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RESUMO

Na época do descobrimento, a Mata Atlantica abrangia uma area de
1.227.600km2; atualmente os seus remanescentes ndo passam de 8% do original. A
floresta foi destruida para fins madeireiros, para dar lugar a agricultura e para o
"progresso das cidades". Outra problematica enfrentada no Estado de Santa Catarina
foi a instalagdo de usinas hidroelétricas, atividade que, por devastar grandes areas,
altera o ecossistema natural. No Brasil a maior ocorréncia de bromélias situa-se no
dominio da Mata Atlantica, cujo processo de devastagdo, aliado ao endemismo,
ameaga de extingio um grande numero de espécies. Dyckia distachya ¢ uma bromélia
endémica da regido oeste do Estado de Santa Catarina, onde se formou o reservatorio
da Usina Hidroelelétrica de Ita, sendo listada na categoria de sério risco de exting#o.
Neste sentido, técnicas de cultura de tecidos vegetais, com énfase a conservagéo sdo
técnicas de grande aplicabilidade. Assim, este trabalho procurou desenvolver
metodologias para micropropagagdo massal, visando principalmente a conservagdo de
germoplasma de Dyckia distachya, tendo como base a utilizagdo de sementes como
explantes, objetivando a manutengéo da estrutura genética original dessas populagdes.
Num primeiro sistema, duas formas de cultivo in vitro foram testadas. Quando
sementes foram inoculadas em meio de cultura MS, liquido, suplementado com BAP
(20uM), obteve-se 78,93 brotos por grama de indculo aos 120 dias de cultivo. Neste
mesmo meio de cultura, suplementado com BAP (1uM) foram induzidos 20,30 brotos
por explante. Quando plantulas foram utilizadas obteve-se a indugéo de 133,58 brotos
por explante em meio de cultura MS, suplementado com ANA (2uM); BAP (4uM);
PBZ (6uM) em fase liquida, no quarto subcultivo aos 142 dias de cultura. Assim €
perfeitamente possivel a obtengdo de mais de 900 plantulas apos 120 dias de cultivo.
Com a utilizagdo de um sistema de enraizamento in vitro na presenga de AIB
(12,5uM) pode-se induzir enraizamento em mais de 94% dos explantes, os quais
mostraram 5,13 raizes por plantula e comprimento médio de 15,34mm. Com isso,
quando aclimatizadas mais de 92% destas plantulas sobreviveram a campo apds 120
dias. O enraizamento ex vitro, induziu a formacdo de raizes frageis e em pequeno
numero, observando-se menor taxa de sobrevivéncia, a qual n3o passou de 80%.
Em um segundo sistema morfogenético, diferentes explantes foram utilizados para a
indugdo embriogenética, sendo que os embrides zigdticos mostram-se mais eficientes.
Neste sentido pode-se observar taxas de indugdo acima de 59% com formagédo de mais
de 160 embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento por placa
quando embrides zigdticos foram inoculados em meio de cultura MS, gelificado e
suplementado com Picloram (1uM) + KIN (1uM). Resultados inferiores foram obtidos
quando a auxina utilizada foi o 2,4-D. Nao foi possivel a conversdo destes embrides
somaticos em plantulas.. Este trabalho ainda descreve um sistema de conservagdo de
germoplasma onde plantulas podem ser mantidas in vifro, em sistema livre de
contaminantes € com repicagens em tempos superiores a 90 ou 120 dias.

Palavras-chave: bromélias, Dyckia distachya, organogénese, embriogénese, conservagio de
germoplasma.
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ABSTRACT

At that time of the contact, the Atlantic Forest covered an area of
1.227.600km2. Nowadays the remnants are restrict to an area of 8% of the original
one. The deforestation was caused by lumber production, agricultural practices and to
get place to the "progress of the cities". Other problem faced in the State of Santa
Catarina was the installation of hydroelectric power, activity that alters the natural
ecosystem. In Brazil the Atlantic Forest Domain is the main biome in which
bromeliads occurr, whose devastation process together with the endemism, threaten a
great number of species. Dyckia distachya is an endemic bromeliad of the west region
of Santa Catarina State, being classified in serious risk of extintion. Tissue culture
techniques are consideres a valuable tool for the mass propagation and conservation of
endangered germoplasm. The overall aim of the present work was to establish
micropropagation protocols for the conservation of this species, using mainly seeds as
explants in order to assure de maintenance of the original genetic structure of natural
populations. Two systems were used for the in vitro culture of Dyckia distachya. In a
first system, when seeds were used as explant in a basal MS liquid culture medium,
suplemented with BAP (20uM) the regeneration rate was 78.93 shoots per gram of
original inoculum after 120 days in culture. With the same basal medium, suplemented
with BAP (1uM) the regeneration rate was 20.30 shoot per explant When plantlets
were used as explants the regeneration rate was it was 133.58 shoots per explant in
basal MS liquid culture medium suplemented with NAA (2uM); BAP (4uM); PBZ
(6uM) 1n the fourth subculture. Thus it was possible to obtain more than 900 plantlets
after 120 days in culture. For in vitro rooting the basal MS culture medium
suplemented with IBA (12.5uM) resulted in 94% of rooting with an average of 5.13
roots per plantlets, a root length of 15.34mm, and a 92% survival rate after
acclimatization. The ex vitro rooting induced the formation of fragile, low number
roots with a 80% survival rate. In a second morphogenic system, different explants
were used for the embryogenetic induction, being the zigotics embryos the most
responsive one. Embryogenic induction rates above 59% with the average formation of
160 embryos/plate in different developmental stages were observed in the semi-solid
MS culture medium supplemented with Picloram (1uM) plus KIN (1uM). Low rates
of embryogenic induction were obtained when the auxin source was 2,4-D. This work
also describes a protocol for germoplasm conservation where the plantlets can be
maintained /n vitro, subcultures periods superior to 120 days.

Key-words: bromeliads, Dyckia distachya, organogenesis, embryogenesis, germoplasm conservatrion.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As bromélias sdo plantas tipicas do Continente Americano,
provavelmente originarias do topo dos Andes. Suas espécies espalharam-se no
decorrer dos milénios e alcangaram as florestas tropicais ha cerca de 200.000 anos
(Benzing, 2000). Nao se sabe com clareza qual a amplitude da familia Bromeliaceae,
cujo namero de espécies varia de 2000 a 3000 (Mercier & Kerbauy, 1997; Bemnardello
et al., 1991; Leme, 1984; Reitz, 1983), todas elas nativas do Continente Americano,
com excegdo de uma unica espécie, Pifcairnia feliciana, que ocorre no oeste Africano
(Bemardello et al., 1991; Leme, 1984). As bromélias, tanto terrestres quanto epifitas,
sdo encontradas até mesmo nas regides mais desertas e secas do mundo, assim como
observado por Rundel & Dillon (1998) no deserto do Atacama e Pernano.

As regides mais ricas em bromélias do mundo sdo o México, as
Antilhas, a Costa Rica, os Andes Colombianos, o Pern, o Chile e especialmente o leste
e sul do Brasil (Rauh, 1990), em qual pode-se encontrar 700 espécies, todas
exclusivas.

A familia Bromeliaceae € subdividida em trés subfamilias. A primeira
delas,‘Pitcairrﬂoideae ¢ composta por 13 géneros e 750 espécies (Rundel & Dillon,
1998), englobando, entre outras, os géneros Puya, Dyckia e Pitcairnia (Mercier &
Kerbauy, 1997). Atualmente a subfamilia Pitcairnioideae ¢ considerada como a mais
primitiva (Galetto & Bernardello, 1992; Bernardello et al., 1991; Leme, 1984; Medina
& Troughton, 1974), porém Rundel & Dillon (1998) discutem que, embora
controvertidos, os recentes estudos moleculares sugerem que as Tillandsioideae sejam
as espécies basais e que as Pitcairnioideae e as Bromelioideae sdo as irmds mais
evoluidas. Aproximadamente todas as espécies que pertencem a estes grupos de
plantas sdo terrestres ou saxicolas e muitas delas estdo sendo usadas como plantas
ornamentais. A dispersdo das Pitcairnioideae acontece através do vento, via sementes
aladas (Fischer & Araujo, 1995).

As espécies da subfamilia Tillandsiodeae possuem sementes
plumosas, sendo também dispersas pelo vento (Fischer & Araujo, 1995). Composta

por seis géneros € 810 espécies (Rundel & Dillon, 1998), essa subfamilia apresenta em
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sua maioria espécies epifitas, no entanto as do género Alcantarea sio todas terrestres e
saxicolas, e nesta, os géneros 7illandsia, Vriesea e Guzmania sdo os mais explorados.

Ja a subfamilia Bromelioideae, é composta por 27 géneros e 536
espécies (Rundel & Dillon, 1998), sendo o género Neoregelia o mais importante
comercialmente (Reitz, 1983). Estas sdo predominantemente epifitas com frutos em
forma de baga e sementes dispersas por animais (Fischer & Araujo, 1995).

No Brasil, onde incidem 45% das espécies, o principal centro de
origem e disseminagdo situa-se no dominio da Mata Atlintica, cujo processo de
devastagdo, aliado ao endemismo, ameaga de extingdo um grande niimero de espécies
(Alves, 2000). Carneiro et al. (1999), descrevem que muitas espécies de bromélias
podem estar em extingdo, visto que seu habitat natural estd sob intensa pressdo das
atividades humanas, sem contar que elas sdo extensivamente e ilegalmente coletadas
para suprir o mercado de design paisagistico.

Reitz (1983), lista a presenga de 140 espécies de bromélias no
dominio da Mata Atlantica. Klein (1990), descreve que mais de 30 destas espécies
estdo em processo de extingdo, incluindo-se nesta lista quatro espécies do género
Dyckia, inclusive Dyckia distachya. Frente a este agravante, ¢ de extrema importincia
a necessidade da criag@o de programas de conservagdo de germoplasma e propagacio
massal das diversas espécies (Alves, 2000; Carneiro et al., 1999; Mercier & Kerbauy,
1995).

Atualmente a Mata Atlantica € um dos biomas mais ameagados de
destrui¢do no mundo (Heringer & Montenegro, 2000), ndo sendo mais uma floresta
homogénea (Figura 1-B e C), e os fragmentos remanescentes ndo excedem 8% da area
original. Visto que as bromélias sdo, em sua maioria, endémicas, com a destrui¢do de
seus habitats naturais e o aumento da populagdo humana, bem como com a agdo
indiscriminada do homem sobre o meio ambiente, elas correm sérios riscos de
extingdo (Carneiro ef al., 1999; Almeida et al., 1998).

Originalmente a Mata Atlantica se estendia do Estado do Rio Grande
do Norte ao Rio Grande do Sul, alcangando uma area de 1.227.600km> ou 12% do
territorio brasileiro (Heringer & Montenegro, 2000). Sendo estas regides altamente
demograficas, com uma alta densidade urbana (343% da populagdo brasileira)

(Fonseca, 1985), a Mata Atlantica foi desmatada e queimada para dar lugar aos
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“avangos” das cidades, o que fez restar de 5 a 12% de sua area original. Os poucos
1solados remanescentes encontram-se espalhados por uma paisagem dominada por
pastagens e atividades agricolas (Chiarello, 1999).

Nas bromélias podem ser encontradas as mais variadas formas de
vida. Suas cisternas desempenham a fun¢do de charcos e lagos pénseis, com
microflora e microfauna especiais. Desenvolvendo-se lado a lado, as orquideas
mtroduzem suas raizes entres as folhas das bromélias onde tém suprimento perene de
agua e alimentos. Mais dependentes ainda da umidade e dos nutrientes das cisternas
das bromélias, sdo algumas espécies de araceas. Com freqiiéncia, observa-se, no
dominio da Mata Atlantica em Santa Catarina, exemplares jovens de Philodendron
selloum e P. melanorrhizum se desenvolvendo nas rosetas de espécies de Friesea,
Aechmea, Nidularium, Neoregelia, Canistrum, Wittrockia e Hohenbergia, tanto que se
tem a convicgdo de que normalmente a germinagdo € o desenvolvimento das plantas
jovens, destas araceas, dependem como que exclusivamente do meio umido dos
terrarios € aquarios das bromélias. Dentre os animais que seguidamente sdo
encontrados no meio bromelicola, as pererecas, lagartixas, pequenas cobras,
caranguejos de agua doce e salgada, aranhas, escorpides, centopéias, libélulas, grilos,
gafanhotos, besouros, percevejos aquaticos, formigas de diversas espécies e lesmas sdo
as mais comuns (Santos & Almeida, 1998; Adeodato, 1997; Reitz, 1983). Em virtude
da capacidade de armazenar agua, algumas bromélias sdo verdadeiras cisternas
naturais. Com altura que pode chegar a quatro metros, a Alcantarea imperialis, na
Serra dos Orgidos, no Estado do Rio de Janeiro, consegue acumular até 30 litros de
agua, onde pode-se encontrar desde aves, roedores e primatas alojados em suas
cisternas. Outras, como a 7illandsia, sdo do tamanho de uma caixa de fosforos e so
absorvem agua da atmosfera por meio das folhas (Leme, 1984).

Biologicamente, as epifitas sdo comensais: elas e as suas arvores
hospedeiras mostram uma estreita associagdo sem prejuizo a nenhuma delas. Em todos
os casos, as epifitas sdo beneficiadas por altos niveis de luz solar, e por evitar uma
possivel competi¢do com ervas e musgos no chdo. Apesar disso algumas epifitas
podem ser consideradas como parasitas quando introduzem suas raizes no sistema
vascular, debilitando as copas das arvores, causando perda do vigor e eventual morte

da planta hospedeira (Nadkarni, 1985).
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Na década de 50, devido a um grande surto de malaria, o governo
federal criou o Servigo Nacional da Malaria (SNM) e através de estudos, constatou-se
que a proliferagdo de mosquitos do género Anopheles se dava nas aguas armazenadas
na roseta foliar das bromélias, € nao nas aguas estagnadas dos brejos. Sabendo disso,
foram langadas campanhas para total erradicagdo de bromélias dentro e ao redor das
cidades catarinenses. SO em Florianopolis; de 1944 a 1950, foram retiradas
manualmente 15.981.431 bromélias, de fato acabando com o0s casos de malaria nesta
cidade. Em Santa Catarina, o total de bromélias retiradas manualmente foi computado
em 74.194.284 unidades. O desmatamento alcangou 27.300.670 metros quadrados, e
contando-se nove bromélias por metro quadrado, temos um total de 245.706.030
bromélias destruidas. Somando-se ao todo, chegamos ao numero fantastico de
319.900.314 unidades. Foi o prego pago para pOr a malaria sob controle em algumas
cidades do Sul do pais (http://www.br.geocities.com_bromelia98caeg).

ApoOs essa catastrofica agdo, foram realizados estudos de
caracterizagdo das espécies de bromélias da Mata Atlantica. Nestes foram
demonstrados que as espécies do género Dyckia, apesar de suas folhas estarem
dispostas em densa roseta basal, ndo formam um receptaculo adequado para a retengédo
das aguas pluviais, ndo procriando, portanto, mosquitos transmissores da malaria
(Reitz, 1983; Klein, 1990). Entretanto, milhares de espécimes de Dyckia também
foram destruidas nas campanhas descritas acima.

Diversos géneros de. Bromélias estdo se tornando populares como
plantas de potes, em particular Aechmea fasciata (Lindl.) Baker e Cryptanthus
sinuosus (Carneiro et al., 1998), as quais estio sendo micropropagadas com sucesso
para propdsitos comerciais. Porém muitas bromélias brasileiras no mercado sdo
indiscriminadamente coletadas na mata (Mercier & Kerbauy, 1993; Leme, 1984).

Os métodos naturais de propagagdo sdo incapazes de produzir um
grande numero de plantas, em um curto prazo, como requisitado para os fins
comerciais (Mercier & Kerbauy, 1995). Neste sentido, a propagagdo de plantas através
da técnica de cultura de tecidos tem muitas vantagens. Geralmente, sio alcangadas
taxas de multiplicagdo mais altas pelos métodos in vitro de que através da propagacio

convencional.
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As bromélias podem ser propagadas através de processos sexunados ou
assexuados. Os processos sexuados envolvem a formagido da semente da qual grandes
quantidades de plantas podem ser obtidas, e por este processo, a variabilidade genética
da populagdo original pode ser mantida (Mercier & Kerbauy, 1997). Entretanto,
segundo Daquinta ef al. (1999) a propagagdo sexual tem algumas desvantagens: uma
delas € a produgao limitada de sementes.

E possivel ainda, concentrar a eficacia da germinagdo in vitro com a
clonagem de genétipos. Fischer & Zimmer (1988) afirmam que as sementes
germinadas in vitro num meio com fitorreguladores geralmente desenvolvem mais do
que um broto, porém estes sdo clones da semente produzida sexualmente, sendo
desconhecido seu parentesco e seu gendtipo, bem como seu fenétipo. Em outra via, a
reproducdo assexual € incapaz de produzir a quantidade de plantas requisitadas nos
procedimentos comerciais (Hosoki & Asahira, 1980).

As bromélias ornamentais estio aumentando sua importancia
econdmica em muitos paises. O desenvolvimento de métodos de micropropagagdo tem
permitido a exploragdo eficiente de diversas espécies decorativas, desde que a
multiplicagdo vegetativa natural pode ser considerada muito baixa, produzindo
pouquissimos brotos por planta (Mercier & Kerbauy, 1997; Hosoki & Asahira, 1980).
Nio obstante, com a cultura de tecidos obtém-se mudas uniformes, de alta qualidade e
livrte de doengas e/ou mantendo tais doengas controladas (indexadas), permitindo,
ainda, a multiplicagdo rapida e geneticamente confiavel de novos cultivares e hibridos

(Zornig, 1996).
2. DESCRICAO BOTANICA

As broméhas pertencem a Divisdo Magnohophyta, Classe Liliopsida,
Ordem Bromeliales. Esta ordem possui apenas uma familia — Bromeliacea, a qual
subdivide-se em trés subfamilias: Bromelioideae, Tillandsioideae e Pitcairnioideae. As
bromélias sdo classificadas como monocotileddneas Lierbaceas, geralmente acaules,
com folhas densamente embricadas na base, dispostas em rosetas, grossas,
lanceoladas, largas, de bordas geralmente espinhosas, recobertas por pélos ou escamas.

Suas inflorescéncias podem se localizar no interior das folhas, como em Nidarium,
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Neoregelia e Cryptanthus, ou se projetar para o exterior através de uma haste,
geralmente protegidas por bracteas coloridas, como nos géneros Bilbergia, Aechmea e
Dyckia.

Dyckia distachya corre sérios riscos de extingdo (Klein, 1990).
Espécie caracteristica e exclusiva das ilhas ou margens rochosas nas corredeiras do rio
Uruguai e do rio Parana, apresentando restrita, irregular e descontinua dispersdo. Com
a construgdo da Hidrelétrica de Ita, de Machadinho e outras em projeto no oeste do
Estado de Santa Catarina, sua sobrevivéncia sera bastante improvavel, uma vez que, ao
longo do rio Parand, esta espécie ja desapareceu completamente. Em virtude da
formacdo do lago da barragem de Itaipi que cobriu toda a area das margens rochosas
deste, ‘pequenos agrupamentos, sobretudo no lado do Paraguai, ficaram submersos,
visto o fato desta ser considerada por Candido (1996) e Fischer & Araujo (1995) como
uma espécie altamente endémica.

Planta rupestre e redfita, provida de numerosas folhas dispostas em
bela roseta, as folhas de 12-20cm de comprimento, s@o rijas, acanalado-concavas
especialmente para o apice, com numerosos espinhos aduncos nas margens, dirigidos
para cima e ponta agudissima. Inflorescéncia de saida lateral, pouco tortuosa, de 70 a
130cm de altura, em geral formando panicula terminal de 2-8 ramos, flores amarelado-
alaranjadas, muito semelhante a D. brevifolia, da qual se distingue, principalmente,
pelo maior niimero de folhas, bem como inflorescéncia mais vigorosa (Reitz, 1983).

Espécie helidfita ou de luz difusa, adaptada as variagbes extremas de
enchentes e vazantes, sendo uma de suas principais curiosidades, pelo fato de
resistirem a essa alternancia, ora suportando periodos muito secos na estiagem, ora
ficando submersas durante as cheias do rio. Dyckia distachya Hassler era exclusiva das
margens rochosas do Rio Uruguai, no municipio de Concordia e Marcelino Ramos
- (Strehl, 1994). As espécies de Dyckia sdo altamente end€micas, provavelmente como
consequéncia da produgdo de sementes que ndo induzem os potenciais agentes de
dispersdo, restringindo-se apenas a dispersdao aneméfila (Candido, 1996). Bernardello
et al. (1991), afirmam que os beija-flores sdo os principais polinizadores das
bromélias, podendo ainda ser relatados a presenga de borboletas (Papilio thoas), e

abelhas européias (Apis mellifera).
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Florescem entre novémbro e fevereiro sendo de facil cultivo em vasos
e em jardins (Strehl, 1994). Segundo Galetto & Bernardello (1992), as flores das
espécies de Dyckia duram geralmente mais de um dia, ao contrario das outras da

familia, nas quais o florescimento € rapido e pouco duradouro.

