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Resumo

Aechmea setigera é uma espécie de Bromeliaceae da Amazonia Ocidental com potencial ornamental.
A micropropagacao por culturas nodulares consiste em uma estratégia de propagagao massal, as quais
apresentam alto potencial regenerativo, culminando na produgdo multipla de brotos adventicios
em condi¢des de cultura adequadas. O objetivo deste trabalho foi induzir a formagao de culturas
nodulares a partir de folhas jovens com o uso do acido-2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) combinado
com cinetina (CIN), e caracterizar a estrutura e a ultraestrutura. Nédulos organogénicos e policéntricos
foram induzidos ap6s 20 dias de cultivo com 10 e 20 uM de 2,4-D + 1 pM de CIN em meio de cultura

MS. Os nédulos em microscopia de luz apresentam organizagdo definida com a zona de revestimento,
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cortical e medular. Em microscopia eletronica de transmissao, as células da regiao cambial evidenciam
parede celular delgada, nucleo grande, citoplasma denso, vactolos, reticulo endoplasmatico rugoso
desenvolvido e numerosos amiloplastos. Os resultados suportam o fundamento de células pluripotentes
como constituintes dos nédulos organogénicos.

Palavras-chave: Bromeliaceae. Organogénese. Histologia. Ultraestrutura.

Morpho-histology of nodular culture in micropropagation of Aechmea setigera Mart. ex Schult. &
Schult. F. (Bromeliaceae)

Abstract

Aechmea setigera is a species of Bromeliaceae of Western Amazon with ornamental potential.
Micropropagation by nodule culture is a strategy of mass propagation, which has a high regenerative
potential, culminating in the production of multiple adventitious shoots in suitable culture conditions.
The objective of this study was to induce the formation of nodular cultures from young leaves using the
acid-2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D) combined with kinetin, and characterize the structure and the
ultrastructure. Organogenic and polycentric nodules were induced after 20 days of culture at 10 and
20 uM of 2,4-D + 1 uM KIN in the MS culture medium. The nodules by light microscopy have defined
organization with coating, cortical and medullary zones. In transmission electron microscopy, the cambial
region cells show cell wall thin, large nucleus, dense cytoplasm, vacuoles, developed rough endoplasmic
reticulum, and numerous amyloplasts. The results support the fundamentals of pluripotent stem cells into
organogenic nodules.

Keywords: Bromeliaceae. Organogenesis. Histology. Ultrastructure.

1 INTRODUCAO

A Floresta Amazonica estd entre os biomas brasileiros com a maior biodiversidade,'
apresentando cerca de 30.000 espécies de plantas ou 30% de todas as espécies de plantas da América
do Sul.? Entretanto, a composi¢ao floristica desse bioma é pouco conhecida.’ Nas florestas tropicais,
a diversidade de epifitas compreende aproximadamente um tergo das plantas vasculares, as quais sao
representadas principalmente por Orchidaceae e Bromeliaceae.* De acordo com Martinelli e Moraes,’
a familia Bromeliaceae contém o maior numero de espécies com interesse para a conservagao.

A familia Bromeliaceae compreende 58 géneros em 3.172 espécies e subespécies.®” As espécies
de bromélias na Amazdnia em geral sdo pouco conhecidas®*® e podem ser consideradas ameagadas de
extingdo em consequéncia do desmatamento. Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. F. possui
habito epifitico ou terrestre, com distribuicdo em geral no Panama, Colombia, Venezuela, Guiana e
Amazonia Ocidental do Brasil, entre 70 e 550 m de altitude.'’ Possui folhas grandes, verde intenso

11

e suculentas, com espinhos nas margens,'' e por sua beleza, apresenta potencial ornamental. O
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género Aechmea Ruiz & Pav. esta entre os 15 géneros de plantas de maior interesse para estudos de
conservagao.’

