (2uM).
Cada unidade experimental foi constituida de cindms de ensaios
(22x150mm) contendo 15 ml de meio de cultura liguedinoculados
com 0,27g £0,004g de massa fresca de CN por tuiye ponte de
papel filtro, com quatro repeticdes em um delingamexperimental
em forma de BCC. Dados de massa fresca (g) dagaslhodulares e
numero de microbrotos regenerados foram coletaulis rove semanas
de cultivo.

Alongamento -CN proveniente do meio de cultura MSB foram
empregadas como fonte de explantes. O delineanetgerimental
constou de um esquema bifatorial (4x3) com 12 rtratdos: quatro
concentracdes de AlA (0, 4, 8 e i) em combinacdo com trés de
AG; (0, 5 e 10uM) suplementados ao meio de cultura MSB. Cada
unidade experimental foi constituida de trés frast® vidro contendo
18 ml de meio de cultura liquido. Cada frasco fimiculado com 2,09
+0,04g de massa fresca de CN e, dispostos em B{I&S eepeticoes.
Dados de numero de brotos alongados por classkude @e brotos e a
massa fresca (g) das culturas ndo alongadas fovketados apéds 20
semanas de cultivo.

Inducéo de CN a partir de explantes foliares

Inducdo de CN - Segmentos de bases foliares (0,4- 0,6 mm),
excisados a partir de brotos jovens (1,5-2,5 cmMdeeitzii foram
cultivados em frascos de vidro (340 ml) contendon5do meio de
cultura MSB liquido foram utilizados como explantémpregou-se um
delineamento experimental fatorial (8x2) com 16tameentos: oito
meios de cultura MSB suplementados comu®0 de: 1) 2,4-D (2.4-
acido diclorofenoxiacético); 2) ANA (acidenaftalenoacético); 3) AIB
(acido indol-3-butirico), e; 4) AIA - (4cido ind8kacético),
combinados com gM de 2-iP [N(2-isopentenil) adenina]; 5) M de
TDZ (thidiazuron) + 2uM de 2-iP; 6) ANA (4uM) + 2-iIP (2uM); 7)
ANA (4 uM) + 2uM de BAP (6-benzilaminopurina) e 8) ANA (M) +
BAP (4 uM). A estes tratamentos foram associadas duas @@exlide
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cultivo: 1) auséncia e; 2) presenca de luz. Cadiade experimental foi
constituida de 5 tubos de ensaios (22 x 150 mmendo 2-3 explantes
inoculados em tubos de ensaio sobre ponte de plimelcontendo 15

ml de meio de cultura, em forma de blocos comple@sualizados
(BCC), com trés repeticoes.

Estabelecimento das CNs As culturas provenientes do ensaio
de inducéo foram mantidas nos mesmos meios da@w@tambiente de
cultivos utilizados na inducéo. Apds 13 semanas ceiftivo foram
coletados dados de massa fresca (g) das CNs, nigleemacrobrotos
regenerados e comprimento dos microbrotos. Apdsselianas em
cultivo, as culturas mantidas na auséncia de Iterfdransferidas para
condicdes de fotoperiodo de 16 horas de luz.

Multiplicagdo - CN e microbrotos regenerados no meio de
estabelecimento foram subcultivadas ap6s 22 senparasfrascos de
vidro (340 ml) contendo 20 ml de meio MSB, isen¢dfitbrreguladores.
O delineamento experimental constou de um esqueatoaal com 16
tratamentos (8x2): os oito meios de cultura utilza no ensaio de
inducdo, combinados com duas consisténcias do deioultura: 1)
liquido e; 2) geleificado com Agar-agar Sigh@,5g LY. Utilizou-se
um delineamento de BCC com trés repeticbes e caddade
experimental foi constituida de trés frascos caltemés aglomerados
de CN, o que correspondeu, em média, a 0,38 +@68&ZN por frasco.
Dados de eficiéncia regenerativa, calculado a rpedei massa fresca
inicial e final, de acordo com a férmula: [Eficiémc (massa fresca
final — massa fresca inicial)/ massa fresca irffi@atlados de nimero
médio de brotos regenerados e altura média (cm)bdot®s foram
coletados ap6s 13 semanas de cultivo em frasc®4$Qiml.

Aclimatizacéo -Brotos alongados e com mais de 3,0 cm de altura
foram transferidos para substratos compostos parmistura de casca
composta de Pinus, casca de arroz carbonizadaubstraito comercial
PlantmaX (2:2:1 v/v) sobre bandejas de isopor com 128 agluhs
mudas foram mantidas em tdnel de nebulizacdo caigagéo
intermitente. Dados de porcentagem de sobrevivéiocean coletados
apos 5 semanas e ap0s 15 semanas nas coniligdies as plantulas
foram transplantadas para vasos de 350 ml utilzand mesmo
substrato.

Andlise Estatistica- Os dados coletados foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) e ao teste Student-Newm-Keuls
(SNK-5%) de separacdo de médias. Quando necessaridados
originais foram transformados em (x+8;5pu em log (x+1) segundo as
recomendacdes de Steel & Torrie (1980) e Compt@®v{l
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Inducdo de CN a partir de sementes

Inducéo - Sementes d¥. reitzii cultivadas em meio de cultura
MSB suplementado com os diferentes tipos e coragigs de
fitorreguladores foram induzidas a formagcdo de C€din coloragéo
verde amarelada, apds duas semanas em cultivol@gPor sua vez,
sementes cultivadas em meio MSB isentos de fitataelgres
germinaram e formaram plantulas (Fig. 1C). A irBloigda germinacéo
normal das sementes e a proliferacdo de calos iwdndde gemas
adventicias foram também observadas a partir dergesddlillandsia
eizii (Pickens et al., 2006). Assim, este tipo de expk®g constituido
por células competentes capazes de reconhecerirais ®dutivos
(Hicks, 1994) e podem ser redirecionados para nmias regenerativas
(Gahan & George, 2008).

As maiores e significativas (p<0,001) porcentagngrducado de
CN resultaram do cultivo em meio MSB liquido supdsrtado com 4
uM de ANA (81,8%) e com 0,iM de TDZ (80,9%), ap0s seis semanas
em tubos de ensaio, sobre ponte de papel filtrg. (&i. No entanto,
foram observadas diferentes caracteristicas mgifi@é associadas aos
diferentes fitorreguladores utilizados (Fig. 1D-@&ssim, quando as
CNs foram induzidas a partir de meios de cultugglesnentados com
ANA, elas apresentavam textura granular e alta cidpde de
proliferacdo (Fig. 1D), quando comparado as cutumais compactas
que se originaram em MSB suplementado com TDZ (), e que
evoluiram para a formacdo de CN (Fig. 1F). Por wm meios de
cultura suplementados 4 uM de BAP promoveram acéalsimultanea
de CN e de microbrotos (Fig. 1G).

Estruturas nodulares globulares obtidas a partiecido foliar de
Ananas comosuram induzidas em meios de cultura suplementados
com TDZ e AIB (Firoozabady & Moy, 2004). Eillandsia eiziia
maior porcentagem de inducdo de gemas e o0 maiorenolrde
gemas/explantes ocorreram em resposta ao meio dwiracu
suplementado com BAP e ANA (Pickens et al., 2006)so de TDZ e
ANA também induziu a formacéo de calos a partiexi@antes foliares
de Aechmedromelifolia (Aranda-Peres & Rodriguez, 2006).
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Figura 1.

sementes d¥. reitzii. A) Planta matriz com frutos madurd); Inducéo de CN apods
duas semanas em cultivo@; Germinac¢éo da semente em meio de cultura NIEB ;
G) Inicio da proliferacdo das CNs (seta) ap6s 6 samde cultivoD) Em MSB
com 4 uM de ANAE-F) Em MSB com 0,1 pM de TDZE) Inducdo de CNs
compactas ef) Com a formacédo de noduldS) CN de coloragdo verde em MSB
com4 pM de BAP;H) CN em MSB + 4 uM de ANA e geleificado, observarseo-
também a germinagéo (seta))eCNs granulares em meio MSB com 4 uM de BAP
e a inducdo de brotos mudltiplos (setd)l) Manutencdo das CNs em meios
geleificados quando originadas d@:MSB com 4 uM de ANA de coloragéo verde;
K) MSB com4 pM de BAP de coloragdo verde amarelada) éyISB, regeneracéo
de CNs amarelada$/) CN de baixa proliferacdo e com textura compgseda)
quando originadas de 0,1 uM de TDZ . Barra: B-Gt 3-3 mm e H, | barra=1 cm
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Figura 2. Inducéo de culturas nodulates germinac&oa partir de sementes de
reitzii cultivadas em diferentes meios de cultura: 1) M3BMSB + BAP (4uM);

3) MSB com TDZ (0,1uM) e 4) MSB com ANA (4uM) em combinagdo com o
meio de cultura liquido, sobre ponte de papebfitiu geleificado, apés 6 semanas
em cultura. * Média de trés repeticdes. Médias islegude letras diferentes indicam
valores que diferem para o teste SNK (5%6V(%) = 17,62 CV(%) = 18,3.

Por outro lado, em outras espécies que ndo braméliemo é o
caso deNothapodytes foetdd o uso do TDZ induziu a formacdo de
aglomerados de gemas e o subcultivo em meio BAPs mdiB
promoveu o alongamento dos brotos (Thengane €t0dll). Rajeswari
& Paliwal (2008) obtiveram taxas mais elevadasndeigdo de calo em
resposta ao BAP a partir de explantes de epicdtito Albizia
odoratissimae o maior numero de brotos adventicios regenertoos
obtido com a combinagdo de ANA com BAP. Alta freugié de
regeneracdo de brotos foi obtida a partir de n&dwimanogénicos
induzidos a partir de segmentos de folhas ou dilpscdeMelothria
maderaspatanam resposta ao cultivo sucessivo em meio de eultur
suplementado com 2,4-D mais TDZ ou BAP e, postemnite, em
meios de cultura suplementados com BAP e TDZ (Baskat al.,
20009).

No presente trabalho, a maior (p<0,01) porcentageen
germinacdo de sementes ocorreu em resposta aodmeioltura MSB
(Fig. 2), tanto liquido (78,1%), quanto geleifica(i#®,6%). O cultivo
em frascos de vidro de 340 ml com meio geleificasultou em maior
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porcentagem média de germinacdo, quando compacato® uso de
meio liquido. Neste contexto, a germinacdo e ordedemento das
plantulas foram inversamente proporcionais a indg CN. Assim, a
suplementacdo de ANA ao MSB inibiu a germinacéosgasentes (Fig.

2). EmT.reizii, 0 aumento das concentracdes de ANA suplementada a
meio de cultura Knudson inibiu o crescimento dasfpilas, porém nao
reduziu a taxa de germinacéo das sementes (Piekahs2003).

