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RESUMO

As Bromeliaceaes consistem em um subsistema ecologico complexo que contribui para a
manutencdo da estabilidade dos ecossistemas florestais. A sua utilizagdo para fins ornamentais e
comerciais, bem como as atividades de desmatamentos das Florestas Tropicais, causa uma
reducdo na sua biodiversidade, o que pode levar a extin¢ao de espécies. O objetivo deste trabalho
foi avaliar as respostas morfoldgicas na multiplicacdo in vitro de brotos de Aechmea setigera
Mart. ex Schult. & Schult. f. sob efeito de diferentes citocininas; comparar a eficiéncia dos
sistemas de cultivo; avaliar a utilizacdo das auxinas AlA e AIB no enraizamento in vitro; bem
como a aclimatizacdo de plantas micropropagadas sob diferentes niveis de sombreamento.
Plantulas germinadas e desenvolvidas in vitro foram utilizadas para experimentos de
multiplicacdo, inoculadas em meio de cultura MS acrescido das citocininas BAP, 2-iP e CIN em
diferentes concentragdes (0; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,7 uM), e em diferentes sistemas de cultivo
(semissélido, dupla-fase e liquido estacionario sob ponte de papel) sobre diferentes concentragdes
de BAP (0; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,7 uM). O enraizamento in vitro das plantulas, foi realizado em meio
MS com diferentes concentracdes de auxinas (0; 2,46; 4,92; 9,84 uM). Apds 30 dias, as mesmas
foram aclimatizadas em vasos plasticos com substrato Plantmax Florestal®, em viveiro sobre
sombrites com diferentes niveis de sombreamento (20, 30, 50 e 75%). A multiplicacdo in vitro de
Aechmea setigera em meio semissolido com difententes concentracdes de citocininas, demostrou
que o uso do BAP a 2,2; 4,4 e 8,8 uM proporciona o maior niumero de brotos, porém o maior
comprimento destes ocorre em meio isento ou a 17,7 uM de BAP. Quando se compara 0s trés
sistemas de cultivo sobre as diferentes concentragdes de BAP, o sistema dupla-fase na auséncia
ou presenca deste regulador de crescimento a 2,2; 4,4 e 8,8 UM, proporciona a maior taxa de
multiplicacdo e o maior numero de folhas, ndo apresentando diferenca significativas para estas
concentragdes. O sistema semissélido mostra-se melhor para a variavel comprimento de broto na
auséncia ou a 17,7 uM de BAP. O sistema liquido estacionario demostrou-se inferior em todas as
variaveis analisadas. No enraizamento in vitro desta espécie a utilizacdo de 4,9 ou 9,8 uM de AIB
proporciona a producdo de raizes e de brotos com maior comprimento. A maior taxa de
sobrevivéncia das mudas nos tempos de aclimatizacdo estudados ocorreu em sombrite com 30 e
50% de sombreamento, estas mudas apresentaram-se visualmente, plantas de A. setigera com
caracteristicas mais vigorosas.

Palavras-chaves: Bromeliaceae, Aechmea setigera, micropropagacao e niveis de sombreamento.



ABSTRACT

The Bromeliaceaes consist of a complex ecological subsystem which helps to maintain
the stability of forest ecosystems. Its use for ornamental purposes and commercial activities as
well as the deforestation of tropical forests cause a reduction in biodiversity, which could lead to
the extinction of species. The aim of this study was to evaluate the morphological responses in
vitro multiplication of Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. shoots under the effect of
different cytokinins; compare the efficiency of farming systems; evaluate the use of auxins IAA
and IBA on in vitro rooting and acclimatization of micropropagated plants under different levels
of shading. Germinated and developed in vitro seedlings were used for multiplication
experiments, inoculated in MS medium plus the cytokinins BAP, 2-iP and CIN in different
concentrations (0, 2.2, 4.4, 8.8 and 17.7 mM), and different cropping systems (semi-solid, dual-
phase and liquid phase in paper bridge) on different concentrations of BAP (0, 2.2, 4.4, 8.8 and
17.7 mM). Seedling in vitro rooting was performed on MS medium with different concentrations
of auxin (0, 2.46, 4.92, 9.84 mM). After 30 days they were acclimatized in plastic pots with
Plantmax Forest® in nursery under shadow protection with different shading levels (20, 30, 50
and 75%). In vitro multiplication of Aechmea setigera in semisolid medium with different
concentrations of cytokinins demonstrated that the use of BAP at 2.2, 4.4 and 8.8 mM provides
the highest number of shoots, but their greatest length occurs in middle exempt or 17.7 mM BAP.
When comparing the three cropping systems on different concentrations of BAP, the dual-phase
system in the absence or presence of this growth regulator to 2.2, 4.4 and 8.8 mM provides the
highest multiplication rate and the largest number of leaves, showing no significant difference for
these concentrations. The semisolid system looks better for the variable length of bud in the
absence or 17.7 mM BAP. The stationary liquid system demonstrated to be lower in all variables.
It is necessary to use 4.9 or 9.8 mM IBA for the production of roots and shoots of greater length
during in vitro rooting. The highest rate of seedling survival in acclimatization seasons occurred
in shadow protections with 30 and 50% shading. These seedlings visually present as plants of A.
Setigera with stronger features in these environments.

Keywords: Bromeliaceae, Aechmea setigera, micropropagation and shading levels.
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1 INTRODUCAO

A América do sul concentra a maior biodiversidade de todos os continentes (SA, 2009),
sendo o Brasil considerado o pais mais biodiverso (MOREIRA, 2008). A biodiversidade é
representada por plantas, animais, microrganismos, e a interagdo destas espécies com 0s
ecossistemas e 0s processos ecologicos dos quais fazem parte (GOEDERT, 2007). O Brasil
possui mais de 56 000 espécies de plantas, com quase 19% da flora mundial, e é considerado o
pais com a flora mais rica do mundo (GIULIETTI et al., 2005). Dentre os biomas brasileiros com
alta biodiversidade, destacam-se a Floresta Amazonica e a Mata Atlantica. Nas florestas tropicais,
a diversidade de plantas epifitas compreende cerca de um terco das plantas vasculares. Estas
estabelecem todo ou parte do seu ciclo de vida sobre troncos, galhos, ramos e folhas das arvores,
ndo sendo parasitas (BENZING, 1990). Ainda o mesmo autor relata que dentre as epifitas, as
espécies da familia Bromeliaceae e Orchidaceae sdo as mais representativas.

A familia Bromeliaceae compreende 58 géneros em 3172 espécies e subespécies
(LUTHER, 2008; GIVNISH et al., 2011). Desse total, 40 % das espécies sao encontradas em
territorio brasileiro (MOLLO et al., 2011). A maior riqueza de espécies dessa familia ocorre na
Floresta Atlantica, sendo que nas regibes Sul e Sudeste existem populacbes com elevado
endemismo (REITZ, 1983; MARTINELLI, 2000). As bromeliaceas da Amaz6nia sdo em geral
pouco conhecidas (NARA & WEBBER, 2002; QUARESMA & JARDIM, 2012). De acordo com
Smith (1955), ocorrem 64 espécies em 14 géneros para toda a regido.

Na Amazonia brasileira os representantes de bromélias sdo encontrados com maior
frequéncia em locais de vegetacdo de baixios, campina, campinarana e igapd (SOUSA &
WANDERLEY, 2007). Nesses ecossistemas elas sdo exclusivamente epifitas (QUARESMA &
JARDIM, 2012). Destaca-se para os estudos das Bromeliaceae da Amazénia o levantamento da
Flora da Reserva Ducke, realizado por Ribeiro et al. (1999), onde foram registrados 7 géneros e
13 espécies. Recentemente, estudos de diversidade de bromeliaceas na Amazénia Oriental (Para)
indicam que a maior riqueza de espécies ocorre nos géneros Tillandsia L. e Aechmea Ruiz & Pav
(QUARESMA & JARDIM, 2012). Ainda nesse mesmo estudo, as espécies Aechmea setigera e

Aechmea mertensii demonstram elevada frequéncia na Amazonia.
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No Estado do Acre, a familia Bromeliaceae estd representada por 29 espécies em 9
géneros (DALY & SILVEIRA, 2008). A espécie Aechmea setigera é encontrada na Amazonia
Sul-Ocidental (Acre), conforme as coletas realizadas por Daly & Silveira (2008). De acordo com
Tamaki et al. (2007), o Diario Oficial do Estado de Sao Paulo, de 22 de setembro de 2004,
publicou uma lista de espécies vegetais na qual Aechmea setigera Mart. ex Schult. esta
presumivelmente extinta. Portanto, estudos que visem a conservagdo e a propagacdo dessa
espeécie sdo de extrema importancia.

As bromélias consistem em um subsistema ecoldgico complexo, que contribui para a
manutencdo da estabilidade dos ecossistemas florestais em fungdo do seu alto grau de
especializacdo e de sua adaptacdo as condi¢des climéticas e oligotroficas extremas (BENZING,
2000; RECH FILHO et al., 2005; ARANDA-PERES & RODRIGUES, 2006). A sua utilizacéo
para fins ornamentais e comerciais, bem como as atividades de desmatamentos das florestas
tropicais, causam uma reducgédo na sua biodiversidade (RECH FILHO et al., 2005), o que pode
levar & extingdo de espécies.

Com as exigéncias do mercado competitivo, ha a necessidade de desenvolver técnicas
mais adequadas ao cultivo de bromélias (AMARAL et al., 2009). A micropropagacdo é uma
metodologia de escolha para alcancar a rapida multiplicacdo destas espécies (HUANG et al.,
2011), uma alternativa importante para minimizar as atividades extrativistas (ROSA, 2010). As
técnicas de cultura de tecidos vegetais possibilitam, através de um conjunto de estratégias, a
propagacdo massal e conservacao das espécies (REICH FILHO et al., 2005). A utilizacdo de
sementes como fonte inicial de explante consiste numa estratégia importante para a conservacao,
mantendo a variabilidade genética das espécies (RECH FILHO et al., 2005; SILVEIRA et al.,
2009).