A propagacao comercial debromélias por sementes e brotagdes resultaem um nimero limitado
de propagulos e comumente com patdgenos.'* O estabelecimento de protocolos de multiplicagao com
sistemas regenerativos in vitro de bromélias sdo estratégias que podem ser aplicadas tanto para a
conservagdo quanto paraa propagacao em grande escala.”* Alguns padrdes de respostas da morfogénese
in vitro, como os observados em bromeliaceas, apresentam caracteristicas diferenciadas aos sistemas
regenerativos tradicionais.'* Recentemente, foi descrita uma rota regenerativa in vitro de bromélias
baseada na indugéao de culturas nodulares (CNs).>'¢!7 Culturas nodulares siao definidas como grupos
denddulos organogénicos de forma globular, de coloragdo verde amarelada a translucida, apresentando
textura friavel a levemente compacta e compostas basicamente por aglomerados meristematicos que,
em condigdes de cultivo adequado, resultam na regeneracdao multipla de brotos.'**

As culturas de nodulos organogénicos ja foram descritas para algumas familias botanicas,
como: Asteraceae,® Cannabinaceae,” Clusiaceae,?” e Arecaceae.”

De acordo com George e Debergh,* na organogénese direta existem estruturas organizadas,
constituidas por uma camada superficial de meristemas apicais caulinares sobrepondo um nucleo
interior de células vacuoladas que atuam como suporte mecanico e nutricional. Estruturas com tais
caracteristicas foram denominadas inicialmente coldénias de organoides por Hunault,” entretanto,
recentemente tem sido proposto o termo nédulos.* Estudos com histologia na morfogénese de nodulos
sao raros.”* Os nddulos sdo compreendidos como células meristematicas aglomeradas (clusters) de
aspecto arredondado, formando unidades coesas.*

De acordo com outros autores," a micropropagacdo por culturas nodulares envolve as fases
de indugdo, multiplica¢do e regeneragao da parte aérea, para posterior aclimatizagao. A fase de indugéo
de culturas nodulares compreende processos de sinalizagao celular, estimulados por reguladores de
crescimento.”’

O regulador de crescimento vegetal denominado acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
apresenta efetividade na indu¢ao de divisao celular e formacao de calo.?” A regido basal das folhas de
monocotileddneas apresenta células nos tecidos vasculares com competéncia para a rediferenciagiao
quando ativadas por reguladores de crescimento.?

O objetivo deste trabalho foi induzir a formagao de culturas nodulares com o uso do acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) combinado com cinetina (CIN), visando a propagagdo massal, bem

como analisar a estrutura dos nédulos organogénicos.

2 MATERIAL E METODOS

Frutos em estddio de maturagéo fisioldgica foram coletados de plantas matrizes de Aechmea

setigera Mart. ex Schult. & Schult. E. sobre foréfitos localizados no Municipio de Rio Branco, AC,
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nas coordenadas geograficas de 10° 01’ 28” S e 67° 42’ 19” W. Exsicatas foram preparadas, identificadas
e depositadas no Herbario do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBR]) sob o numero RB550638. As
sementes foram removidas manualmente e desinfetadas durante 2 minutos em dlcool 70%, seguidas de
imersao por 25 minutos em solu¢do de dgua sanitaria comercial (2,0-2,5% de cloro ativo) e adicionada
uma gota de Tween 20 em cada 100 mL de solugdo. Em seguida, as sementes foram lavadas trés vezes em
agua destilada esterilizada e inoculadas em frascos de vidro tipo conserva (340 mL), contendo 30 mL de
meio de cultura MS,* mais vitaminas de Morel,”® 30 g L' de sacarose e geleificado com 6 g L 4gar-agar.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da esterilizagao por 15 minutos a 1,3 kgf cm™.