O cultivo em frascos de vidro de 340 ml com meiteifieado
promoveu a inducéo e proliferacdo intensa de CN maior frequéncia
de germinagdo, mesmo na presenca de fitorreguRdaeds 17
semanas em cultivo (Fig. 1H, | - setas). Estasurast apresentavam
textura granular com diferenciagéo incipiente e@gao verde quando
cultivadas na presenca de 4 uM de ANA (Fig. 1Hpleracdo verde
amarelada com inicio de desenvolvimento mudltiplo rdierobrotos
guando cultivadas em meio de cultura suplementado4Z M de BAP
(Fig. 1I). Rech Filho et al. (2005) observou a fagdio de culturas de
microbrotos deéV. reitzii a partir da regido basal de brotos em intensa
proliferacdo em resposta ao meio de cultura MSesughtado com
ANA e BAP.

Manutencdo - O subcultivo a cada 15 semanas das CNs para
MSB geleificado e suplementado com ANA e 2-iR{2 cada) permitiu
a manutencdo das CNs em ciclos repetitivos def@radido por mais de
2,5 anos em cultivo (Fig. 1J). As diferentes candsticas morfoldgicas
observadas nestas culturas estiveram também nedafzie ao meio de
origem. Desta foram, CNs originadas de MSB com ANAUM)
mantiveram a formacdo de aglomerados de ndduloanoggnicos
friaveis com diferenciacdo incipiente e de colooagérde-amarelada a
translicida (Fig. 1J). No entanto, CNs originadasviEB com BAP (4
KM), mantiveram a textura friavel e granular (FiK). Ja, CNs
originadas de MSB e subcultivadas em meios suplemdes com ANA
e 2-iP (2uM cada) induziram a formacdo de novas CNs, de r@xtu
friavel, coloracdo amarela a translicida, assemdlitae a culturas
embriogénicas (Fig. 1L).

Por outro lado, CNs originadas do meio de cultera @DZ (0,1
KM) e subcultivadas tanto em MSB isento de fitantadores, quanto
em meio suplementado com ANA e 2-iP revelaram bagg@acidade
proliferativa e textura mais compacta (Fig. 1M). Botros trabalhos
com bromélias foi também reportada a proliferacd rdulos
globulares com textura compacta, 0s quais resoitasregeneracéo de
brotos. Isto foi observado ed. comosusvarigatus’ em resposta ao
meio de cultura suplementado com ANA mais BAP (Tet@p7) e
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também em duas cultivares de Smooth Cayenne emstasgo meio de
cultura suplementado com TDZ e AIB (Firoozabady &Wi2004).
Regeneracdo de microbrotos O cultivo de CN em meio MSB
suplementado com AlIA (M) resultou em um maior nimero médio de
microbrotos (1.468 brotos/g de CN), ap6s nove samam cultivo
(Tabela 1). Neste periodo, foi observada que asat@roliferacdo e a
regeneracdo de microbrotos ocorriam de forma teejFig. 3A). A
suplementacdo do meio de cultura com AlA e;A@ UM cada),
promoveu um maior alongamento dos microbrotos, pedo a
individualizagdo dos mesmos (Fig. 3B).
Tabela 1. Eficiénciaregenerativa* em relagdo a massa fresca (g) ingcitihal a
partir de CN de/riesea reitziie o nimero estimado de microbrotos/g** de CN em
relacdo ao nimero de microbrotos produzidos, eposts aos meios de culturas

MSB suplementados ou ndo com diferentes fitorrelguts, apds nove semanas de
cultivo.

Fitorregulador Massa fresca (g) Eficiéncia  Microbrotos Estimativa de

(uM) —  regenerativa produzidos  produgdo de
Inicial  Final microbrotos/g
AlA (4) 0,27 155 4,8A(+0,47) 391A (+49) 1.468 A (+202)
AGs(4) 028 1,32 38A(+0,48) 318B (¢42) 1.150 B (+170)

AIAA)+ AGs(4) 027 1,24 3,6A(x0,71) 292 B (270) 1.084 B (2226)
ANA(D+BAP(2) 027 1,27 3,7A(x0,58) 266B (+24) 993 B (+111)

MS 027 1,29 3,8A(x0,19) 265B (+28) 988 B (+131)
Media 027 133  40(+0,49) 305 @43)  1.137 £168)
CV (%) 14,2 14,7 14,4

Média de quatro repeticGes. Médias seguidas dasleliferentes, na coluna, indicam valores
que diferem para o teste SNK (5%jédia (+ desvio padrag)Eficiéncia regenerativa =
(Massa final — Massa inicial)/Massa inicial. ** Esativa de microbrotos/g = N° de
microbrotos produzidos/massa inicial (g).

Alves et al. (2006) relataram uma taxa regeneraliv60 brotos/g
de CN deV. reitzii originadas da base foliar de brotos cultivados em
meio de cultura MS suplementado com BAP, Kin e .2dBm esta
mesma espécie, Rech Filho et al. (2005) obtiverammincremento de
massa fresca e maior nimero de brotos regeneratdossposta ao uso
de ANA e BAP. Amin et al. (2005) também obtiveramaion
regeneracdo de brotos d& comosuscv. Giant Kew com a
suplementacdo de BAP e ANA ao meio MS. Bfn splendensa
suplementacdo de TDZ ao meio de cultura MS resuttaumaior
producéo de microbrotos (Dal Vesco et al., 200Xpl&ntes a partir de
sementale Emblica officinalistambém revelaram a producéo de brotos
de adventicios em alta frequéncia quando cultivadasn a
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suplementacdo ao meio de cultura MS com BAP e ANAayék et al.,
2010).

Alongamento— O uso de 1QM de AG; combinado ou ndo com
todos os quatro niveis de AIA testados, promoveu almmgamento
sincrdnico dos microbrotos apds 20 semanas envaFig. 4). Neste
caso, 0 modelo quadratico da andlise de regressam ue melhor
descreveu a evolugdo do numero médio de brotogadims por grama
de CN em resposta a combinacéo de AIA com A@xpressou valores
de ¢ e T-valor (p<0.05) significativos. Estes indicawitam a
confiabilidade nas trajetérias quadraticas que,caso de sistemas
biolégicos, consideram-se altos aqueles valored dee ocorrem entre
0,5 e 0,9 (Compton, 1994). A partir das derivacdes modelos de
regressao propostos (Fig. 4) pode-se inferir quéirnero maximo de
brotos alongados pode ser obtido em resposta atdeu8p5 e 4,1M de
AIA combinados com 10; 5 e M de AG;, resultando em 66,3; 52,1 e
37,6 por grama de CN respectivamente.

O subcultivo em frascos de 340 ml revelou intensdifpracéo
das CNs, porém, baixa taxa de alongamento dos Ionats (Fig. 3D).
Observou-se também que, 0 uso isolado d&4le AlA ou de 1QuM
de AG resultou em maior nimero médio de brotos por grdeneultura
inoculada (51,5 e 63,5 brotos/g, respectivamenfdgio foram
observadas diferencas significativas em resposta déisrentes
concentracbes de AIA e AGtestados, para a altura média dos
microbrotos e para a eficiéncia regenerativa dédiiras (Tabela 2).
Neste contexto, para ocorrer o alongamento sireadoi dos
microbrotos deV. splendensibrida foram necessarios 2-3 subcultivos
em meio MS com Ag(Dal Vesco et al., 2007). Da mesma forma, dois
subcultivos sucessivos em meios de cultura MS coBGy foram
necessarios para promover o alongamento de mitosbdeV. reitzii
(Rech Filho et al., 2005). Nesta mesma espécidpmgamento dos
brotos ocorreu com o cultivo alternado entre o ds®\G; e isentos de
fitorreguladores (Rech Filho et al., 2009).

Em Nothapodytes foet&] o subcultivo dos aglomerados de brotos
em meio de cultura suplementado com BAP e AIB pr@uomaior
alongamento dos brotos (Thengane et al., 2001).AEmoOMOSuUyV.
Phuket o maior nimero de brotos (27,8 brotos) egelos ocorreu em
resposta ao uso de BAP em meio basal geleificadpa@aya et al.,
2003). Para a cv. Smooth Cayenne o subcultivo dated adventicios
em meio de cultura suplementado com BAP e;AfBomoveu a
regeneracdo multipla de gemas e, concomitantemensdgngamento
dos brotos (Firoozabady & Moy, 2004).
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(D)

Figura 3. Regeneracgédo e alongamento de microbrotos a partiulturas nodulares
(CN) deVriesea reitzij A) Microbrotos em meio MSB suplementado com 4 uM de
AlA ap6s 9 semanas em cultivB) Alongamento e individualizag8o de microbrotos
cultivados em meio suplementado com 4 uM de AIA®;AC) Alongamento de
microbrotos e regeneracdo de CN em meio MSB ligsigidementado com AGD)
Proliferacdo de CN e alongamento de microbrotos emio de cultura
suplementados com AIA e A E) Aclimatizagdo dos brotos, ef)
desenvolvimento das mudas apés 3 meses. Barrarx 1 ¢

- - - .AG3 (0 pM) AG3 (5uM) — — AG3 (10 uM)
70 "
60 _'-—'——.—-—-_.___.
o
A
o
S
o -
g X’ Y (AG, 10 M) = -0,15x2 + 0,6x + 66,67 12 = 0,854

Y (AG, 5 uM)=-0,877x2 +8,7x + 30,5 2 = 0,850
Y (AG, 0 uM)=-0,69%2 + 6,53x + 22,17 12 =0,779
T

0 4 8 12
AIA (M)

Figura 4. Evolugdo do nimero médio de microbrotos alonggaosyrama de CN
deV. reitziiem resposta aos meios de cultura MSB suplementasosAIA (O, 4, 8

e 12uM) e AG; (0, 5 e 10uM), ap6s 20 semanas de cultivo. * Média de trés
repeticoes.
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Tabela 2. Eficiénciaregenerativa e o nimero médio estimado de microsigptde
culturas nodulares (CNs) d&iesea reitziie comprimento médio dos brotos a partir
de CN em resposta ao meio de cultura MSB suplemiertam AlA e AG apés 20
semanas em cultivo.

Fitorregulador Massa fresca (g) Eficiéncia Numerode Comprimento
AA (M) Inicial Final regenerativa  brotos/g (cm)
0 2,09 10,36 3,96A (+0,39) 39,4B (+23)  0,3A (0,07)
4 2,08 10,81 4,20A (+0,46) 51,5A (+14)  0,4A (+0,16)
8 2,12 10,82 4,10A (+0,20) 47,3AB (+14) 0,5A (+0,08)
12 2,11 10,43 3,94A (+0,14) 46,4AB (+15) 0,3A (+0,07)

Média 2,10 (+0,03) 10,60 (¥0,27) 4,05 (+0,29) 46,1731 0,4 (x0,09)
AG3 (uM)

0 2,12 10,48  3,94A(x0,14) 31,0C (¥6)  0,3A (x0,09)
5 2,08 10,72 4,15A(¢0,10) 44,0B (x9)  0,5A (20,15)
10 2,1 10,61  4,06A(20,29) 63,5A(x3)  0,4A (x0,08)

Média 2,1(0,02) 10,6 (+0,33) 4,05(x0,18) 46,1 (+6) 4@0,11)

CV (%) 8,6% *11% 35,9%
Média de trés repeticdes. Médias seguidas de ldifaentes, na coluna, indicam
valores que diferem para o teste SNK (5%). Méd)a=(#lesvio padrdo. Dados
transformados em (x+0%) Eficiéncia regenerativa = (Peso final — Peso
inicial)/Peso inicial.