O estabelecimento e os sistemas regenerativos in vitro de uma espécie estdo submetidos a
diversos fatores importantes, como o0s nutrientes minerais e reguladores de crescimento no meio
de cultura e o seu estado fisico, uma vez que altera o contato dos explantes com o0 meio
(MENGARDA et al., 2009). Ainda a mesma autora afirma que a utilizagdo de meios de cultura
liquidos, ou seja, sem a adi¢do do &gar, tem proporcionado igual ou até maior eficiéncia para
diversas espécies vegetais. Segundo Willadino e Camara (2007), os meios liquidos devem ser
mantidos sob agitacéo para assegurar a aeracdo dos explantes; ou sobre um suporte de algod&o ou

ponte de papel, evitando que fiquem submersos. Outra forma de estado fisico do sistema de
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cultura é o dupla-fase, que consiste em adicionar meio liquido sobre o meio semissolido contendo
os explantes ao longo do periodo de cultivo dos mesmos (PEREIRA et al., 2012).

A adicdo de reguladores de crescimento no meio de cultura é fator importante para o
crescimento e desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultivo, sendo auxinas e citocininas as
classes mais utilizadas (CALDAS et al., 2006). Para Kievitsbosch (2011), cada espécie possui
suas exigéncias nutricionais, e 0 meio de cultura deve ser adequado & especie a ser propagada.

A fase de aclimatizacdo, etapa final do cultivo in vitro, € um processo crucial na
micropropagacao, tendo grande importancia na formacao de mudas de qualidade (BANDEIRA et
al., 2007; AOYAMA et al., 2012).

Levando em consideracdo a importancia econémica e ecoldgica das bromeliaceas e o
sucesso da propagacdo in vitro destas, este trabalho teve como objetivo avaliar as respostas
morfologicas na multiplicacdo in vitro de brotos de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult.
f., sob efeito de diferentes citocininas; comparar a eficiéncia dos sistemas de cultivo em meio
semissdlido, dupla-fase e liquido estacionario sob ponte de papel; avaliar a utilizacdo das auxinas
AlA e AIB no enraizamento in vitro; bem como a aclimatizacdo de plantas micropropagadas sob

diferentes niveis de sombreamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Bromeliaceae Juss. e Aechmea setigera

A familia Bromeliaceae € tipica das zonas tropicais e subtropicais das Américas
(MOREIRA, 2008). Possui plantas que impressionam por suas formas exuberantes, pela gama de
cores e variedades de flores (FERREIRA et al., 2005), representando formas de vida terrestre,
epifita ou rupicola (VERSIEEUX et al., 2008). Atualmente, a familia Bromeliaceae Juss. esta
dividida em oito subfamilias: Brocchinioideae, Lindmanioideae, Tillandsioideae, Hechtioideae,
Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae, Bromelioideae (GIVNISH et al., 2011).

A familia Bromeliaceae é considerada a segunda maior familia de monocotiled6neas
epifitas, perdendo somente para a Orchidaceae. As bromélias tém uma ampla diversidade
ecologica, podendo ser encontradas em uma variedade de habitats que vao desde desertos quentes
e secos, até florestas Umidas e regibes montanhosas mais frias. As espécies de epifitas sdo
encontradas normalmente sobre outras plantas, que podem ser arboreas, arbustivas ou cactaceas,
até mesmo sobre postes ou telhados (MANETTI et al., 2009).

As epifitas possuem folhas em rosetas, formando tanques que acumulam agua e detritos,
sendo que estas tém espinhos. Seus frutos sdo do tipo baga, e as sementes sdo dispersas por
animais. Muitas espécies de epifitas servem como habitat para animais, como anfibios, aranhas e
insetos (KIEVITSBOSCH, 2011). Na Amazodnia brasileira, as bromeliaceas sdo exclusivamente
epifitas, ndo havendo muitos estudos sobre a diversidade em varzeas estuarinas amazonica destas
plantas (QUARESMA & JARDIM, 2012).

O género Aechmea, um dos maiores da familia, € pertencente a subfamilia Bromelioideae,
possui cerca de 200 espécies (ROSA, 2010). As plantas deste género sdo tipicamente
neotropicais, possuem porte herbaceo, atingindo entre 40 e 80 c¢cm de altura e sendo muito
utilizadas na ornamentacdo de paisagens domésticas (FARIA, 2011). A reproducdo se d& por
brotamento do rizoma e por sementes (MOREIRA, 2008).

A espécie Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. (Figura 1) tem distribuicdo

natural na Amazénia Sul-Ocidental no Estado do Acre (Daly & Silveira, 2008). E uma bromélia
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epifita, tipica de florestas humidas, e desenvolve frutos de dezembro a fevereiro. Suas folhas
medem de 65 a 110 cm. Possuem bracteas mais largas do que os entrends, séo foliaceas, verde-
amarelado. Possui inflorescéncia que tem de 25 a 70 cm, aparentemente simples, glabrada,
multiflora. As flores sdo sésseis ou subsésseis. Suas sépalas medem de 14-18 mm, agudas para

obtuso, glabras e suas pétalas sdo verde-amarelado (MORALES, 2001).

Figura 1 - Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. sobre foréfito em pastagem, na Estrada Transacreana AC-
90, Km 10 (S 10°01° 16.9” ¢ W 067° 55° 26.6”), no municipio de Rio Branco- AC.

Conhecidas popularmente como “gravatds”, as bromélias brasileiras ja eram conhecidas
pelos indios, que as chamavam de “caraud”, “carandd” ou “caragua” (PAULA, 2000). Segundo
Rocha (2002), as bromélias sdo de valor ornamental por exceléncia, ndo requerendo muitos
cuidados e com grande resisténcia. Para Ferreira et al. (2005), o valor ornamental destas espécies
pode tornar o Brasil um grande exportador mundial, ja que estas plantas despertam interesse em

outros continentes.
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Galvanese et al. (2007) acredita que o cultivo destas plantas pode trazer beneficios como a
reducdo do extrativismo predatorio de bromélias nativas, o que leva a conservagdo das mesmas
em seu ambiente natural. Moreira et al. (2006) apresentam que a familia bromelidcea tem
importancia econdmica, pois visa atender a utilizacdo em decoracdes de interiores e projetos
paisagisticos.

Conforme Faria (2011), as bromélias tém importancia ecologica, pois sdo consideradas
bons indicadores ambientais. Em regides tropicais a maioria de suas espécies € epifita, estas sao
as primeiras plantas afetadas pelas degradacdes e derrubadas das florestas, e estdo entre as

ultimas a se estabelecerem nas areas de recuperacdo (MOREIRA, 2008).

2.2 Cultura de Tecidos Vegetais

A propagacao in vitro ou micropropagacao, € uma técnica de cultura de tecidos vegetais,
que utiliza explantes de tamanho reduzidos (SANTOS, 2009), nela ocorre a cultura de tecidos,
células ou 6rgédos provenientes de plantas conduzidas em condicfes assépticas, desenvolvidas em
meio nutritivo, e mantidas em sala de crescimento sob controle de luminosidade, temperatura e
fotoperiodo (GEORGE et al., 2008; SILVA, 2010).

Essa técnica permite a producdo de mudas uniformes de alta qualidade e livres de
patdgenos, permitindo a rapida multiplicacdo, preservacdo e propagacdo de espécies ameacadas
de extincdo (RECH FILHO, 2004). Para Bencke e Droste (2008), a homogeneidade genética
depende do tipo de explante escolhido, e a utilizacdo de sementes garante a conservagdo da
diversidade genética.

Kerbauy (1998) afirma que a cultura de tecidos vegetais tem todo amparo na
totipotencialidade, o que significa dizer que teoricamente qualquer tecido do organismo vegetal
contendo informacdes geneéticas necessarias possibilitard a regeneracdo de uma planta completa.
Este processo garante a rapida multiplicacdo de plantas em um curto intervalo de tempo;
possibilita a propagacdo de clones independentes da época do ano; e permite a propagacdo de

especies que dificilmente seriam propagadas pelos métodos convencionais, suprindo as
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necessidades dos produtores de flores e plantas ornamentais com qualidade comprovada
(BARRUETO CID, 2001).

A propagacdo in vitro de uma espécie esta submetida a diversos fatores, entre eles, 0s
nutrientes minerais e reguladores de crescimento presentes no meio de cultura, e o estado fisico
do meio, que interferem de forma efetiva no estabelecimento in vitro da espécie (FORTES &
PEREIRA, 2001). Mengarda et al. (2009) ressaltam que a alteracdo do estado fisico do meio de
cultura modifica a resisténcia fisica de contato dos explantes com o meio, influenciando no
desenvolvimento das plantulas in vitro.

Pereira & Fortes (2003) afirmam que o maior contato do explante com o meio de cultura
ocorre no meio liquido, pois este proporciona uma maior disponibilidade de &gua e nutrientes
guando comparados ao meio semissolido. Ainda conforme 0s mesmos autores, as vantagens estao
relacionadas ao favorecimento da taxa de assimilacdo dos nutrientes, altura, multiplicacdo dos
brotos, e um maior acimulo de massa seca. Para Willadino e Camara (2007), os meios liquidos
devem ser mantidos sob agitagéo, assegurando a aeracdo dos explantes, ou sobre um suporte de
algoddo ou ponte de papel, evitando que figuem submersos.

O uso do meio dupla-fase sugerido por Pereira et al. (2012) no protocolo de multiplicacédo
in vitro de abacaxizeiro (Ananas cosmosus), tem demonstrado melhoria no cultivo desta espécie.
O qual consiste na adicdo de por¢des de meio liquido ao longo do periodo de cultivo sobre o
meio semissélido contendo o explante. Esta estratégia proporciona uma melhoria na técnica de
micropropagacdo devido os explantes permanecerem no mesmo recipiente por um longo periodo
de tempo, sendo possivel eliminar a necessidade constante de subculturas, reduzir a manipulacéo
de gemas, diminuir o nimero de frascos e a quantidade de espaco no laboratdrio.