3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

No presente trabalho avaliou-se a indugdo e expressdo de rotas
morfogénicas in vitro de Dyckia distachya, testando-se diferentes combinagdes de
fitorreguladores ¢ fontes de explantes em distintos sistemas de micropropagagao,
especificados em cada experimento, visando a propagagdo massal e a conservagdo de
germoplasma.

Estudos desta ordem podem auxiliar em muito o desenvolvimento de
protocolos adequados de micropropagagdo para diversas espécies desta familia,
constituindo assim uma ferramenta de grande valia para reproduzir em espagos mais
curtos de tempo e em maior volume, muitas espécies que estdo em risco de extingdo,
possibilitando também a criagdo de um banco de germoplasma in vivo e in vitro das
espécies caracteristicas do nosso Estado.

A escolha da espécie deve-se pelo sério risco de extingdo em que a
mesma se encontra, devido as alteragdes na paisagem no seu centro de dispersdo, e por
ser esta uma espécie altamente endémica.

Sob o aspecto da cultura de tecidos, a principal justificativa para seu
estudo relaciona-se a auséncia de um protocolo de micropropagacdo para Dyckia
distachya na literatura especifica. Nestas condigOes, observa-se que sementes podem
ser germinadas, dando origem a plantas que se submetidas aos processos rotineiros de
cultura de tecidos podem originar iniimeras plantulas que apos enraizadas e
aclimatizadas podem fornecer um grande numero de mudas, as quais podem ser entdo
utilizadas para a reposigdo desta espécie na natureza, bem como para suprir o0 mercado

paisagistico.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Estabelecer protocolos regenerativos in vitro relacionados com a indug@o e
controle da organogénese e embriogénese somatica em Dyckia distachya
Hassler;

3.2.2. Avaliar o efeito de diferentes fitorreguladores e composi¢gdes de meitos de
cultura sobre a morfogénese in vitro;

3.2.3. Avaliar a competéncia morfogenética in vitro de diferentes tipos de explantes;

3.2.4. Desenvolver e otimizar protocolos para a conservagio de germoplama in vivo e

in vitro.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Mundialmente, milhdes de mudas sdo micropropagadas in vitro por
ano. Uma pequena fragdo ¢ de mudas de bromélias, as quais comegam a chegar na
mio dos viveiristas (Zornig, 1996). A produgdo in vitro de bromélias ja oferece ao
mercado plantas de melhor qualidade, o que concorrera para a redugdo do processo
extrativista destas bromélias na natureza e contribuira para uma maior preservagio das
espécies nativas.

Os métodos naturais de propagagdo sdo incapazes de produzir um
grande numero de plantas, em curto prazo, como requisitado para os fins comerciais
(Daquinta et al., 1999; Mercier & Kerbauy, 1995) ou mesmo para recuperar areas
mpactadas (Carneiro et al., 1999).

Plantas com metabolismo CAM, como algumas bromélias, sdo de
crescimento lento, 0 que as vezes limita sua capacidade reprodutiva com condigdes
limitadas ou muito especificas de florescimento, produg¢do de sementes, germinagdo e
consequentemente produgdo de mudas. Ndo obstante, os métodos de propagagdo
convencionais sdo muito mais lentos. Uma alternativa seria a propagagdo destas por
cultura de tecidos, uma vez que seguem uma rapida e continua produgdo de plantas.
“Além disso, a cultura in vitro é uma técnica valiosa, potente método para a
conserva¢do de plantas ameagadas de extingdo (Malda ez al., 1999).

Acredita-se que, quase sem excegdes, as bromeélhias podem ser
micropropagadas. Essa técnica se faz necessario quando se quer a obten¢do de uma
muda uniforme, de alta qualidade e livre de patégenos. Permite também a
multiplicagdo rapida e geneticamente confidvel de novos cultivares e hibridos e, em
termos ecologicos, pode ser utilizada na preservagdo e propagagdo de espécies
ameagadas (Zormig, 1996).

Um dos problemas relacionados com a micropropagagao de bromélias
refere-se ao estabelecimento de culturas assépticas. Diversos autores descrevem
métodos de desinfestacdo do material a ser introduzido em cultura in vitro. A imersdo
em alcool 70% costuma variar de 10 segundos a 3 minutos (Alves, 2000; Daquinta et
al., 1999; Mercier & Kerbauy, 1998 e Tombolato er al., 1991). A imersio em
hipoclorito de sodio pode conter de 1 a 5% de cloro ativo (Daquinta ef al., 1999;



Capitulo IT — Micropropagacio por Organogénese Direta 11

Cametro et al., 1999, 1998; Mercier & Yoshida, 1998; Tamaki & Mercier, 1997;
Mercier & Kerbauy, 1998, 1993, 1992), e tempos que variam de 10 a 60 minutos
dependendo do material. Tombolato e? al. (1991) descrevem a utilizagdo de hipoclorito
de calcio 1,5% por 10 minutos. Pode-se, ainda adicionar ao processo de lavagem
Tween-80 ou ainda os antibidticos Penicilina e Estreptomicina como proposto por
Teng et al. (1997).

Teng et al. (1997) conseguiram produzir 10° plantas por ano partindo
de uma tnica planta com cinco nddulos de Spathoglottis plicata, quando utilizaram
concentragﬁes adequadas de auxina (ANA) e citocinina (BAP).

De acordo com Aitken-Christie (1991), a consisténcia do meio de
cultura também pode afetar os indices de produtividade em sistemas de
micropropagacdo. Meios de cultura liquidos e gelificados sdo muito utilizados em
diferentes protocolos de culﬁvd in vitro, apresentando contudo algumas desvantagens
como a imersdo que leva a asfixia e a hiperhidricidade em explantes em culturas
liquidas, € a elevagdo do custo e tempo de subcultivo em culturas gelificadas.

O uso de meio liquido para cultura in vitro tem muitos beneficios para
a propaga¢do massal, devido o maior contato do explante com a solugdo nutritiva
(Teisson et al., 1996). Hosoki & Asahira (1980) reportaram que o meio liquido foi
melhor para a indugéo e a formagdo de brotos adventicios a partir de brotos laterais de
trés espécies de bromélia Quesnelia quesneliana, Vriesea poelmanii e Aechmea
fasciata, quando utilizou-se o meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado
com BAP (1,0mg/L) e ANA (1,0mg/L), observando-se a formag¢do média de 8, 4 ¢ 4
brotos adventicios, respectivamente.

Segundo Mercier & Kerbauy (1997), os meios de cultura mais
utilizados para o cultivo de bromélias sdo os.sais de MS (Murashige & Skoog, 1962) e
KC (Knudson, 1946). No entanto, Kukulczanka & Czastka (1989) repertam sucesso na
utilizag@o do meio RM para o cultivo de diversas espécies de bromélias. Sabe-se que o
crescimento das bromélias € favorecido por altos niveis de fosfato no meio de cultura
(Mercier & Kerbauy, 1992). Sendo assim, para alguns casos, o meio KC é mais
recomendado, pelo fato de conter 1,5 e 3,0 vezes mais fosfato que os meios MS e

MS/2, respectivamente.
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Em nosso laboratério utilizava-se até entdo apenas o meio MS ou
MS/2 para a micropropagagao de bromelidceas (Alves, 2000; Feuser, 2000).
Entretanto, estudos estdo sendo conduzidos para se chegar a um meio de cultura, que
seja eficiente € econdémico (Dal Vesco, L.L. — contato pessoal — dados ndo
publicados).

No presente trabalho foram estudados as condigdes indutivas da
morfogénese in vitro, com énfase a organogénese direta. Para tanto, duas vias foram
testadas: indugdo in vitro de brotagdes laterais diretamente de sementes germinadas ou

apos o prévio crescimento in vitro dessas plantulas.

2. MATERIAL & METODOS
2.1. Indugio de brotagdes diretamente das sementes

As sementes de Dyckia distachya foram gentilmente cedidas pelo
Hortoflorestal da UHI (Ita — SC) e armazenadas sob refrigeragdo de 412°C.

Anteriormente a desinfestacdo propriamente dita, as sementes
passaram por um mergulho em agua destilada, com a adigdo de cinco gotas de
detergente comercial (louga), seguido por um triplo enxague com agua destilada. Sob
CFL, as sementes foram mergulhadas em alcool 70% por trés minutos, seguida por um
mergulho em 5% de NaOCl por 30 minutos e por cinco enxagues com agua
esterilizada, conforme descrito por Mercier & Kerbauy (1993).

Apods a desinfestagdo, as sementes, com sua parte alada removida,
foram introduzidas em placas de Petr1 contendo 30mlL de meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), adicionado de sacarose (3%) e Vitaminas de Morel
(Morel & Wetmore, 1951) e gelificadas com agar 0,6% onde foram inoculadas 10
sementes por placa.

Para se avaliar qual a melhor concentragio a ser usada para a obtengio
de boas taxas de multiplicagdo in vitro, primeiramente foram testados oito tratamentos
com BAP e Kin (0; 1,0; 2,5; 5 e 10uM). Com a analise dos dados, observou-se uma
curva de crescimento logaritmica, sem um ponto maximo (Pompelli ez al., 2001).
Sendo assim, mais 10 tratamentos com BAP e Kin (0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 € 30,0uM)

foram testados.



Capitulo II - Micropropagacio por Organogénese Direta 13

Cada tratamento consistiu de trés repetigdes com quatro placas cada,
arranjadas em DCC completamente casualizado. Aos 60 dias as plantulas que
germinaram foram pesadas e re-inoculadas em frascos de 250mL com 25mL do
mesmo meio de cultura acima, em fase liquida. Passados mais 60 dias, as brotagdes
foram pesadas, contadas as formagdes laterais, com a finalidade de estipular seu
incremento de peso fresco, bem como o nimero de brotagdes por explante e por grama
de 1moécuo.,

Os valores de peso fresco foram transformados em x+0,5 e o
numero de brotagdes totais em log (x+1) e submetidos a analise de variincia e teste de
separagdo de médias (SNK p<0,05).

As brotagdes laterais foram elongadas em MS/0 ou, quando
necessario, na presenga de AG3 (10pM) até atingirem tamanho minimo de 1,5cm de
roseta para serem aclimatizadas. O plantio se deu em bandejas alveoladas com uma
muistura de xaxim:vermiculita:areia (2:2:1) e aclimatizagdo em tinel de aclimatizagio,

com reducdo de 50% da intensidade luminosa.

2.2. Inducio de brotacoes apos o desenvolvimento de plantulas

Sementes foram coletadas, armazenadas e desinfestadas conforme
descrito anteriormente. Apos a desinfestagdo, as sementes foram inoculadas em placas
de Petri contendo 30mL de meio de cultura KC (Knudson, 1946), adicionado de
Vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951) e gelificadas com agar 1,0% onde
foram moculadas 10 sementes por placa. Apos a germinagéo, as plantulas resultantes
foram transferidas individualmente para tubos de ensaio (100 x 15mm) contendo o
mesmo meio da fase de germinagdo, onde permaneceram até atingirem um tamanho
minmimo de 1,5cm de roseta, onde entdo puderam ser usadas neste experimento.

Estas plantulas foram entdo segmentadas pela retirada do seu sistema
radicular e inoculadas em frascos de 250mL com 30mL de meio de cultura. Foram
testados 11 tratamentos, com a combinagdo de trés fitorreguladores (ANA, BAP e
PBZ) em dois suportes (liquido e gelificado). mais dois tratamentos isentos de
fitorreguladores, MS/0 (liquido e gelificado). O meio de cultura usado nesta fase

baseou-se nos sais organicos e inorgamicos de MS (Murashige e Skoog, 1962),
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adicionados de sacarose (3%) e Vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951),
gelificadas ou ndo com agar 0,6%. Os tratarnentoé usados foram ANA (2uM) + BAP
(4uM), ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ (3uM), ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ
(6uM) e PBZ (5uM) combinados na forma liquida ou gelificada com agar 0,6%.
Adicionalmente, testou-se mais trés tratamentos onde a concentracdo dos
fitorreguladores foi reduzida a metade, ou seja, ANA (IuM) + BAP (1uM), ANA
(1uM) + BAP (2uM) e ANA (1uM) + BAP (1uM) + PBZ (3uM), todos em fase
liquida.

Cada tratamento consistiu de trés repetigdes com quatro frascos ou
placas cada, arranjados em DCC completamente casualizado. Realizou-se repicagens
consecutivas a cada 30 dias aproximadamente, com a finalidade de se estipular a taxa

média de regeneracdo ao longo dos subcultivos.
Os valores de peso fresco foram transformados em +/x+0,5 € o

numero dé brotagGes totais em log (x+2) e submetidos a analise de variancia e teste de
separagdo de médias (SNK p<0,05).

As brotagdes laterais foram elongadas em MS/0 ou, quando
necessario, na presenca de AG; (10uM) até atingirem tamanho minimo de 1,5cm de

roseta para serem aclimatizadas.

2.2.1. Transferéncia ex vitro e aclimatizacéo

Para o estudo da aclmmatizagdo sem o processo de enraizamento
(descrito no capitulo IV), as plantulas mcropropagados foram transferidas diretamente
para bandejas alveoladas com uma mistura de xaxim:vermiculita:areia (2:2:1) e
crescidas em casa de vegetagdo com 50% de redugdo de luminosidade.

Anteriormente ao plantio, os plantulas foram avaliados pela presenga e
auséncia de raizes formadas in vitro, sendo entdo arranjadas em trés classes, conforme
o tamanho: <I,5cm; 1,5-3,0cm e >3,0cm. Apos 15, 30 e 60 dias, 30 plantas de cada
classe foram retiradas do substrato ¢ lavadas em agua corrente, sendo que suas raizes,
quando presentes, foram avaliadas sob os seguintes parametros: continuam sem raiz,
morte das plantas, desenvolvimento ou morte das raizes ja pré-existentes, nascimento

de novas raizes. Os dados apresentam-se expostos na Figura 9.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Indugiao de brotagdes diretamente das sementes

Para efeito de padronizagdo das nomenclaturas, utilizou-se aqui as
seguintes: broto = resultado da neo-formagao in vitro, com o uso dos fitorreguladores;
plantula = brotagdo com total aparéncia de uma planta, porém ainda in vitro e planta =
plantula que apds elongada e enraizada, foi transplantada para as condigdes ex vitro
onde se deu a aclimatizagdo. |

Os primeiros primordios foliares comegaram a surgir trés dias apds a
moculagdo, sendo que aos 30 dias todas as sementes viaveis ja tinham germinado
(Figura 10-A). Aos sessenta dias de cultura, os explantes que germinaram foram
pesados e re-inoculados nos mesmos meios da fase de germinagdo, porém em fase
liquida (Figura 10-C). Na ocasido, percebeu-se que em alguns frascos ja havia boa
formagdo de brotagoes laterais, como esquematizado na Figura 10-B.

Fischer & Zimmer (1988) descrevem que sementes de bromélias,
quando germinadas em meio de cultura na presenga de citocininas podem originar
mais de uma brotagdo por semente, sendo que a primeira é considerada principal, e as
demais secundarias ou laterais.

No primeiro experimento realizado (Pompelli ez al., 2001), quando
concentragdes de 1,25 a 10uM foram usadas tanto para BAP quanto para Kin,
percebeu-se com as analises de regressdo uma linha logaritmica, sem um ponto
maximo, indicando que estudos complementares deveriam ser realizados para essa
espécie. Sendo assim, os estudos foram prosseguidos, com o objetivo de se ampliar a
faixa das concentragdes dos fitorreguladores para que se pudesse verificar o efeito
dessas concentragdes sobre a taxa de regeneragao.

No segundo experimento, concentragdes de 5, 10, 15, 20 e 30uM
foram usadas para ambos os fitorreguladores, sendo que os dados obtidos nesse
experimento foram semelhantes aos dados obtidos anteriormente para as
concentragdes de 5 e 10uM. Sendo assim, e para que se pudesse visualizar melhor os
dados, preferiu-se juntar os dois experimentos em um so, ja que todas as condigbes
estabelecidas em um eram exatamente as mesmas estabelecidas noutro.

Portanto, com a interpolagdo dos dados, obtidos pela analise da

regressdo (Figura 1), verifica-se que para o fator brotos por grama, a concentragao de
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20uM foi a limiar superior tanto para BAP quanto para Kin, sendo que a concentragio
de 30uM mostrou efeito fitotoxico, fazendo com que a taxa de regeneragdo caisse.
BAP nio mostrou diferenca estatistica (p<0,05) para as concentragdes de 15, 20 e
30uM. Entretanto a concentragdo de 20uM induziu 78,93 brotagdes por grama de
inécuo. Ja, para a citocinina Kin, os valores foram mais homogéneos, ndo sendo
possivel a obtengdo de diferencas estatisticas entre as principais concentragdes. No
entanto, o nivel de 20uM induziu 26,23 brota¢des por grama de indculo (Tabela 1).
Fato semelhante foi relatado na micropropagacdo de Centella asiatica (Tiwari et al.,
2000), onde as melhores taxas de micropropagagéo foram obtidas com a utilizagdo de
22uM de BAP; sendo que valores muito inferiores foram obtidos com o dobro da
concentragao.

Quando a analise foi feita entre os fitorreguladores percebeu-se uma
sensivel diferenga entre BAP e Kin. Enquanto o primeiro promoveu a indugdo de
64,30 brotagdes por grama, 0 segundo induziu apenas 17,14 brotagdes por grama de
mocuo (Tabela 1).

Com a analise de regressio para o fator brotos por explante (Figura 2),
observou-se dois picos maximos — um verificado no nivel de SuM e o outro em torno
de 25uM. Com as analises de regressao, deduziu-se que a melhor curva era a de ordem
4, pois era a que melhor se adequava aos dados apresentados.

Os dados de brotos por explante, ao contrario do fator brotos por
grama, 0s quais seguiram a curva com tendéncia normal, tiveram resultados bem
variados. Assim, para BAP a melhor concentragdo foi a de 1uM, com uma média de
regeneragdo de 20,30 brotos por explante, em 120 dias de cultivo. No entanto para Kin
os melhores resultados foram obtidos com o nivel de 2,5uM dessa citocinina, a qual
proporcionou uma taxa de 7,11 brotagdes por explante. Os valores apresentados para
BAP sdo maiores do que os valores de 15,2 brotos alcangados por Mercier & Kerbauy
(1992) quando da multiplicagdo de Jriesea fosteriana em um sistema semelhante ao
descrito aqui, porém com a utilizagdo de 2,7uM de ANA + 8, 9uM de BAP.

Quando se analisa o efeito fitorregulador utilizado, novamente

percebeu-se que BAP foi superior ao Kin, induzindo uma média de 12,07 brotagdes
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por explante, enquanto na presenga de Kin, 4,41 brotagdes por explante foram
formadas em 120 dias de cultivo.

O efeito incremento de peso refere-se ao ganho de massa que os
explantes conseguem acumular durante o cultivo. Em teoria o explante usa suas
reservas para crescer em tamanho e consequentemente em massa, € quando da
multiplicagdo, reduziria seu crescimento € usaria e€ssas Treservas para o
desenvolvimento de novos brotos. Sendo assim, quanto mais o explante cresce, menos
brotagbes originaria. Entretanto, em Dyckia distachya esse efeito ndo foi percebido,
evidenciando que esses dois processos seriam independentes, ou como relatado por
Alves (2000), sio dependentes de um fator endogeno a ser expresso em determinados
explantes.

Skoog & Muller (1965) postularam que as citocininas geralmente
regenerariam brotagdes enquanto que as auxinas estimulariam os explantes ao retorno
das divisdes celulares dando origem a formagdo de calos ou raizes. No entanto, varios
trabalhos relatam que as citocininas, quanto usadas isoladamente sdo ineficientes para
a regeneragdo de brotagdes, e quando isso € possivel, baixas taxas de regeneragdo sdo
mostradas (Tiwari et al., 2000; Carneiro et al., 1999; Sudha & Seeni, 1996; Hosoki &
Asahira, 1980).

Diversas citocininas sdo usadas para indugdo organogenética, entre
elas pode-se citar: BAP, Kin, 2-iP, TDZ entre outros. Sarma & Rogers (2000) testaram
as citocininas BAP, Kin e 2-iP na micropropagagdo de Juncus effusus. Nesse trabalho
observou-se que tanto BAP quanto 2-iP eram mais efetivos na proliferagdo de brotos, €
que Kin induzia as mais baixas taxas de multiplicagdo; mostraram ainda que o 2-1P era
a citocinina mais promissora, sendo capaz de induzir, em média, 10 brotos por
explante. Resultados semelhantes foram descritos por Sudha & Seeni (1996) quando
da micropropagacdo de Rauwolfia micrantha.