3.2. Inducéo de CN a partir explantes foliares

Inducdo - Todos os fitorreguladores e condi¢cdes de cultivo
testado induziram a formacéo de CN apds quatro reesnam cultivo
(Tabela 3). Estas CNs apresentaram estrutura globuiextura friavel,
eram translicidas e revelaram alto potencial regéme (Fig. 5). A
inducdo das CNs iniciou, em todos os tratamentiades, a partir da
regido basal do segmento de folha empregado copiarge (Fig. 5B-D
e F-G) e revelou distintos padrdes morfolégicos easposta aos
diferentes meios de cultura, na presenca e auséeclaz. Distintas
caracteristicas morfolégicas também foram obses/adainducéo de
calos organogénicos erelicteres isoraem resposta a diferentes tipos e
niveis de fitorreguladores (Shriram et al., 2008).

Bases foliares cultivadas em meio MSB suplementado ANA
(2 uM) e BAP (4 uM) resultaram em taxas médiastj@% de indugéo
de CN (Tabela 3). O uso de MSB suplementado com (IDXZuM) e 2-
iP (2,0 uM) revelou taxas menores de inducdo dee@Nrelacdo aos
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demais. Observou-se, também, que, tanto a presgRCH0 a auséncia
de luz resultaram em taxas similares de induc&@NiéTabela 3).

Tabela 3. Porcentagem denducédo de culturas nodulares (CNs) a partir dee bas
foliar de Vriesea reitzii em resposta ao meio MSB suplementado com difesent
tipos e niveis de fitorreguladores e a presencawséncia de luz, apés quatro
semanas em cultivo.

Luz

Fitorregulador (M) Presenca (%) Auséncia (%) Média

73,3 80,8
ANA (2,0) + BAP (4,0) 77,1a
84,7 66,1
ANA (4,0) + BAP (2,0) 75,4a
. 76,7 55,6
ANA (4,0) + 2-iP (2,0) 66,1a
. 61,1 65,3
ANA (20,0) + 2-iP (2,0) 63,2a
. 73,6 48,1
AlA (20,0) + 2-iP (2,0) 60,9a
) 60 53,7
AIB (20,0) + 2-iP (2,0) 56,9a
. 59,7 55
2,4-D (20,0) + 2-iP (2,0) 57,4a
33,3 27
TDZ (1,0) + 2-iP (2,0) 30,2 b
Média 65,3 A 56,5 A 60,9

* Média de trés repeticdes. Médias seguidas dadetiferentes, na coluna, indicam
valores que diferem para o teste SNK (5%). CV(%)58. Dados originais
transformados em (log x+2).

Diferencas morfolégicas expressivas foram obses/apento a
presenca ou auséncia de luz (Fig. 5). Culturasidsenem fotoperiodo
de 16h. apresentaram coloracdo esverdeada, cocgst&iavel e
elevado potencial de regeneracdo apés 4 semanadtide em MSB
suplementado com ANA (4 uM) e BAP (2 uM) (Fig. 5Bleste caso,
observou-se também a inducdo de microbrotos disgteem dos
explantes (Fig. 5C). Na auséncia de luz as CNs branto-amareladas
e progrediam rapidamente para microbrotos (Fig., ®D) resposta ao
meio de cultura suplementado com AIA (20 uM) e ZZRM).

Ndédulos organogénicos com diferentes niveis de nizgeao
foram descritos em outros sistemas vitro, incluindo Cichorium
intybus(Piéron et al., 1998Humulus lupulusrar. Eroica(Batista et al.,
2000) e var. Nugget (Fortes & Pais, 200@harybdis numidica
(Wawrosch et al., 2005)Ropulus euphraticéFerreira et al., 2009).
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Figura 5. Inducéo e caracterizagdo morfolégica de CN a pddiexplante folialv. reitzii,
cultivadas em MSB liquido e suplementados com elifiess fitorreguladoregs) Planta matriz;
B-D) Indugdo de CN na base do explante ap6s 4 semaneslieira:B) CN verdes em meio
de cultura suplementado com ANA (4uM) e BAP (2pM)mmesenca de lug-D) indugéo de
microbrotos (ver setas) em meio de cultura com @& pM) e 2-iP (2 uM)C) Microbrotos
originados diretamente do explante na presencauzieD)) Microbrotos diferenciados na
auséncia de luE-H) CN ap6s 13 semanas de cultivo &MSB suplementado com ANA (4
HM) e 2-iP (2 uM) eF) MSB suplementado corANA (2 pM) e BAP (4 uM);G) CN de
coloragéo amarelada cultivada em MSB suplementadode 2,4-D (20 pM) e 2-iP (2 pM) e;
H) CN apoés 13 semanas em MSB suplementado com ANAMY a1 BAP (2 puM);1-J)
Inducéo de novas CNs a partir das folhas dos mictob regenerados na auséncia de luz (ver
seta), apds 18 semanas de cultivo BnMSB suplementado com de ANA (2 uM) e BAP (4
puM), e;J) MSB suplementado com de AIB (20 pM) e 2-iP (2 uKl);inducédo de raizes em
MSB suplementado com de ANA (20 pM) e 2-iP (2 pM)auséncia de luz-M) Inducéo de
CN com textura compacta (ver setas) em MSB suplemdercom de TDZ (1 pM) e 2-iP (2
pUM): L) Na presenca de luz e; M) Na auséncia de N+8)) Novas CNs(ver seta) apos 22
semanas em cultivo erfil) MSB suplementado com de AIA (20 uM) e 2-iP (2 pkt)QO)
CNs fridveis em MSB suplementado com ANA (4 uM}i® %2 uM). Barra = 3 mm.
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CNs foram relatadas nas bromeliaceds friburgensis var.
paludosa(Alves & Guerra, 2001) env. reitzii (Alves et al., 2006 e
Rech Filho et al.,, 2009), e em. splendendibrida (Guerra & Dal
Vesco, 2010). De forma similar ao presente trahaheegido basal do
segmento de folha d& comosudambém mostrou competéncia e foi
responsiva tanto para a organogénese quanto paksiogémese
somatica (Firoozabady & Moy, 2004). Da mesma forrhainhas
foliares na regi@o mais proxima do meristema apiedlactris gasipaes
revelaram maior competéncia embriogenética (Staihereet al., 2007).

Multiplicagdo — A multiplicagdo das CNs em ciclos repetitivos
de proliferag@o ocorreu apés 13 semanas em cultganesmos meios
de cultura empregados para a inducéo e o padrdogéaico manteve-
se de acordo com 0 meio de cultura e ambiente ldeocutilizado (Fig.
5E-M). Observou-se também que a maior regeneragdoNd(Fig. 6A)
e 0 maior nimero médio de microbrotos por explarfidg. 6B)
ocorreram em resposta aos meios de cultura supladencom ANA
(2 ou 4 uM) combinado com 2-iP (2 uM) ou com AlA @M) e 2-iP
(2 uM) e quando as culturas eram mantidas na luz.

CNs mantidas na presenca de luz caracterizaranoisesgoem
friaveis e, apresentarem cor verde e resultararsielos repetitivos de
proliferacdo de novas CNS e com diferenciacdo iecip de
microbrotos (Fig. 5E, F, H). Estas respostas astimgreferencialmente
associadas aos meios de cultura suplementados déf (A pM)
combinados com 2-iP (2 uM) ou com BAP (2 uM) (Eg, H). Porém,
quando a proporc¢ao foi de 1:2 nos teores de ANAM2 em relagdo ao
BAP (4 uM), ocorreu, inicialmente, uma maior prefdcdo de
microbrotos (Fig. 5F), seguido da inducdo de n@dS e microbrotos
sucessivamente. A proporcdo de 2:1 de ANA e BAmémmfavoreceu
a inducao de nodulos organogénicos a partir deaptgs foliares de
Populus euphraticae o subcultivo na propor¢cdo de 1:10 destes
fitorreguladores promoveu a multiplicacdo e alongaim de brotos
adventicios (Ferreira et al., 2009).

CNs cultivadas na presenca de luz resultaram enornai
significativa (p<0,01) producdo de massa fresc2l(f), e maior nimero
médio de microbrotos (11,6 brotos) em compara¢8ovalmres obtidos
na auséncia de luz (0,08g e 4,3 brotos, respeativeah Porém, para
estas duas condicbes de cultivo, ndo foram obsasvaliferencas
significativas no comprimento médio dos microbratgenerados apos
13 semanas de cultivo (Tabela 4).

Em todos os tratamentos observou-se o desenvoltomdas
CNs, exceto para o meio de culturas suplementaa2¢é-D (20 uM) e
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2-iP (2 uM). Este meio de cultura resultou na idduge nédulos de cor
amarelo-laranja (Fig. 5G), com baixa capacidadepudsiferacdo e
baixos valores médios de producao de massa frEgreA), ndo sendo
observada a regeneragao de microbrotos (Fig. 6B).

A proliferacdo das CNs e a producdo de microbratesy.
friburguensisvar. paludosaocorreram em resposta a combinacdo de
2,4-D (5 pM) e Kin (1 uM) (Alves & Guerra, 2001)mEA. comosus
inducdo de brotos adventicios a partir de baseardsl ocorreu em
resposta ao 2,4-D e BAP (Sripaoraya et al.,, 20@hn Dyckia
distachya Picloram ou 2,4-D resultaram na inducdo de caftur
embriogénicas e o subcultivo subseqiiente em meimsANA e 2-iP
resultou na regeneracdo de plantulas (Pompellil.et2@05). J4, a
inducdo de culturas nodulares a partir de basesrdsl deV. reitzii
ocorreu em resposta ao meio de cultura suplemerain2,4-D (20
KM) de e Kin (1uM) (Alves et al., 2006) ,e tambeam;ombinacdo de
Dicamba e Kin induziu a formacédo de cultura nodidgiRech Filho et
al., 2009).

Tabela 4. Massa fresca (g) de culturas nodulares (CNs), miinmédio de
microbrotos e comprimento médio (cm) dos brotosadimpde base foliar d&/.
reitzii, em resposta ao meio de cultura MSB suplementado diferentes tipos e
niveis de fitorreguladores, na presenca e ausé@eituz apds 13 semanas em
cultivo.