Para Pullman & Skryabina (2007), o meio dupla-fase proporciona um aumento na area de
superficie do explante, ocasionando maior difusdo, absorcéo e substituicdo dos componentes do
meio de crescimento, que conduz a melhora na resposta das culturas in vitro. A multiplicagéo in
vitro em sistema de cultura dupla-fase tem sido efetiva para a taxa de multiplicacéo de frutiferas,
em namero e tamanho de brotagdes, como a de Pyrus calleryana D-6 (MORAES et al., 2004) e a
de macieira Marubakaido (MACHADO et al., 2004).

O 4gar € utilizado como agente solidificante do meio de cultura (SILVA, 2010). No
entanto ele pode dificultar o contato do explante com o meio, reduzindo a absor¢cdo dos
componentes (PEIXOTO & PASQUAL,1995; OLIVEIRA, 1994).
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O meio liquido tem proporcionado resultados superiores ou iguais aos obtidos em meio
semissolido para diversas espécies vegetais (SILVA, 2010). Portanto, o estado fisico do meio de
cultura pode estar relacionado com o desempenho assimilatério das plantas durante o cultivo in
vitro. O estabelecimento de um protocolo de micropropagacdo depende da espécie em estudo,
pois as caracteristicas genéticas de cada uma podem responder diferente sob as mesmas
condigdes de cultivo, estabelecendo assim o melhor meio de cultura para determinada espécie
(ZIV, 1995). Alguns trabalhos tém sido realizados avaliando o estado fisico do meio de cultura
em bromelidceas (SCHERER et al., 2013).

Camolesi et al. (2010) estudaram o efeito da consisténcia do meio de cultura sobre a
multiplicagdo in vitro de banana maca, verificando os melhores resultados para o numero de
brotos e touceiras em meio liquido. Os mesmos autores afirmam que a utilizacdo deste meio pode
tornar a técnica mais barata. Também foram realizados estudos de enraizamento in vitro de
mudas micropropagadas de bananeira (Musa sp.) em diferentes meios de cultivo, apresentando o
melhor desenvolvimento radicular em meio semissélido e o maior nimero de raizes em cultivo
liguido (CAMOLESI et al., 2010). Pereira & Fortes (2003), demostraram que a batata se
desenvolve melhor em meio semissolido.

Scheidt et al. (2009) realizaram trabalho de multiplicagdo in vitro de Oncidium
leucochilum (Orchidaceae) testando o uso de biorreatores em diferentes sistemas de cultivo e
apresentaram o uso do biorreator de imersdo por bolhas (BIB®) como uma alternativa favoravel.

Os reguladores de crescimento sdo utilizados em diferentes concentracfes e combinacdes
com o objetivo de garantir a producdo das mudas. As combinagdes entre 0 uso de reguladores
vegetais e 0 tipo de explante sdo definidas de acordo com a resposta morfogénica desejada
(AOYAMA et al., 2012). A composicdo dos meios nutritivos utilizados na cultura dos tecidos
vegetais tem a finalidade de disponibilizar as substancias necessarias ao crescimento e
desenvolvimento in vitro (SILVA, 2010).

Hormonios vegetais sdo compostos quimicos enddgenos que sdo transportados para
células responsivas, atuando diretamente na expressdo de muitos genes (FARIA, 2011). Quando
sintéticos sdo considerados reguladores de crescimento, com func¢des semelhantes aos horménios
vegetais, e devem ser adicionados ao meio nutritivo em concentragdes baixas (SILVA, 2010).

Torres et al. (1998) e Borgatto & Hayashi (2002) explicam que a adicdo de reguladores de
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crescimento no meio visa suprir a falta dos teores enddgenos de horménios vegetais, que nos
explantes encontram-se desligados das regides produtoras nas plantas matriz.

Para Galvanese et al. (2007), as auxinas e citocininas controlam os principais eventos
celulares e, quando usadas em concentragdes adequadas no meio nutritivo, se tornam um fator
determinante no crescimento e sobre o padrdo de desenvolvimento de culturas in vitro. A alta
relagdo citocinina/auxina favorece a multiplicagdo de brotos, e uma relagdo menor proporciona a
formacéo de raizes (GEORGE, 1993). As citocininas sdo produzidas nas raizes e desempenham
amplo papel, tanto nos tecidos vegetais como na diferenciacdo de brotos. As auxinas séo
produzidas no meristema apical caulinar, em folhas jovens, frutos em desenvolvimentos e
sementes, e atuam na divisdo celular (NASCIMENTO, 2007; KERBAUY, 2008; TORRES,
1999).

As citocininas podem mostrar diferencas entre si, como o BAP (6-benzilaminopurina),
que induz a formacao de muitas brotacGes e altas taxas de multiplicacdo na micropropagacao, e a
KIN (cinetina) e o 2-iP (isopenteniladenina), que causam apenas o crescimento normal, sem
brotacdes multiplas (CALDAS et al., 1990). Segundo Torres et al. (1998), o BAP ¢ a citocinina
mais utilizada, devido a sua relacdo com a formacéo de brotos.

Para Caldas et al. (1998), as auxinas ANA (&cido naftalenoacético), AIA (&cido
indolilacético), AIB (acido indolilbutirico) e 2,4- D (acido 2,4- diclorofenoxiacético)

proporcionam diferentes respostas nos sistemas de cultivo in vitro.

2.3 Micropropagacéao de Bromeliaceae

A propagagdo das bromélias pode ocorrer de forma assexuada ou sexuada, onde a
estratégia assexuada ou propagacdo vegetativa forma brotos provenientes de planta matriz que
surgem da base da planta por estolhos ou rizomas, ou do interior da roseta da planta. A estratégia
sexuada é por meio de sementes, gerando variabilidade genética (SILVA, 2010).

Aoyama et al. (2012) ressalta que a propagacdo de bromelias por meio de sementes,
dependendo da espécie cultivada, pode ndo ser capaz de fornecer um elevado nimero de plantas

num curto intervalo de tempo. O cultivo por meio desse sistema ndo supre a demanda de sua
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comercializa¢do para 0 mercado consumidor (SANTOS et al., 2005). A técnica de cultivo in vitro
de plantas ornamentais é uma estratégia para a sua conservacdo, pois possibilita maior
fornecimento ao mercado, diminuindo a procura por individuos provenientes da natureza
(TAMAKI et al., 2011). Sendo assim, a micropropagacao consiste numa escolha para a rapida
multiplicacdo de bromélias (HUANG et al., 2011).

Kanashiro et al. (2009) ressaltaram que a formacdo de plantulas em bromélias
ornamentais, via cultivo in vitro, tem como material propagativo viavel gemas apicais de brotos,
gemas axilares e folhas removidas de plantulas adultas. Recentemente, a inducdo de nodulos
organogénicos (culturas nodulares) e a regeneragdo de brotos em Bromeliaceae foram descritas
com o propdsito de multiplicacdo massal (SCHERER et al., 2013). E o0 uso de sementes €
possivel e vem sendo apontado como vital na conservacdo de germoplasma de bromélias
ameacadas de extincdo, assegurando a variabilidade genética dessas espécies.

A propagagdo in vitro de bromélias vem mostrando um grande potencial quando
comparado aos métodos convencionais de propagacdo. A técnica de propagacao in vitro permite
uma rapida multiplicacdo geneticamente segura de um elevado numero de plantas, a qual
corresponde com a grande demanda do mercado (SANTA-ROSA et al., 2013). O uso de
segmentos nodais obtidos de plantas in vitro constitui uma alternativa para a producdo de clones
(SANTOS et al., 2010).

Varios trabalhos de micropropagacdo de bromélias foram realizados com diferentes
espécies, entre as quais Vriesea friburgensis var. paludosa (ALVES & GUERRA, 2001), Dyckia
distachia (POMPELLI & GUERRA, 2004), Neoglaziovia variegata (SILVEIRA et al., 2009); V.
inflata (PEDROSO et al., 2010); V. reitzii (DAL VESCO & GUERRA, 2010); Billbergia zebrina
(DAL VESCO et al., 2011), Aechmea ramosa var. ramosa Mart. ex Schult. F (FARIA, 2011),
Aechmea blanchetiana e Aechmea distichantha (SATA-ROSA et al., 2013), que verificaram que
0 uso desta técnica é eficiente para a rapida multiplicacéo.

A micropropagacdo de Bromeliaceae também pode ser realizada a partir de sementes
como em Pticairnia flammea, Vriesea fosteriana e Tillandsia pohliana (NIEVOLA et al., 2001),
Vriesea reitzii (RECH-FILHO et al., 2005), Tillandsia eizii (PICKENS et al., 2003 e PICKENS
et al., 2006), Orthophytum mucugense e Neoregelia mucugensis (BELLINTANI et al., 2007). Por
meio da utilizacdo de gemas axilares (ALMEIDA, 2002; SILVA et al., 2004), segmentos
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caulinares com uma ou mais gemas (KISS et al., 1995; MENDES et al., 2007), segmentos
foliares (FONSECA et al., 1999).

Na propagacdo de Alcantarea imperialis (Bromeliaceae) cultivada in vitro e ex vitro,
utilizando sementes como fonte de explante, Aoyama et al. (2012) mostraram que o cultivo in
vitro € o método mais eficiente para a producdo de mudas dessa especie.