Apesar dos bons resultados mostrados no presente trabalho para o
BAP, Tomero et al. (2000) descreveram que o TDZ, uma feniluréia substituida,
mostrou efeitos superiores na micropropagacdo de damasco. No entanto, essa
citocinina for menos efetiva do que BAP na multiplicagdo de Crypranthus sinuosus,

uma bromélia ameagada de extingdo (Carneiro ef al., 1998).
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Como ja descrito no presente trabalho, aos 60 dias em meio de cultura
gelificado, alguns explantes mostraram inicio de brotagSes secundarias. No entanto,
quando estes foram transferidos para o meio liquido, as brotagGes se tornaram
aparentes em todos os tratamentos. Fato semelhante foi relatado em Vriesea
fosteriana, onde o namero de brotagdes dobrou com uma segunda repicagem para um
meio de cultura liquido (Mercier & Kerbauy, 1992)

No presente trabalho mostrou-se que a citocinina BAP foi mais
promissora que o Kin na formagdo de brotagdes laterats, como ja descrito por Hu &
Vang (1983), os quais afirmaram que o BAP ¢ efetivo na formagdo de um grande
niamero de brotos e na obtengdo de uma alta taxa de multiplicagdo em sistemas de
micropropagacdo. Isto poderia ser atribuido a uma melhor saturagdo dos receptores de

membrana pela citocinina BAP (Taiz & Zeiger, 1998).

Tabela 1 — Caracteristicas de Dyckia distachya, cultivada in vitro, em resposta aos fitorreguladores BAP e Kin,
suplementados ao meio de cultura, apos 120 dias de cultivo. Valores seguidos pela mesma letra nio diferem
entre si (SNK p<0,05). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Meio de Peso (g) Brotos (N.°) Incremento  Brotos por Brotos por
Cultura Inicial Final Final de peso (x)* Grama Explante
MS/0 0,13 1,03 3,67 7,88 3,54¢ 1,22¢
BAP (1pM) 0,09 1,71 60,89 19,73 44,57 ab 20,30 a
BAP (2,5pM) 0,09 1,41 58,73 14,74 41,10 ab 19,58 a
BAP (5uM) 0.04 0,64 32,50 16,59 64,74 ab 11,57 ab
BAP (10puM) 0,05 0,75 37,72 13,97 66,16ab 10,76 ab
BAP (15pM) 0,02 0,21 14,67 10,21 76,17° 6,19 abc
BAP 20uM) 0,02 0,34 25,00 15,85 78,93 a 10,89 ab
BAP (30uM) 0,03 0,31 24,33 10,44 76,16 a 7,06 ab
X BAP 36,26 14,50 64,30 A 12,07 A
MS/0 0,13 1,03 3,67 7,88 3,54¢ 1,22¢
Kin (1pM) 0,24 1,67 13,72 6,91 5,76 ¢ 4,57bc
Kin (2,5pM) 0,17 1,41 21,33 8.42 15,00 be 7,11 ab
Kin (5uM) 0,11 0,71 11,17 6,31 15,33 bc 3,80 bc
Kin (10pM) 0.10 0,72 14,28 6,98 19,60 be 5,12bc
Kin (15pM) 0,04 0,42 6,89 9,31 20,23 be 2,94 bc
Kin (20uM) 0,05 0,32 9,72 . 6,82 26,23 bc 4,57 be
Kin (30uM) 0.06 0,64 11,55 10,10 17,13 be 2,70 be
X Kin 12,67 7,84 17,14 B 4,41 B
Meédia Geral 24,46 11,17 40,72 8,24
CV (%) 16,76 25,74

" Quociente entre o peso final ¢ o peso inicial. Letras minisculas entre os tratamentos e maiuscula entre os
fitorreguladores.
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Figura 1 — Curva de regressio para a taxa de regeneragdo de brotos por grama em culturas in vitro de Dyckia
distachya em respostas a diferentes niveis de BAP e Kin, 120 dias ap6s o cultivo. LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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Figura 2 — Curva de regressdo para a taxa de regeneragio de brotos por explante em culturas in vitro de Dyckia
distachya em respostas a diferentes niveis de BAP e Kin, 120 dias ap6s o cultivo. LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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3.2. Indugdo de brotagdes apds o desenvolvimento das plantulas

Apos trés dias em cultura, os primeiros primoérdios folhares ja podiam
ser observados nas sementes em germinagdo, e apds um periodo de aproximadamente
30 dias em cultura todas as sementes viaveis ja tinham germinado, com bom
desenvolvimento de parte aérea e radicular (Figura 11-A). Passado esse tempo, as
plantulas foram subcultivadas individualmente em tubos de ensaio, contendo 5SmL de
meio de cultura KC (o mesmo da fase de germinagdo), onde permaneceram até
atingirem um tamanho minimo de 1,5cm (Figura 11-B), o que aconteceu em torno de
60 dias. Somente plantulas >1,5cm de diametro de roseta folhar foram usadas como
explantes.

A segmentagdo das plantulas, com a retirada do seu sistema radicular,
se deu devido ao fato observado preliminarmente (dados ndo publicados), que na
auséncia do sistema radicular estas se desenvolviam melhor, originando mais
brotagoes.

As plantulas, ao serem inoculadas nos frascos com os devidos
tratamentos, mostraram os primeiros sinais de brotagdes laterais apds 30 dias.

Para o fator brotos por explante observou-se que o meio de cultura
liquido suplementado com ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ (6uM) mostrou-se
sempre superior. Esse tratamento induziu 21,31; 80,96; 121,93 e 133,58 brotagdes por
explante aos 45, 75, 112 e 142 dias, respectivamente. Os dados encontram-se expostos
na Tabela 2 e Figura 3, sendo que nesta, evidencia-se o comportamento de todos os
tratamentos ao longo dos subcultivos.

Ja para o fator brotos por grama os dados foram mais homogéneos.
A melhor taxa de multiplicagdo alcangada foi de 72,94 brotos por grama na presenga
de ANA (2uM) + BAP (uM) + PBZ (6uM) em meio gelificado aos 112 dias de
cultivo, sendo esse valor estatisticamente diferente dos demais tratamentos (SNK
p<0,05) (Tabela 3 e Figura 4).

Se analisarmos as recentes publicagdes sobre micropropagagao de
bromélias conclui-se que, no presente trabalho. as taxas de multiplicagdo foram altas.
Para Aechmea fasciata (Vinterhalter & Vinterhalter, 1994), a melhor taxa de
multiplicagdo foi de 4,53 brotos por explante na presenga de 2,0mg/L de Kin +
2,0mg/L de AIA. Resultados semelhantes foram relatados por Hosoki & Asahira
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(1980) para a multiplicagio de Vriesea poelmanii, Aechmea fasciata e Quesnelia
quesneliana onde 4, 4 e 8 brotos adventicios foram induzidos, respectivamente, em
cada broto lateral na presenga de 1,0mg/L de ANA e BAP. Dal Vesco et al. (2001b) na
multiplicagdo de A. fasciata obtiveram uma taxa de multiplicagdo de 11,9 brotos por
explante na presenga de ANA (2uM) + BAP (4uM). Ja para abacaxi var. Pérola (Dal
Vesco et al., 2001a) a maior taxa de multiplicagdo foi de 13,5 brotos por explante na
presenga de ANA (2uM) + BAP (4uM). indices semelhantes foram relatados para
Tillandsia cyanea (Pierik & Sprenkels, 1991), onde 14,6 brotos foram conseguidos
apos 10 semanas de cultivo, em meio de cultura suplementado com 0,2mg/L de BAP.
Entretanto, para V. fosteriana cultivada em meio KC, suplementado com 2,7uM de
ANA e 8,9uM de BAP, a melhor taxa de indugdo foi de 22,5 brotos por explante
(Mercier & Kerbauy, 1992). As maiores taxas de multiplicagdo revisadas na literatura,
referem-se a micropropagagao de Neoregelia cruenta, com uma taxa de multiplicagdo
de 50,3 brotos por explante com a utilizagdo de explantes foliares excisados de cultura
asséptica, na presenga de 22uM de BAP + 2,5uM de ANA, apds sete semanas de
cultivo (Carneiro et al., 1999). Na literatura revisada, apenas um trabalho com uma
espécie do género Dyckia foi encontrado, onde Dyckia macedoi mostrou uma taxa de
multiplica¢do de 9 brotos por explante na presenga de 0,1mg/L de ANA + 5,0mg/L de
BAP (Mercier & Kerbauy, 1993).

Quando se avaliou os tratamentos empregados no presente trabalho,
sem levarmos em conta os subcultivos, percebeu-se que, no fator brotos por explante,
o meio de cultura suplementado com ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ (6uM) em
fase liquida, mostrou-se novamente superior aos demais tratamentos, com uma média
de 89,44 brotos por explante. Entretanto no fator brotos por grama, os meios de cultura
gelificados, suplementados com ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ (3 e 6uM)
induziram uma meédia de 51,86 e 56,88 brotos por grama de indculo, respectivamente;
valores esses que ndo diferiram (SNK p<0,05) do tratamento com A,B,; + PBZ (6uM)
em meio liquido, com 45,54 brotos por grama de indculo, porém diferindo-se dos
demais tratamentos.

Os dados referentes as médias dos tratamentos encontram-se nas

Tabelas 2 e 3 e nas Figuras 5 e 6. Para uma melhor interpretagio do efeito dos
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subcultivos, os tratamentos que possuiam valores acima de um tergo do valor maximo
encontrado foram selecionados para uma analise mais pormenorizada do efeito dos
subcultivos nos devidos tratamentos. Percebe-se nas figuras 5 e 6 uma linha
pontilhada, a qual destaca o limite de 1/3 a ser usado. Sendo assim, para o efeito brotos
por explante, foram selecionados seis tratamentos: ANA (2uM) + BAP (4uM)
(liquido), ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ (3 e 6uM) (liquido e gelificado) e ANA
(1uM) + BAP (1uM) + PBZ (3uM) (liquido). Enquanto para o efeito brotos por grama
foram selecionados sete tratamentos: ANA (2uM) + BAP (4uM) (liquido e gelificado),
ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ (3 e 6uM) (liquido e gelificado) e ANA (1uM) +
BAP (1uM) + PBZ (3uM) (liquido).

Pode-se evidenciar na Figura 7 a eficiéncia do tratamento com ANA
(2uM) + BAP (4uM) + PBZ (6pM) em fase liquida. Percebe-se também que a
utilizagdo de quatro subcultivos ndo foi suficiente para evidenciar um valor maximo,
com posterior queda na produgdo de brotos por explante. No entanto, a Figura 8
mostra que, em praticamente todos os tratamentos selecionados a maior taxa de
multiplicagdo se deu no terceiro subcultivo, sendo essa taxa diminuida no quarto
subcultivo. Ainda nesta figura percebe-se que o tratamento composto por ANA (2uM)
+ BAP (4uM) + PBZ (6uM) em fase gelificada induziu uma média de 72,94 brotagdes
por grama na terceira repicagem, valor este nao estatisticamente diferente (SNK
p<0,05) do tratamento composto por ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ (3uM) em
fase gelificada com 70,76 brotos por grama na quarta repicagem.

Quatro subcultivos ndo foram suficientes para mostrar o efeito
maximo na producdo de brotos por explante, mesmo assim as repicagens foram
suspensas devido a forte presenga de brotos com aspectos hiperhidricos (Figuras 11-H
e I). Plantas hiperhidricas, também conhecidas como vitrificadas, caracterizam-se pela
formagdo de caules curtos, delgados e translucidos, com entrends reduzidos, e de
folhas com parénquima lacunoso hipertrofiado. As células dos tecidos hiperhidricos
sofrem alteragdes com redugao do citoplasma acompanhada do aumento do volume de
agua, em decorréncia do enfraquecimento das paredes celulares (Kevers et al., 1988).
A baixa taxa fotossintética, determinada pela redugdo do tecido paligadico e da

quantidade de clorofila, constitui um dos principais fatores responsaveis pelo aspecto
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translucido das plantas hiperidricas (Ziv, 1991). Os brotos hiperhidricos mostram
redu¢do da dominancia apical, hipertrofia e defeito na parede celular (Jain et al.,
2001). Para Nobre ef al. (1996), o aumento da concentragdo de citocininas pode levar a
hiperhidricidade dos brotos durante a propagacgao vegetativa in vitro, sendo esse efeito
um fator limitante para a propagagdo in vitro. A hiperhidricidade registrada neste
trabalho, ja foi documentada para outras espécies, tais como Vriesea friburgensis
(Alves & Guerra, 2001b) e Fragaria x ananassa (Lopez-Aranda et al., 1994).

Nado obstante, segundo Vinterhalter & Vinterhalter (1994), a
freqiiéncia de aparecimento de plantas com aberragdes esta associada com o niimero
de subcultivos € o tempo no qual as culturas permanecem em condigées in vitro. No
tocante ao nimero de subcultivos, V. platynema apresentou uma reducdo na taxa
proliferativa na segunda repicagem em relagdo a primeira (Mette et al., 2001). Essa
redugdo, segundo Debiasi (2000), provavelmente deve-se a diminui¢do do potencial
regenerativo dos brotos, dado a perda de sensibilidade do tecido em responder aos
fitorreguladores. Em Fragaria x ananassa a proliferagdo também diminuiu
nitidamente ap6s cinco subcultivos (Lopez-Aranda et al., 1994), fato que também foi
observado no quarto para o terceiro subcultivo no presente trabalho, em relagdo ao
fator brotos por grama.

Quando se avaliou os suportes utilizados (liquido e gelificado),
percebe-se que para o fator brotos por explante o meio de cultura liquido mostrou-se
mais eficiente em todos os subcultivos (Tabela 2). Entretanto, para o fator brotos por
grama o efeito demonstrado foi contrario. Taxas de regeneragdo superiores foram
observadas quando o meio de cultura foi gelificado com agar. Porém, quando
analisada a média geral, os suportes liquido e gelificado ndo foram estatisticamente
diferentes entre si.

Segundo Carneiro ez al. (1999), a cultura liquida previne a oxidagao
dos explantes e pode ser uma boa alternativa para induzir a regeneragdo de explantes
de Neoregelia cruenta. Hosoki & Asahira (1980) concordam e afirmam que os brotos
laterais cultivados em meio liquido crescem mais rapido do que os cultivados em meio
solido; efeito devidamente explicado, visto o fato de que bromélias absorvem

nutrientes ndo somente pelas raizes mas também pelas folhas. Por essa razdo, o
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crescimento 6timo em meio de cultura liquido pode ser devido a facilidade de
absor¢do de nutrientes pelas folhas ou pelo explante inteiro.

Em contraste a estes, Mercier & Kerbauy (1992) mostraram que o
meio de cultura KC gelificado foi melhor para a germinagdo de V. fosteriana, ja que
em meio liquido, as mudas mostraram um decréscimo do vigor e posteriormente
morte.

Em geral, os valores apresentados neste trabalho mostram uma ligeira
superioridade quando os brotos sdo cultivados em meio liquido. Sendo assim
recomenda-se a utilizagdo do meio de cultura em fase liquida devido ao ja exposto por
outros autores e também quanto ao fator custo, pois os agentes gelificantes encarecem
o processo de micropropagacdo, sendo este um dos reagentes mais Onerosos nos
protocolos de multiplicagdo de espécies in vitro (Lima et al., 2001; Aitken-Christie,
1991).

Outras observagdes fenotipicas também foram realizadas durante as
repicagens. Nos tratamentos suplementados com PBZ observou-se a formagdo de
raizes, as quais se mostraram grossas € curtas, diferentes das formadas na auséncia de
fitorreguladores, as quais eram finas e longas. Nao obstante, as plantulas inoculadas na
presenga desse fitorregulador mostraram efeitos fitotoxicos, com amarelamento das
pontas das folhas, acarretando algumas vezes na morte da planta ou entdo a morte das
folhas externas, restando apenas a parte central dos explantes, como evidenciado na
Figura 11-G.

Apesar disso, o paclobutrazol auxiliou no desenvolvimento de brotos
com aparéncia normal nos tratamentos onde as concentragées de fitorreguladores
foram reduzidas pela metade (A;B;, A;B, e A;B; + PBZ 3uM). Quando os explantes
foram inoculados na auséncia de PBZ, os brotos formados apresentaram-se estiolados,
sem a distinta formagdo de brotos, fato que dificultou muito a contagem dos mesmos
(Figura 11-K). Efeito esse perfeitamente minimizado quando estes foram cultivados na

presenga de 3uM de PBZ (Figura 11-J).
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3.2.1. Transferéncia ex vitro e aclimatizac¢iao

Terminada as  avaliagdes referentes aos  processos de
micropropagagao, os brotos foram elongados em MS/0 até atingirem tamanho minimo
de 1,0cm de roseta folhar, sendo entdo transferidos para as condigdes ex vitro.
Anteriormente a isso, as plantulas foram avaliadas quanto a presenga ou auséncia de
raizes. Sendo assim, 16%, 20% e 40,54% das plantulas com tamanho <1,5c¢m, 1,5-
3,0cm e >3,0cm respectivamente ja possuiam raizes. O tamanho médio das raizes foi
de 12,6mm, 11,3mm e 14,02mm respectivamente, antes do plantio.

Todos os fatores avaliados foram influenciados pelo tempo e pelo
tamanho das plantulas micropropagadas (Tabela 4). Sendo assim os fatores
crescimento e formagdo de novas raizes foram positivamente influenciados, mostrando
valores quase sempre em ascensao, como esquematizado na Figura 9. Nao obstante, os
fatores morte das plantas, morte das raizes e plantula sem raiz foram negativamente
influenciados, mostrando valores quase sempre em queda.

Alguns autores afirmam que as raizes formadas in vitro ndo sdo
funcionais, por lhes faltarem pé€los radiculares e conexdo vascular e por ndo
desenvolverem um cambio secundario apés o periodo em cultura (Borkowska, 2001).
Sendo assim, apds transferéncia ex vitro, geralmente morrem e novas raizes sdo
formadas. Entretanto, como mostrado na Figura 9, a maioria das plantas, que ja
apresentavam raizes tiveram-as crescidas com valores variando entre 3,12% aos 15
dias e 28,20% aos 60 dias, sendo que poucas destas morreram (valores entre 0 e
8,33%).

Entretanto, a formacdo de novas raizes atingiu valores elevados
podendo chegar a 57,14% das plantas avaliadas aos 60 dias para o tamanho de 1,5-
3,0cm. Estes dados podem ser devidamente explicados, visto o fato que bromélias
terrestres, como € o caso de Dyckia distachya, necessitam de raizes para se estabelecer
completamente a campo. Na Figura 9 observa-se que a percentagem de morte das
plantas foi, em alguns casos, alto, atingindo valores de até 25% das avaliagdes aos 15
dias para as plantas com tamanho inferior a 1.5cm. Essa mortalidade pode ser devida a
dois fatores: @ por ndo possuirem raizes, as plantas ndo conseguindo extrair os
nutrientes do solo acabaram morrendo e @ problemas técnicos ocorridos no sistema de

nebulizagdo do tunel de aclimatizagao nos primeiros dias da transferéncia.
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Pode-se visualizar na Tabela 4 que mesmo apos passados 60 dias da
transferéncia, ainda assim 20% das plantas avaliadas com tamanho de 1,5-3,0cm ndo
tinham formado raizes. Se a premissa levantada acima for verdadeira, entdo pode-se
inferir que se estas plantas ndo formarem raizes nos proximos dias a mortandade
podera se elevar a valores muito acima dos ja apresentados, o que inviabilizaria esse
processo.

Ainda assim, pode-se inferir que a grande presenca de raizes in vitro e
posterior formagéo ex vitro pode ter sido favorecida pela utilizagdo do fitorregulador
paclobutrazol, quando do processo de micropropagagdo. Isso pode ser atribuido ao fato
de que esse fitorregulador ¢ considerado um inibidor da sintese de giberelinas e sendo
assim, inibe o elongamento celular e promove o enraizamento (Department of Energy
U.S., 2000; George, 1993). Esta observagdao ¢ confirmada com a elaboragdo de um
teste preliminar, onde brotos foram micropropagados sem a presenga de PBZ e
aclimatizados sem um processo de indugdo de raizes, ocorrendo por conseguinte uma
grande mortandade das plantulas no processo de aclimatizagao.

Com isso pode-se concluir que, se as plantulas ndo forem induzidos a
enraizarem, estes necessitam permanecer mais tempo em cultura in vitro, visto que
plantulas maiores responderam melhor quando aclimatizadas.

Para minimizar este ocorrido recomenda-se que as plantulas
micropropagados de Dyckia distachya passem por um processo de indugdo de raizes
antes da transferéncia ex vifro e posterior aclimatizagdo, como sera apresentado no
Capitulo IV.