As culturas foram incubadas em sala de crescimento com 25 +2 °C, intensidade luminosa de
60 umol m s obtidas com lampadas fluorescentes Sylvania® branca fria, com 16 horas de fotoperiodo,

com uma distincia de 10-12 cm de altura das culturas.'*

Figura 1 - Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. E A. Individuos sobre forofito (Arecaceae); B. Detalhe da
infrutescéncia; C. Aspecto da bractea; D. Morfologia da inflorescéncia; E. Folha sob vista frontal da face
abaxial; F. Espinhos presentes nas margens das folhas; G. Frutos e sementes individualizados

Fonte: os autores.
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Apods a germinagdo in vitro, segmentos nodais de plantulas estioladas foram excisados e
inoculados em meio de cultura MS liquido estacionario, com vitaminas de Morel, 30 g L de sacarose
e suplementado com 2,0 mg.L"! de 6-benzilaminopurina (BAP). Microbrotos tiveram suas folhas
jovens de aproximadamente 2 cm excisadas e inoculadas em frascos de vidro (340 mL) contendo
meio de cultura MS semissolido, com vitaminas de Morel, 30 g L' de sacarose, 6 gL' de agar-
agar e suplementado com 0, 5, 10 e 20 uM de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) + 1 uM de
6-furfurilaminopurina (CIN). As analises foram realizadas apds 60 dias de cultura, consistindo no
percentual de forma¢ao de nddulos e analises estruturais. Os experimentos foram organizados em
delineamento completamente casualizados com seis repeticdes, sendo cada repeticao composta por
dois frascos contendo individualmente cinco explantes. Os resultados foram submetidos a analise de
regressdo com auxilio do programa ASSISTAT 7.7 beta.

Para as andlises estruturais em microscopia de luz, os nddulos induzidos foram excisados e
fixados em glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato de sédio a 0,1M, pH 7,2 por 4 horas em camara de
vacuo. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série etilica gradual. As amostras foram imersas
em soluc¢ao de pré-infiltragdo do kit de historesina Leica® (50 mL de resina basica e 0,5 g de perdxido
de benzoila (ativador)) com etanol 96% (1:1, v/v) por 16-18 horas a 25 °C. Em seguida, amostras
foram imersas em solugdo de infiltragao pura durante 24 horas e incluidas em solugao de infiltragao
com Endurecedor Leica® (dimetil sulfé6xido) na proporc¢do de 15:1 (v/v). Secgdes de espessura de 5
um foram obtidas usando micrétomo de rotagdo Leica - RM 2125 RT, distendidas em laminas com
uma gota de agua e mantidas de 1 a 2 horas a temperatura de 42 +2 °C. Apds a evaporagdo da agua, as
amostras foram coradas com azul de toluidina.’*

Para as analises ultraestruturais em microscopia eletronica de transmissdo, nodulos
organogénicos foram fixados em solugao tampao cacodilato de s6dio 0,1 M contendo paraformaldeido
a 4% e glutaraldeido a 2,5% por 12 horas.”> Em seguida, os nédulos foram pos-fixados em solugdo
tampao cacodilato de sédio 0,1 M contendo tetréxido de 6smio a 1% por 4 horas, seguidos de
desidratacdo em solu¢do aquosa de acetona. Posteriormente, os nédulos foram incluidos em resina
Spurr.® Secgdes ultrafinas de 70 nm de espessura foram realizadas em ultramicrétomo alocado sobre
grades de cobre contrastado com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo. Duas grades foram
observadas em Microscopio Eletronico de Transmissdo (MET), marca JEOL, modelo JEM-1011
(JEOL Ltda., Toquio, Japao) a 80 kV.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A formagao de culturas nodulares foi observada com o uso de 10 e 20 uM de 2,4-D + 1 uM
de CIN (Gréfico 1), ap6s 20 dias de cultivo. A analise de regressdo entre o percentual de formagao
de culturas nodulares e as diferentes concentragdes de 2,4-D (Grafico 1) indicou que a formagéio de

nddulos organogénicos apresenta valor maximo teérico com o uso de 17 uM de 2,4-D + 1 uM de
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CIN, expresso por meio de uma equa¢ao quadratica com coeficiente de determinagéao (r?) de 0,71. Os
elevados valores de r* para o parametro testado e teores de regulador de crescimento em A. setigera
expressam confiabilidade na trajetéria, uma vez que para sistemas in vitro se consideram elevados os
valores de r* compreendidos entre 0,5 e 0,9.*

Grafico 1 - Percentual de indugéo de culturas nodulares em folhas jovens de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. F.
com uso do acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) + 1,0 uM CIN
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Fonte: os autores.