Para otimizar um protocolo de micropropagacéo de plantas de Vriesea gigantea Gaudich.
(Bromeliaceae), Bencke & Droste (2008) obtiveram plantulas proveniente de sementes cultivadas
em meio MS suplementado com BAP e ANA, tendo 100% de germinacdo. Esses autores
obtiveram a maior taxa de multiplicagdo na presenca desses reguladores. Gavalnese et al. (2007),
em estudos com a bromélia da mata Atlantica Aechmea blanchetiana (Baker) L.B. Smith,
buscaram verificar o efeito de reguladores vegetais ANA e BAP e agar no desenvolvimento in
vitro. Esses autores concluiram que o maior nimero de brotagdes foi obtido em meio liquido com
5,0 mg.Lt de ANA e 5,0 mg.L! de BAP, e em meio semissélido com 1,0 mg.L™? de ANA e 1,0
mg.L de BAP. Verificaram também que quanto maior for o aumento da concentragio de ANA,
maior sera o tamanho das raizes, e menor o comprimento de folhas.

Barbosa et al. (2009) estudaram o cultivo inicial de gemas axilares de Ananas comosus
(L.) Merr., em meio liquido e sélido, na presenca e auséncia de luz, identificaram que o meio de
cultura liquido proporcionou os melhores resultados para a regeneracdo de brotos e plantas em
fases subsequentes de um sistema de micropropagacdo. Em estudos do estado fisico do meio de
cultura na propagacao in vitro de Bromeliaceae, Merganda et al. (2009) concluiram que o cultivo
em meio liquido estatico proporcionou maior taxa de multiplicacdo das espécies, quando
comparado aos cultivos em meio liquido sob agitacdo e semissélido.

Pompelli & Guerra (2005), estudando o enraizamento in vitro e ex vitro de Dyckia
distachya Hassler sob diferentes concentracdes de AIB a partir de brotacdes micropropagadas,
verificaram que essas devem ser enraizadas in vitro na presenca do regulador avaliado. Dias et al.
(2010) com abacaxizeiro ‘‘anands-do- campo’’, concluiram que o enraizamento ex vitro das
plantulas pode ser realizado sem a imersdo em solucédo de AIB, as mesmas dispensam a etapa de
enraizamento in vitro. Pereira et al. (2008), em seu trabalho com Ananas erectifolius
(Bromeliaceae), obtiveram 98% de plantulas regeneradas, formando raizes quando cultivadas em
meio liquido sem a presenca de reguladores de crescimento, sobrevivendo todas as mudas

aclimatizadas em casa de vegetacao.
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Para avaliar a sobrevivéncia das mudas de abacaxi ornamental (Ananas bracteatus
Schult.f.) na fase de aclimatizacdo, Oliveira et al. (2010) avaliaram diferentes concentracfes de
sacarose no meio de enraizamento in vitro, e concluiram que a presenca de sacarose neste meio é

necessario para a sobrevivéncia das plantas em casa de vegetacao.

2.4 Aclimatizacgéo de plantas micropropagadas

A aclimatizacao, fase que as plantas cultivadas in vitro sdo transferidas para as condigdes
ex vitro, é uma etapa crucial na micropropagacdo. As plantulas cultivadas in vitro, quando
submetidas a condig¢fes naturais de cultivo, devem ter a mesma capacidade de sobrevivéncia
(GEORGE et al., 2008; AOYAMA et al., 2012).

Para Chandra et al., (2010), a grande limitacdo da propagacdo é a alta mortalidade das
plantas micropropagadas durante ou ap0s a transferéncia das mesmas para as condigdes ex vitro.
Oliveira et al., (2010) dizem que varios sdo os fatores que podem contribuir para o bom indice de
sobrevivéncia destas plantas, garantido assim o sucesso da aclimatizacao.

As plantas ao serem transferidas para as condi¢cdes ex vitro passam por um estresse
abidtico (de um ambiente de baixa transpiracdo e irradidncia, e elevada umidade relativa) e
bidtico (microflora do solo) (DEB & IMCHEN, 2010; AOYAMA et al., 2012), além de passarem
do mecanismo heterotréfico para autotrofico (PASQUAL, 2001).

Outros fatores que podem influenciar na aclimatizacdo das plantas sdo o manejo da
irrigacdo, as variedades de substratos e os recipientes. Como a agua € um dos principais fatores
que limita a producgdo das plantas, sua quantidade e frequéncia de aplicacdo sdo fundamentais
para o desenvolvimento das mudas propagadas in vitro. Os substratos influenciam as respostas
das plantas através de um controle de nutricdo mineral e de irrigacdo, além da reducdo de
problemas relacionados com salinizacdo, pragas e doencas (BOMFIM, 2006). Os recipientes
proporcionam um melhor aproveitamento de espaco fisico, facilitam os manejos culturais,
protegem as raizes de danos mecanicos, permitem a economia de substrato, além de

maximizarem a sobrevivéncia no campo (BOMFIM, 2006).
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Além dos fatores mencionados acima, a luminosidade influencia no desenvolvimento dos
vegetais (TAIZ & ZEIGER, 2008). Atroch et al. (2001) afirmam que a luz é primordial para o
crescimento das plantas, fornecendo sinais que regulam o desenvolvimento, e que modificacdes
nos niveis de irradiancia podem levar a diferentes respostas fisiologicas.

Rocha et al. (2008) afirmam que a rizogénese é considerada uma fase critica na
regeneracdo de plantas in vitro, pois sdo as raizes que determinam a sobrevivéncia das plantas
durante a aclimatizacdo. Os mesmos autores estudaram o enraizamento in vitro e a aclimatizacao
de gendtipos de jenipapeiro (Genipa americana L.) e os resultados mostram que a auxina AlB, na
concentragéo 9,8 M, foi eficiente para a inducéo de enraizamento, e que o substrato Ecoterra®
proporcionou os melhores resultados para as plantas aclimatizadas.

Agnihotri et al. (2004) obtiveram 80% de sucesso no transplantio de mudas de mamoeiro
cultivadas in vitro. Augusto et al. (2006), avaliando o método de aclimatizacdo de amoreira preta
cv. Brazos ap6s o enraizamento in vitro, testaram dois fatores: a presenca ou auséncia de sacarose
na etapa de enraizamento e o local de aclimatizacdo (em camara de nebulizacdo ou em tdnel
plastico sem nebulizacdo), e obtiveram 100% de sobrevivéncia em todos os métodos testados,
sendo que as plantulas quando enraizadas podem ser aclimatizadas em tanel plastico, sem a
necessidade de nebulizacdo, ou ainda enraizadas ex vitro e aclimatizadas em casa de vegetacao
com nebulizag&o intermitente.

Para selecionar o melhor substrato para aclimatizagdo de plantulas de Plaffia glomerata
produzidas in vitro sob diferentes concentracGes de sacarose, Skrebsky et al. (2006) verificaram
que 40 a 60 g.L* de sacarose promovem o maior indice de aclimatizagdo, e 0 uso de vermiculita
média com solo (1:1 v/v) e PlantMax® com solo (1:1 v/v) promoveram o melhor crescimento
destas plantas na ultima fase de aclimatizagdo sob sombrite.

Silva et al. (2006) avaliaram o efeito de diferentes substratos na fase de aclimatizacdo de
Dyckia maritima provenientes de cultivo in vitro, e verificaram que estas podem ser
aclimatizadas por um periodo de 120 dias. Huang et al. (2011) trabalharam com a
micropropagacdo da bromeélia Aechmea fascialta, e verificaram que quando estas eram
transplantadas para vasos obteve-se até 95% de sobrevivéncia e 0 nimero maximo de raizes
adventicias, sendo cultivadas com sucesso em estufa. Silveira et al. (2013) em seu experimento

de aclimatizagdo de caroa concluiram que estas se desenvolveram melhor em substrato
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PlantMax®, e que a pré-aclimatizacio favoreceu o crescimento das plantas, reduzindo o tempo de
aclimatizacdo das mudas.

Bomfim (2006) evidenciou o melhor desenvolvimento das mudas micropropagadas de
abacaxizeiro ornamental quando irrigadas com as laminas de agua de 1 milimetro até os 52 dias
apos o transplantio (DAT), e de 2 mm até os 83 DAT, com duas irrigacdes diarias em telado, com
substrato formado pela combinagdo de p6-de-coco seco com himus de minhoca, na proporcao de
3:1, cultivadas em tubetes de 180 cm?.

Rocha (2002) avaliou o desenvolvimento de bromélias micropropagadas em ambientes
protegidos com telas de polipropileno preta em diferentes alturas e niveis de sombreamento, e
verificou que a espécie Aechmea fasciata se desenvolveu melhor em telas de 40%, enquanto a
Guzmania lingulata proporcionou os melhores resultados em sombreamento de 60 e 80%. Pires
(2008) avaliou o efeito de diferentes niveis de sombreamento (25, 50, 75% e pleno sol) sobre as
caracteristicas morfofisioldgicas de Passiflora morifolia Mast., Passiflora suberosa litoralis
(Kunth) K. e Passiflora palmeri var. sublanceolata, e verificou que as trés espécies em estudo
foram influenciadas pelo sombreamento, apresentando diferencas de aclimatizacdo entre si.

Rodrigues et al. (2005) avaliaram o comportamento de helicbnias micropropagadas no
processo de aclimatizacdo, em diferentes substratos e niveis de sombreamento (pleno sol, 30, 40,
50, 60, 70 e 80%), e verificaram desempenho superior dessas mudas nos substratos areia lavada e
PlantMax®, nas condigBes de sombreamento a partir de 50%, em especial 70% e 80%. As plantas
aclimatizadas desenvolveram novas raizes, enquanto as raizes persistentes do cultivo in vitro
necrosaram.

Em experimento realizado com orquideas Dendrobium phalaenopsis var. compactum para
identificar as melhores condic¢des de luminosidade, foram utilizadas telas de 30, 40, 50 e 70% de
sombreamento, que corresponderam as médias diarias de intensidade luminosa de 8 300, 6 200, 5
600, 4 500 lux, respectivamente. Verificou-se que as plantas em condi¢des de luminosidade ao
redor de 8 300 lux, que corresponde a 30% de sombreamento, apresentaram melhor
desenvolvimento e caracteristicas de flores (Rech et al. 2010).