Para finalizar, pode-se concluir que a grande vantagem desse sistema
de cultura in vitro é o grande potencial regenerativo alcangado. Se considerarmos que
para o processo de micropropagac¢do na presenga de BAP, utilizou-se 0,47 gramas de
brotos, os quais, apos 120 dias mostraram um incremento médio de 14,50x e que a
média de formagdo de brotos foi de 64,35 brotos por grama, pode-se inferir que com a
utilizagdo de 1 grama de mmocuo € possivel se produzir 933 plantas em 120 dias
(Tabela 1), como ja estimado por Alves & Guerra (2001a). Nido obstante se
recordarmos uma meédia de 90% de sobrevivéncia das plantas sob condig¢des ex vitro
podemos produzir em torno de 840 plantas com apenas um ciclo de micropropagagao

apos 120 dias de cultivo, seguidos de mais 120 dias de aclimatizagéo.
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Os coeficientes de variagdo dos experimentos mostram que houve um
bom controle dos fatores, pois este valor ficou entre 7,56% e 25,74%, os quais podem
ser considerados satisfatorios, quando verificamos que o material utilizado como
explante era originado de diferentes genodtipos, onde cada qual pode responder
diferentemente aos reguladores de crescimento utilizados na cultura in vitro (George,
1993).

Segundo Carneiro er al. (1999) e Malda et al. (1999), sementes,
mudas e material vegetativo podem ser coletados de forma n3o destrutiva na natureza,
e sendo assim podem contemplar de uma boa variabilidade genética, a qual pode entdo
ser usada nos processos de micropropagacao. Sendo assim, e devido ao fato das
plantas terem sido produzidas através da germinagdo de sementes, esse protocolo
permite manter a diversidade genética das populagdes originais, com impactos

positivos sobre a conservagao.

Tabela 2 = Numero médio de Brotos por explante de Dyckia distachya, cultivadas em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementados com ANA (0, 1 e 2uM), BAP (0, 1, 2 e 4uM) e PBZ (0, 3, 5 ¢
6uM), gelificados ou ndo com agar (0,6%) ao longo dos subcultivos. Médias seguidas por letras minasculas
entre os tratamentos e de letras maitsculas entre os suportes (liquido e gelificado). Médias expressas por mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si (SNK P<0.05). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Meio de Brotos por explante nos subcultivos Total
Cultura 45 dias 75 dias 112 dias 142 dias Subcultivos

MS/0 0.25¢ 0,36 g 2,33 ¢ 2,67d - 140e

AB, 551b 12,10 d 40,99 be 61,04 ab 2991 c

AyB, 4,56 b 14,87 d 37,55bc 53.69 ab 27.67c

A,By 11,36 b 33,56 be 57.66 ab 68.65 ab 42,81 bc

AB, + PBZ (3uM) 8,08 b 2522¢ 60,34 ab 90.62 ab 46,07 bc

A,B,+ PBZ (3uM) 10,68 b 45210 84,94 ab 99.13 ab 59.99b

A,B4+ PBZ (6uM) 2131a 80,96 a 121,93 a 133.58 a 89.44a
PBZ (5uM) 1.78 ¢ 597e¢ 9.45d 1521 ¢ 8.10d

X Liquido 7,94 A 27,28 A 51,90 A 65,57 A 38,17 A
MS/0 0.14c 0.14 g 0.00f 0.00d 0.07¢

AsBy 6.84b 16,19d 22.48¢ 35.96 b 2037 ¢

A,B4+PBZ (3puM) 8.69b 29.89 be 46.06 be 71.35 ab 39.00 be

A,B4+PBZ (6pM) 10.69b 32.00 be 55.44 ab 78.96 ab 4427 bc
PBZ (5uM) 0378 2.50f 9,36d 11.18 ¢ 5.85d

X Gelificado 535A 26,14 A 26,67 B 3949 A 2191 A
CV (%) 14,49 7,56 10,61 12,32 11,19

MEDIA GERAL = 31,92

* Na linha entre os subcultivos e na coluna entre os tratamentos em cada subcultivo
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Tabela 3 = Namero médio de brotos por grama de Dyckia distachya, cultivados em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), suplementado com ANA (0, 1 e 2uM), BAP (0. 1. 2 ¢ 4uM) e PBZ (0, 3, 5 € 6uM),
gelificado ou ndo com agar (0.6%) ao longo dos subcultivos. Médias seguidas por letras minusculas entre os
tratamentos ¢ de letras maiisculas entre os suportes (liquido e gelificado). Médias expressas por mesma letra nao
diferem estatisticamente entre si (SNK P<0,05). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Meio de Brotos por grama nos subcultivos Total
Cultura 45 dias 75 dias 112 dias 142 dias Subcultivos
MS/0 0.31f 0.31e 515¢ 2,60e 2,09 ef
AB, 7,68 bc 9,94 de 24,89 ef 25,22 cd 16,93 de
AB, 5.60 cd 11,35 de 23,79 ¢f 23,86 cd 16,15 de
AsB4 14,22 abc 23,15cd 34,84 ¢ 2715 cd 24,84 cd
A,B; + PBZ (3uM) 12,34 abc 23,97 cd 50,84 cd 48.85b 34,00 be
A,;B,;+ PBZ (3uM) 17,12 ab 36,65 be 49.56 cd 37,21 be 35,14 be
A,B4+ PBZ (6pM) 27,79 a 52,49 a 59,41 bc 42.480b 45,54 ab
PBZ (5pM) 2,60 de 6.51e 17,57 f 17.20d 10,97 def
X Liquido 10,96 A 20,55 A 33,26 B 28,07 B 23,21 A
MS/0 0,28 f 0,23 e 0,00 g 0,00 e 0,13 f
ABy 17,84 ab 30,28 ¢ 48,44 cd 45870 35,61 bc
A,B,+ PBZ (3uM) 21,6%9a 48,20 ab 66,80 ab 70,76 a 51,86 a
A,B,+ PBZ (6M) 27,932 60,57 a 72,94 a 66,07 a 56,88 a
PBZ (5pM) 0,67 ef 5.98¢e 37.03 de 29.48 cd 18,29 d
X Gelificado 13,68 A 29,05 A 45,04 A 42,43 A 32,55 A
CV (%) 19,94 8,17 10,69 11,04 16,72
MEDIA GERAL = 26,80

* Na linha entre os subcultivos € na coluna entre os tratamentos em cada subcultivo

Tabela 4 = Percentagem de formagdo de raizes em plantulas micropropagadas de Dyckia distachya ap6s
transferéncia para as condigoes ex vifro, em fungdo do tempo (apds 15, 30 e 60 dias) sem indugio de raizes.
LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Obsérvacto 15 dias 30 dias 60 dias
<1,5 1,530 >3,0 <1,5 1,5-3,0 >3,0 <1,5 1,5-3,0 >3,0
Continuam sem raiz 56,25 45,16 31,25 36,11 3889 30,00 19,51 20.00 10,26
Morte das plantas 25,00 1290 625 8.33 8.33 7.50 732 9,71 0.00
Crescimento das raizes 3,12 2258 2188 13,89 13,89 2250 14,63 11,43 2820
Morte das raizes 6.25 0.00 9,37 8.33 2.78 0,00 4.88 5,72 5,13
Nasc. de novas raizes 938 1936 31,25 3334 36,11 40,00 5366 57.14 56.41

Total Geral 100%
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Figura 5 = Numero médio total de Brotos por explante, cultivado em meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementados com ANA (0, 1 e 2uM), BAP (0, 1, 2 ¢ 4pM) e PBZ (0, 3, 5 e 6uM), gelificado ou ndo com agar
(0,6%), apos 142 dias de cultivo. Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (SNK
P<0,05). LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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Figura 6 = Numero médio total de brotos por grama, cultivados em meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com ANA (0, 1 e 2uM), BAP (0, 1, 2 e 4uM) e PBZ (0, 3, 5 e 6uM), gelificado ou ndo com agar
(0,6%), ap6s 142 dias de cultivo. Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (SNK
P<0,05). LFDGV-CCA/UFSC/2002
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Figura 7 = Numero médio de Brotos por explante nos subcultivos, em meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementados com ANA (0, 1 e 2uM), BAP (0, 1, 2 e 4uM) e PBZ (0, 3, 5 ¢ 6uM), gelificado (S) ou ndo (L)
com agar (0,6%). Valores seguidos de mesma letra nfo diferem estatisticamente entre si (SNK P<0,05).
LFDGV-CCA/UFSC/2002
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Figura 8 = Numero médio de Brotos por grama nos subcultivos, em meio MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementados com ANA (0, 1 e 2uM), BAP (0, 1, 2 e 4pM) e PBZ (0, 3, 5 e 6uM), gelificado (S) ou ndo (L)
com agar (0,6%). Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (SNK P<0,05).
LFDGV-CCA/UFSC/2002
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-4~ Crescimento das raizes -~ Morte das plantas
~4 Formag3o de novas raizes =% Morte das raizes

Figura 9 = Formagdo de raizes em plantulas micropropagadas de Dyckia distachya ap6s cultivo em diferentes
meios de cultura, entretanto sem a inducdo ao enraizamento. (A) 15 dias (B) 30 dias e (C) 60 dias apés a
transferéncia para as condigdes ex vifro. LFDGV-CCA/UFSC/2002
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Figura 10 — Micropropagagdo de Dyckia distachya. A. Inoculagio das sementes (1) e germinagdo apés 30 dias
(2). B. Aglomerado de brotos apds os dois ciclos de cultivo (observar as miltiplas brotagdes). C. Plantulas
originadas do elongamento das brotagdes laterais. D. Plantas aclimatizadas com sucesso ap6s 6 meses. LFDGV-
CCA/UFSC/2002



Capitulo II —- Micropropagagio por Organogénese Direta 35

Figura 11 - Micropropagagio de Dyckia distachya. A. Inoculagdo das sementes (1) e germinagdo apés 30 dias
(2). B. Plantulas elongadas individualmente em tubos de ensaio. C. Inoculagdo em meio liquido € D. em meio
gelificado com dgar - Barra = 1cm. E. Aglomerado originado apés os ciclos de cultivo (observar as muiltiplas
brotagdes). F. Elongamento das plantulas regeneradas em MS/0 - Barra = lcm. G. Fitotoxidade causada pelo
PBZ (ver o secamento das folhas externas. H e I. Hiperhidricidade dos brotos causada pelos subcultivos em meio
de cultura liquido (ver setas) - Barras 1cm ¢ Smm. J. Brotos perfeitamente formados na presenga de PBZ - Barra
lem e K. Brotos estiolados formados no tratamento A1B] e A1B2 - Barra = 1cm. LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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1. INTRODUCAO E JUSTIF ICATIVA

A embriogénese somatica ou assexual ¢ o processo pelo qual as
células somaticas se desenvolvem em estadios morfologicos caracteristicos, com
sequéncias similares aquelas observadas no embrido zigoético e originando uma planta
completa (Yeung, 1995; Dineshkumar et al., 1995; De Jong et al., 1993). Também
pode ser definida pelo desenvolvimento de embrides a partir de uma c€lula simples ou
de um grupo de células que ndo resultaram da fusdo de gametas e que diferenciaram-se
nos mesmos estadios ontogenéticos observados na embriogénese zigbtica
(Maheswaran & Wiliams, 1985).

Ao contrario do embrido zigdtico, o embrido somatico ndo apresenta
conexdo vascular com o tecido materno e, teoricamente, ele pode ser derivado de
células de qualquer tipo de tecido. Este padrio de expressio da morfogénese ¢é
fundamentado através da totipotencialidade da célula vegetal, postulado pelo
fisiologista alemdo Haberlandt no inicio do século XX, para o qual, fornecidas as
condigdes e estimulos adequados & uma célula nucleada, ela poderia originar uma
planta completa, uma vez que c€lulas somaticas vegetais contém todas as informagdes
genéticas para tal (Merkle ez al., 1995).

Para De Jong ef al. (1993), dependendo da interagdo entre complexos
celulares e estimulos exdgenos, as subsequentes divisdes celulares podem resultar no
crescimento de um calo ndo organizado ou num crescimento polarizado que resulta na
diferenciagdo das células embriogénicas e na formagédo e desenvolvimento do embrido.

A embriogénese somatica ¢ um método importante para a propagagao
em larga escala de genotipos superiores. Também ¢ uma técnica aplicavel aos estudos
basicos relacionados com a fisiologia do desenvolvimento do embrido (Yeung, 1995).
Atualmente, esse sistema vem sendo utilizado para a produgdo de plantas trangénicas e
sementes sintéticas (Schultheis er al., 1990; Guerra et al., 1999b).

A propagagdo in vifro via embriogénese somatica oferece um grande
potencial para a multiplicagdo clonal, onde uma célula isolada pode ser induzida a
produzir primeiramente um embrido e entdo uma planta completa (Rout et al., 1999).

A embriogénese também pode evitar os riscos de obten¢do de plantas quiméricas e
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facilitar a aplicagdo para sele¢do de mutantes e para a tecnologia de DNA
recombinante (Luo et al., 1999).

Uma das principais aplicagdes da embriogénese somatica, em
programas de melhoramento de plantas perenes, relaciona-se com a possibilidade da
fixagdo do ganho genético pela captura dos componentes aditivos e ndo aditivos da
variancia genética (Guerra et al., 1999b). O primeiro € baseado no efeito independente
dos alelos, enquanto que o segundo, normalmente perdido nos processos de
reproducdo sexuada, é baseado na interagdo dos alelos, dentro ou entre locus (Durzan,
1988). Este processo pode iniciar com o cruzamento controlado entre plantas que ja de
antema3o, sabe-se que produzirdo uma progénie superior (Guerra ez al., 1999b).

O sucesso na iniciag@o e estabelecimento de culturas embriogénicas
depende basicamente do tipo e estadio fisiolégico dos explantes. Este € o primeiro
passo importante para a transi¢gdo de células somaticas em células embriogénicas
(De Jong et al., 1993). Por isto, é fundamental o reconhecimento dos explantes que
tenham competéncia morfogenética e que estejam em estadio especifico de
desenvolvimento (Merkle et al., 1995; Harry & Thorpe, 1991). Entretanto, ndo esta
claro se esta observagdo reflete diferencas genéticas na habilidade das células
somaticas tornarem-se embriogénicas ou se € devido a frequéncia de um tipo particular
de células responsivas nestes tecidos (De Jong et al., 1993).

Potencialmente, todos os tecidos vegetais t€ém capacidade para
originar calos in vitro, contudo pouéos explantes tém habilidade para produzir calos
embriogénicos. Comumente se utiliza parte de plantulas como cotilédones, hipocétilos-
e embrides (George, 1993).

Explantes embrionarios possuem maior competéncia morfogénica,
podendo suas células apresentar receptores especificos € de maior sensibilidade aos
hormonios vegetais (Guerra et al., 1999; Firn, 1986), ou mesmo maior nimero de
receptores para essas substincias presentes no meio de cultura (Guerra et al., 1999b),
resultando na formagdo de maior numero de embrides somaticos em relagdo aos
explantes originados de tecidos maduros.

Bases foliares de monocotiledoneas apresentam vascularizagdo e
podem conter células competentes para a rediferenciacio celular, quando ativadas por

sinais quimicos como os fitoreguladores (Hosoki & Asahira, 1980).
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Apesar dos avangos na compreensdo dos mecanismos que controlam a
embriogénese somatica, ainda sdo limitadas as fontes de explantes que contém células
receptivas ou tecidos responsivos, capazes de reagirem a sinais ambientais ou
quimicos especificos de desenvolvimento (Yeung, 1995). Entre estes sinais, os
fitorreguladores podem alterar a sensibilidade das células responsivas (Guerra et al.,
1999b) e induzir a formagdo de células competentes (Toonen ef al., 1996). Tal como
outros sistemas de regeneragdo in vitro, a embriogénese somatica também apresenta
varios fatores que afetam as respostas obtidas. Neste sentido, Guerra & Handro (1998
e 1991), observaram que a rota da embriogénese somatica em Euterpe edulis ocorria
como resposta a interagdo entre o estadio fisioldgico do explante e o tipo e
concentragdo de fitorreguladores presentes no meio de cultura.

Em um explante, certas células estdo pré-condicionadas para os
eventos morfogénicos que levam a embriogénese (Thorpe, 1980). Por esta razdo a
presencga de reguladores de crescimento exogenos, comumente o 2,4-D, ndo sé inicia o
desenvolvimento dos embrides, como estimula a multiplicagdo clonal das células pré-
determinadas (Litz & Jarret, 1991). O mecanismo de agdo das auxinas nos processos
fisiologicos e regulatorios, esta associado a presenga de receptores protéicos
localizados na membrana, no citoplasma e no nucleo celular (Nato et al., 2000).
Quando o nucleo recebe o sinal, ha ativagdo da RNA-polimerase 11 especifica para a
transcri¢do de genes envolvidos na regulagdo da divisdo celular (Van der Linde, 1990).

Até meados da década de 90, a indugdo da embriogénese somatica em
angiospermas tinha sido descrita para 280 géneros em 94 familias, sendo que 60% das
espécies induzidas pertenciam as familias Compositae,. Gramineae, Liliaceae,
Orchidaceae, Rosaceae e Rutaceae (Sharma & Thorpe, 1995).

Sdo escassos os protocolos de micropropagacdo de bromélias via
embriogénese somatica. Os poucos protocolos existentes para monocotiledoneas se
restringem a Triticum, Coccus, Arachis, Zea, Musa e algumas espécies da familia
Orchidaceae e Bromeliaceae.

A maioria dos protocolos existentes para a micropropagagdo de
bromélias baseiam-se na organogénese direta, devido a facilidade de se induzir
brotagbes a partir de um explante inicial, geralmente semente. No entanto, quando se

pretende clonar um gendtipo de interesse, a organogénese se mostra limitante, devido a
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dificuldade de se introduzir in vitro 6rgdos competentes, como por exemplo gemas
axilares. Nesta visdo, a embriogénese somatica pode ser uma metodologia promissora,
visto o fato de que, uma vez estabelecida uma cultura embriogenética, seu potencial
morfogenético pode ser mantido por longo periodo de tempo (Rech Filho et al., 2001;
Alves, 2000).

Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo principal estudar a
resposta de diferentes explantes frente aos fatores indutores da embriogénese somatica,
uma vez que, estabelecido um protocolo seguro, utilizando-se explantes gerados in
vitro, pode-se ampliar os estudos com a utilizagdo de explantes retirados diretamente

das plantas matrizes, as quais se pretende micropropagar.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Orgios Florais

Do Banco de germoplasma in situ e ex situ (ver Capitulo V) flores
imaturas (antes da antese) foram coletadas nos anos de 1999 e 2000, acondicionadas
em sacos plasticos e transportadas sob refrigeracéo até o LFDGV-CCA/UFSC.

No laboratério, as flores foram lavadas em uma solugdo com agua
destilada e trés gotas de detergente comercial (louga) e triplamente enxaguadas para
uma prévia limpeza. Sob CFL foram mergulhadas em alcool 70% por um minuto,
seguido por imersdo em alvejante comercial (2% de NaOCIl) por 15 minutos e triplo
enxague com agua destilada, deionizada e autoclavada.

ApOs a desinfestagdo, as pegas florais foram destacadas e inoculadas
separadamente em tubos de ensaio contendo 10mL de meio de cultura MS (Murashige
& Skoog, 1962) suplementado com sacarose (3%) e Vitaminas de Morel (Morel &
Wetmore, 1951) e gelificadas com agar (0,6%). Foram testados seis tratamentos: 2,4-D
(10 e 20uM) Picloram (5 e 10uM) e 2,4,5-T (5 e 10uM). Em todos os tratamentos
adicionou-se 1uM de Kin. Além destes, adicionou-se mais um tratamento isento de

fitorregulador — MS/0, como controle. As avaliagdes se deram a cada 30 dias.



Capitulo III - Indugio 2 Embriogénese Somitica 40

2.2. Bases Foliares

Sementes foram coletadas, desinfestadas e introduzidas in vitro para
germinagdo, conforme ja descrito no capitulo anterior. Apos 90 dias, as plantulas
regeneradas com tamanho >1,5cm foram utilizadas neste experimento. As folhas
foram destacadas e mmoculadas em placas de Petri contendo 30mL de meio de cultura
MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com sacarose (3%) e Vitaminas de
Morel (Morel & Wetmore, 1951) e gelificadas com agar (0,6%). Foram realizados dois
experimentos independentes para se avaliar o efeito do tipo e da concentragdo das

auxinas.

Experimento I

Foram testados 12 tratamentos: 2,4-D (2,5; 5 e 10uM), 2,4,5-T (2,5; 5
e 10uM), Picloram (1; 2,5 e 5uM), 2,4-D (5uM) + BAP (2uM), 2,4,5-T (SuM) + BAP
(2uM) e Picloram (2,5uM) + BAP (2uM), mais um tratamento isento destes — MS/0,
como controle. Aos 90 dias avaliou-se a percentagem de indugdo de embriogénese

somatica, bem como as caracteristicas morfologicas das culturas embriogenéticas.