Massa Fresca das NUmero de Comprimento (cm)
Luz CNs (9) brotos/explante
Presenca 0,21 A 116 A 0,2A
Auséncia 0,08 B 4,3B 0,2A
Média 0,15 8,0 0,2
CV (%) 55 21,5 5,4

* Média de trés repeticGes. Médias seguidas dadetiferentes, na coluna, indicam
valc)aorgs que diferem para o teste SNK (5%). Dadmggnais transformados em (x +
0,5)™.

No presente trabalho, quando as culturas foram idsentna
auséncia de luz por 18 semanas observou-se tamipéaiifaracédo de
novas CNs sobre os microbrotos regenerados. Estanarfogenética
iniciou com o intumescimento dos microbrotos (FEil, ou a formacéao
de novas CNs diretamente das folhas jovens (Fig.Estes eventos
caracterizam-se pela inducéo de ciclos repetitigproliferacdo, entre
CN e microbrotos, confirmando a ocorréncia simétda regeneragéo
de ambos. Porém, culturas mantidas na presencide(4Aou 20 uM)
e cultivadas na auséncia de luz, além da baixaupémd de CN,
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formaram raizes (Fig. 5K). Por outro lado o meioBViSiplementado
com de TDZ (1 uM) E 2-iP (2 puM) resultou na indugi® CN com
textura compacta tantma presenca (Fig. 5L), quanto na auséncia de luz
(Fig. 5M).
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Figura 6. Producéo de culturas nodulares (CNs) a partirage Ifoliar dev. reitzi

A) Massa fresca (g) das CNsRY; 2Nimero de microbrotos/explantes em resposta
ao meio de cultura MSB suplementado com diferertipes e niveis de
fitorreguladores ap6s 13 semanas em cultivo. Médiatrés repetices. Médias
seguidas de letras diferentes indicam valores ifeeeth para o teste SNK (5%).
CV(%) = 5,5;>CV(%) = 21,5. Dados originais transformados em (x5f°.

Em explantes foliares dPecalepis hamiltonji calos nodulares
friaveis foram induzidos em meios de cultura sugletados com 2,4-D
e BAP e o0 uso de ANA e BAP resultaram na inducdocdes
compactos. Quando estes calos foram subcultivadaseios com BAP
e Zeatina observou-se a formacdo de embridbes smva# brotos
adventicios, respectivamente (Giridhar et al., 200édulos globulares
induzidos em meios de cultura suplementados com 2K AIB e
com posterior subcultivo para meios com BAP ezA@sultaram na
regeneracdo multipla e no alongamento de brotoartir ple tecidos
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foliares deA. comosus(Firoozabady & Moy, 2004). EnMelothria

maderaspatanatanto explantes foliares quanto de pecioloswadts

em meio com 2,4-D combinado com TDZ ou BAP, respactente,
produziram nddulos organogénicos, os quais, quanboultivados em
meio contendo BAP mais TDZ, resultaram em altagiiéacias de
regeneracgdo de brotos (Baskaran et al., 2009).

CNs mantidas por 22 semanas sem subcultivo no mesgitode
cultura e na presenca de luz produziram novas CNgsaréir de
microbrotos (Fig. 5N) e a partir delas mesmas, igardndo ciclos
repetitivos de regeneracédo de CN (Fig. 50). Estirdpade resposta
morfogenétican vitro parece ser recorrente no générizsea(Alves &
Guerra, 2001; Rech Filho et al.,, 2005, 2009; Gué&r®al Vesco,
2010).

Multiplicagdo - A taxa de multiplicacdo das CNs observada no
presente trabalho esteve associada a composicamidode inducéo e
estabelecimento (Fig. 7). A maior (p<0,05) eficianecegenerativa
(8,69/g de CN) foi obtida quando as culturas foraiginadas em MSB
suplementado com 4 uM de ANA + 2 uM 2-iP e posterante
subcultivadas em meio de cultura MSB liquido e tzerde
fitorreguladores (Fig. 7). Por sua vez, o maiorQ(f4) namero de
microbrotos regenerados ocorreu em resposta ao deegultura MSB
suplementado com 2 pM de ANA e 4 uM de BAP (140,0
microbrotos/g), seguido do meio de cultura supldagmcom 4 uM de
ANA e 2 uM de BAP com 124,3 microbrotos/g de CNh@la 5).

O comprimento médio dos microbrotos ultrapassouOeacth. E,
em relagdo a consisténcia fisica dos meios de raultidio foram
observadas diferencas significativas para os pardseavaliados
(Tabela 5). Porém, o uso do meio geleificado p@amaitmanutencéo das
CNs em ciclos repetitivos e, principalmente, proenoa multiplicacdo
das culturas originadas do meio de cultura supleadencom ANA ou
de 2,4-D (20 pM cada) que, revelaram baixa pralgao (Fig. 7). O uso
do meio geleificado promoveu maior taxa de regey@erale brotos/g a
partir de nédulos d€harybdis numidicg§Wawrosch et al., 2005). Tanto
0 meio liquido quanto o geleificado foram eficienara a inducao de
nodulos organogénicos e a regeneracdo de biatogtro de M.
maderaspatana(Baskaran et al., 2008). Segundo Ziv (2000) a
consisténcia fisica do meio de cultura afeta a mtefogenética das
culturasin vitro.
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Figura 7. Eficiénciaregenerativa* das CNs a partir de base foliav¥desea reitzii
em relacdo a combinagéo e concentracdo dos fitages do meio de origem e o
subcultivo em meio de cultura MSB liquido ou géteiflo, 13 semanas de cultivo.
Média de trés repeticBes. Médias seguidas de ldifa®ntes indicam valores que
diferem para o teste SNK (5%). CV(%) = 14,7. Dadidginais transformados em (x
+ 0,5 * Eficiéncia regenerativa = (Massa final — Masseial)/Massa inicial.

Protocolos regenerativas vitro baseados em CNs podem ser
empregados como estratégia eficiente para a mapegacdo de
bromélias em grande escala. A competéncia desiedépcultura por
promover elevadas taxas regenerativas esta retataam tipo de tecido
utilizado e sua determinacdo em resposta aos dstinaplicados.
Modificacbes podem ser requeridas durante o progssultivo para a
aquisicdo desta competéncia (Hicks, 1994). Esta nodrfogenética
pode seguir um caminho de diferenciacdo que culmengroducao
multipla de brotos adventicios em resposta aos sneé@ cultura
apropriados (Gahan & George, 2008).

A manutencdo das CNs em ciclos repetitivos, observaeste
trabalho, apresentou a seguinte seqiiéncia de svénitmducdo de CN;
i) regeneracdo de microbrotos; iii) inducdo de asoNs a partir de
microbrotos ou; iv) a regeneracdo de microbroto€N de forma
continua. No entanto, estes eventos foram depergldontambiente de
cultivo, do tipo, concentracdo e balanco dos figutadores
suplementados ao meio de cultura.

Aclimatizacdo - Brotos alongados com altura superior 3,0 cm
resultou em mais de 95% de sobrevivéncia, ap6$a3ddd transferéncia
para bandejas (Fig. 3E). O transplante das mudasatizadas para
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vasos de 350 ml resultou no pleno desenvolvimeat glantas apds
trés meses (Fig. 3F).

Tabela 5. Eficiéncia regenerativa®* das CNs, numero médio estimado de
microbrotos/g de CN e comprimento (cm) dos brafdssea reitziiem resposta a
combinacao e concentragdo dos fitoreguladores dm seeorigem, apés 13 semanas
com o subcultivo em meio de cultura MSB isentoitbereguladores.

Meio de origem Massa fresco (g) EficiénciaN® estimado deComprimento
(M) Inicial Final regenerativa microbrotos/g (cm)
ANA (4,0) + 2-iP (2,0) 0,39 3,21 72a 88,1 bc 0,6 ab
ANA (4,0) + BAP (2,0) 0,41 2,49 51b 124,3 ab 08a
ANA (2,0) + BAP (4,0) 0,42 2,37 47b 140,0 a 0,6 ab
AIB (20,0) + 2-iP (2,0) 0,44 2,58 48b 77,3 cd 08a
AIA (20,0) + 24P (2,0) 0,42 2,24 44b 67,1 cd 09a
TDZ (1,0) + 2-iP (2,0) 0,42 1,61 2.8¢ 86,0 bc 04c
2,4-D (20,0) + 2-iP (2,0) 0,21 0,46 1,2d 00e 0,0c
ANA (20,0) + 2-iP (2,0) 0,32 0,61 0,9d 49,2 d 09a
Média 0,38 1,95 3,9 79 0,6

Consisténcia fisica do meio

Liquido 41A 78,7 A 0,6 A
Geleificado 3,6 A 79,3 A 0,7A
CV (%) 14,7 17,2 10,5

Média de trés repeticdes. Médias seguidas de ldifaentes, na coluna, indicam
valores que diferem para o teste SNK (5%). Dadimgnais transformados em (x +
0,5°.* Eficiéncia regenerativa = (Massa final — Magsaial)/Massa inicial.

Em conclusdo, no presente trabalho, os diferents$rops
morfogenéticos e taxas de inducéo e proliferacdoQiNs observados a
partir de sementes e bases foliares \Wereitzii estdo associados,
especificamente, as concentragdes e combinacteldditorregulador
testado, bem como as condi¢des de cultivo. Nestadighbes o modelo
regenerativo baseado na inducdo, multiplicacdoserd@lvimento de
CN de V. reitzii aqui descrito se configuram como um sistema de
micropropagacdo de alta eficiéncia regenerativaa pesta e outras
bromélias do mesmo género que apresentam potencahental ou se
encontrem ameacadas de extingao.
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7. CAPITULO 3
Morfogénese in vitro e regeneracdo de brotos advdotos em
grande escala a partir de culturas nodulares d¥riesea reitzii
[Artigo aceito para publicagédo no Periédico Sceehtbrticulturae]

Lirio Luiz Dal Vesco®, Miguel Pedro Guerra®*

RESUMO

O sistema de micropropagacdo baseado em cultuchdanes
(CNs) diferencia-se dos sistemas regenerativaimadis. Esta rota da
morfogénesén vitro, tal como observada evh reitzii, ndo se enquadra
tanto da organogénese tradicional quanto da enérésg somatica, por
apresentar elevadas taxas regenerativas e, porpstie ser definida
como uma via intermediaria. CN de coloracdo verdaraladas
mantidas em meios de cultura MSB liquido e isemtditdrreguladores,
foi a fonte de explantes para os ensaios de reggi®ie alongamento
de brotos. Para o ensaio de regeneracdo das Cis festados quatro
concentracdes de ANA (0, 2, 4 @l8l) em combinagédo com duas de 2-
iP (0 e 2uM). Dois ensaios de alongamento foram testadosio de
cultura MSB suplementado com A®D; 5; 10 e 15 uM) utilizando
tubos de ensaio, sobre ponte de papel e frascd@@mal. A maior
eficiéncia regenerativa e a proliferagcdo de microtds em grande
escala foram obtidos com o uso do meio MSB supléaderncom 2 pM
de ANA e 2 uM de 2-iP. O subcultivo em meio MSBlsagentado com
10 uM de AG promoveu um maior alongamento de brotos e de forma
sincronizada. A utilizacdo destes meios de culparde ser obtida uma
eficiéncia regenerativa de 12,4 g/g de CN inocul&déima-se, a partir
disto, uma regeneracdo de mais de 5.300 novoshnitos e na fase de
alongamento, uma taxa efetiva de 75% destes mataipodem ser
convertidos em brotos completos a cada 10 semamawultvo. As
andlises estruturais das CNs revelaram que o mocemrfoldgico
regenerativo de microbrotos ocorre a partir daiferalcdo de grupos de
células meristematicas e que desenvolvem a formdedmdltiplos
meristemas caulinares e com o desenvolvimento dio®lios foliares
resulta na formagdo de estruturas monopolares deadas de
microbrotos. Estas estruturas regenerativas sasteatclassificacdo de
CNs organogénicas.