Para as plantas obtidas in vitro e transferidas para aclimatizacdo & necessario uma
composigdo nutricional adequada, pois as bromélias sdo adaptadas a ambientes com baixa
disponibilidade nutricional (SANTOS et al., 2010). Geralmente plantas epifitas apresentam
sistema radicular reduzido (Smith & Downs 1979, Reitz 1983). As bromélias possui algumas
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adaptacOes foliares, como escamas, que tém funcdo de proteger as plantas de excessivas
luminosidade e proporcionar absorcdo de agua e nutrientes da atmosfera em ambientes nos quais
as raizes sao prioritariamente fixadoras (Benzing et al., 1976). Estas respondem bem ao processo
de aclimatizacdo, tendo uma taxa elevada de sobrevivéncia, porém leva um longo tempo neste

processo, fator que pode ser melhorado (SOUZA et al., 2009).



24

3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Morfogénese e Biologia Molecular
do Centro de Pesquisa Agroflorestal do Acre (CPAFAC) da Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuaria (Embrapa Acre). As sementes de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.

utilizadas para os experimentos foram provenientes de frutos em estagio maduro (Figura 2)

coletados em agosto de 2012 de plantas localizadas na rodovia AC- 90 (Estrada Transacreana),
Km10 (10°01°16.9” S e 67°55°26.6”W).

Figura 2 - Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. A- Individuos adultos em seu habitat natural; B-
Infrutescéncia madura; C- Frutos e sementes de Aechmea setigera.

No laboratério, os frutos foram armazenadas em geladeiras, em dezembro de 2012 as
sementes foram retiradas dos frutos com auxilio de pinca e lavadas com detergente Tween-20® e
agua corrente. Em seguida foram lavadas trés vezes em A&gua destilada autoclavada. A
desinfestacdo das mesmas ocorreu em camara de fluxo laminar, conforme o protocolo padrdo do
Laboratorio de Morfogénese e Biologia Molecular do Centro de Pesquisa Agroflorestal do Acre,
as quais foram imersas em alcool etilico a 70% (v/v) por um minuto, depois em solucéo
comercial de hipoclorito de sodio a 2,5 % de cloro ativo, por trinta minutos. Apds este tempo, as
mesmas foram lavadas quatro vezes em agua destilada e autoclavada.

O meio de cultura utilizado para a inoculacdo das sementes foi 0 MS (MURASHIGUE;
SKOOG, 1962), suplementado com sacarose (30 g.L ) e &gar (6 g.L 1), tendo o pH ajustado a 5,8

antes da autoclavagem. Os mesmos foram autoclavados por 18 minutos a 1,1Kgf/cm?, em
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temperatura de 121°C. A composi¢do e concentracdo de macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas e inositol do meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) sdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1 - Composi¢do e concentracdo dos constituintes do meio de cultura formulado por Murashige & Skoog
(1962).
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As culturas foram mantidas em sala de crescimento & temperatura controlada de 25+2°C,
sob radiacdo de 30 pmol.m?.s? e fotoperiodo de 16 horas de luz branca do tipo luz do dia
(fluorescentes).

Plantulas germinadas e desenvolvidas apo6s 18 dias de cultivo in vitro, medindo acima de
2 cm (Figura 3), foram utilizadas para o experimento de multiplicagdo in vitro. Apds 48 dias de
cultivo in vitro, as plantulas germinadas foram utilizadas para o experimento de enraizamento in

vitro.

Figura 3 - Plantulas de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. germinadas in vitro, ap6s 18 dias de cultivo.

3.1 Multiplicacdo in vitro de Aechmea setigera

3.1.1 Efeito de diferentes citocininas (BAP, 2-iP e CIN) e concentracdes (0; 2,2; 4,4;
8,8 e 17,7 uM) sobre a multiplicacéo in vitro

Ap0s 18 dias da germinagdo in vitro, plantulas medindo acima de 2 cm foram seccionadas
na base para retirada das raizes. Em seguida, os brotos foram inoculados em frascos de vidro (250
mL) contendo 30 mL de meio de cultura MS acrescido de BAP (6-Benzilaminopurina), 2-iP
(Isopenteniladenina) e CIN (6-furfurilaminopurina) em diferentes concentracgdes (0; 2,2; 4,4; 8,8
e 17,7 uM).
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O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 5
(Citocinina x Concentracdo), totalizando 15 tratamentos (Tabela 2), com cinco repeti¢cGes por

tratamento, sendo cada unidade experimental constituida por um frasco com quatro explantes.

Tabela 2 - Esquema dos tratamentos de diferentes tipos e concentracdes de citocininas usados na multiplicacdo de
Aechmea setigera Mart. ex Schult.. em meio de cultura MS semissolido.

B Citocinina
Concentragao

(uM) BAP 2-iP CIN

0 T1 T6 T11

2,2 T2 T7 T12

4,4 T3 T8 T13

8,8 T4 T9 T14

17,7 T5 T10 T16

Apds 30 dias de cultivo in vitro, foram avaliados nimero médio de brotacdes por explante
(NBE); comprimento médio das brotacdes (CB) com auxilio de paquimetro (MESSEN, 150mm);
e nimero médio de folhas por brotacdo (NF). Os dados nimero de brotos e nimero de folhas
foram transformados em (x+0,5)%°.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
separacdo de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.6
beta (SILVA, F.A.S.E., 2009).

3.1.2 Efeito de sistemas de cultivo in vitro sobre a multiplicacéo

Ap0s 18 dias da germinacdo in vitro as plantulas obtidas, medindo acima de 2 cm, foram

seccionadas na base para retirada das raizes. Em seguida, os brotos foram inoculados em meio
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MS acrescido de BAP (6-Benzilaminopurina) em diferentes concentragdes (0; 2,2; 4,4; 8,8 e 17,7
uM), e submetidos a trés sistemas de cultivo: semissélido, dupla-fase e liquido estacionério com

ponte de papel (Figura 4).

Figura 4 - Plantulas de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. submetidas a diferentes sistemas de cultivo.
A- Sistemas semissolido; B- Sistema dupla-fase; C- Sistema liquido estacionario sobre ponte de papel.

Para o sistema de cultivo semissélido, os brotos foram inoculados em frascos de vidro
contendo 30 mL de meio de cultura semissélido (contendo 6 g.L* de &gar), conforme descrito
anteriormente. No sistema de cultivo dupla-fase, os brotos foram inoculados em frascos de vidro
contendo 20 mL de meio de cultura semissélido e 10 mL de meio de cultura liquido, com as
mesmas composi¢des, conforme descrito anteriormente.

Para o sistema de cultivo em meio liquido estacionario, os brotos foram inoculados em
frascos de vidro contendo 30 mL de meio de cultura liquido (conforme descrito anteriormente)
sobre ponte de papel, de modo que os brotos ndo ficassem imersos no meio de cultura.

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 5
(tipos de sistema de cultivo x concentracdes de BAP), totalizando 15 tratamentos (conforme
Tabela 3), com cinco repeti¢bes por tratamento, sendo que para o sistema semissolido e dupla-
fase cada unidade experimental foi constituida de quatro explantes por frasco; e para o liquido

estacionario sob ponte de papel, de dois explantes por frasco.
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Tabela 3 - Esquema de tratamentos dos sistemas de cultivo in vitro e diferentes concentracdes da citocinina BAP (6-
Benzilaminopurina) usados na multiplicagdo de Aechmea setigera Mart. ex Schult. em meio MS semissolido, dupla-
fase e liquido estacionario com ponte de papel.

ConcentracGes de  Semissolido Dupla-fase Liquido estacionario sob
BAP ponte de papel
(M)
0 Tl T6 T11
2,2 T2 T7 T12
44 T3 T8 T13
8,8 T4 T9 T14
17,7 T5 T10 T15

Apos 30 dias de cultivo in vitro, foram avaliados nimero médio de brotac6es por explante
(NBE); comprimento médio das brotacdes (CB) com auxilio de paquimetro (MESSEN, 150mm);
e numero médio de folhas por brotacdo (NF). Os dados numero de brotos e nimero de folhas
foram transformados em (x+0,5)%°.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
separacdo de médias de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.6
beta (SILVA, F.A.S.E., 2009).

3.2 Enraizamento in vitro de A. setigera

Brotos medindo acima de 2,0 cm de altura, oriundos do experimento de multiplicagéo in
vitro sobre o efeito de diferentes citocininas em diferentes concentragfes, foram selecionados,
removidos e inoculados assepticamente em frascos de vidro contendo 30 mL de meio de cultura
MS, suplementados com sacarose (30 g.L™) e solidificados com &gar (6 g.L), em diferentes

concentragOes das auxinas acido 3-indolacético (AlA) e acido indolbutirico (AIB) (0; 2,46; 4,92;
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9,84 uM), (Tabela 4). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 + 0,2 antes da adicéo do &gar
e da autoclavagem, realizada por 15 minutos a 121 °C e 1,3 atm de presséo.

As culturas foram mantidas por 30 dias em sala de crescimento a temperatura controlada
de 25+2 °C, dispondo de lampadas fluorescentes e intensidade luminosa de 30
umol.m2.s, expostas a fotoperiodo de 16 horas de luz.

Tabela 4 - Esquema dos tratamentos e das diferentes concentracdes das auxinas AIA (acido 3-indolacético) e AIB
(4cido indolbutirico) usados no enraizamento in vitro de Aechmea setigera Mart. ex Schult..

ConcentracGes AIA AIB
(LM)
0 T1 T5
2,4 T2 T6
4,9 T3 T7
9,8 T4 T8

O delineamento do experimento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4
(tipos de auxina X concentragdes), com cinco repeticdes por tratamento, e cada unidade
experimental foi constituida de um frasco com quatro explantes.