Experimento I1

Manteve-se o0 2,4-D e mudou-se a fonte de citocinina para Kin. Foram
testados quatro tratamentos: 2,4-D (2,5; 5; 10 e 20uM) adicionados de Kin (1uM),
mais um tratamento isento destes — MS/0, como controle. O experimento foi arranjado
em DCC com trés replicatas, sendo que apés 90 dias avaliou-se a percentagem de
indugdo de embriogénese somatica, bem como as caracteristicas morfoldgicas das
culturas obtidas. Os dados de percentagem de indug@o de culturas embriogenéticas
foram transformados em log (x+2) e submetidos a' Analise de Variancia e teste de

separagdo de médias SNK (p<0,05).
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2.3. Embrides zigéticos

Sementes de Dyckia distachya originadas de plantas mantidas no
banco de sementes do LFDGV-CCA/UFSC (Capitulo V) foram submetidas a uma
prévia lavagem com uma solugdo de agua destilada com a adi¢do de trés gotas de
detergente comercial (louga) e triplamente enxaguadas com agua destilada. Sob fluxo
laminar as mesmas foram mergulhadas em alcool 70%, por trés minutos, seguido de
alvejante comercial (5% de NaOCI), por 30 minutos e por cinco enxagiies com agua
destilada, deionizada e autoclavada, conforme protocolo estabelecido por Mercier &
Kerbauy (1993). Apds a desinfestagdo, as sementes com sua parte alada removida,
foram inoculadas em placas de Petri com 30mL de meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com sacarose (3%) e Vitaminas de Morel (Morel &
Wetmore, 1951), e gelificadas com agar (0,6%), sendo inoculadas 10 sementes por
placa. Foram realizados dois experimentos independentes para se avaliar o efeito do

tipo e da concentracdo das auxinas.

Experimento I

Foram testados oito tratamentos: 2,4-D (1,25; 2,5; 5 e 10uM),
Picloram (1,25; 2,5; 5 e 10uM) mais um tratamento isento destes — MS/0, como
controle. O experimento foi arranjado em DCC com quatro placas por tratamento,
sendo que cada tratamento foi repetido trés vezes. Onze semanas apos a indugdo
+avaliou-se a percentagem de indugdo e as caracteristicas morfoldgicas das culturas
embriogénicas.

Para continua¢do do experimento foram testadas duas estratégias para
multiplicagdo ou maturagdo das culturas embriogénicas. Para maturagédo, as culturas
com aparéncia amarelo-citrico, granulares e friaveis foram repicadas para placas de
Petri contendo 30mL de meio MS com 16 combinagdes de PEG e Maltose (Pgo,Mges,
PooM3o, PowMeos, Po%Moos, P30sMos, P3uMso, P3oiMesw, P3oMoo,, PeocMow, PeoMay,
PeouMoos, PsosMoss, PgosMoos, PoosMsos, PoosMeo, € Poo;Moe,). As culturas foram incubadas
em estufa incubadora com temperatura controlada em 25%1°C, no escuro, € repicadas
cinco vezes a cada 20 dias.

Para se estabelecer um protocolo de conversdo para embrides

somaticos e plantulas, as demais culturas embriogénicas foram repicadas para placas
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de Petri com 30mL de meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) + sacarose
(3%) e Vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951), e gelificadas com agar (0,6%),
suplementado com 2iP (12uM) + ANA (0,5uM), mais carvdo ativado (1,5%). As
culturas foram mantidas a luz, com uma irradiancia de 60pM/m?/s de fotons de luz e
fotoperiodo de 16 horas. A cada vinte dias as placas foram repicadas para as mesmas
condigdes.

Oito meses apdés a indugdo e subsequentes repicagens avaliou-se a
percentagem de indugdo de embrides, bem como o nimero de embrides formados,
sendo que os dados foram transformados em log (x+2) e submetidos a analise de

variancia ANOVA e ao teste de separagdo de médias SNK (p<0,05).

Experimento IT
Com a realizagdo do experimento anterior percebeu-se que a melhor
concentragdo para indugdo de massas embriogénicas era de 5uM; sendo assim
objetivou-se avaliar o efeito dessa concentracio sob as auxinas 2,4-D e Picloram com
ou sem a adigdo das citocininas BAP ou Kin.
| Foram testados seis tratamentos: 2,4-D (5uM), Picloram (5uM), 2,4-D
(5uM) + BAP (1uM), 2,4-D (5uM) + Kin (1uM), Picloram (5uM) + BAP (1uM) e
Picloram (5puM) + Kin (1uM), mais um tratamento isento destes — MS/0, como
controle. O experimento foi arranjado em DCC com quatro placas por tratamento,
sendo cada tratamento repetido trés vezes. Apos 10 semanas de indugdo os dados da
percentagem de massas que ndo responderam, a percentagem de embrides formados e
o numero de embrides formados foram transformados em log (x+2) e submetidos a
analise de varidncia ANOVA e ao teste de separagdo de médias SNK (p<0,05). o
As colonias celulares que formaram embrides foram repicadas para
placas de Petri com 30mL de meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com sacarose (3%) e Vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951),
carvio ativado (1,5%) e gelificadas com agar (0,6%). Foram testados trés tratamentos
para a conversdo dos embrides somaticos: 2iP (12uM) + ANA (0,5uM), AG; (10uM)

e Sacarose (6%). As culturas foram mantidas na luz, com uma irradiancia de
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60uM/m*/s de fotons de luz e fotoperiodo de 16 horas, para conversio e germinagdo
dos embrides somaticos. A cada vinte dias as placas foram repicadas para as mesmas
condigdes.

O pH de todos os meios de cultura foi ajustado para 5,8 com a adigdo
de NaOH ou HCI antes da autoclavagem a 121°C e 1,5atm. As culturas foram
manipuladas sob condigdes assépticas em CFL, e seu desenvolvimento foi em estufa
incubadora com temperatura ajustada para 25+1°C e umidade relativa (UR) de 60+5%,
na auséncia de luz, exceto quando estes foram de conversdo onde o desenvolvimento

se deu em sala de crescimento com uma irradidncia de 60pM/m?*/s de fotons de luz e

fotoperiodo de 16 horas.

2.4. Avaliacoes histologicas

Para o estudo histolégico das culturas através da utilizagdo de
embrides zigbticos como fonte de explante, amostras foram retiradas a cada dois dias e
fixadas em FAA (formalina 40% : &cido acético glacial : alcool 70%, 5:5:90) por 48
horas. O material foi desidratado em série etilica e embebido em parafina/xilol. O
material foi secionado em micrétono com seg¢do de Sum, que foram coradas em -

safranina e fast green e visualizadas sob microscépio Olympus BX 40.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo de pegas florais como explantes, deve-se ao fato desses
tecidos serem, por natureza, altamente competentes e responsivos. Sendo assim, e
sendo este um tecido jovem e de origem somatica; a utilizagdo dele seria uma boa
fonte de material competente originado da planta mée, o que facilitaria os processos de
clonagem.

No presente trabalho, a justificativa para o emprego de explantes de
origem somatica derivou do fato de que o emprego de embribes zigdticos como fonte

de explantes ndo assegura a conformidade clonal (Tomé e7 al., 1997). Assim, para fins
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de clonagem, o uso de embrides zigéticos como fonte de explantes de espécies com
polinizagdo cruzada pode ser considerado uma limitag3o.

Sessenta dias apds a inoculagdo, algumas pecas florais comegaram a
mostrar sinais de resposta. Muitas delas se intumesceram, as vezes dobrando de
tamanho, porém foram raras as formag¢des de calos nos explantes. Na figura 2, sao
mostrados calos amarelo-citricos e fridveis. No entanto, essa resposta limitou-se a
poucos explantes. Estes dados diferem dos obtidos por Stefanello (2000), quando altas
percentagens de indugdo (81,7%) foram obtidos a partir da inoculagdo de filamentos
de Feijoa sellowiana em meio MS suplementando com Picloram (10uM) + Kin
(1uM). Stefanello (2000) e Torné et al. (1997) descreveram que pétalas florais sdo
explantes facilmente induziveis aos processos morfogenéticos que levam a
embriogénese somatica. No entanto, no trabalho aqui apresentado essa caracteristica
ndo foi observada, visto que foram raros os casos de indugdo de calos nestes explantes.

Na indugdo & embriogénese somatica em pegas florais de Feijoa
sellowiana, Stefanelo (2000) obteve melhores resultados com a utilizagdo de Picloram
(10uM) + Kin (1uM). No entanto, na indugdo a embriogénese somatica e posterior
conversdo em plantas de Araujia sericifera, concentragdes moderadas de 6-
benzilaminupurina se mostraram mais eficientes (Torné et al., 1997).

Apesar das caracteristicas morfologicas dos calos apresentados na
figura 2 serem promissores, nenhuma cultura induzida neste experimento se manteve
estavel apos 100 dias. Passado algum tempo, todas as culturas obtidas oxidavam e
morriam, ndo respondendo a nenhum outro estimulo embriogenético.

Para bases foliares as respostas foram bem diversas. No primeiro
experimento poucos explantes originaram culturas embriogénicas. Muitas destas
culturas apresentaram-se filamentosas ou compactas (Figura 3), o que dificultou os
processos seguintes da embriogénese somatica.

Ao realizar-se o experimento I, percebeu-se que o 2,4-D respondia
melhor do que as demais auxinas e também a citocinina Kin era a mais citada como
complemento nos trabalhos com embriogénese somatica (Castillo er al., 2000). Isso
mostra que o 2,4-D quando combinado com Kin pode elevar a percentagem de indugio

de culturas embriogénicas.
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Na figura 1 observa-se que ndo houve diferenga estatistica para a
percentagem de indugdo de massas celulares na presenga de 2,4-D nos niveis de 2,5 ou
10uM. No entanto, a concentragdo de 10uM mostrou-se levemente superior, com uma
percentagem de indugdo de 36,33% dos explantes inoculados, seguidas por 33,33% de
indugdo em 2,4-D (2,5uM). Estes resultados diferem daqueles obtidos por Little et al.
(2000) na indugdo e embriogénese somatica em epicotilos de amendoim, no qual,
somente concentragdes de 2,4-D acima de 41uM foram eficientes. No entanto, se
comparados aos resultados obtidos por Chen & Chang (2000), a percentagem de
36,33% obtida neste trabalho pode ser considerado satisfatoria, visto que esse autor
obteve percentagens inferiores a 10% quando laminas foleares, hastes e raizes de
Oncidium foram utilizadas como explante e induzidas em 2,4-D + TDZ. Em estudos
com Begonia gracilis, Castillo & Smith (1997) obtiveram 30% de indugdo
morfogenética em laminas foleares com a utilizagdo de 0,5mg/L. de Kin, no entanto
essa percentagem subiu pafa 80% quando peciolos foleares foram usados.

Em sua grande maioria, as culturas induzidas eram fridveis e
granulares, diferentemente das massas celulares induzidas no experimento I, as quais
eram filamentosas e com pouca granulagdo (Figura 4). Apesar desse aspecto ser
bastante promissor, quando estas massas celulares foram repicadas para meios de
desenvolvimento de embrides somaticos na presenga de 2-iP (12uM) + ANA (0,5uM)
nenhuma progrediu, sendo que em sua maioria oxidaram e morreram. As culturas que
ndo regrediram, resultaram em calos rizogénicos, como ja descrito por diversos autores
(Franco & Ferreira, 2001; Alves, 2000; Castillo et al., 2000).

Apesar dos recentes sucessos, relatados na bibliografia, com a
utilizagdo de explantes foleares na indugdo da émbriogénese somafica (Casnillo et al,,
2000; Chen & Chang, 2000; Choffe er al., 2000; Little ez al., 2000; Yasuda et al.,
2000; Luo ef al., 1999; Castillo & Smith, 1997), percebe-se com esse trabalho que
mais estudos sdo necessarios para o bom entendimento da rota morfogenética e da
mdugdo e expressdo embriogénica de bases foleares de Dyckia distachya, uma vez
que, nas condigdes experimentais empregadas ndo foi possivel a maturagdo dos

embrides somaticos.
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Figura 1 — Taxas de indugdo embriogénica a partir de bases foliares de Dyckia distachya, em resposta
a diferentes concentragdes de 2,4-D ¢ Kin (1,0uM), em meio de cultura basal MS (Murashige &
Skoog, 1962) gelificado, 60 dias apds a inoculagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si (SNK p<0,05). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Os melhores resultados de indugdo embriogenética em Dyckia
distachya foram obtidos quando embrides zigéticos foram usados como explante,
assim como ja relatado para Feijoa sellowiana (Stefanello, 2000). No entanto,
sementes de Dyckia distachya sao de tamanho reduzido, o que inviabiliza o processo
de excisdo do embrido zigotico, sendo assim, sementes inteiras foram inoculadas para
germinagio, originando massas celulares, segundo protocolo estabelecido por Eapen &
George (1990).

Na figura 5-F nota-se que apds dois dias em cultura iniciou-se a
germinagdo, € na presenga de uma auxina (2,4-D ou Picloram) ocorreu um intenso
processo de divisdo celular, dando origem, 30 dias apés, a uma estrutura calosa (Figura
5-B), a qual apds sucessivas divisdes mitdticas, originou uma massa celular
caracteristicamente embriogénica (Figura 5-D).

No primeiro experimento, quando diferentes concentragoes de 2,4-D e
Picloram foram usadas, observou-se que o Picloram (10uM) foi capaz de induzir
resposta em 81,82% dos embrides zigoticos inoculados, apés 60 dias em cultura.
Quanto ao 2,4-D, conclui-se que concentragdes entre 1,25 e 10uM foram adequadas
para promover a indugido de culturas embriogenéticas em 70% dos embrides zigoticos
inoculados (Tabela 1). Se considerarmos que as sementes de Dyckia distachya
possuem viabilidade entre 70 e 80%, pode-se concluir que tanto o Picloram quanto o
2,4-D foram capazes de induzir respostas embriogenéticas na quase totalidade dos

embrides zigoticos viaveis.
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Tabela 1 — Taxa de indugdo embriogencética a partir de embrides zigoticos de Dyckia distachya, em
resposta a diferentes concentragdes de 2,4-D e Picloram, em meio de cultura basal MS (Murashige &
Skoog, 1962) gelificado, 60 dias apos a inoculagdo. Médias seguidas de mesma letra nio diferem
estatisticamente entre si (SNK p<0,05). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

[pkM] Picloram 2,4-D
0 Ob Ob
1,25 75,71 a 70,00 a
2.5 73,75 a 71,11 a
5 T75a 69,17 a
10 81,82 a 71,11 a
X 77,71 A 70,26 A

CV (%) = 14,95
* Letras minusculas entre os tratamentos e maiusculas entre os fitorreguladores

Os dados da percentagem de indugdo embriogenética obtidos neste
trabalho podem ser considerados excelentes se analisarmos a percentagem de 25% de
inducéo alcangada por Torné et al. (1992), em embrides zigoticos de Araujia sericifera
cultivados com 2,4-D (9,1uM). Ou, ainda, quando comparados aos valores de 60% de
indugdo alcangados por Qureshi ez al. (1989), em Triticum aestivum com a utilizagdo
de 2mg/L de 2,4-D + 1mg/L de ABA.

Quando se comparam as concentragdes de 2,4-D e de Picloram
usadas, percebe-se que nao houve diferengas estatisticas entre os tratamentos (SNK
p<0,05), sendo que estes sdo diferentes do tratamento controle (MS/0) onde os
embrides zigoticos apenas germinaram (Figura 5-C).

Cento e vinte dias apds a inoculagao dos embrides zigoticos, observa-
se a indugdo embriogenética em quase todos os tratamentos. O Picloram (5uM) foi
capaz de induzir culturas embriogenéticas em 60,94% dos explantes inoculados, com
uma média de 109,72 embrides por placa. Ja o 2,4-D mostrou-se quantitativamente
inferior ao Picloram, porém esta diferenca ndo foi significativa (SNK p<0,05). Na
faixa de 2,5uM de 2,4-D, a indugdo embriogenética foi de 37,26% com uma média de
36,67 embrides por placa. Ja na presenga de 2,4-D (1,25uM), 33,60% de indugao
embriogenética foi obtida, com uma média de 58,33 embrides por placa (tabela 2).
Todos os embrides observados nesta fase encontravam-se nos estadios globulares,

torpedos ou as vezes em estadios cotiledonares.
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Tabela 2 — Percentagem média de indugdo ¢ numero de embrides somaticos formados em EZ de
Dyckia distachya, cultivados in vitro, em resposta a diferentes concentragdes de 2,4-D e Picloram, em
meio de cultura basal MS gelificado, 120 dias apds a inoculagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si (SNK p<0,05). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

[eM] Indugdo embriogenética (%) N.° de embrides formados
Picloram 2,4-D Picloram 2,4-D
1,25 5,55B 33,60 A 10,17 A 58,33 A
2.5 7,18 B 37,26 A 23,67 A 36,67 A
5,0 60,94 A 34,34 A 109,72 A 33,22A
10 56,51 A 36,67 A 77,78 A 25,83 A
CV (%) 19,13 31,11

* Média de 3 repetigdes.

Segundo Guerra et al. (1999b) apos a formagao dos pro-embrides, a
estratégia seguinte € interromper os ciclos repetitivos de divisdo celular e fornecer
estimulos fisiologicos, bioquimicos e ambientais para promover a diferenciagdo
celular, desenvolvimento e conversdo dos embrides somaticos. Estes pro-embrides sdo
estimulados a seguir o desenvolvimento normal pela retirada das auxinas do meio de
cultura, pela adigdo de ABA, citocininas e agentes que provoquem um estresse
osmotico. O ciclo de maturagdo gera embrides somaticos que podem ser convertidos a
plantulas ou entdo serem encapsulados para a obtengdo de sementes sintéticas.

No entanto, no presente trabalho, quando os embrides foram retirados
dos ciclos repetitivos de divisdo celular e transferidos para diferentes combinagdes de
PEG e Maltose para a conversdo, quase que em sua totalidade, as culturas
embriogénicas oxidaram ou tornaram-se rizogénicas (Figura 5-I), sendo que nenhuma
cultura progrediu para estadios mais avangados do desenvolvimento embrionario.

Algumas respostas favoraveis foram evidenciadas quando os embrides
somaticos foram transferidos para a luz e repicados a cada 20 dias em meio de cultura
com 2-iP (12uM) + ANA (0,5uM). Nesse tratamento, as culturas tornaram-se verdes, €
com aparente desenvolvimento.

A germinagdo dos embrides somaticos consiste em um
desenvolvimento bipolar completo, com distinto desenvolvimento de parte aérea e
radicular (Dineshkumar ef al., 1995). Sendo assim, o desenvolvimento completo dos
embrides somaticos e conversao para plantas nao foi observado neste estudo.

Num segundo experimento, quando fixou-se a concentragao de 2,4-D

e Picloram em 5uM e variou-se apenas a citocinina (BAP ou Kin - 1uM) respostas



Capitulo IIT - Indugio 4 Embriogénese Somitica 49

distintas foram observadas. Como mostra a Tabela 3, os embrides zigdticos inoculados
em meio isento de fitorreguladores, ndo tiveram formagdo de calos, sendo que 50%
dos embrides zigoticos ndo responderam e os demais apenas germinaram, cCOmo
evidenciado na figura 5-C. No entanto, nos embrides zigéticos inoculados em
picloram, independente da citocinina usada, foram observadas percentagem elevadas
de indugdo embriogenética. A melhor resposta para a percentagem de indugdo ocorreu
em resposta ao Picloram (5uM) e com Kin (1uM), onde 59,17% dos embrides
zigoéticos induziram culturas embriogénicas, com a formagdo de 165,83 embrides por
placa. Neste tratamento, o 2,4-D mostrou-se inferior ao Picloram na indugdo de
culturas embriogenéticas € no numero de embrides formados. Na presenga de 2,4-D
(5uM) 39,48% dos embrides zigdticos inoculados tornaram-se embriogénicos, apos 10
semanas de inoculagdo. Neste tratamento formam formados 65,92 embrides por placa.

Tabela 3 — Percentagem média de ndo resposta, percentagem de indugdo ¢ numero de embrides
somaticos formados em EZ de Dyckia distachya, cultivados in vitro, em resposta a diferentes
combinagdes de auxinas e citocininas, em meio de cultura basal MS, gelificado, 10 semanas apds a

mnoculacdo. Médias seguidas de mesma letra nio diferem estatisticamente entre si (SNK p<0,05).
LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Auxina* Citocinina Sem Porcent. de N.° de
2,4-D  Picloram BAP Kin Resposta Embriogénese Embrides
0 0 0 0 50,00 B 0,00 D 0,00 C

5 0 0 0 13,45 A 39,48 B 65,92 B
5 1 25,00 AB 36,67 B 64,75 B
5 1 38,33 AB 2583 C 35,19B
5 0 0 28.33 AB 56,67 A 150,33 A
5 1 17,50 A 59,17 A 165,83 A
5 1 33,89 AB 58.06 A 141,75 A
CV (%) 11,62 3,79 6,82
[]empuM

Quando analisadas as interagOes existentes entre as concentragdes de
auxinas e citocininas, observou-se uma superioridade do Picloram em relagdo ao
2,4-D. Para a percentagem de embriogé€nese, 57,96% dos embrides zigoticos
inoculados em Picloram tornaram-se embriogénicos, enquanto que para o 2,4-D, essa
resposta foi observada em apenas 33,99% dos casos. Resposta semelhante foi
verificada no niimero de embrides formados, onde 152,64 e 55,29 embrides por placa
foram induzidos em Picloram e 2,4-D, respectivamente. Esses valores sio

estatisticamente  diferentes (SNK p<0,05). Entretanto, quando analisada as



Capitulo III - Indugiio 2 Embriogénese Somatica 50

combinagdes de citocininas usadas, ndo verificou-se diferenga (SNK p<0,05) entre
presenga ou auséncia de BAP ou Kin como complemento (ver anexo).