Em A. setigera, as culturas nodulares com nddulos policéntricos originaram-se na base e
apice foliar com textura compacta, globulares e de coloragdo amarelada (Figura 2-A e B). Em Vriesea
reitzii, as culturas nodulares induzidas com 2,4-D também foram observadas com aspecto globular,
textura compacta e coloragdo amarelada, porém, originadas apenas na base foliar.'® Entretanto, com
o uso de ANA + 2-iP como indutores de culturas nodulares em V. reitzii, os nédulos apresentaram

aspecto friavel, com coloragdo verde-amarelada."

Figura 2 — Culturas nodulares de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. F. sob efeito do acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) combinado com cinetina a partir de folhas jovens. A. Folhas jovens seccionadas com nddulos
organogénicos (seta) (Barra = 2 cm); B. Detalhe dos nddulos policéntricos (seta) no dpice das folhas jovens
(Barra = 2 mm)

Fonte: os autores.
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Nos estudos de indugao de culturas nodulares em Vriesea reitzii a partir de bases foliares com o
uso de 2,4-D combinado com CIN, os nédulos foram induzidos na auséncia e na presenca de fitorregulador,
sendo o maior percentual registrado com 20 puM.'* Na indu¢do de brotagdes adventicias em clusters,
semelhantes a nodulos, a partir de folhas jovens de Phoenix dactylifera (Arecaceae) foram utilizadas baixas
concentragdes de 2,4-D.” Estruturas morfogénicas com elevado potencial de regeneragdo foram observadas
na cultura in vitro de bromélias endémicas do Brasil como em Vriesea fosteriana, em Vriesea friburgensis
var. paludosa,® em V. reitzii,'>"* e em Ananas comosus.'” Conforme outros autores,'® esse modelo de padrao
morfogénico é recorrente do género Vriesea e uma caracteristica comum na familia Bromeliaceae.

Em outras espécies da familia Bromeliaceae, essa rota morfogénica semelhante a obtida neste
estudo também foi descrita e mantida em meio basal durante mais de seis meses, como em Tillandsia
eizii.’” A indugdo de culturas nodulares a partir de folhas em meio liquido MS suplementado com BAP foi
registrada para Charybdis numidica.’® Em P. euphratica, culturas nodulares organogénicas foram obtidas
em meio MS suplementado com BAP e ANA.* Em Aechmea fasciata, a indugao de culturas nodulares
organogénicas foi obtida com o uso de 2,4-D associado com ANA a partir de explantes florais.”

As andlises histologicas dos nédulos organogénicos policéntricos (Figura 3) mostraram a existéncia
de estrutura morfogénica organizada em trés zonas, denominadas zona de revestimento (zr), zona cortical
(zc) e zona medular (zm). A histologia de noédulos de Humulus lupulus L. evidenciou também a organizacdo
policéntrica, com zonagdo de trés regides, denominadas estrutura semelhante a epiderme; regiao cortical; e
centro de organizagdo.* Nos estudos de culturas nodulares de Vriesea reitzii* e Billbergia zebrina," os nédulos
induzidos apresentaram revestimento denominado protoderme, uma vez que foram considerados aglomerados
meristematicos, os quais ja diferenciavam brotos. Contudo, as caracteristicas estruturais de nédulos descritos
para Vriesea reitzii e Billbergia zebrina diferem dos encontrados no presente estudo com Aechmea setigera, uma

vez que neste existe uma nitida zonagao na estrutura dos nédulos policéntricos (Figura 3).

Figura 3 - Secgdo longitudinal de nédulos organogénicos de Aechmea setigera Mart. ex Schult. & Schult. E sob efeito
do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) + 1,0 UM CIN a partir de folhas jovens. A. Nodulos com zonagao
histoldgica (Barra = 100 um); B. Detalhe da zona cortical com regido cambial (rc) e zona medular (Barra = 25
um). Legendas: zona de revestimento (zr); zona cortical (zc); zona medular (zm)
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Fonte: os autores.
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A zona de revestimento apresenta células com parede celular primaria, delgada, com o protoplasto
pouco denso e células frouxamente aderidas entre si, denominadas neste trabalho tecido semelhante a
periderme. Nodulos organogénicos de Cichorium intybus L. evidenciam revestimento também denominado
periderme com multiplas camadas.® A organizagdo estrutural de nodulos organogénicos, também
policéntricos em Humulus lupulus L., mostrou um revestimento dado por epiderme.*