® Programa de Pés- graduacdo em Recursos Genétimétids Vegetais, Universidade
Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, BrBsmails: lirio@cca.ufsc.br; * Autor
Correspondente: mpguerra@cca.ufsc.br
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Palavras chavesBromeliaceas, cultura nodular, eficiéncia regemaaahistologia,
MEV, microbrotos, propagacdo massal.

Abreviaturas: ANA-acidonaftalenoacético; BAP-6-benzilaminopagin CNs -
Culturas nodulares; MSB — meio basico MS; 2-iP -(Riisopentenil) adenina; AG
— acido giberélico; MS — Murashige & Skoog (1962EV- microscopia eletrénica
de varredura.

ABSTRACT
In vitro morphogenesis and adventitious shoot mass
regeneration ofVriesea reitziifrom nodular cultures

The micropropagation system based on nodular estgNCs)
diverges from thén vitro regenerative systems based on organogenesis
and somatic embryogenesis, being considered astenmediary route.
The aim of this study was to establish a regengrgirotocol based on
the induction and development of NCs\Mriesea reitzii an endangered
bromeliad from the Atlantic Forest which also shoasamental
features. Additionally structural analyses werefqrened in order to
better understand this in vitro morphogenetic roudCs were
regenerated in MSB culture medium free of PGR @plmented with
different levels of NAA in combination or not wiiP. The subculture
of these NCs to MSB medium supplemented with 10 aMGA;
promoted the synchronized shoot elongation. A regdive efficiency
of 12.4 g g1 of NCs was obtained, and this results in 5,300 @siltoots
after 10 weeks in culture. The structural analysethe NCs revealed
that the regenerative process occurs from the feration of
meristematic cell groups resulting in the developtd multiple shoot
meristems and buds. The development of NCs leddetdormation of
monopolar structures called microshoots, which wslto elongated
shoots. Intermediary features shown in NCs areistemg with their
classification as an intermediary system among rargenesis and
somatic embryogenesis.

Keywords: Bromelids, nodular cultures, histology, microstsohass propagation.
Abbreviations: BAP-6-benzylaminopurine; NAA-naphthaleneacetic acid; NCs —
nodular cultures; MSB — MS basal medium; 2-iP®-(Blisopentenyl) adenine; GA
— gibberellic acid; MS — Murashige and Skoog (1962#M - scanning electron
microscopy.

INTRODUCAO

As bromélias estdo entre as espécies de maior tiamwie
ecolégica e econdmica associadas ao Bioma Matatksdé em razéo
da fragmentacdo deste ecossistema e do interesstliziacdo destas
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espécies como ornamentais. Este bioma apreseathiadtiversidade e
endemismo, sendo considerado himtspotde biodiversidade, com mais
20.000 espécies de plantas, 40% das quais sdo ieadéiyerset al
2000). Estima-se que seus remanescentes primgmieseatam apenas
de 7-8% da estrutura original (Galindo-Leal & Cama2003), sendo
que estes se apresentam na forma de fragmentosaioa parte das
vezes com &reas inferiores a 50 ha (Ribeiro e2@D9). Este bioma
apresenta, também, indices elevados de diversidadenamiferos,
anfibios, répteis e aves (Heywood, 1995), que eest8ociados direta ou
indiretamente ao complexo subsistema ecolégicdhdanélias. Nestes
microhabitats, formados, por exemplo, pelos verdasleaquarios das
bromélias, encontram-se as espécies que coabit@ndar entre si
relacdes de co-evolugcdo. Cada uma destas espéaigibuei, portanto,
com sua parcela para a manutencdo da estabilidstiesdecossistemas
florestais, em funcdo das especializacbes e admsaclimaticas
(Benzing, 2000; Martinelli, 2000, Aranda-Peres &Rguez, 2006).

A familia Bromeliaceae é composta por 58 género31e2
espécies e subespécies (Luther, 2008) e mais dadenetelas sao
epifitas (Martinelli, 2000). O génerd/riesea Lindley pertence a
subfamilia Tillandsioideae, que&ompreende 261 espécies e 44
variedades e formas (Luther, 2008), sendo que 3faslespécies sdo
endémicas do Estado de Santa Catarina (Reitz, 188&)e elas,
Vriesea reitzilLeme & Costa € uma bromélia nativa e ameacada da
Mata Atlantica de Santa Catarina (Figura 1A), caado em altitudes
entre 750m e 1200m (Baensch & Baensch, 1994) eomiedndo nos
ecossistemas da Floresta Ombréfila Mista (Leme &#&d 991).

Em bromélias, estratégias baseadas nas técnicasltdea de
tecidos vegetais podem possibilitar a propagacétasga escala, tanto
para a captura e fixacdo de ganhos genéticos feitaseornamentais,
quanto para a sua conservacdo. Alguns padrdes dpostas
morfogenéticasn vitro, observados e descritos em bromélias revelam
caracteristicas diferenciadas dos sistemas redstsratradicionais
baseados na organogénese e embriogénese sométies éfal., 2006,
Guerra e Dal Vesco, 2010). Estes sistemas regameraforam
definidos como culturas nodulares (CNs), as quaiesentam alto
potencial regenerativo, sendo ja descritos pa@nemsvriesea(Alves
& Guerra, 2001, Rech Filho et al., 2005: Alveslet2006 e Guerra &
Dal Vesco, 2010) e emnanas(Teng, 1997 e Firoozabady & Moy,
2004). Esta rota morfogenética, ao revelar caratitas distintas tanto
da organogénese quanto da embriogénese somati®,spo definida
como uma terceira rota da morfogénieseitro (George, 1993).
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Sistemas similares as CNs descritas em broméliaamfo
reportados emHumulus lupulus sendo denominados de culturas
nodulares organogénicas (Batista et al., 2000)oolps organogénicos
(Fortes & Pais, 2000; Forte et al., 2002). Por taslwrganogénicos
foram também descritos paPapulus euphraticdFerreira et al., 2009).
Porém, enDecalepis hamiltoniforam denominadas de calos nodulares
(Giridhar et al., 2004) e er8clerocarya birreaforam descritos como
nodulos meristematicos (Moyo et al., 2009).

A competéncia celular do explante em induzir esta®s
regenerativas depende da sua capacidade de respostasinais
extracelulares, entre eles a composicao basal aodeeultura, o tipo e
balanco dos fitorreguladores utilizados e ao antbida cultivo (Preece,
2008). Esta competéncia esta também associaddljdade dos tecidos
e Orgaos dos explantes (Gahan & George, 2008).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer e descreas
caracteristicas morfogenéticas de um sistema reggeme baseado na
indugdo, proliferacdo e desenvolvimento de CN \dereitzii em
diferentes meios de cultura e combinagdes dedijotadores.

MATERIAL E METODOS

Culturas nodulares (CNs) foram induzidas a parér lmhses
foliares de brotos d¥. reitzii cultivadosin vitro. Para isto, CNs foram
inoculadas em tubos de ensaio (22 x 150 mm) coatéBdnl de meio
de cultura composto pela formulacéo salina MS (shige & Skoog,
1962), vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 19543carose (30g L
) denominado doravante de meio MS basico (MSB)e Eseio de
cultura foi suplementado compM de ANA-acidoa-naftalenoacético e
2 uM de 2-iP-Ni(2-isopentenil) adenina. Em seguida, CNs foram
multiplicadas e mantidas em meio MSB geleificadoisento de
fitorreguladores, por dois subcultivos de 13 semarada, utilizadas
como fonte de explantes para este trabalho (Fi}. A8 condicbes de
cultivo seguiram os procedimentos descritos poeslet al. (2006). O
pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,5 asdesutoclavagem a
1,3 atm durante 16 min.

Regeneracdo de microbrotos— Avaliaram-se os efeitosle
diferentes combinagbes e concentracbes de fitderdgres
suplementados ao meio de cultura MS basico liquidodesenho
experimental seguiu um esquema fatorial (4x2) ciim tbatamentos:
quatro concentracoes de ANA (0, 2, 4 @M) em combinacdo com
duas de 2-iP (0 e gM) na forma de blocos completos casualizados
(BCC). Cada unidade experimental foi constituidacoeo tubos de
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ensaios (25 x 150 mm), contendo 15 ml de meio ttaraue inoculados
com aglomerados de CN com 0,132g +0,005g de me=sszafpor tubo,
sobre ponte de papel filtro com quatro repeticbaslos de massa fresca
das CNs, bem como o numero de microbrotos regeperémram
coletados ap6s 10 semanas de cultivo.

Alongamento de microbrotos -Experimento 1— Avaliou-se a
suplementacéo ao MSB liquido de diferentes conzeitis de AG-
acido giberélico. O desenho experimental foi unuestp fatorial com
32 tratamentos: quatro concentracbes de A8 5, 10, 15uM) em
combinacdo com os oito meios de cultura de origemsgio de
regeneracgéo), na combinacdo de quatro concentrded®NA (0, 2,4 e
6 uM) com duas de 2-iP (0 e 2M). Cada unidade experimental foi
constituida de cinco tubos de ensaios (22 x 150 comendo 15 ml dos
meios de cultura liquido e inoculados com 0,2g 20,8e massa fresca
de CN por tubo, sobre ponte de papel filtro, digpasm BCC com
quatro repeticbes. Dados de numero de brotos alosgaor classe de
altura de brotos e massa fresca das culturas medulaem como
microbrotos ndo alongados foram coletados aposmharsas de cultivo.