Neste experimento, estadios completos de embriogénese somatica,
com embrides globulares, torpedo e cotiledonar puderam ser observados em alguns
tratamentos (Figura 5-M).

Os dados apresentados aqui sdo diferentes dos descritos para Feijoa
sellowiana (Stefanello, 2000), onde o 2,4-D mostrou-se superior ao Picloram na
inducgdo embriogenética. No entanto ha diversos relatos mostrando superioridade do
Picloram em relagdo ao 2,4-D (Little et al., 2000; Dineshkumar et al., 1995). Bach
(1992) descreve que em Freesia hybrida, o Picloram induziu de trés a doze vezes mais
embrides somaticos do que o 2,4-D. Dineshkumar ef al. (1995) complementam que o
Picloram (0,1 a 0,25mg/L) é uma potente auxina capaz de induzir calos
embriogénicos. Entretanto, para Narcissus pseudonarcissus as auxinas ANA e 2,4-D,
em diversas concentragdes, promoveram a formagdo de embrides somaticos enquanto
o Picloram inibiu completamente o processo (Sage et al., 2000).

Os pro-embrides formados neste experimento foram inoculados em
meio cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), adicionado de Sacarose (3%) e
Vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951), suplementado com 2-iP (12pM) + |
ANA (0,5uM), AG; (10uM) ou apenas com Sacarose (6%) como agente osmotico
para conversao € germinagao.

Apos 60 dias de inoculagdo ndo foram observadas nenhuma conversédo
total dos embrides somaticos. A maioria das culturas embriogenéticas, ao serem
expostas a luz, tornaram-se verdes, € com aparente resposta as citocininas (Figuras 5-G
e J). As melhores respostas foram observadas quando 2-iP (12uM) + ANA (0,5pM)
foram usados. Observou-se neste tratamento inicio de conversdo dos embrides
somaticos (Figuras 5-J e K), no entanto, com o passar do tempo a maioria dos
embrides somaticos necrosaram e morreram, fato que ja foi documentado por Alves
(2000) em Vriesea reitzii.

Guerra & Handro (1988) conseguiram boas taxas de conversdo,
quando embrides somaticos de Futerpe edulis foram inoculados em meio

suplementado com 2-iP (2,5mg/L) + ANA (0,1mg/L). Cruz et al. (1990) obtiveram
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boas taxas de conversao quando embrides somaticos de Feijoa sellowiana em fase pré-
cotiledonar foram inoculados em MS suplementado com 1,46uM de AGs.

Segundo Qureshi et al. (1989), muitas espécies de monocotiledoneas
oferecem uma limitada fonte de explante para indugdo de calos embriogenéticos,
sendo o embrido zigdtico imaturo ou em estadios primarios de desenvolvimento o
melhor material a ser usado.

Neste estudo, boas taxas de embriogénese somatica foram alcangadas
com a utilizagdo de sementes maduras de Dyckia distachya; entretanto quando se
utilizou outros explantes, como pegas florais e bases foliares, respostas favoraveis
foram raras.

Segundo Guerra et al. (1999b) muitos fatores estdo envolvidos na
modulagdo da embriogénese somatica: o tipo e a concentragdo da auxina e da
citocinina, dos agentes osmoticos, da luz e da temperatura fortemente influenciam na
indugdo de massas celulares embriogénicas. No presente trabalho, apesar de todos
esses fatores terem sido estudados, ndo foi possivel estabelecer um protocolo completo
para indugdo a embriogénese somatica e posterior conversido em plantas de Dyckia
distachya Hassler, indicando que mais estudos devem ser realizados para essa
finalidade.
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Figura 2 — Indugdo embriogenética em pegas florais de Dyckia distachya em resposta a diferentes
fitorreguladores. (A) Estame com formagdo de calo em resposta ao 2,4-D (20uM) + Kin (1uM), 90
dias apds a inoculagdo e (B) Pétala floral com formagdo de calo em resposta ao Picloram (SuM) + Kin

(1pM), 90 dias ap6s a inoculagdo. Barras 0,88mm e 1,173mm, respectivamente. LFDGV-
CCA/UFSC/2002.

Figura 3 - Indugdo embriogenética em bases florais de
Dyckia distachya em resposta a diferentes fitorreguladores,
60 dias apos a inoculagdo. (A) em resposta ao Picloram
(5uM); ver estruturas fibrosas com pouca granulagao - Barra -
1,173mm (B) em resposta ao Picloram (2,5uM) - Barra =
1,L173mm e (C) em resposta ao 2,4-D (5uM) - Bama =
0,704mm. LFDGV-CCA/UFSC/2002
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Figura 4 - Embriogénese somética em
bases foliares de Dyckia distachya. (A
e B) Indugdo com 2,4-D (10pM) +
KIN (1pM) - Bar = 1,764mm, (C)
indugdo com 2,4-D (20pM) + KIN
(1pM) - Bar = 1,173mm (D) indugdo com 2,4-D (2,5uM) + Kin (1uM) - Bar = 1,173mm, (E) indugdo em 2,4-D
(5pM) + Kin (1puM) - Bar = 1,764mm, (F) indugdo com 2,4-D (5uM) + Kin (1pM) - Bar = 2,514mm, (G) indugdo
com 2,4-D (2,5uM) + Kin (1uM), Bar = 1,764mm ¢ (H) controle em MS/0; ver o desenvolvimento da gema axilar
com formagdo de plantula - Bar = 1em. LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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Figura 5 — Embriogénese somatica em sementes de Dyckia distachya. (A) Semente inoculada (a) com parte
alada e (b) ap6s sua remogdo - Barra Smm. (B) Caracteristica dos calos apés 30 dias na presenga de 2,4-D
(5,0pM) e (C) em MS/0 - controle — Barras 5Smm. (D) Caracteristica das massas celulares apés 120 dias da
inoculagdo - Barra 1,764mm. (E) Embrido zigético em germinagdo em 2,4-D (5puM) - Barra 66,7um. (F)
Embrido zigdtico apds 2 dias da inoculagido em 2,4-D (5uM); perceber que o embrido primeiramente germina e
apés da origem a calos demonstrados em B; ver também a alta intensidade mitética — Barra 88um. (G) Cultura
embriogénica transferida para a luz na presenca de 2iP (12uM) + ANA (0,5uM), 20 dias ap6s a transferéncia
para a luz; ver principio de germinagdo - Barra 0,704mm. (H) Embrides sométicos em estadio torpedo (1) e
inicio de rizogenia (2) - Barra = 0,704mm. (I) Embrido somético de Dyckia distachya em germinagio; ver a
abertura do cotilédone (seta) - Barra = 0,88mm. (J) Cultura embriogénica transferida para PEG e Maltose, apés
quatro subcultivos; ver a abundante formagao rizogénica - Barra = 1,173mm (K) Inicio da germinagdo de um
embrido somatico na presenga de 2iP (12uM) + ANA (0,5uM) 30 dias ap6s a transferéncia para a luz - Barra
0,88mm. (L) Plantulas convertidas; (a) ainda sobre a ponte de papel e (b) individualizada em meio de cultura
geleificado - Barras 1,764mm e 2,514mm. LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As bromélias da subfamilia Pitcairnioideae, onde Dyckia distachya se
inclui, sdo essencialmente terrestres. Sendo assim, supde-se que as raizes nao sirvam
apenas de suporte, ou seja, € possivel que elas sejam responsaveis pela absor¢do de
nutrientes do solo. Em observagdes preliminares, raizes de Dyckia distachya
visualizadas sob microscopia Optica, mostraram a presenga de micorrizas arbusculares
(dados ndo publicados), as quais possivelmente auxiliam na solubilizagdo dos
nutrientes do solo que sdo absorvidos pelas mesmas.

Nos protocolos regenerativos in vitro a fase de enraizamento € de
suma importancia, permitindo o posterior estabelecimento e sobrevivéncia da planta
no campo (Assis & Teixeira, 1999). Entretanto, outros fatores estdo envolvidos com a
sobrevivéncia da planta. Malda er al. (1999) relataram que um aspecto crucial da
micropropagac¢do € o desenvolvimento de plantas capazes de sobreviverem fora dos
frascos de cultura. Um dos maiores problemas € que a maioria das plantas derivadas de
cultura in vitro sofrem dessecagdo justamente apos o transplante, e as vezes isto ¢ fatal
durante os primeiros dias de aclimatizagao.

Em experimento anteriormente realizado (dados ndo mostrados),
brotos micropropagados de Dyckia distachya, ao serem aclimatizados sem a indugdo
do enraizamento, apresentaram baixos indices de sobrevivéncia, sugerindo que as
raizes sdo de suma importdncia para o sucesso da aclimatizagdo das plantulas
micropropagadas. As raizes neste caso também compensariam a perda de agua sofrida
pelas folhas, as quais ainda ndo tem um aparato estomatico perfeitamente adaptado as
condigdes ex vitro.

Na micropropagagcdo de espécies herbaceas, o enraizamento
geralmente ndo constitui um grande problema. Ja nas espécies lenhosas, esse processo
apresenta dificuldades. Muitos aspectos norteiam a indugdo, desenvolvimento e
crescimento de raizes, e fatores como o genotipo, juvenilidade, estresse hidrico,
substancias de reserva, nutrigdo mineral, condi¢des de crescimento da planta (luz,
temperatura), sazonalidade, bem como substancias reguladoras de crescimento tem

apresentado efeitos relevantes no enraizamento (Assis & Teixeira, 1999).
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As auxinas suplementadas aos meios de cultura afetam os processos
de expansdo, alongamento e divisdo celular, com reflexos no enraizamento. Entre elas,
o acido naftalenacético (ANA), parece ser a auxina mais eficaz para estimular o
enraizamento in vitro, em concentragdes que variaram de 0,1 a 1 mg/L (Krikoran,
1991). Porém, Assis e Teixeira (1999) apontam que a auxina mais utilizada para a
promogdo do enraizamento ¢ o AIB, embora uma mistura deste com ANA também
tem se mostrado eficiente. Na promog¢do do enraizamento de Fraxinus angustifolia,
Tonon et al. (2001) mostraram que as raizes induzidas com ANA ndo formaram raizes
secundarias, enquanto aquelas induzidas em meio livre dessa auxina possuiam seu
sistema radicular normal.

Para a maioria das espécies, a auxina € adicionada na fase de indugéo
das raizes, enquanto que na fase de diferenciagdo dos primoérdios e crescimento das
raizes, a presenga de auxina no meio de cultura pode inibir o processo (Taiz, 1998).

No processo de indugdo de raizes muitas outras substincias podem
estar envolvidas. Entre elas as antigiberelinas, tais como paclobutrazol, ancymidol e
triadimefon, as quais, por inmibirem o elongamento celular, podem promover o
enraizamento (George, 1993).

A percentagem de enraizamento em videira decresceu quando as
plantas eram deficientes em potassio (42%), fosforo (37%), magnésio (35%) e calcio
(0%), ao passo que a taxa de enraizamento aumentou para 91% quando o nitrogé€nio
estava deficiente (Assis & Teixeira, 1999). Assim, a deficiéncia de nitrogénio revelou
efeito benéfico no enraizamento, enquanto que a deficiéncia de calcio apresentou
efeito negativo. O zinco, por favorecer a produgio de triptofano, precursor natural de
AIA, também € importante para o enraizamento. Druege et al. (2000) afirmaram que o
nitrogénio é elemento importante para a sintese de diversos compostos nitrogenados,
sendo também importante para a indugao de raizes em brotos micropropagados.

Jarvis (1986) propds um modelo de indugdo de raizes adventicias,
onde o microelemento boro tem um papel importante no controle do nivel endogeno
de auxinas. Josten & Kutschera (1999) sugeriram que o boro € requerido nos processos
de divisdo celular e elongamento celular, e mostraram ainda que microestacas de

girassol tratadas com 10uM de AIB, mas isentas de boro, ndo apresentaram formagéo
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de raizes. Na presenga de boro, raizes foram induzidas, atingindo 9,4 raizes por
explante, mesmo quando nenhuma auxina foi adicionada.

A promogdo do enraizamento pode ser realizado in vitro ou ex vitro.
Ha controvérsias se as raizes induzidas i» vitro sdo ou nao funcionais. Sendo assim, o
objetivo desse trabalho foi avaliar as duas formas de indugdo, bem como estudar o

efeito do AIB na indug@o radicular de brotos micropropagados de D. distachya.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Enraizamento in vitro

Esse experimento foi dividido em duas fases: @ adequagdo da
concentragdo 6tima de AIB e @ aplicagdo deste fitorregulador em diferentes tempos

de exposigao.

2.1.1. Adequacio da concentragio 6tima de AIB

Brotos de Dyckia distahya micropropagados por organogénese direta
foram submetidos a diferentes concentragdes de AIB (5, 10, 15, 20 e 50 uM) em meio
de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com sacarose (3%) e
Vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951) em frascos de 250mL com 30mL de
meio de cultura liquido. Passado o periodo de indugdo, estes brotos foram
subcultivados em frascos com o mesmo meio de cultura da fase de indugdo, porém
gelificado com agar (0,6%) e isento de AIB. Os brotos permaneceram nestes frascos
por mais 30 dias, quando a percentagem de enraizamento, bem como a morfologia das
raizes foram avaliados. Cada tratamento foi composto por dois frascos com cinco

brotos cada frasco, totalizando 10 brotos por tratamento.

2.1.2. Adequacdo do tempo 6timo para inducio com AIB

Plantulas de Dyckia distachya micropropagadas por organogénese
direta foram submetidas a diferentes periodos de indugdo (0, 5, 10, 15 e 20 dias) em
meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com sacarose (3%) e
Vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951) e AIB (12,5uM), em frascos de 250mL

com 30mL de meio de cultura em fase liquida. Passado o periodo de indugdo, as
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plantulas foram transplantadas para frascos contendo o mesmo meio de cultura da fase
de indugdo, porém gelificado com agar (0,6%) e isento de AIB. As plantulas
permaneceram nestes frascos por mais 30 dias, quando a percentagem de
enraizamento, o numero de raizes por explante e o comprimento das raizes foram
avaliados. Cada tratamento foi composto por trés repetigdes, cada uma formada por

trés frascos com trés explantes cada, totalizando 27 plantulas por tratamento. O

numero € o comprimento das raizes foram transformados em JVx+1 e através do
programa Statgraph submetidos a analise de variancia, ao teste de separagdo de médias
Newman-Keuls (p<0,05) ¢ a Analise de Regressdo (p<0,05). Apods as analises, as
plantulas foram plantadas em bandejas alveoladas contendo como substrato uma
mistura de xaxim:areia:vermiculita (2:2:1) e transferidas para aclimatizagdo em tinel
de nebulizagdo com 50% de redugdo solar. A cada 30 dias a porcentagem de

sobrevivéncia foi avaliada.

2.2. Enraizamento ex vitro

Brotos de D. distachya micropropagados por organogénese direta,
provenientes do cultivo in vitro, foram transferidos para as condigdes ex vitro. Para
promover a indugdo do sistema radicular, as bases dos brotos foram mergulhadas em
solugdo aquosa contendo diferentes concentragdes de AIB (0, 50 e 100uM) em
diferentes periodos de indugdo (0 e 60 minutos). Apds, esses brotos foram
transplantados para bandejas alveoladas, contendo como substrato uma mistura de
xaxim:areia:vermiculita (2:2:1) e transferidos para tunel de nebulizagdo com 50% de
redugdo solar. Cada tratamento foi constituido por 10 brotos, arranjados de forma
completamente casualizada, com trés repeticdes. Os dados de percentagem de
enraizamento, nimero de raizes por explante e comprimento médio das raizes foram
coletados apos 60 dias. O comprimento das raizes formadas foi transformado em log

(x+2), enquanto os dados de percentagem e niimero de raizes foram transformados em
vx+1 e submetidos a analise de variancia e ao teste de separagao de médias Newman-

Keuls (p<0,05). A cada 30 dias a porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Enraizamento in vitro

Choque auxinico de 10 dias em AIB (10 ou 15 pM), em meio de
cultura basal foram suficientes para induzir o enraizamento em 60% dos brotos (Figura
1A). Brotos induzidos na presenga de 10uM apresentaram um numero médio de 1,5
raizes/plantula, enquanto na presenga de 15uM os brotos apresentaram um namero
médio de 0,9 raizes/plantula (Figura 1B). Observou-se que com o aumento da
concentragdo de AIB, aumentou também a morte das plantulas, podendo atingir até
70% na concentragdo de 50 uM desta auxina. Os valores obtidos em resposta aos
niveis de 10 e 15uM néo diferenciam entre si pelo teste SNK (p<0,05). Sendo assim,
adotou-se uma média entre estes dois melhores valores, sendo 12,51uM a concentragédo
de AIB utilizada para os testes de tempo de indugdo na presenga de écido
indolbutirico.

Choque auxinico de 10 dias com AIB (12,5uM), resultaram na
indu¢do do enraizamento de mais de 96% dos brotos (Tabela 1, Figura 2A). Estes
brotos apresentaram um numero médio de 4,48 raizes/plantula (Figura 2B) e um
comprimento médio de 13,42mm (Figura 2C). Entretanto, o ponto maximo foi atingido
com choque auxinico de 15 dias, os quais resultaram em taxas médias de enraizamento
de 94,44% (Figura 2A), 5,13 raizes/plantula (Figura 2B) e raizes com comprimento
médio de 15,34mm (Figura 2C). Choques auxinicos de AIB superiores a quinze dias
resultaram na diminui¢do da percentagem de enraizamento e do nimero de raizes por
broto. Os valores de comprimento foram lineares e continuos, sugerindo que quanto
mais tempo as plantulas ficaram em contato com o meio de cultura mais nutrientes elas
puderam absorver e mais puderam crescer.

Para George (1993) a indugdo do enraizamento de brotos iz vitro, com
elevadas concentragdes de auxinas e a posterior transferéncia para meio de cultura
isento de fitorreguladores, possibilita obter os melhores resultados na formagdo de
raizes. Em microestacas de Acca sellowiana observou-se 68,9% de enraizamento em
resposta a choque auxinico de 6 dias na presenga de AIB 20uM (Oltramari er al.,

2000). Gomes et al. (2001) obtiveram maior percentagem de enraizamento quando
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utilizaram 3mg/L de AIB para o enraizamento de brotos micropropagados de Salix
humboldtiana Willd.

Alguns autores afirmam que as raizes formadas in vifro nido sido
funcionais, por lhes faltarem pélos radiculares e conexdo vascular e por ndo
desenvolverem um cambio secundario apos o periodo em cultura. Em experimentos de
enraizamento in vitro e ex vitro de morango, Borkowska (2001) observou que o
sistema radicular formado in vitro consistia em somente raizes principais (sem raizes
laterais) sendo elas finas, frageis e facilmente quebraveis durante a retirada do agar e
plantio no substrato. Entretanto, como foi observado no presente trabalho (Figura 4),
raizes de D. distachya formadas ex vitro também mostraram esse mesmo fenotipo,
sendo portanto uma caracteristica ndo exclusiva do enraizamento in vitro.

Debergh & Maene (1981) mostraram que as raizes formadas in vitro
morrem e que novas sdo formadas quando transferidas para o campo. Contudo, €
possivel que as raizes formadas in vitro possam servir de sustentagdo e reserva de
nutrientes até que novas raizes sejam formadas. Este aspecto assume importancia no
presente trabalho, uma vez que brotos micropropagados de D. distachya nio
sobreviveram a campo quando nio possuiam raizes.

O numero de raizes e posterior aclimatizagdo ndo foram influenciados
pelo tamanho do explante (Figura 3). Sendo assim, brotos de D. distachya com
tamanho a partir 1,5cm foram enraizados e aclimatizados com sucesso. Este aspecto
permitiu uma redug@o no tempo de permanéncia dessas plantulas in vitro, reduzindo os
custos da micropropagagdo. A mesma premissa ndo foi verdadeira para a
micropropagacdo de abacaxi. Guerra et al. (1999a) e Dal Vesco et al. (2001a) afirmam
que boas percentagens de enraizamento e sobrevivéncia de brotos micropropagados de
abacaxi s0 foram possiveis quando empregadas plantulas maiores do que 3 € 7cm, nos
dois trabalhos, respectivamente. Para abacaxi, o tamanho das plantulas a serem
aclimatizadas parece ser fundamental para o sucesso da micropropagagdo, sendo que
brotos inferiores de 3cm tém baixas taxas de sobrevivéncia (Costa & Zafari, 2001).

Ainda segundo Guerra er. al. (1999a) a percentagem de 95.5% de
sobrevivéncia de plantulas micropropagadas de abacaxizeiro foi obtida quando os
brotos foram mantidos em fitotron com temperatura e luminosidades controladas.