Apds 30 dias de cultivo in vitro, foram avaliados numero médio de raizes por explante
(NRE), comprimento médio de raizes (CR), comprimento médio das brotacfes (CB) com auxilio
de paquimetro (MESSEN, 150mm); e nimero médio de folhas por brotacdo (NF). Os dados de
NRE e NF foram transformados em (x+0,5)°.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
separacdo de medias de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.6
beta (SILVA, F.A.S.E., 2009).
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3.3 Aclimatizagéo sob diferentes niveis de sombreamento

As plantulas utilizadas para aclimatizacdo sob diferentes niveis de sombreamento foram
oriundas do experimento de enraizamento in vitro, descrito anteriormente (Iltem 3.2). Plantulas
foram selecionadas uniformemente com média de 4 cm de comprimento da parte aérea (Figura
5), lavadas em agua corrente para retirada do meio de cultura, e transferidas para vasos plasticos.

Para a montagem do experimento foram utilizados vasos de plastico quadrados de 9 cm?®
contendo substrato comercial Plantmax Florestal®. O experimento foi instalado em viveiro

situado no campo experimental da Embrapa Acre, no municipio de Rio Branco/AC.

Figura 5 - Plantula de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f. propagada in vitro e utilizada para a
aclimatizacdo sob diferentes niveis de sombreamento.

No viveiro foram selecionados quatro ambientes protegidos, modelo arco Pampeana, com
diferentes coberturas de tela tipo Sombrites®, com os seguintes niveis de sombreamento: 20%,
30%, 50% e 75% (Figura 6).
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Figura 6 - Ambientes protegidos em viveiro, modelo arco Pampeana. A- Sombrites com 20% de sombreamento; B-
Sombrites com 30% de sombreamento; C- Sombrites com 50% de sombreamento; D- Sombrites com 75% de
sombreamento.

As plantas mantidas no viveiro foram adubadas a cada 15 dias com o fertilizante foliar
YOGEN 2, composto de Mg: 0,5%; Mo: 0,02%; Cu: 0,05%; Zn: 0,1%; B: 0,02%; Mn: 0,1%; N:
30%; P: 10%; K: 10%), concentracéo de 3g. L™ de 4gua. O fertilizante foi aplicado com o auxilio
de um pulverizador costal.

O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado, constituido de 16
plantas por tratamento, cada qual em um vaso. Apo6s 30, 60 e 90 dias de cultivo foi avaliado a
porcentagem de sobrevivéncia das plantas, nimero de folhas, didmetro da roseta 1 e diametro da
roseta 2, estas variaveis foram analisadas devido as bromélias possuirem formato de roseta e suas
folhas terem habilidade de absorver agua e nutrientes, fatores que ajuda na adaptagdo a economia
de 4gua destas plantas. Sendo considerado didmetro da roseta a medicgdo entre as extremidades
finais das folhas que apresentavam a maior distancia entre si, por meio de régua graduada em

centimetros. Para esta bromélia tem-se dois didmetros de roseta (Figura 7).



33

Figura 7 — Medicdo dos didmetros da roseta de plantas de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. f.
aclimatizadas.

Com 90 dia de aclimatizacdo também foi avaliado o comprimento da maior raiz, massa
fresca e seca das plantas. Os dados nimero de folhas foram transformados em (x+0,5)%°.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de
separacdo de medias de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.6
beta (SILVA, F.A.S.E., 2009).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Multiplicagéo in vitro de Aechmea setigera

4.1.1 Efeito de diferentes citocininas (BAP, 2-iP e CIN) e concentragdes (0; 2,2; 4,4; 8,8 e
17,7 uM) sobre a multiplicacdo in vitro

As varidveis em estudo, expressas por numero de brotos (NB), comprimento do broto
(CB) e numero de folhas (NF) de Aechmea setigera, apos 30 dias em meio de multiplicacdo
demonstraram diferencas significativas no nimero de brotos e comprimento dos brotos (Tabela
5).

Tabela 5 - Respostas morfoldgicas de Aechmea setigera sob efeito de diferentes tipos e concentracdes de citocininas,
apos 30 dias de cultivo in vitro.

NuUmero de Brotos Comprimento do Broto (mm) NUmero de Folhas

C BAP 2-1p CIN BAP 2-iP CIN BAP 2-iP CIN
(LM)

0 1,22 aB 1,22 aB 1,22 aB 439aA 439aA 439aA 230aA 230aA 2,30aA

2,2 1,75 aA 1,51 bB 1,50 bB 28,4aB 32,1aB 33,7aB  2,46aA 246aA 2,44aA

44 1,58 bA 1,70 aA 1,51 bB 26,1aB 33,3aB 27,3aB  2,36aA 266aA 2,64aA

8,8 1,72 aA 1,44 bB 1,64 aA 356aB 29,4aB 29,7aB  2,68aA 258aA 2,50aA
17,7 1,44 bB 1,99 aA 1,75 aA 40,4aA 32,5bB 30,0bB 2,21aA 3,16aA 2,53aA
CV (%) 15,95 32,70 15,20
Média 1,54 1,57 1,52 34,88 34,24 32,92 2,39 2,63 2,48

Nota: As médias seguidas pela mesma letra minGscula (comparadas na linha) e pela mesma letra maidscula
(comparadas na coluna) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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A utilizacdo da citocinina BAP nas concentractes de 2,2; 4,4 e 8,8 uM néo diferiram
estatisticamente e estimularam a formagdo do maior nimero de brotos. A auséncia de BAP, bem
como altas concentragdes (17,7 uM), proporcionaram a formagdo do menor numero de brotagdes,
provavelmente tiveram efeito inibitério. Com a aplicagdo exdgena de 2-iP, 0 maior nimero de
brotacbes foi observado nas concentracbes de 4,4 e 17,7 uM. Com o uso de CIN, as
concentracdes de 8,8 e 17,7 uM induziram a formacdo do maior numero de brotos. Dentre 0s
reguladores de crescimento avaliados, o BAP foi 0 mais eficiente em menor concentragao.

Em estudos de multiplicacdo in vitro de Vriesea scalaris, a utilizagdo do BAP promoveu
os melhores resultados com relacdo ao numero de brotos do que a CIN, onde aos trinta dias de
cultura foi observada a regeneracdo das brotacdes (SILVA et al., 2009). Na micropropagacéo do
abacaxizeiro ornamental, a utilizacdo de BAP em baixas concentragbes promoveu 0 maior
nimero de brotagdes (DIAS et al., 2011). Santa-Rosa et al. (2013), estudando Aechmea
blanchetiana verificaram que o BAP, independentemente da concentracdo, mostrou os melhores
resultados para o numero medio de brotos. J& para Aechmea distichantha, o mesmo autor
observou que o BAP na concentragdo 2,2 UM proporcionou o maior nimero de brotos. Silva et
al. (2012) obtiveram o maior nimero de brotos para Nidularium procerum e N. innocentii
utilizando BAP na concentracdo de 4 uM e 8 UM, respectivamente.

Em trabalhos de multiplicacdo in vitro, o BAP tem mostrado mais eficiéncia entre as
citocininas utilizadas, por induzir o maior nimero de brotos e elevadas taxas de multiplicagdo em
varias espécies de plantas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

O comprimento dos brotos regenerados com a utilizacdo de BAP foi menor nas
concentragOes de 2,2; 4,4 e 8,8 uM. Na auséncia e na maior concentracdo de BAP (17,7 uM) o
comprimento dos brotos regenerados foram maiores. O uso de 2-iP e de CIN, em todas as
concentracdes utilizadas, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas entre si, no
entanto apresentaram os menores comprimento de brotos regenerados.

Moreira (2008) verificou que para as Aechmea fasciata e A. miniata o maior comprimento
de brotos ocorreu em meios sem a adi¢do de reguladores vegetais. A auséncia do uso de BAP
também promoveu o maior comprimento dos brotos regenerados em abacaxizeiro comercial
(DIAS et al.,, 2011). J& para Rocha (2010), o uso de BAP em baixas concentragcdes na
multiplicacdo de Aechmea bromelifolia, A. distichantha, A. multiflora e H. catingae possibilitou

0S maiores comprimentos nas brotagdes.
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A aplicacdo exogena de diferentes citocininas (BAP, 2-iP e CIN) em diferentes
concentragfes ndo promoveu alteracdo no numero de folhas desenvolvidas nos brotos
regenerados (Tabela 5). A auséncia de diferenca estatistica para esta variavel também foi
observada por Macedo et al. (2003) na micropropagacdo de abacaxizeiro, em diferentes
concentragfes de BAP e ANA. Silva (2010) afirmou que o melhor tratamento para o nimero de
folhas de Aechmea blanchetiana foi a testemunha, que ndo apresentava regulador de crescimento,
sendo favoravel para producdo de mudas, pois minimiza o custo da técnica.

Para Aechmea setigera, observou-se que nos tratamentos com concentracoes 2,2; 4,4 e 8,8
uM de BAP foram registrados os maiores numeros de brotos, os quais tiveram 0s menores
comprimentos e 0 mesmo numero de folhas, ou seja, nessas concentracdes o investimento

metabolico da espécie foi em aumentar o nimero de brotagdes.

4.1.2 Efeito de sistemas de cultivo in vitro sobre a multiplicacéo

As varidveis em estudo, expressas por numero de brotos (NB), comprimento do broto
(CB) e nimero de folhas (NF) de Aechmea setigera, ap6s 30 dias em meio de multiplicacdo, com
diferentes concentracdes de BAP e sistemas de cultivo (semissélido, dupla-fase e liquido
estacionario sob ponte de papel) foram submetidas a analise de variancia e teste de separacao de

médias e demonstraram diferencas significativas (Figura 8).
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Figura 8 - Respostas morfoldgicas da multiplicacéo in vitro de Aechmea setigera submetida aos sistemas de cultivo
semissolido, dupla-fase e liquido estacionario, com o uso de BAP (6-Benzilaminopurina), apés 30 dias.
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Nota: As médias seguidas pela mesma letra mindscula (compara os sistemas de cultivo em diferentes concentracGes
de BAP) e pela mesma letra maitscula (compara um sistema de cultivo em diferentes concentragdes de BAP) nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Os maiores nimeros de brotacdes obtidos em sistema de cultivo semissolido foram 1,75;
1,58 e 1,72 observados nas concentracOes 2,2; 4,4 e 8,8 uM de BAP, respectivamente, 0s quais
ndo diferiram estatisticamente entre si. Os brotos regenerados em sistema dupla-fase nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas com relacdo as diferentes concentracdes
de BAP utilizadas, inclusive na auséncia do mesmo. No sistema de cultivo em meio liquido
estacionario, o maior nimero de brotos foi observado com o uso de 4,4 uM de BAP, e nos
demais tratamentos os valores foram inferiores e iguais estatisticamente.