Experimento 2— Foram utilizados como fonte de explantes os
microbrotos ndo alongados (3-5 mm) do ensaio lbeutivados em
frascos de vidro com capacidade de 340 ml, contéBdnl de meio de
cultura liquido. O desenho experimental foi um esaai fatorial com 32
tratamentos, os mesmos utilizados no ensaio 1. Qaudade
experimental foi constituida de cinco frascos itados com
aglomerados de CN com 1,0g #0,01g de massa frescdragsco,
distribuidas em forma de BCC com trés repeticdaslo® de nimero de
brotos alongados por classe de altura de brotosssanfresca foram
coletados ap6s 10 semanas de cultivo.

Aclimatizagdo — Brotos alongados foram transferidos para
substratos compostos por uma mistura de substratmercial
PlantmaX, casca de arroz carbonizada e casca compostavaesar
(2:1:1 v/v) dispostos em bandejas de isopor comcEAflas. As mudas
foram mantidas em tlnel de nebulizagdo com irrigagéermitente. O
delineamento do experimento foi em BCC com 32 rnat#os,
mantendo os meios de cultura de origem descritags emsaios de
alongamento. Cada unidade experimental foi comfdtitude 8
aglomerados de brotos (media de 6-7 brotos/aglatopra trés
repeticdes. Dados de porcentagens de sobrevivémi@en coletados
apos 10 semanas.

Procedimentos Histoldgicos- Amostras representativas das
culturas nodulares foram coletadas em diferenteésgmes de cultivee
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fixadas por 24 horas em solucdo FAA 70%, (5% dmdddeido: 90%
alcool 70 °GL: 5% &cido acético) (v:v:v). Durantprocesso de fixacéo
0 material foi colocado em camara de vacuo. Emidagas amostras
foram desidratadas em série em série etilicasq@tgradual (70—96 %)
por 30 min cada. As amostras foram imersas em &olwdg pré-
infiltracao do Kit de historesina Leica® [50 mL dsina basica e 0,5 g
de perdxido de benzoila (ativador)] com etanol 4&%, v/v) por 16-18
h a 25 °C. Em seguida as amostras foram imersadeesolucdo de
infiltracdo pura durante 24h e incluidas em solug@adnfiltracdo com
Endurecedor Leica® (dimetil sulféxido) na proporg® 15:1 (v/v) e
orientadas em capsulas gelatinosas. Seccdes (5)7fquam obtidas
usando microtomo de rotacdo Slee Technik®, distlsdem laminas
com uma gota de agua e mantidas por 1-2h a tempedé 42 +2 °C.
Apoés a evaporacdo da agua foram coradas com azoluddina O a
0.05% em HO e os aspectos relevantes foram identificados e
fotografados usando camara DP 71 acoplada a migios8X-40 da
Olympus®.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) - Amostras
representativas das culturas vitro foram coletadas em diferentes
periodos e fixadas glutaraldeido (2.5 %) em tanfp&fato de sédio 0,2
M (pH 7,2) por 16-18 h a 25 °C. Em seguida as aia®$bram lavadas
por trés vezes em tampdo sem fixativo e desidragadaérie em série
etilica (etanol) gradual (10-100%), por 30 min cdtfa seguida foram
colocar em éter etilico (PA) e mantidas em freé2£ °C) por 24 horas,
procedimento utilizado para substituir o pontoicoitde CQ. Apds
evaporar o éter, as amostras foram montadas sopogtes de aluminio
(stub) com dimensdes de 9,5 de @ x 10 mm de atnledas com fita
carbono dupla face. Anteriormente as andlises asstams foram
mantidas em silica e metalizadas com uma fina cand®l ouro.
Imagens relevantes foram obtidas em microscépid-@&@odelo JSM-
6390LV a 10 kV.

Andlise estatistica -Dados de cada parametro foram submetidos
ao teste R, para verificar heterogeneidade das variancigs &iando
necessario os dados originais foram transformadodog (x+1) ou
(x+0,50° Estes dados foram submetidos & andlise da varianc
(ANOVA) e ao teste Student-Newman-Keuls (SNK-5%)sa@paracao
de médias usando Statgraphics software, versa®@dns quantitativos
foram avaliados pela andlise de regressdo de aamo Compton
(1994).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estabelecimento e manutencdo CNs sao definidas, neste
trabalho, como aglomerados de ndédulos organogétiGbgeis com
diferenciacao incipiente, coloragdo verde-amaretattanslicida, (Fig.
1B). Eventualmente as culturas revelam o desemwelvio incipiente
de microbrotos (Fig. 1C). Estas culturas foram mdastpor subcultivos
sucessivos por mais de dois anos em meio MSB gealéd e isento de
fitorreguladores e intercalados com a suplementagddNA (2 ou 4
UM e 2-iP (0 ou 2 pM). No entanto, o subcultivo#6,132g destas
CNs para meios de cultura MSB liquidos, suplemestarli ndo com
ANA e 2-iP e sobre ponte de papel filtro (Fig. 1Dgsultou na
proliferacdo de novas CNs (Fig. 1E). Estas cultuap8s seis semanas
em cultivo, apresentavam intensa proliferacéo, utextfridvel e
diferenciacao incipiente de microbrotos (Fig. 1F).

Rotas morfogenéticas semelhantes a do presentiesimbém
foram obtidas para outra broméliElandsia eizi), para a qual, culturas
com numerosas gemas adventicias e com alta cagaaéaproliferacao
foram mantidas em meio basal por mais de seis n{Pseeens et al.,
2006). EmHumulus lupulupequenos aglomerados diferenciaram-se em
nédulos organogénicos de coloracdo verde-amarelajosjuando
transferidos para meios de cultura liquido deseevam-se em
pequenos brotos (Batista et al., 2000)nducéo de nddulos a partir de
explantes foliares d€harybdis numidicdoi favorecida com o uso do
meio MS liquido suplementado com BAP (Kongbangledrdl., 2005).
Em Amorphophallus albusalos fridveis foram obtidos a partir de
segmentos de peciolo apds duas semanas em cuilturasposta ao
meio MS suplementado com ANA e BAP (Hu & Li, 20083, em
Helicteres isoraa inducdo de brotos adventicios ocorreu a paeir d
calos morfologicamente distintos apresentando taxjtanular em meio
de cultura suplementado com BAP e Kin (Shriramlgt2808). Em
Populus euphraticaa diferenciacdo de brotos adventicios foi obtida a
partir de nédulos organogénicos em meio MS supleadencom ANA
e BAP (Ferreira et al., 2009). O uso de ANA e Bambém induziu
aglomerados de nodulos meristematicos a partixdites foliares de
Sclerocarya birregMoyo et al., 2009).

Regeneracdo - Culturas com expressivaegeneracdo em
microbrotos foram observadas a partir da oitaveas@nem cultivo. Isto
foi observado principalmente em resposta ao usondm de cultura
MSB liquido suplementado com ANA (2 uM) e 2-iP (Ruapés 10
semanas em cultivo (Fig. 1G). Ap6s 21 semanas remmaneio de
cultura observou-se uma intensa e sincronica prafio de
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microbrotos (Fig. 1H), os quais apresentavam tamanédio entre 3 a
5 mm (Fig. 1I).

O padréo morfogenético associado a inducdo e @ratifio de
CN observado no presente trabalho culmina com endetvimento e
regeneracdo em grande escala de microbrotos quigerv@ara brotos
completos. Estas caracteristicas parecem ser eetesrna culturan
vitro deV. reitzii. e foram descritas também para este mesmo gémero e
outros trabalhos (Rech Filho et al., 2005 e 200Q@e#\ et al., 2006,
Guerra & Dal Vesco, 2010). Ainda de acordo estésras, o padrdo de
coloragao e textura é modulado pela composicédo €io e cultura
utilizado na fase de inducdo. Com base na compat&agenerativa
destas CNs elas se configuram em excelente formrge ggroducéo
massal de mudas em larga escala e a baixo custejpptmente,
guando associado ao uso de biorretores (Paek 2085b).

CNs com expressivas taxas regenerativas média®,8evizes
em relacdo ao inoculo inicial foram observadas esposta ao meio de
cultura MSB liquido, suplementado com diferenteacentracfes de
ANA em combinacdo com 2-iP (Tabela 1). Com basatmero médio
total de microbrotos regenerados neste ensaio,r@ecpes médias
estimadas permitem inferir uma producgéo de 3.3@@smicrobrotos/g
de CN apo6s 10 semanas em cultivo. Observou-se targbé a maior
eficiéncia regenerativa (12,4 vezes) e o maior manmestimado de
microbrotos (5.329 microbrotos/g de CN) ocorreram mesposta ao
emprego do meio de cultura MSB suplementado codiNik e 2-iP (2
UM cada).

Alta eficiéncia regenerativa (11,3 vezes) e elevainero médio
de brotos regenerados por grama de CN inoculad2,g32rotos/g)
também ocorreram em resposta ao emprego do mednltga MSB
suplementado com 2 uM de 2-iP (Tabela 2). O modabkdratico da
analise de regresséo foi 0 que melhor descrevealagéo da eficiéncia
regenerativa e do nimero médio de microbrotos eposta ao uso de
2-iP combinado com ANA (Fig. 2A e B). Observou-ambém que o 2-
iP (2 uM) suplementado ao meio MSB proporcionowa aiaxa
regenerativa e maior nimero de microbrotos, quaondwgarado com o
meio de cultura isento deste fitorregulador (Fi§).2Para o fator
suplementacdo de ANA ao meio MSB, o uso de 4 ouMV2deste
fitorregulador resultou em maiores taxas médiasratgneracdo de
microbrotos (339,4 e 327,9 brotos/g, respectivag)enEstas taxas
regenerativas diferenciam-se significativamente(p¥) em relagdo ao
uso do meio de cultura MSB isento ou suplementamo 6 pM de
ANA, apés 10 semanas em cultivo (Tabela 3)
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Figura 1. Estabelecimento e multiplicacdo de -culturas nadala(CNs) e
regeneracdo de microbrotos Weiesea reitziiem meio de cultura MS liquido
suplementado com ANA e 2-iR) Planta matriz, detalhe da inflorescén@&@;CN

de coloragdo verde amarelada cultivadas em meioutftera MSB geleificado e
isento de fitorreguladores €) CN com indugé@o de microbroto®) CNs utilizadas
como in6culo para a multiplicagdg) Proliferacdo das CNs apoés trés semanas de
cultivo; F) Apds seis semanas em cultivo, com as CNs de gdloreerde e inicio
da indugdo de microbrotos (setall Regeneracdo mdltipla de microbrotos em
meios de cultura com ANA e 2-iP (2 uM cada):Apo6s 10 semanas em cultivd)
Desenvolvimento de microbrotos em grande escala apGemanas em cultivo, €;
1) Detalhe dos microbrotos regenerados com tamankd@reéatre 3 a 5mm Barra: =
5mm.
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Tabela 1.Eficiénciaregenerativa de CN dériesea reitziiem relagdo a massa fresca
inicial e final (g) e o nUmero médio estimado denotrotos/g de CN inoculada em
meio de cultura MS suplementado com ANA (0, 2,64u81) e combinados com de
2-iP (0 e 2uM), ap6s10 semanas em cultivo.