Estes resultados contrastam com aqueles obtidos no presente trabalho, no qual a
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aclimatizagdo se deu no campo, em tinel de nebulizagio e com 92,62% de
sobrevivéncia apds 120 dias.
3.2. Enraizamento ex vitro

Mais de 79% dos brotos transferidos diretamente para substratos
formaram raizes (Tabela 2). A percentagem de enraizamento e o tamanho das raizes
formadas ex vitro foram levemente influenciados pelo AIB, enquanto para o nimero
de raizes, este fitorregulador resultou em uma redugéo no numero de raizes por broto.
Os valores obtidos ndo diferiram entre si pelo teste SNK (p<0,05). Essa taxa de
enraizamento pode ser considerada elevada se comparada aos valores de 31,6% de
enraizamento obtidos por Duarte et al. (1992) em estacas de Acca selowiana em
resposta a0 AIB (5.000ppm), sendo contudo, inferior aquela obtida por Oltramari ef al.
(2000) para o enraizamento dessa mesma espécie usando 100uM de AIB.

Para Pasqual & Lopes (1991), microestacas de Pyrus calleryana
revelaram 100% de enraizamento quando submetidas ao AIB (30mg/L) por 24 horas.
Ja em estacas de Psidium guajava (Coelho et al., 2001), ndo se obteve mais do que
70% de enraizamento mesmo com a aplicagao exdgena de AIB 300mg/L. Habbermann
et al. (2001) descreveram que a melhor taxa enraizamento de estacas de laranjeira doce
foi com o uso de 5.000mg/L de AIB adicionado de 2.000mg/L de PBZ.

Para o porta enxerto de macieira Marubakaido, a percentagem de
enraizamento € a sobrevivéncia das plantas ndo foram estatisticamente diferentes,
quando as microestacas foram tratadas in vitro e ex vitro com AIB (Martins &
Pedrotti, 2001). Ainda segundo estes autores, o enraizamento ex vitro ¢ mais eficaz,
pois a passagem direta para substratos minerais elimina o processo de retirada de
residuos de meio de cultura do sistema radicular, o que contribui para diminuir a
contaminagdo das plantas no estagio de aclimatizagao, reduzindo custos com mao-de-
obra e instalagdes. Os dados do autor acima sdo diferentes dos encontrados nesse
trabalho, onde apenas 76% das plantas induzidas sobreviveram apos 150 dias
comparando com 93,62% de sobrevivéncia das plantas induzidas ao enraizamento in
Vitro.

Como ja descrito anteriormente, raizes de D. distachya formadas ex

vitro foram poucas e frageis (Figura 4), fato este que dificultou muito a retirada das
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plantas do substrato para que as mesmas fossem medidas e contadas. Ja as raizes

formadas in vitro apresentaram-se em maior nimero e mais grossas (figura 3).

Os resultados do presente trabalho sugerem que a indugdo do
enraizamento dos brotos maiores que 1,5cm deve ser feito in vitro com o emprego de
AIB. As raizes formadas em resposta a estes procedimentos sdo mais robustas e em
maior quantidade, o que pode permitir uma maior sobrevivéncia ex vitro. Mesmo
considerando a taxa de 85% de enraizamento ex vitro dos brotos micropropagados, sua
eficacia ndo pode ser considerada boa tendo em vista o baixo numero de raizes

formadas e a baixa sobrevivéncia das plantas.

Tabela 1 - Enraizamento, nimero e comprimento das raizes de Dyckia distachya em fungdo do tempo de
exposicdo ao AIB (12,5uM) na fase de indugéo in vifro, apos 30 dias de expressdo em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) gelificado com agar (0,6%). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(SNK P<0,05). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Dias de indugio Enraizamento (%) Numero de raizes Comprimento das raizes (mm)
Controle (0 dia) 62,96 B 1B 6,7 B
5 dias 92,59 A 35 B A 9,71 B A
10 dias 96,30 A 4,48 A 13,42 B A
15 dias 94,44 A 5.13 A 15,34 A
20 dias 93,52 A 5.65 A 17.50 A
CV (%) 24,38 18,62 13,38

Tabela 2 - Efeito do AIB (0, 50 e 100pM) em brotos micropropagados de Dyckia distachya induzidas ex vitro
por 60 minutos sobre a porcentagem de enraizamento, mimero médio e comprimento das raizes, 60 dias apos a
transferéncia. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (SNK P<0,05). LFDGV-
CCA/UFSC/2002.

Tratamento Enraizamento (%) Nimero de raizes Comprimento das raizes (mm)
Controle (agua) 81,94 A 2.51 A 18,24 A
AIB (50puM) 79,37 A 1.90 A 25,54 A
AIB (100uM) 85,19 A 153 A 26.71 A

CV (%) 12,31 29,05 20,04
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Figura 1 - Inducido de enraizamento in vifro em brotos de Dyckia distachya com diferentes concentragdes de
AIB adicionado ao meio de cultura liquido MS (Murashige & Skoog, 1962), 30 dias apos a indugdo e expressdo
em MS/0 gelificado com agar (0,6%). (A) Porcentagem de enraizamento ¢ (B) Namero de raizes/plantula.
LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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Figura 2 = Analise de regressdo para o potencial de enraizamento in vifro de plantulas de Dyckia distachya
cultivadas in vifro. (A) percentagem de enraizamento, (B) nimero de raizes e (C) comprimento médio das raizes
em fungdo do tempo de indugdo (0, 5, 10, 15 e 20 dias) em AIB 12,5pM, adicionado ao meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), 30 dias ap6s a indugdo. LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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Figura 3 - Indugdo do enraizamento in vitro de Dyckia distachya em meio de cultura MS suplementado com
AIB (12,5uM) apés 30 dias de elongamento das raizes. (A) Quinze dias de indugdo, ¢ (B, C e D) Vinte dias de
indugdo. Observar a grande quantidade de raizes ¢ a espessura das mesmas. Barras lcm. LFDGV-
CCA/UFSC/2002.
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Figura 4 - Indugdo do enraizamento ex vitro de brotos de Dyckia distachya ap6s 60 dias em tunel de
nebulizagdo. (A) Planta controle sem indugdo com AIB, (B) Indugdo com 50uM de AIB por 60
minutos; observar a formagdo de raiz unica, (C) Indugdo com 100uM de AIB por 60 minutos e (D)
Indugdo com 100uM de AIB por 60 minutos; observar a formagao de raiz unica. Barras lcm. LFDGV-
CCA/UFSC/2002.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As florestas tropicais sdo o ber¢o de dois tergos das espécies terrestres
(Pimm er al, 2001) e o Brasil é o principal pais entre os detentores de
megadiversidade, possuindo entre 15 e 20% do numero total de espécies (Heringer &
Montenegro, 2000).

Entretanto, os lugares mais notaveis da Terra e detentores desta
megadiversidade também s3o os que mais devastam seus recursos naturais. A
combinagio entre maior biodiversidade com seu grau de ameaga, gerou o conceito de
‘hotspots’, os quais, em numero de vinte cinco, estabelecem ao redor do mundo as
areas prioritarias de conservagdo desta biodiversidade. o

Segundo Cincotta et al. (2000), os 25 ‘hotspots’ existentes concentram
espécies endémicas vulneraveis a extingdo, em decorréncia da destruigdo dos habitats
regionais. O endemismo da flora é o critério basico para classificar um ‘hotspot’
porque as plantas suportam a maioria das outras formas de vida por sua habilidade de
aproveitar e transformar a energia do sol. O Brasil ¢ o centro de um dos maiores € mais
ameagados ‘hotspots’ do mundo - a Mata Atlantica (Figura 2A)
(www.conservation.org).

A Mata Atlantica estende-se por toda a costa brasileira, de nordeste a
sul do pais, penetrando em parte no Paraguai e Argentina. Esta floresta e seus
ecossistemas associados cobriam, na época do descobrimento, 1.227.600km’.
Atualmente, apenas 7,5% da area deste bioma mantém suas caracteristicas bidticas
originais. Destes remanescentes, apenas 35,9% sdo de areas protegidas. Neste

‘hotspot’ estima-se a existéncia de aproximadamente 20.000 espécies de plantas e

2,7% da flora endémica do mundo (Myers ef al., 2000). E, apesar da devastagdo a que
foi submetida, a Mata Atlantica abriga ainda altissimos niveis de riqueza bioldgica e
endemismos (Heringer & Montenegro, 2000).

Aproximadamente 20% da populagdo mundial (1,1 bilhdes de
pessoas) viviam, em 1995, nas areas destes ‘hotspots’ e as estimativas indicam que
esse numero vem aumentando numa escala de 1,8% ao ano, valor este bem maior do
que as taxas de crescimento observadas em outras partes do mundo, que crescem em

taxas média de 1,3% ao ano (Cincotta e? al., 2000). Os levantamentos indicam que
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2.528 municipios estido totalmente inseridos na Mata Atlantica, ou seja, 46% do total
de municipios do Brasil. Santa Catarina ¢ um Estado que encontra-se totalmente
inserido no ambito da floresta, revelando apenas 18,06% de remanescentes florestais
(Figura 2B) (www.sosmatatlantica.org.br).

No pouco que resta dessa Mata, existem 8 mil espécies endémicas;
isto quer dizer que, de todos os vegetais do mundo, 2,7% nascem unica €
exclusivamente na Mata Atlantica (www.conservation.org). A cada ano, estima-se que
13 milhdes de hectares de florestas sdo destruidas, levando ao desaparecimento entre
14.000 a 40.000 espécies (Kremen et al., 2000).

Ao se derrubarem as florestas o solo sob estas ¢ logo degradado e
abandonado ou entdo podem ser usados para a agricultura e a criagdo de gado (Pimm
et al., 2001; Kremen et al., 2000). Geralmente aqueles que destroem a biodiversidade o
fazem porque estdo deslocados, marginalizados, sem alternativas, ou ainda o fazem
para a obtencdo de lucro em curto prazo (Cincotta et al., 2000)

Das atividades que o Estado de Santa Catarina desenvolve, duas
possuem grande maportancia econémica € tém grandes impactos sobre a floresta. A
agropecuaria, constituida basicamente pela criagdo de gado, aves e suinos, demanda
grandes areas de campo. Outra atividade de impacto sobre os remanescentes florestais
no Estado é o amplo potencial de geragdo de energia hidroelétrica, o que da ao mesmo
a possibilidade de construir diversas usinas ou mesmo barragens.

As bromélias sdo espécies secundarias na mata, sendo assim, com a
devastagdo das florestas, essas plantas também sdo afetadas. Segundo Heringer &
Montenegro (2000), o oeste do Estado de Santa Catarina possui areas pouco
conhecidas, mas de provavel importancia biolégica (Figura 2C). E exatamente no
oeste deste Estado que se encontra o centro de origem da bromélia Dyckia distachya
(Reitz, 1983). Entretanto, com a devastagdo da mata e a construgdo da UHI e outras
em projeto, sua sobrevivéncia sera bastante improvavel, uma vez que, ao longo do rio
Parana esta espécie ja desapareceu completamente. Em virtude da formagéo do lago da
barragem de Itaipi que cobriu toda a area das margens rochosas deste, pequenos

agrupamentos, sobretudo no lado do Paraguai, ficaram submersos.
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As espécies de Dyckia sdo altamente endémicas, provavelmente como
consequéncia da produgdo de sementes que nao induzem os potenciais agentes de
dispersdo, a qual restringe-se apenas a dispersdo anemofila (Benzing & Stiles, 1998).

A conservagdo de recursos genéticos dos biomas tropicais ¢ um tema
de grande importancia. Enquanto muitas espécies estdo em risco de extingdo nas
regides temperadas, varias espécies desaparecem todos os dias mos trépicos. A
protegdo de espécies frente a iminente extingdo €, portanto, uma questdo prioritaria. A
conservagdo e o manejo da biodiversidade, mesmo em areas protegidas nos tropicos,
constituem-se em desafios complexos que fequerem conhecimento basico sobre a
distribui¢do e abundéincia de espécies, suas interagdes mutualisticas, sua biologia
reprodutiva e a estrutura genética de suas populagoes (Park et al., 1998).

Para Harding et al. (1997) as técnicas de conservagdo in vitro podem
se constituir num meio valioso para a conservagdo de recursos genéticos vegetais.
Entretanto, Withers & Williams (1999) afirmam que a manutengao de culturas in vitro
¢ cara e inconveniente; as culturas sdo vulneraveis a perda acidental por contaminagio
microbiana, acidentes ou falhas nos equipamentos, mas mesmo assim € uma técnica de
grande potencial de aplicagdo. Por outro lado, a manutengdo de bancos de
germoplasma em condigoes de campo tem como sua principal desvantagem sua
vulnerabilidade. As plantas sd3o expostas ao ataque de patogenos, & intempéries
climaticas ou ao vandalismo, podendo ser perdidas por falhas na identificagdo ou erros
humanos. Aliado a isso, a manutengdo in vivo é onerosa, podendo ser paralisada em
periodos de dificuldade econdmica. Sendo assim, a possibilidade de conservagdo in
vitro € atraente tanto por motivos econdmicos quanto praticos.

Withers & Williams (1999) concordam com a conservagdo de
germoplasma in vitro, mas salientam que a conservagdo in situ ¢ a forma de
conservagio mais barata que existe, sendo realizada no local onde as plantas e seus
progenitores imediatos estdo crescendo. A conservagio in situ prioriza a protegdo do
habitat, permitindo a continua evolugdo de espécies e a manutengdo das diversidades
intra e inter-especificas de populagdes, individuos e genes. Para a maioria das espécies
nativas ndo existem, ainda, métodos estabelecidos para a conservagdo in situ € ex situ,
porque nio se conhecem seus mecanismos de reprodugéo, crescimento € de interagdo

com 0 meio ambiente.
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Entretanto, quando se pretende conservar uma espécie por longos
periodos, deve-se considerar todos os métodos de conservagdo existentes. Tecidos .
vegetais, se conservados por muito tempo, podem perder suas caracteristicas iniciais,
tanto pela utilizagdo de fitorreguladores, quanto pela utilizagdo demasiada de
nutrientes nos meios de cultura, bem como por deixar a planta “preguigosa” pois a
mesma estara vivendo sempre em heterotrofismo. Segundo Yin (1999), sementes
podem ser armazenadas preservando suas caracteristicas iniciais por tempo indefinido,
principalmente se forem criopreservadas. De acordo com Benson ef al. (1998), os
bancos de sementes ainda se constituem no principal meio de conservagdo de
germoplasma de plantas agricultaveis.

O Banco Interamericano para o Desenvolvimento produziu um
relatério no qual lembra que ‘Biotecnologia sem biodiversidade é uma mera
especulagdo académica’. Sendo assim, a proposta da biotecnologia da conservagdo €
complementar € ndo substitui os métodos de preservagdo natural, podendo, ainda,
contribuir para a preservagdo de plantas ameagadas de extingdo.

A dindmica da destruigdo da floresta resultou, segundo Heringer &
Montenegro (2000), em sérias alteragdes para os ecossistemas que compdem o bioma,
devido, em particular, a alta fragmentagdo do habitat e perda de sua biodiversidade.
Devido a isto e aliado ao forte endemismo de Dyckia distachya, faz-se necessario €
urgente, o estabelecimento de programas de conservagdo de germoplasma. Assim, no
presente trabatho foram avaliados métodos ex situ e in vitro visando & conservagao

desta espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta de plantas e banco de germoplasma ex vitro

Uma faixa de aproximadamente 500 metros de comprimento da
margem do Rio Uruguai foi vasculhada a procura dos remanescentes de Dyckia
distachya. Aproximadamente a cada 30 metros uma populagdo de Dyckia foi avaliada
e dela foram retiradas trés ou quatro plantas, as quais foram transportadas para o
Bromeliario do LFDGV. Todas as plantas foram plantadas em vasos plasticos ou de
barro contendo uma mistura de xaxim:vermiculita:areia (2:2:1) e armazenadas sob

telado com 40% de redugdo de luminosidade.
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2.2. Banco de Germoplasma in vitro
2.2.1. Teste de Germinacgao

Sementes foram coletadas nos meses de novembro a janeiro de 1999 e
2000 no banco de germoplasma in situ da UHI, transportadas até o LFDGV e
armazenadas sob refrigeragdo a 4+2°C por um periodo de 12 meses. No més de
fevereiro de 2001, as sementes foram selecionadas e mergulhadas em agua destilada
com a adig@o de cinco gotas de detergente comercial e enxaguadas trés vezes para uma
prévia desinfestacdo. Apos esse procedimento, em condigdes de CFL, foram
mergulhadas em alcool 70% por 3 minutos, seguido por um mergulho em alvejante
comercial (5% de NaOCI) e por cinco enxagues com agua esterilizada, conforme
protocolo estabelecido por Mercier & Kerbauy (1993). Apos a desinfestagdo, as
sementes, com sua parte alada removida, foram inoculadas em placas de Petri
contendo 30mL de meio de cultura.

Foram testadas cinco formula¢des salinas para a verificagdo da
percentagem de germinagdo: KC (pH 4,5), KC (pH 5,8), MS/0, MS/2, MS/3. Todos os
meios de cultura foram suplementados com agucar cristal comercial (2% para o meio
KC e 3% para o meio MS) mais Vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951) e
gelificados com agar (1,0% para o meio KC pH 4,5 e 0,6% para os demais). Cada
tratamento foi composto por trés repetigbes com quatro placas cada, onde foram
inoculadas 10 sementes em cada, constituindo 120 sementes por tratamento.

Para se testar o efeito da armazenagem na viabilidade das sementes,
realizou-se previamente um teste de germinacgio, onde as sementes foram coletadas e
prontamente germinadas em meio de cultura KC pH 4,5 gelificado com agar (1,0%).

Apbs o ajuste do pH, os meios de cultura foram autoclavados por 15
minutos a 121°C e 1,5atm e plaqueados. Apos 30 dias de cultivo avaliou-se a
percentagem de germinacdo em cada meio de cultura. Os dados foram entdo

submetidos a ANOVA e Teste de Separagdo de Médias (SNK p<0,05).

2.2.2. Manutenc¢éo das culturas in vitro
Apoés a avaliagdo da percentagem de germinagdo, todas as plantulas
resultantes foram entdo divididas em dois grupos: @ individualmente ou em duplas

foram repicadas para tubos em ensaio (100 x 15mm), com a adigdo de S5SmL de meio de
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cultura KC pH 4,5, gelificado com agar (1,0%) e @ em grupos de 10 para frascos de
500mL com 30mL do mesmo meio de cultura acima, porém em fase liquida. A cada
90 dias as plantulas foram avaliadas e repicadas para os mesmos meios de cultura para
a manutengdo do banco de germoplasma. As culturas foram manipuladas sob
condi¢bes assépticas em CFL, e sua manutencdo deu-se em sala de crescimento sob
temperatura de 25+2°C, umidade relativa (UR) de 60+5%, 60puMol/m?/s de fotons de

luz e fotoperiodo de 16 horas.

2.3. Banco de Sementes

Sementes de Dyckia distachya foram coletadas nos meses de outubro
a dezembro de 1999 e 2000 no banco de germoplasma in situ da UHI e nos meses de
novembro a janeiro (2001-2002) no bromeliario do LFDGV. As sementes foram
-selecionadas, secas em estufa a 35+2°C e armazenadas em tubos de polietileno de
+30mL contendo 1g de fungicida Benlate® para prevenir o ataque de fungos e

armazenadas sob refrigeragao de 4+2°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Coleta de pléntas e banco de germoplasma ex vitro

Dyckia distachya ¢ uma bromélia que por ndo produzir frutos atrativos
a maioria das espécies animais, ndo tem uma boa forma de dispersado de suas sementes,
restringindo-se apenas a dispersao anemofila. Devido a isso € a grande producgdo de
afilhos, essa bromélia forma densos agrupamentos em torno de si. Muitos desses
agrupamentos sio originarios do desenvolvimento do proprio afilho ou da germinagado
das sementes que caem proximo a planta mie (Figura 3B e C).

Nio é novidade que represas para a instalagdo de usinas hidroelétricas
transformam drasticamente a fisionomia natural das regides onde elas se instalam
(Leme, 1996). Sendo assim, nos primeiros dias do més de janeiro de 2000, época de
pouca vazante (Figura 3A), o Rio Uruguai teve aproximadamente 500m de sua
margem vasculhada, sendo que foram coletados no minimo trés exemplares de cada

populacdo, em 15 populagdes, totalizando no minimo 45 plantas.
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, As plantas foram acondicionadas em caixas de papeldo e fechadas
para transporte por via rodoviaria at¢ o LFDGV-CCA/UFSC. Essas plantas foram
entdo identificadas com um codigo, indicando o niimero da populagdo € o niimero da
planta de onde ela foi retirada (Figura 3G). Procedeu-se entdo o plantio em vasos
plasticos ou de barro contendo uma mistura de xaxim:vermiculita:areia (2:2:1) e as
plantas foram entdo acondicionadas sobre bancada acanalada sob telado com redugéo
de 40% da intensidade luminosa (Figura 3D). Desde a chegada das plantas ja
ocorreram duas floragdes (Figura 3E), em 2000 ¢ 2001, indicando que as mesmas
foram completamente aclimatadas no novo ambiente.