De modo geral, a utilizacdo do sistema de cultivo dupla-fase apresentou melhores
resultados com relacdo ao numero de brotos regenerados, porém estatisticamente este sistema nao
diferiu do semissolido quando acrescido de BAP nas concentragfes 2,2 e 8,8 uM. O cultivo de
brotos em meio liquido estacionario sob ponte de papel mostrou-se inferior em relagcdo aos outros
sistemas.

O maior comprimento de broto em sistema semissolido ocorreu em meio isento de BAP e
na maior concentracdo deste (17,7 uM). O sistema dupla-fase apresentou o melhor comprimento
de broto na auséncia da citocinina, as outras concentragdes nao diferiram estatisticamente entre
si. Em meio liquido estacionario sob ponte de papel os tratamentos foram inferiores, nédo
apresentando diferencas estatisticas. Para essa variavel, quando se compara os trés sistemas de
cultivo com diferentes concentragdes de BAP, o sistema semissolido na auséncia e nas
concentragoes 8,8 e 17,7 uM desta citocinina apresentou se como o melhor.

Com relagdo ao numero de folhas desenvolvidas, no sistema de cultivo dupla-fase, os
maiores numeros foram registrados nos tratamentos isento de regulador e com concentracdes de
2,2, 4,4 e 8,8 uM de BAP. Entretanto, nos sistemas de cultivo em meio semissélido e liquido
estacionario ndo existiram diferencas estatisticamente significativas. De modo geral, o uso do
sistema de cultivo dupla-fase apresentou maior nimero de folhas em Aechmea setigera com o

uso da citocinina BAP.
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Lima (2009), com a cultura de abacaxizeiros, observou que o sistema de cultivo dupla-
fase é superior ao semissélido em relagdo &s variaveis avaliadas, como a taxa de multiplicacéo,
altura de brotacdes maiores e menores que 0,5 cm e estimativa do nimero de mudas a serem
produzidas em razdo do tempo de multiplicacdo, e a utilizacdo de BAP é necessaria no sistema
dupla-fase para a inducdo de multiplas brotagdes in vitro de variedades de abacaxizeiro, ja para o
presente trabalho foi observado que ndo é necessario a utilizacdo de BAP para regeneracdo de
brotos de Aechmea setigera em sistema dupla-fase.

Moraes et al. (2004), em seu trabalho de estabelecimento e multiplicacéo in vitro de Pyrus
calleryana D-6, concluiram que o sistema de cultivo dupla-fase é muito efetivo na multiplicacdo
desta espécie de pereira, promovendo a qualidade e quantidade das brotacGes in vitro. A alta taxa
de multiplicacdo e o maior comprimento dos brotos (33 mm) foram obtidos em meio MS
contendo BAP (6,7 uM) e AIB (0,5 uM), diferentemente do presente trabalho, em que o maior
comprimento de brotos ocorreu em meio semissolido sem a adicdo de BAP.

Na multiplicacdo de macieira Marubakaido, o meio dupla-fase apresentou-se superior ao
semissolido em todos os parametros analisados. Os explantes cultivados em dupla-fase formaram
as maiores brotacGes, em maior nimero (MACHADO et al., 2004). Os resultados deste trabalho
mostram que 0 maior nimero de brotos também foi obtido em meio dupla-fase, porém o maior
comprimento ocorreu em meio semissélido.

Mengarda et al. (2009), estudando o estado fisico do meio de cultura na propagacéo in
vitro de Bromeliaceae, avaliaram o desenvolvimento dos brotos em meio MS semissélido,
liquido estético, liquido sob agitacéo e liquido estatico com ponte de papel filtro, contendo BAP e
ANA. Estes autores concluiram que o meio liquido estatico mostrou-se 0 mais adequado para as
espécies estudadas, enquanto que o meio semissolido e liquido estético sob ponte de papel teve a
menor média de brotacdes, ndo apresentando diferenca significativa entre eles. Barboza et al.
(2009) obtiveram o maior nimero de brotos em meio liquido na micropropagacdo de
abacaxizeiro cv. Pérola, estabelecendo um protocolo eficiente no cultivo in vitro desta espécie em
meio MS liquido, acrescido de 0,63 UM de ANA e 2,5 uM de BAP. Estes autores ndo obtiveram
bons resultados com o meio liquido estatico sob ponte de papel, resultados que concordam com
este estudo.

De La Vind et al. (2001) afirmaram que semelhantes ao meio liquido, o dupla-fase

proporciona uma maior quantidade de nutrientes facilmente utilizaveis pelos explantes cultivados
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in vitro, pois ndo existe qualquer barreira fisica presente no meio, o que facilita 0 aumento da
disponibilidade dos nutrientes aos explantes. Pereira et al. (2012) concluiram que 0 uso deste
sistema resulta na diminuicdo de gastos com gelificantes para o meio de crescimento, e reducéo
da necessidade de médo de obra durante a multiplicacdo. Esses mesmos autores afirmam que o
meio dupla-fase pode ser um método simples e eficiente para a propagacdo em larga escala de
uma variedade de cultivares de abacaxi, e pode ser aplicado a outras culturas, como a bromélia,
que apresenta também caracteristicas ornamentais.

Conforme o presente trabalho, o uso do meio dupla-fase para a bromeliaceae Aechmea
setigera promoveu 0 maior nimero de brotacGes e folhas, entretanto, 0 meio semissolido foi mais
eficiente para o comprimento dos brotos, ndo sendo necessaria a utilizacdo do BAP em ambos 0s

meios de cultivo.

4.2 Enraizamento in vitro de A. setigera

Dentre as variaveis em estudo, expressas por nimero médio de raizes por explante (NR),
comprimento médio de raizes (CR), comprimento médio das brota¢bes (CB), e nimero médio de
folhas por brotacdo (NF), demonstraram diferencas significativas para as variaveis NRE e CB.

Todos brotos de A. setigera submetidos ao enraizamento in vitro formaram raizes, e com
0 uso de AIB, o maior numero de raizes foi registrado com as concentracdes de 4,9 e 9,8 uM.
Com o uso de AIA, o nimero de raizes adventicias regeneradas foi igual estatisticamente,

independente da concentracdo, inclusive na auséncia do mesmo (Figura 9).
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Figura 9 - Andlise do nimero de raizes de brotos de A. setigera em meio de enraizamento in vitro, apos 30 dias de
cultivo.

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mindscula (compara as auxinas em diferentes concentragdes) e pela
mesma letra mailscula (compara uma auxina em diferentes concentra¢des) nao diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tais resultados indicam que os niveis enddgenos de AlA sdo suficientes para a inducdo de
rizogénese em Aechmea setigera. De modo geral, o uso de AIB é mais eficiente do que AIA para
A. setigera. Silva et al. (2009) verificaram que para Vriesea scalaris, a auséncia de regulador
também induz a rizogénese, porém o uso de AIB ndo promoveu o aumento do nimero de raizes
regeneradas. Lima (2009), estudando o enraizamento in vitro de abacaxizeiros multiplicados in
vitro, concluiu que nédo é necessaria a utilizacdo de AIB para induzir a producdo de raizes.

Lima et al. (2012) verificaram que o AIB nas concentragdes 0, 00; 1,11 e 2,22 uM néo
favoreceu a rizogénese in vitro da bromélia Orthophytum mucugensis e o aumento da sua
concentracdo associado a presencga do carvéo ativado teve efeito negativo sobre o comprimento
das raizes, reduzindo-as significativamente de tamanho.

Dias et al. (2010), trabalhando com ananas-do-campo, concluiram que esta espécie pode
ser enraizada ex vitro sem a imersdo em solucdo de AIB, eliminando a etapa de enraizamento in

vitro.
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A utilizacdo das auxinas AIB e AIA, em diferentes concentragcdes, ndo promoveram

alteracbes no comprimento médio de raizes (Figura 10) e no nimero de folhas regeneradas in

vitro de Aechmea setigera (Figura 11).

45
15,74 aA
40
8,8 aA
35

30 25,7 aA

11,09aA 24,12 aA
25

20
15 12,54 aA

10

Comprimento de raizes {(mm)

0 2,4 4,9
Concentracdo de auxinas (um)

——AlA AlB

13,82 aA

20,51 aA
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Nota: As médias seguidas pela mesma letra mindscula (compara as auxinas em diferentes concentracdes) e pela
mesma letra mailscula (compara uma auxina em diferentes concentragfes) nao diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

A utilizacdo de AIA em culturas de A. setigera ndo influenciou o comprimento das
brotacbes (Figura 12), e também n&o influenciou o nimero de raizes regeneradas (Figura 9).

Entretanto, com o uso de AIB, o comprimento dos brotos (Figura 12) foi maior nas
concentragOes de 4,9 e 9,8 uM, e também o numero de raizes adventicias regeneradas. Nesse
sentido, observa-se que em A. setigera, o0 maior nimero de raizes regeneradas influenciou no
comprimento dos brotos, evidenciando que o crescimento da parte aérea no cultivo in vitro

depende do nimero de raizes.
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Figura 12 - Comprimento médio de brotacdes de A. setigera regeneradas in vitro, ap6s 30 dias de cultivo na
presenca de auxinas em diferentes concentracdes.