Fitorregulador Massa fresca (g) Eficiéncia Totalde  N° estimado de
ANA (iM) 24P (M) Inicial Final regenerativa micro brotos microbrotos/g
regenerados CN

0 0 0,12¢ 1,407 9,9 (#1,7 306,5 (25 2.376 (+151
2 0 0,131 1,33¢ 9,2 (1,3 345,8 (42 2.640 (+267
4 0 0,132 1,43¢ 9,9 (0,4 425,2 (+38 3.221 (+295
6 0 0,132 1,29¢ 8,8 (0,8 284,7 (92 2.156 (617
0 2 0,13¢ 1,437 9,7 (2,1 342,8 (74 2.558 (547
2 2 0,13: 1,781 12,4 (1,8 708,7 (82 5.329 (506
4 2 0,131 1,64¢ 11,6 (1,5 632,0 (32 4.824 (+288
6 2 0,131 1,59¢ 11,2 (¥2,7 4275 (+88 3.263 (+751
Média 0,132 (+0,005) 1,493 (+0,21) 10,3 (+1,5)  434,1 (+59) 28® (+428)

* Média de quatro repeticBes. Valores nado sigrifice segundo a ANOVA.
Eficiéncia regenerativa = (Massa final — MassaiatitMassa inicial. Média (
desvio padréo).

Tabela 2. Eficiéncia regenerativa das CNs e nimero médio derobrotos
regenerados/g de CN dériesea reitziiem resposta ao meio de cultura MS
suplementado com 2-iP (0 qi®1) apds 10 semanas em cultivo.

2-iP M) Eficiéncia regenerativa N°. de microbrotos/g
2 11,3 A 3226 A
0 9,7B 2478 B
Média 10,5 285,2
CV (%) 16,7% 23,4%

Média de quatro repeticbes. Médias seguidas daslaliferentes indicam valores
que diferem para o teste SNK (5%). Eficiéncia regativa = (Massa final — Massa
inicial)/Massa inicial.

Os diferentes potenciais de regeneracéo de brdien#ciosin
vitro estdo relacionados as caracteristicas da espaéociesistema
regenerativo e a composicao do meio de culturar@ge& Debergh,
2008, Preece, 2008). Assim, considerando a produigobrotos
adventicios deCharybdis numidica o maior numero de brotos
adventicios regenerados/g de CN foi obtido em meioultura MS com
ANA e BAP (Kongbangkerd et al., 2005). EHovenia dulcis altas
taxas regenerativas de primdrdios caulinares d jpiertcalos nodulares
foram obtidas em meio de cultura MS suplementadm &iP. O
subseqliente desenvolvimento dos microbrotos foidobtom a
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transferéncia dos mesmos para meio isento dedfoladores (Jeong et
al., 2009). EmSclerocarya birreaa alta freqiiéncia de regeneracédo de
brotos adventicios foi observada a partir de n&laieristematicos em
resposta ao meio de cultura WPM suplementado conf B¥n
combinacdo com ANA, AIB ou AIA (Moyo et al., 2008ntretanto, em
Daucus carotasubsp.halophilus o incremento do nimero de brotos
regenerados ocorre com 0 aumento dos niveis de BAReio de
cultura a partir de calos organogénicos em doitozicle cultivo
(Tavares et al., 2010).
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Figura 2. A) Evolucédo da eficiéncia regenerafives B) Nimero médio de brotos
regenerados/g de CN dériesea reitziiem resposta ao ANA (0, 2, 4 eud),
suplementado ao meio de cultura MS apés 10 sentgnesltivo. Média de quatro
repeticbes’ Eficiéncia regenerativa = (Massa final — Massaiatj/Massa inicial.

Alongamento de microbrotos -O alongamento dos microbrotos
ocorreu em resposta ao subcultivo para meio derreuMSB liquido,
suplementado com AQFig. 3A). O uso de = 0,2g de CN por tubo de
ensaio, sobre ponte de papel filtro, resultou magdmento sincrénico
de brotos ap6s 10 semanas de cultivo (Fig.3A -& 18 uM). Por outro
lado, 0 uso do meio MSB isento de A@romoveu uma continua e
sincrdnica regeneracao de novos microbrotos (Y. 3
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Figura 3. Desenvolvimento de brotos a partir de culturasutevds (CNs) de
Vriesea reitziicultivados em meio MSB liquido suplementado ou c@im AG: A)
Regeneracdo de microbrotos em tubo de ensaio, pohte de papel filtro, em meio
MSB liquido isento de Ag e alongamento sincronizado de brotos em meio
suplementado com 5, 10 e 15 uM de;AB-C) Brotos cultivados em frascos de
vidro (340 ml) contendo meio liquid®) Alongamento sincrdnico dos brotos em
meio MSB com 10 pM de AL Observar também a regeneragdo repetitiva de
microbrotos eC) Mortalidade das culturas em meio suplementado tomM de
AGg; D) aclimatizacdo das mudas em substrato em bandéjapte de 128 células,
apods cinco semanas [E) Desenvolvimento das mudas em vasos ap6s 20 semanas
em ambientex vitra Barra: 1 cm.
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No ensaio 2 o cultivo em frascos de vidro de 34Ccomh uma
quantidade de indculo maior (+ 1g de CN/frascoultaeam em um
intenso desenvolvimento dos microbrotos (Fig. 3B{)meio MSB e
isento de AG resultou no alongamento dos microbrotos, quando
comparado aos resultados obtidos com o0 uso de tib@nsaio. Um
intenso e sincrénico desenvolvimento de brotosrecoem resposta a
suplementacdo ao meio MSB com 10 uM de; Adg. 3B). Por outro
lado, o cultivo dos microbrotos em MSB suplementedm 15 pM de
AG3; promoveu maior mortalidade das culturas (Fig. 3dém disto,
em frascos de vidro e reduzidas quantidades deulmdmarecem ser
mais sensiveis as oscilagdes térmicas da salalti chssociados a
estes eventos, o fator concentracdo dos fitorrdgtds pode
potencializar a mortalidade das culturas, tal cdoioobservada em
resposta ao uso de 15 pM de AG

Tabela 3. Taxa de eficiéncia regenerativa, namero médio derofrotos
regenerados/g de CN dériesea reitziiem resposta ao ANA (0, 2, 4 eud/),
suplementado ao meio de cultura MS apés 10 sensamasiltivo.

ANA (pM) Eficiéncia N°. de
Regenerativa microbrotos/g

4 10,8 A 339,4 A

2 11,3 A 3279 A

6 10,1 A 2453 B

0 99A 2282 B
Média 10,5 285,2
CV (%) 16,7% 23,4%

Média de quatro repeticdes. Médias seguidas dasletiferentes indicam valores
que diferem para o teste SNK (5%). Eficiéncia regativa = (Massa final — Massa
inicial)/Massa inicial.

A evolucdo do niumero médio de brotos alongadogfidé&ncia
regenerativa e da altura média dos brotos dos etaios expressou
valores de 7 significativos. O modelo quadréatico foi 0 mais quisdo
para explicar a evolugdo destes dados em respasatiferentes niveis
de AG;, suplementado ao meio MSB (Fig. 4A-B), bem comas d
combinacdes dos diferentes niveis de ANA e de iffementados ao
meios MSB (Fig. 4C-D).

Observou-se também que o numero médio de micrabroto
alongados aumentou concomitantemente ao aumenoantracdo de
AG; até 10 uM (Fig. 4A). Por outro lado, a eficiéncegenerativa
medida em massa fresca das CNs diferenciadas samadasa fresca
dos microbrotos regenerados e néo alongados, dearesm o aumento
da concentracdo de AGAssim, o0 meio de cultura MSB isento de AG
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foi 0o que resultou em eficiéncia média regeneratnaas elevada (7,3
vezes) (Fig. 4B).

Neste sentido, as derivagbes das equacdes e sogsOps
tedricas (Fig. 4A) revelam que a producao maxinmeresla é de 319
brotos alongados/g de CN em resposta a concentaedn8 UM de
AG;. Portanto, quando os 12,4 g das CNs, obtidas nm e
regeneracdo sdo subcultivados neste meio de gybiodiam ser obtidos
3.956 novos brotos alongados apdés 10 semanas etmoculsto
representa uma taxa efetiva de aproximadamentedts¥nicrobrotos
inicialmente obtidos no meio de cultura de regeg@rg5.329 brotos),
que podem ser convertidos em brotos, para cad&atdede 10 semanas
de cultiva Considera-se também que, a partir dos 3.956 brotos
alongados e a possibilidade de serem feitas, emiaméd,
subcultivos/ano, isto representa mais de 20.00@b&Eno para cada
gramas de CN inoculadelm subsequente subcultivo destes brotos em
MSB isento de fitorreguladores ou suplementado A&y (5 a 10 uM)
resulta em brotos aptos a serem aclimatizados eésnhz8 semanas de
cultivo.
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Figura 4. A-B) Evolucdo da taxa média regenerativa de dois st partir de
clusters de microbrotos d€riesea reitziiem resposta ao meio de cultura MS
suplementado com AG(0, 5, 10 e 15uM):;; A) Numero médio de brotos
alongados/g de CN &) Eficiéncia regenerativa das culturas nodularesturaal
(cm); C-D) Evolucédo da taxa regenerativa de CN em respostaeém de cultura de
origem, MS suplementado com ANA (0O, 2, 4 @N8) combinado com 2-iP (0 e 2
uM), C) Evolugédo do nimero médio de brotos alongados/ghle;@) Eficiéncia
regenerativa, 10 semanas em cultivo. * Média detrqueepeticfes. Eficiéncia
regenerativa = (Massa final — Massa inicial)/Madagaal.
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O alongamento dos brotos produzidas vitro varia
consideravelmente para cada espécie de plantamakywapresentam
brotacbes que permitem individualizar as micro@stadurante o0s
subcultivos ou enraizamento e em outras espécikes gp&esso de
ramificacbes ou dominancia, por exemplo, podem saptar
dificuldades de alongamento (George & Debergh, RON8 presente
trabalho, as altas taxas regenerativas e o0 modeto base em
microbrotos tém demonstrado que o0 uso dez ABS subcultivos
incrementa a taxa de alongamento e reduz o tempeuttivo. Da
mesma forma o uso de AGm meio de cultura MS favoreceu o
alongamento dos brotos adventiciosMiglothria maderaspatanapos
uma semana de cultivo (Baskaran et al., 2009). Bst#uicdo dos
fitorreguladores de inducdo e multiplicacdo porsAG0 uM) foram
necessarios para promover o alongamento sincranas! microbrotos
de V. splendensibrida originados de meios de cultura contendo TDZ
(Guerra & Dal Vesco, 2010).