Segundo Luther (1994) a conservagdo de germoplasma ex situ deve
ser encorajada, significando uma forma de seguro contra a extingdo da espécie
provocada por catastrofes, tanto de origem naturais como as provocadas pelo homem

com a instalagdo de barragens e/ou usinas hidroelétricas.

3.2. Banco de germoplasma in vitro
3.2.1. Teste de Germinacao

Apods 1 ano de armazenamento, 60% das sementes inoculadas em
meio de cultura KC (Knudson, 1946) com pH 4,5 germinaram (Figura 1). Este valor
ndo foi estatisticamente diferente (SNK p<0,05) do valor encontrado para a
germinagdo em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) diluido a um tergo
(55,83%), entretanto foi diferente dos demais tratamentos, inclusive do tratamento
com meio KC com pH 5,8, o qual obteve o mais baixo valor (29,17%). O fato do pH
4,5 ter se mostrado melhor do que o pH 5,8, usualmente utilizado em cultura de
tecidos, € perfeitamente compreendido quando se analisa que o habitat original dessa
broméhia encontra-se no leito rochoso do rio Uruguai (Figura 3B e C). Sendo assim, ¢
possivel que a rizosfera dessas plantas tenha a capacidade de reduzir o pH do solo para
que juntamente com micorrizas, ja encontradas ali, possam solubilizar melhor os
escassos nutrientes.

O estudo da germinagdo e dorméncia de sementes de interesse
mundial tem sido alvo de recentes pesquisas devido a complexidade dos eventos

envolvidos nestes dois processos. Bewley (1997) revela que aproximadamente 5000
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publicagbes referentes a germinagido e 700 sobre a dorméncia de sementes foram
editadas nas ultimas décadas.

Por defini¢do, a geminagdo incorpora eventos que iniciam com a via
de captagdo de agua pelas sementes maduras € termina com o elongamento do eixo
embrionario. O sinal visivel de que a germinagdo estd completa ¢ geralmente o
surgimento das estruturas que circundam o embrido, sendo geralmente a radicula a
primeira estrutura a aparecer (Bewley, 1997). No entanto, quando a germinagdo de
Dyckia distachya é observada macroscopicamente € microscopicamente sob cortes
histolégicos (ver Capitulo III — Figura 5-F), a primeira estrutura visivel é o cotilédone,
seguindo entdo a radicula. Sendo assim, para a analise da germinagdo aos 30 dias foi
considerado como germinada toda semente que tinha seu cotilédone aparente sobre o
meio de cultura.

Quando analisamos o efeito da armazenagem sobre a viabilidade das
sementes percebe-se que esta foi diretamente afetada pelo periodo de armazenamento,
visto que as mesmas quando germinadas tdo logo coletadas, mostram uma viabilidade
em torno de 75% (resultados ndo mostrados). Mesmo com 1sso, € se analisarmos que
.as sementes foram armazenadas em geladeira sob refrigeragdo de 4+2°C, uma queda
de aproximadamente 15% em 1 ano de estocagem pode ser considerada satisfatoria.

Aliado a esta boa viabilidade, ¢ importante salientar que no interior de
cada fruto encontram-se aproximadamente 60 sementes e que uma planta adulta pode
produzir em média 10-15 frutos, o que poderia fornecer uma quantidade satisfatoria de
sementes a cada ano, para os processos de iniciagdo de culturas e conservagdo de

germoplama in vitro.

3.2.1. Manutenc¢ao das Culturas in vitro

As plantulas que germinaram, foram repicadas individualmente ou em
duplas para tubos de ensaio contendo meio de cultura KC/0 pH 4,5 gelificado com
agar (1,0%) (Figura 4B e C) ou para frascos contendo 10 plantulas em meio liquido
(Figura 4E) sendo entio subcultivadas a cada 90 dias para manuten¢io do banco de
germoplasma in vitro.

O banco de germoplasma in vitro é composto atualmente de 50 tubos

de ensaio contendo duas plantulas cada, mais 15 frascos de 500mL contendo 10
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plantulas cada um, totalizando mais de duzentos e cinqiienta gendtipos diferentes. As
culturas sdo mantidas em condi¢des faceis de manipular, podendo, a qualquer tempo,
serem utilizadas para multiplicagdo massal ou troca de germoplasma com outras

instituigdes.

3.3. Banco de sementes

As sementes coletadas nos meses de outubro a dezembro (1999-2001)
no Banco de Germoplasma in situ da UHI e/ou no Banco de Germoplasma ex situ do
LFDGV-CCA/UFSC foram acondicionadas em tubos de polietileno contendo 1g de
Benlate® para prevenir o aparecimento de fungos. Os tubos foram identificados
(Figura 4D) e armazenados sob refrigeracdo de 4+2°C.

Com esse trabalho percebeu-se que ha boas vantagens de se conservar
germoplasma in vitro; além de otimizar tempo e espago, as culturas estdo livres do
ataque de patogenos e da pressdo exercida sobre os ambientes nos quais ela se insere.
Outra vantagem dos Bancos de Germoplasma in vitro € facilitar o intercambio de
material vegetal entre instituigdes. Sendo assim, as técnicas empregadas no presente
trabalho para o estabelecimento de um Banco de Germoplasma in vitro e ex vitro de
Dyckia distachya Hassler, revelam o potencial de emprego destas técnicas para a

conservagao desta espécie.
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Figura 1 = Percentagem média de germinagdo de sementes de Dyckia distachya sob diferentes formulagdes
salinas, apos 30 dias de cultivo. LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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Figura 2 = A. Os hotspots de biodiversidade do mundo (ver a ampla extengdo do hotspot da Mata Atlantica no
Brasil). B. Dominio da Mata Atlantica no Estado de Santa Catarina (ver os poucos remanescentes ainda
existentes no Estado). C. Areas problematicas ou carentes de estudo nos Estados da Regido Sul do Brasil (ver
que a regido de endemicidade de Dyckia distachya ¢ uma drea insuficientemente estudada). LFDGV-
CCA/UFSC/2002.
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Figura 3: A. Visdo geral do Rio Uruguai, préximo ao estreito de Augusto Cézar. B. Coldnias de Dyckia
distachya encontradas na beira do rio, onde foram coletadas as plantas para o banco de germoplasma ex sifu.
C. Plantas entremeadas nas rochas no leito do rio (perceber no centro a grande produgio de afilhos). D. Banco de
germoplasma ex vitro do Bromelidrio do LFDGV. E. Visdo geral do banco de germoplasma, evidenciando uma
planta em florescimento. F. Detalhes de uma planta de Dyckia distachya. G. Sistema de classificagdo das plantas
coletadas; (C significa o mimero da colénia ¢ P o mimero da planta). LFDGV-CCA/UFSC/2002.
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Binca de Semenfos

ehin dtstacliya

Figura 4: Banco de Germoplasma in vitro. A. Introdugao das sementes: inoculagdo (a) e (b) germinagao apds 30
dias. B e C. Banco de germoplasma em meio solidificado com égar - visdo dos tubos em geral da estante.

D. Banco de sementes. E. Banco de germoplasma em frascos com meio liquido. Barra = lem. LFDGV-
CCA/UFSC/2002.
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SINTESE DOS PRINCIPAIS RESULTADOS

1) Quando se utilizou sementes para induzir organogénese direta em Dyckia distachya

78,93 brotos por grama foram obtidos em meio de cultura suplementado com BAP
(20uM). Ainda neste sistema, foram obtidos 20,30 brotos por explante na presenga
de BAP (1uM) apods 120 dias de cultivo. BAP mostrou-se sensivelmente melhor do
que a citocinina KIN. Quando plantulas foram utilizadas nos processos de
micropropagagdo, obteve-se 133,58 brotos por explante na presenga de ANA

" (2uM) + BAP (4pM) + PBZ (6uM) em fase liquida. 72,94 brotos por grama foram

2)

3)

4)

obtidos na presenga de ANA (2uM) + BAP (4uM) + PBZ (6uM) em meio de
cultura gelificado com dgar. O meio de cultura liquido mostrou-se superior ao meio
de cultura gelificado, levando em conta a taxa de multiplicagdo, a facilidade de
manuseio das culturas e o custo do processo.

Boas taxas de indugdo de embriogénese somatica foram alcangadas com a
utiliza¢do de sementes maduras de Dyckia distachya. Percentagens acima de 59%
de indugdo e formagdo de mais de 160 embrides por placa puderam ser observados
quando embrides zigdticos foram inoculados na presenga de Picloram (5uM) +
KIN (1uM). Resultados bem inferiores foram alcangados em meios de cultura
suplementados com 2,4-D, onde valores de 39,48% de indugdo e formagdo de
65,92 embrides por placa foram observados.

Brotos micropropagados ao serem enraizados in vitro mostraram percentagens de
enraizamento superiores a 94% quando induzidos com AIB (12,5uM). Neste, as
plantulas formaram em média 5,13 raizes por plantula com comprimento médio de
15,34mm. O tamanho do explante utilizado nao foi influenciado pelos tratamentos
e brotos maiores que 1,5cm puderam ser enraizados e aclimatizados com sucesso
em mais de 92% das explantes. Quando o enraizamento se deu ex vitro, apesar de
mostrarem uma percentagem média de 85% de enraizamento, as raizes se
mostraram frageis e em baixa quantidade, bem como foi baixa a sobrevivéncia.
Sendo assim evidencia-se a superioridade da indugdo ao enraizamento realizado
in vitro na presenca de AIB (12,5uM).

E possivel o emprego de técmicas in vitro e ex situ para a conservagdo de
germoplasma de Dyckia distachya; além de otimizar tempo e espago, as culturas
estdo livres do ataque de patdgenos e da pressdo exercida sobre os ambientes nos
quais ela se insere. OQutra vantagem dos Bancos de Germoplasma in vitro € facilitar
o intercdmbio de material vegetal entre instituigdes.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram o potencial de
emprego das técnicas de cultura de tecidos vegetais para a propagagdo massal € a
conservacdo de Dyckia distachya Hassler. Os impactos destes resultados podem ser
resumidos sob dois primas fundamentais: o emprego de sementes como explantes
podera permitir a propagacgao ‘massal ¢ a consequente manutengdo da diversidade
genética observada nas popula¢Oes naturais. Por outro lado a utilizagdo das técnicas de
embriogénese somatica, indiscutivelmente poderia otimizar a clonagem de genotipos
superiores.

Neste sentido, ¢ de grande valia o prosseguimento dos estudos no
ambito da reintrodugdo de espécies propagadas in vitro como forma de resgatar as
populagdes naturais de Dyckia distachya em consequéncia das alteragdes no seu
ambiente natural. Em complemento a isto, uma melhor compreensdo dos processos
morfogenéticos in vitro, poderia fornecer, em um futuro préximo, plantas clonadas de
espécimes elite como requisitado para os fins comerciais ou mesmo para recuperar
areas impactadas. |

No sentido da conservagdo de germoplasma se faz necessario a
manuten¢do destas culturas em um ambiente asséptico e de facil manipulagdo, visto a
preocupacgdo dos orgdos ambientalistas e pesquisadores em geral na manutengdo da
diversidade genética das populagdes originarias da Mata Atlantica.

O estudo realizado para esta espécie podera servir de base para

estudos mais aprofundados com esta e outras bromeliaceas da Floresta Atlantica.
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Tabela 1 — Resumo da Andlise de Varidncia para brotos por grama e brotos por explante em Dyckia distachya,
cultivadas in vitro, em resposta ao BAP e KIN, suplementados ao meio de cultura, apés 120 dias de cultivo.

Dados de peso fresco transformados em ,/x +0,5 e 0n.° debrotos em log (x+2). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de Variagdo

Brotos por Grama

Brotos por Explante

GL oM GL oM
Tratamentos 14 0,314%* 14 0,257**
Residuo 42 0,035 42 0,046
Total 56 56
CV (%) v 16,76 25,74

** p<0,01

Tabela 2 — Resumo da Analise de Regressdo para Brotos por grama em explantes de Dyckia distachya,
cultivadas in vitro, em resposta ao BAP e KIN, suplementado ao meio de cultura, apés 120 dias de cultivo.
LFDGV-CCA/UFSC/2002.

o Coeficiente Nivel de Significincia
Causas de Variagio BAP KIN BAP KIN
Constante 25,544 5,686 0,031* 0,031*
Linear 5,646 1,982 0,019* 0.003**
Quadratica -0,135 -0,053 0,060™ 0,008**

* p<0,05; ** p<0,01; ns = ndo significativo

Tabela 3 — Resumo da Anilise de Regressdo para Brotos por explante em explantes de Dyckia distachya,
cultivadas in viiro, em resposta ao BAP e KIN, suplementado a0 meio de cultura, apés 120 dias de cultivo.
LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de Variagio Coeficiente Nivel de Significincia
BAP KIN BAP KIN
Linear 10,103 3.099 0.030%* 0.022*
Quadratica -1,641 -0.470 0.056™ 0,052™
Cibica 0,088 0,024 0,080 0,079
Quarta -0.001 -0.0004 0.098™ 0.099™

* p<0,05; ns = ndo significativo

Tabela 4 — Resumo das Analises de Varidncia para brotos por explante em explantes de Dyckia distachya,
cultivadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementados ANA (0, 1 e 2uM), BAP (0, 1,2 e 4pM) ¢
PBZ (0, 3, 5 ¢ 6uM), solidificados ou ndo com agar (0,6%) ao longo dos subcultivos. Dados de peso fresco

transformados em 4/x + 0,5 e o n.° de brotos em log (x+2). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de Variacdo 45 Dias 75 Dias 112 Dias 142 Dias
GL OM GL OM GL oM GL oM
Tratamentos 12 0,328** 12 0,733%* 12 0,889** 12 1,005+
Residuo 26 0,015 26 0.008 26 0,023 26 0,035
Total 38 38 38 38
CV (%) 14,49 7.56 10,61 12,32

** p<0,01
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Tabela 5 — Resumo da Analise de Variancia para os valores médios nos subcultivos para brotos por explante em
explantes de Dyckia distachya, cultivadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementados ANA (0, 1 e
2uM), BAP (0, 1, 2 e 4uM) e PBZ (0, 3, 5 e 6uM), solidificados ou ndo com agar (0,6%). Dados de peso fresco

transformados em +/x+0,5 e o n.° de brotos em log (x+2). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de variagio GL OM
Tratamentos 12 0,927*#
Subcultivos 03 1,215%*

Residual 36 0,019
Total 51
CV (%) 11.19
** n<0,01

Tabela 6 — Resumo das Anilises de Variincia para brotos por grama em explantes de Dyckia distachya,
cultivadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementados ANA (0, 1 e 2puM), BAP (0, 1,2 e 4pM) €
PBZ (0, 3, 5 ¢ 6uM), solidificados ou ndo com dgar (0,6%) ao longo dos subcultivos. Dados de peso fresco

transformados em 4/x+0,5 e o n.° de brotos em log (x+2). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de Variagdo 45 Dias 75 Dias 112 Dias 142 Dias
GL QM GL QM GL QM GL QM
Tratamentos 12 0,321 12 0359%* 12 0,219%* 12 0,183%*
Residuo 26 0,013 26 0,005 26 0,011 26 0,009
Total 38 38 38 38
CV (%) 14,94 8,17 10,69 11,04

** p<0.01

Tabela 7 — Resumo da An:ilise de Variancia para os valores médios nos subcultivos para brotos por grama em
explantes de Dyckia distachya, cultivadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementados ANA (0,1 ¢
2uM). BAP (0, 1, 2 e 4uM) € PBZ (0, 3, 5 e 6uM), solidificados ou ndo com agar (0,6%). Dados de peso fresco

transformados em /x+0,5 e on.° de brotos em log (x+2). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de variaciao : GL QM
Tratamentos 12 0,297%*
Subcultivos 03 0,096**

Residual 36 0,021
Total 51
CV (%) 16,72
** p<0,01

Tabela 8 — Resumo da Analise de Varifncia para percentagem media de indugdo embriogenética de bases
foliares de Dyckia distachva, em resposta a diferentes concentragdes de 2,4-D ¢ KIN (1,0uM), 60 dias apos a
inoculacdo. Dados transforinados em log (x+1). LFDGV-CCA/UFS(C/2002.

Causas de variagio GL - QM
Tratamentos 4 0,882%*
Residuo 10 0,045
Total 14
CV (%) 21,93

** p<0,01
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Tabela 9 ~ Resumo da Analise de Variincia para percentagem média de inducao de culturas embriogenéticas de
Dyckia distachya, em resposta ao 2,4-D e Picloram (0; 1,25; 2,5; 5 e 10uM), 60 dias ap6s a inoculagdo. Dados
transformados em log (x+2). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de variacio GL OM
Tratamentos 4 2,148%*
Residuo 10 0,062
Total 14
CV (%) 14.95
¥+ p<0,01

Tabela 10 — Resumo da Analise de Varifncia para percentagem média de indugio embriogenética e numero de
embrides formados em Dyckia distachya, cultivadas in vitro, em resposta ao 2.4-D e Picloram
0; 1,25; 2,5, 5-¢ 10uM), 120 dias apés a inoculagdo. Dados transformados em log (x+2). LFDGV-
CCA/UFSC/2002.

% de Indugdo N.° de Embrides formados

Causas de variacio

GL OM GL oM
Tratamentos 7 0,441%* 7 0,455™
Residuo 16 0,073 16 0,202
Total 23 23
CV (%) 19.13 31,11

** p<0,01; ns = ndo significative

Tabela 11 — Resumo da Analise de Variancia para a nio resposta, % de indugdio ¢ n.° de embrides formados em
EZ de Dyckia distachya, cultivados in vitro, sob diferentes concentragdes de auxinas e citocininas, 10 semanas
apos a inoculagdo. Dados transformados em log (x+2). LFDGV-CCA/UFSC/2002.

_— Nio resposta % de indugio N.° de EmbriGes
Causas de Variagio CL oM CL oM CL oM
AxB 06 0,108* 6 0,840%* 6 1,344%*
Residuo 14 0,028 14 0,003 14 0,014
Total 20 20 20
CV (%) 11,62 3.79 6.82

* p<0,03; ** p<0,01

Tabela 12 — Resumo da Analise de Variincia para as interagbes auxina e citocinina, para a nio resposta, % de
inducdo e n.° de embrides formados em EZ de Dyckia distachya, cultivadas in vitro, sob diferentes concentragbes
de auxinas e citocininas, 10 semanas apds a inoculagio. Dados transformados em log (x+2). LFDGV-
CCA/UFSC/2002.

N.° de Embrioes

Causas de Variagao

Nio resposta

% de induciao

GL oM GL oM GL oM
Auxina 1 0,003™ 1 0,229%* 1 0,925**
Citocinina 2 0,113™ 2 0,012™ 2 0,042™
AB 2 0,091™ 2 0.015* 2 0.018™
Residuo 12 0,030 12 0,004 12 0,016
Total 17 17 17
CV (%) 12.43 3.61 6.47

* p<0,05; ** p<0,01; ns = ndo significativo
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Tabela 13 — Resumo da Andlise de Variincia para a percentagem de enraizamento, numero ¢ comprimento das
raizes de Dyckia distachya, em fungdo do tempo de exposigio ao AIB (12,5uM), apés 30 dias de expressdo em

MS/0. Dados do nitmero e tamanho das raizes foram transformados em +/x+1 . LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de Variagdo % de Enraizamento N.° de Raizes Comprimento das Raizes
GL oM GL oM GL oM
Tratamentos 4 0,177** 4 0,609* 4 1,068*
Residuo 40 0,046 10 0,163 10 0,234
Total 44 14 14
CV (%) 24,38 18,62 13,38

* p<0,05; ** p<0,01

Tabela 14 — Resumo da Analise de Regressdo para a percentagem de enraizamento, nimero ¢ comprimento das

raizes de Dyckia distachya, em fungdo do tempo de exposi¢do ao AIB (12,51M), apos 30 dias de expressdo em
MS/0. LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de Variagdo % de Enraizamento N.° de Raizes Comprimento das Raizes
- Coeficiente _ Niv. Signif. Coeficiente  Niv. Signif. Coeficiente Niv. Signif.
Constante 65,848 0,008+ 1,049 0,074 7,091 0,0007**
Linear 5,069 0,065™ 0,545 0,017* 0,544 0,0008**
Quadratica -0,190 0,100™ -0,017 0,039*

* p<0,05; **p<0,01; ns = ndo significativo

Tabela 15 — Resumo da Analise de Varincia para a percentagem média de germinacio de sementes de Dyckia
distachya sob diferentes formulagdes salinas e pHs., apos 30 dias de cultivo. LFDGV-CCA/UFSC/2002.

Causas de variacio GL QM
Tratamentos » 4 455,833**
Residuo 10 14,167 .
Total 14
CV (%) 8.01

** p<0,01