Nota: As médias seguidas pela mesma letra mindscula (compara as auxinas em diferentes concentracdes) e pela
mesma letra mailscula (compara uma auxina em diferentes concentragfes) nao diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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De acordo com Ayoama et al. (2012), a presenca e o grau de desenvolvimento das raizes
sdo fatores limitantes para o processo de aclimatizacdo, j& que as plantulas irdo depender da

capacidade de absorcao para sobreviver a esta nova condicéo.

4.3 Aclimatizacgéo sob diferentes niveis de sombreamento

As mudas micropropagadas de A. setigera foram aclimatizadas sob diferentes niveis de
sombreamento, e ap6s 30, 60 e 90 dias de aclimatizacdo foram submetidas a anélise de variancia.
As variaveis em estudo foram a porcentagem de sobrevivéncia, numero de folhas e didametro da
roseta 1 e 2. Aos 90 dias de aclimatizacdo houve avaliacdo pelo método destrutivo. As variaveis
analisadas foram comprimento médio da raiz, massa fresca e massa seca. As analises de variancia
e teste de separacdo de médias demostraram diferenca significativa para a variavel didmetro da
roseta 2.

Aos 30 dias de aclimatizacdo, as plantas que estavam em telas de 20, 30 e 75% de sombra
tiveram uma taxa de 98% de sobrevivéncia, aquelas submetidas a 50% de sombra, obtiveram
99% de sobrevivéncia. Com 60 e 90 dias aclimatizadas, as plantas que se encontravam com 20 e
50% de sombra ndo apresentaram morte, enquanto que as que estavam em 30 e 75%

apresentaram perda (Figura 13), ndo diferindo significativamente entre si nos dias de avaliacéo.
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Figura 13 - Porcentagem de sobrevivéncia de plantas aclimatizadas sob diferentes niveis de sombreamento (20, 30,
50 e 75%) aos 30, 60 e 90 dias.

Rodrigues et al. (2005) verificaram uma interacao entre o tipo de substrato (areia lavada,
Vermiculita e Plantmax® Horticultura) e o nivel de sombreamento (pleno sol, 30, 40, 50, 50, 70 e
80%) na sobrevivéncia de mudas micropropagadas de Heliconia bihai. Os autores obtiveram 95%
de sobrevivéncia em mudas micropropagadas de heliconia em areia lavada e Plantmax® & 50% de
sombreamento. As plantas que se encontravam a 70% e 80% de sombreamento no substrato areia
lavada tiveram 94,15% e 95% de sobrevivéncia, respectivamente. Aquelas que estavam abaixo de
50% de sombreamento a taxa de sobrevivéncia foi inferior a 27,50%, e as que estavam em pleno
sol tiveram zero de sobrevivéncia em todos 0s substratos testados.

Os resultados obtidos por Rodrigues et al. (2005) assemelha-se aos encontrados por este
trabalho, devido as mudas de A. setigera apresentarem uma taxa 6tima em ambiente de 50% de
sombreamento.

As variaveis numero de folhas e didmetro da roseta 1 ndo apresentaram diferenca
estatistica para os diferentes niveis de sombreamento e tempos de aclimatiza¢do. Nos 30, 60 e 90
dias de avaliagdo as plantas em 20% de sombreamento apresentaram nimeros de folhas 2,3; 2,4 e
2,5, respectivamente. Aquelas que encontravam-se em 30% de sombra tiveram 2,4; 2,4 e 2,2 de
folhas, respectivamente; em 50% de sombra obtiveram 2,3; 2,4 e 2,6 nimero de folhas,
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respectivamente; em ambiente com 75% de sombra tiveram 2,2 nimeros de folhas em todos os
tempos de avaliagdo. Para o didmetro da roseta 1 as plantas de A. setigera micropropagadas
apresentaram os seguintes valores nos 30, 60 e 90 dias de avaliacdo nos niveis de sombreamento
testados. Em 20% de sombra obtiveram 5,1; 5,2 e 6,1 cm de didmetro, respectivamente; aos 30%
de sombra 5,7; 6,2 e 6,6 cm, respectivamente; aos 50% de sombra 3,6; 51 e 8,2 cm,
respectivamente; e no sombreamento de 75% apresentaram 4,3; 4,4 e 5,0 cm de diametro,
respectivamente. Apesar de ndo apresentarem diferencas significativas, pode ser observado, que
aos 90 dias de avaliacdo as plantas apresentavam-se em numeros maiores centimetros de
didmetro da roseta 1, em todos os sombreamentos testados.

J& para a varidvel didmetro da roseta 2, apresentou-se diferenca significativa
estatisticamente. As plantas aos 30 dias de avaliacdo, que se encontravam em 30% de sombra
apresentaram o maior diametro da roseta 2 (5,4 cm), os demais sombreamentos nao diferiram
entre si, apresentando os seguintes valores 3,4; 2,8 e 3,2 cm em ambientes de 20%, 50% e 75%
de sombra, respectivamente. Aos 60 e 90 dias, em todos os niveis testados, as plantas ndo
diferiram entre si. Apresentando em 20% de sombra 4,8 e 6,1 cm, respectivamente, em 30% de
sombra 4,5 e 5,2 cm, respectivamente; no sombreamento de 50% tiveram 3,5 e 5,6 cm,
respectivamente, em 75% de sombra apresentaram 3,5 e 3,4 cm de didmetro da roseta 2,
respectivamente.

As variaveis comprimento da raiz, massa fresca e massa seca, analisadas aos 90 dias de
aclimatizacdo ndo apresentaram diferenca significativa para os niveis de sombreamento testados.
Aos 20, 30, 50 e 75% de sombra apresentaram o0s seguintes valores para o comprimento da raiz,
8,76; 8,59; 12,42 e 10,11 cm, respectivamente, para massa fresca 2,33; 2,01; 3,53 e 2,86 g,
respectivamente, e massa seca 0,62; 0,55; 0,92 e 0,71 g.

A figura 14 mostra as diferencas visualisadas das plantas de A. setigera, nos diferentes
niveis de sombreamento. Visualmente apresentaram um maior vigor em ambientes de 30 e 50%
de sombra, apresentando-se folhas mais largas, com coloragdo verde escuro, e formato mais
semelhantes as plantas de hébitat natural, essas ndo tiveram perda de folhas, diferente daquelas
plantas que se encontravam em 20 e 75% de sombra, que apresentaram folhas mais estreitas e

alongadas, de cor verde-amarelado com oxidag0es nas pontas, apresentando perda de suas folhas.
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Figura 14 - Plantas de A. setigera aos 60 dias de aclimatizacdo sob diferentes niveis de sombreamento. A- 20% de
sombra; B- 30% de sombra; C- 50% de sombra e D- 75% de sombra.

Na avaliacdo morfoanatdbmica de Aechmea lindenii sob distintas condi¢cdes ambientais,
Voltolini e Santos (2011) obtiveram maior expanséo foliar, decorrente do alongamento da lamina
em ambientes de baixa irradiacdo solar, e maior largura da lamina e bainha foliares sob alta
irradiacao.

Rocha (2002), estudando o desenvolvimento de bromélias em ambientes protegidos com
diferentes alturas e niveis de sombreamento (18, 40, 60 e 80%), afirma que cada espécie possui
um nivel de sombreamento adequado ao seu desenvolvimento. Este autor apresentou como
resultado que plantas de Aechmea fasciata emitiram um maior numero de folhas em ambientes
com 40% de sombreamento e o maior didametro da roseta em ambientes com 60 e 80%, porém
estas apresentaram visualmente caracteristicas mais desejaveis para a espécie em ambientes de
40% de sombreamento, e a Guzmania lingulata apresentou 0 maior nimero de folhas em telas
com 40% de sombreamento, e 0 maior didmetro da roseta ndo diferiu nos ambientes de 40, 60 e
80% de sombreamento. Este autor indicou o ambiente de 40% de sombreamento para as

bromélias em estudo.
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Rech et al. (2010) estudaram o comportamento de dendrobio borboleta (Dendrobium
phalaenopsis var. — Orchidaceae), sob diferentes niveis de sombreamento (tela do viveiro, 30, 40,
50 e 70%), e concluiram que as diferentes intensidades luminosas influenciaram na massa fresca
dessas plantas, obtendo os maiores resultados e desenvolvimento em tela do viveiro a 30% de
sombreamento. Os mesmos autores retratam que o conhecimento das necessidades luminosas de
cada espécie a ser cultivada é necessario para que estas sejam fornecidas as plantas através de

sombreamento artificial.
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5 CONCLUSAO

A multiplicacdo in vitro de Aechmea setigera em meio semissolido em difenrentes
concentragOes de citocininas, demostrou o uso do BAP como a melhor citocinina, este a 2,2; 4,4 e
8,8 UM proporciona o maior nimero de brotos, porém o maior comprimento ocorre em meio
isento deste regulador de crescimento ou quando elevado a maior concentracdo 17,7 uM. O
numero de folhas nédo foi influenciado pelas diferentes concentracdes de BAP.

Quando se compara os trés sistemas de cultivo (semissolido, dupla-fase e liquido
estacionario) sobre as diferentes concentragdes de BAP na multiplicagdo in vitro de Aechmea
setigera, o sistema dupla-fase na auséncia ou presenca deste regulador de crescimento a 2,2; 4,4 e
8,8 UM, proporciona a maior taxa de multiplicacdo e o maior niumero de folhas, ndo apresentando
diferencas significativas para estas concentragfes. O semissolido mostra-se melhor para a
variavel comprimento de broto na auséncia ou a 17,7 uM de BAP. O sistema liquido estacionario
demostrou-se inferior em todas as variaveis analisadas.

Para o enraizamento in vitro desta espécie torna-se necessario a utilizacdo de 4,9 ou 9,8
UM de AIB, para producéo de raizes e de brotos com maior comprimento.

A maior taxa de sobrevivéncia das mudas nos tempos de aclimatizacao estudados ocorreu
em sombrite com 30 e 50% de sombreamento, estas mudas apresentaram visualmente, plantas de

A. setigera com caracteristicas mais vigorosas nesses ambientes.
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