Aclimatizacdo - Brotos alongados e originados dos diferentes
meios de cultura MSB suplementados comzA@am aclimatizados
com sucesso. Brotos maiores do que 3,5 cm, quaadsptantados para
uma mistura de substratos comerciais em bandejésoper com 128
células, mantidas em tanel com nebulizacdo intertét mostraram
100% de sobrevivéncia, independente do tratamentwigem (Fig 3D,
dados ndo mostrados). Mudas aclimatizadas, quaadsptantadas para
vasos com o mesmo substrato e mantidas em viveino 50% de
sombreamento apresentaram um bom desenvolvime@so2@psemanas
(Fig. 3E).

Andlises histologicas e estruturais -Andlises de imagens
obtidas em MEV mostraram que as CNs\Weeitzii apresentavam-se
menos diferenciadas, mantendo, porém alta capacidegenerativa
(Fig. 5A). Observou-se também nestas culturas ac#wl de nodulos
que se aglomeravam em pequenos macicos (Fig. 5Bin c
caracteristicas de textura friavel, de forma glabué de intensa
proliferacdo conforme descrita na analise morfaég{Fig. 1B-F).
Seccdes destas CNs coradas com azul de Toluidirev&daram uma
intensa proliferagdo celular, com formagdo de ast@s nodulares
multiplas (Fig. 5C). Estas estruturas originavamaspartir de zonas
meristematicas, que evoluiram para nddulos conogeome definida,
apos trés semanas de cultivo (Fig. 5D).

A permanéncia destas culturas por seis semanasuHivos
revelou em imagens de MEV, a proliferacdo de cadtusecundarias
com textura granular (Fig. 5E). Em outras cultwobservou-se também
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a formacao de n6dulos meristematicos (Fig. 5F)f@raacao multipla
de nddulos, diferenciando-se pela organizacao comigacta (Fig. 5G).
A partir destes nédulos observou-se o desenvolhtimda primordios
foliares (Fig. 5H). Em secc¢des histologicas sdoetaglos também
neste mesmo estadio de desenvolvimento a organpizigineristemas
caulinares (Fig. 5I), formando novos aglomeraddsla®s compostos
de células pequenas e isodiamétricas. Subsequerieefoe observado
também o desenvolvimento de meristemas multiplddeagiando a
diferenciacdo dos primordios foliares, apds seimasms em cultivo
(Fig. 5J).

Por outro lado, o subcultivo destas CNs em MSBidigsobre
ponte de papel, revelou caracteristicas especifieadesenvolvimento
gque determinam a proliferacdo das CNs até a reggier de
microbrotos. Nas primeiras trés semanas de cultibserva-se em
seccOes histoldgicas a existéncia de trés difesaramadas de células:
1) camada central é composta por um grupo maiocéelas de
diferentes tamanhos e n&o organizadas; 2) na regé® externa um
grupo de pequenas células mais adensadas e istritasy@enominado
de zona meristemética e; 3) regido externa com renafgio da
protoderme e a organizacdo de estruturas globutaresterizada neste
trabalho como CN (Fig. 5D). Subsequentemente, eptesessos
evoluem para a formacgéo de estruturas globulardiptag, seguido da
formacgéo de meristemas caulinares e 0 desenvoltantenparte aérea,
denominadas neste trabalho de microbrotos ou beatesnticios (Fig.
BK, L). Através de imagem emEV pode-se observar o inicio de
alongamento dos microbrotos com 8-10 semanas tieoc(iig. 5M).

Os eventos estruturais descritos no presente li@b&mbém
foram observados a partir de analises histologéra¥. friburguensis
var paludosa(Alves & Guerra, 2001), e. reitzii (Alves et al., 2006).
Estas caracteristicas, portanto, se configuram coatsdo no género
Vriesea (Guerra & Dal Vesco, 2010). Contudo, no preserdbaiho
foram utilizados de forma inédita técnicas de MEatapestudar a
histodiferenciacdo das CNs ér reitzii. Neste contexto, os eventos da
morfogénesen vitro observados nas CNs 8k reitzii se assemelham
aos observados nos primeiros estadios da embrisgésematica.
Assim, no presente trabalho foi possivel observiorimacdo de uma
estrutura alongada (Fig. 51), morfologicamente lsimao coledptilo
caracteristico de monocotiledéneas (Gahan & Ge@ffif).
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Figura 5. Analise histolégica e estrutural de CN d8esea reitzii A-B) Imagens
emMEV mostrando CN em proliferacdd) CN pouco diferenciadd) Detalhe do
inicio da formagao de nédulos meristematicos nidgpier das CNsC) Secao de CN
friavel em proliferagdo apos trés semanas em cukiyD) Detalhe do grupo de
células em proliferagdo (zona meristematica-setaforenacdo nodulos com
protoderme definida (seta$);G) Imagens geradas eMiEV mostrandoE) CN em
proliferacdo secundaria;F) CN com inicio de organizacdo de nddulos
meristeméticoss) Detalhe da indugéo de nddulos multiplosig Desenvolvimento
de primérdios foliared:L) Secao histol6gica mostranddp:Detalhe da organizagao
de meristemasj) Desenvolvimento de meristemas mlltiplos e difepdo dos
primordios foliares;K) Desenvolvimento de microbrotos k) Diferenciacdo de
microbrotos com 4-5 par de pequenas folhas (seta$)) Imagem emMEV
mostrando inicio de alongamento dos microbrofigeviaturas: mc - meristema
caulinar;pf- primérdio foliar;zm zona meristematica}-protoderme;\- tecido.vascular.
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Contudo, este padrdao morfogenético originado das GalV.
reitzii se relaciona com a formacgéo de eixos caulinarepatares em
contraste com o padréo bipolar de formagcdo em éedrsomaticos
(von Arnold, 2008). Da mesma forma dPelargonium x hortoruna
inducdo de estruturas semelhantes a embrides somatie forma
globular, porém, em analise histolégica nao foi eobsda a
caracteristica bipolar e sim somente a formagédo ndwistemas
caulinares (Haensch, 2004). Por outro lado, Bmcarota subsp.
halophilus a rota da morfogénesevitro € modificada da organogénese
para a embriogénese somaticas, com a inducdo deoigdnogénicos
originados a partir da base dos brotos e, de @atheidos a partir de
segmentes de cotilédones quando cultivados em meiocultura
suplementado com BAP e 2,4-D, respectivamente (€awt al., 2010).

Os eventos morfogenéticos associados as CNs pdrasou
espécies foram também caracterizados tanto por MigMinto por
andlises histologicas. Tais eventos foram obsessado H. lupulus
(Batista et al., 2000, Forte & Pais, 2000, Fortalet2002, 2004), em
Pinus banksiangPelletier & Laliberté, 2000), erBucalyptus globulus
(Trindade & Pais, 2003), na bromél@dlandsia eizii (Pickens et al.,
2006), em Amorphophallus albus(Hu & Li, 2008), em Populus
euphratica(Ferreira et al., 2009) e e8tlerocarya birreaqMoyo et al.,
2009).

Em conclusdo, os resultados obtidos no presentealii@a
evidenciam que as CNs dk reizii se configuram morfogenéticamente
em uma rota regeneratiravitro intermediaria entre a organogénese e a
embriogénese somatica. Este modefo vitro apresenta elevado
potencial regenerativo para a propagacao em lagmaede bromélias
ornamentais e/ou ameacadas de extingdo, comosoae¥. reitzii
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8. CONSIDERAGOES FINAIS

Sistema regenerativo enB. zebrina- Os resultados obtidos com
esta espécie mostram que o sistema regenetiativiro baseado na
inducao, proliferacdo e desenvolvimento de CN &imgiro descrito
para esta bromélia. Esta espécie, ademais de geatémcia ecoldgica
Nno seu ecossistema natural, apresenta grande pot@mamental.

O sistema regenerativan vitro baseado na inducédo e
desenvolvimento de culturas nodulares possibildomanutencdo das
culturas com baixo nivel de diferenciacdo por lotgmpo e mostra
elevada eficiéncia regenerativa com vistas a pragig massal. Este
sistema apresenta também alto potencial para sswiio modelo de
estudo de histodiferenciacdo, desenvolvimento enegcéo de brotos e
para a conservacao vitro e/ou criopreservagao da espécie.

As diferencas morfolégicas das culturas nodularetdoe
associadas, especificamente, a cada tipo, con¢édateacombinacéo de
fitorregulador utilizado no meio de cultura.

A integracdo do sistema de regenerag@ovitro baseado em
culturas nodulares com a analise da genética mategsando a técnica
de AFLP mostrou-se eficaz. A reprodutibilidade, levado nivel de
polimorfismo detectado e a grande quantidade dgrfeatos do genoma
fazem desta técnica uma ferramenta robusta parandlisen da
diversidade genética visando a conservagagitu e ex situe/ou a
comprovagdo da fidelidade clonal, dependendo dgstivds a serem
alcancados.

Sistema regenerativo emV. reitzii - O sistema regenerativo
desta espécie mostrou ser de alta eficiéncia. Bedeplicado para a
regeneracam vitro de bromélias em larga escala ou para a conservagao
in vitro desta bromélia ameacada de extincdo e com alengat
ornamental. Além disto, € um modelo para estudssoligicos e
anatémicos da histodiferenciagédo de cultura noésilar

Os diferentes padrdes morfogenéticos e taxas decéiod e
proliferacdo das CNs observados a partir de sesertvrases foliares de
V. reitzii estdo associados, especificamente, aos tiposemivacoes e
combinacdes de cada fitorregulador testado, beno éecondicdes de
cultivo.

Um processo regenerativo de CN eficiente pé&fra reitzii
associados ao uso do meio de cultura MSB supled@m@am ANA e
2-iP (2 UM cada) resulta em 12,4 g/g de CN. Atraleprojecbes desta
eficiéncia associadas ao subcultivo destas 12,4 CH em MSB
suplementado com AGJ10 uM), podem ser obtidos mais 3.900 brotos
alongados ap6s 10 semanas de cultivo. Isto repieesara eficiéncia de
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75% de brotos alongados dos mais de 5.300 micgigptde CN
obtidas na etapa de regeneragdo. Considerandortamlbéorréncia de
5,2 subcultivos/ano, podem ser obtidos mais de 0RO.@rotos
alongados/ano por grama de CN inoculada.

Com base nas avaliagbes estruturais pode-se coanpgoe as
CNs se configuram em uma rota regeneratiwatro intermediaria entre
a organogénese e a embriogénese somatica. Estaasiapresenta alta
eficiéncia regenerativa e baixo custo.

Portanto, este modelo morfogenéfico, associadoemanfientas
moleculares, tal como, o uso de marcador AFLP aaramprovacgéo da
fidelidade clonal, pode ser empregado em sisterofalisicas para a
producdo de mudas em grande escala de broméliamteiesse
ornamental ou de conservacao.
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