Na zona cortical, regido periférica dos nodulos, as células apresentam parede celular
primaria, delgada, com protoplasto denso, indicando intensa atividade de divisao celular. A histologia
de nddulos organogénicos Cichorium intybus L.* e de Humulus lupulus L.*' também evidenciou uma
regido cortical, porém denominadas células parenquimaticas.

Na regiao mais interna da zona cortical observam-se células com formato alongado (paredes
periclinais maiores que as anticlinais) em multiplas camadas, auséncia de espagos intercelulares,
protoplasto denso e nucleo evidente (Figura 3-B), denominadas neste trabalho zona cambial. A analise
ultraestrutural de ndédulos de Cichorium intybus L. mostrou uma regido cambial (meristematica)
também central, apos 12 dias de cultivo.”® De modo semelhante, os ndédulos de Humulus lupulus L.
organizaram uma regido meristematica na zona central.*!

Na zona medular mais interna ao nddulo, as células apresentam caracteristicas parenquimaticas,
isodiamétricas, parede celular primaria delgada, pequenos espagos intercelulares e protoplasto moderadamente
denso. Diferentes resultados foram descritos para a regido mais interna de nédulos de Cichorium intybus L. e
de Humulus lupulus L.,*' nos quais células de tecido vascular (xilema) foram observadas.

A analise ultraestrutural de células da regidao cambial de nédulos organogénicos de Aechmea
setigera evidenciou a ocorréncia de paredes celulares delgadas, e alta relagdo nucleo/citoplasma (Figura
4-A). O nucleo é proeminente, com visualizagdo de heterocromatina e dois nucléolos (Figura 4-B).
O citoplasma é denso, e observam-se as lamelas do reticulo endoplasmatico rugoso (Figura 4-C). Os

amiloplastos sao numerosos e apresentam granulos de amido e corpos de lipidios (Figura 4-D).
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Figura 4 - Imagens de microscopio eletronico de transmissao de células da zona meristemdtica de culturas nodulares de
Aechmea setigera Mart. Schult. & Schult. E A. Nucleo celular (N) proeminente, com vactiolos (V) ex. parede
celular (PC) delgada; B. Detalhe do nucleo celular evidenciando as regides de heterocromatina (HE) e os dois
nucléolos (Nu); C. Detalhe do reticulo endoplasmatico rugoso (RER); D. Detalhe do amiloplasto (A) contendo
amido (S) e corpos de lipidios (CL)

Fonte: os autores.

As caracteristicas celulares descritas nas células da regido cambial dos nodulos de A.
setigera sdo semelhantes as descritas para as células de meristemas apicais em angiospermas de Elaeis
guineensis,’ de Zea mays,"' de Allium cepa,* e da gimnosperma Araucaria angustifolia.® Analises
ultraestruturais de nodulos organogénicos de Cichorium intybus evidenciam células com intensa
atividade de sintese, com numerosas mitocondrias, reticulo endoplasmético e complexo de golgi,*
semelhantes aos resultados obtidos no presente estudo.

As células meristematicas sao células vegetais com capacidade de autorrenovagio, proliferacio e
diferencia¢do* de um grande numero de células com papéis especificos.”® A diferenciagao esta relacionada
ao aumento do tamanho da célula e implica especializagao fenotipica com base na expressao génica.*

As células meristematicas apresentam parede celular primaria delgada com plasmodesmos
conectando e possibilitando a comunicagio intercelular, por meio de fatores de transcrigdo que controlam
o desenvolvimento.” No presente trabalho com células meristematicas dos nédulos de Aechmea setigera,
as paredes celulares primarias e delgadas foram evidenciadas por microscopia de luz e eletronica de

transmissao, concordando com os resultados descritos para Elaeis guineensis* e Araucaria angustifolia.”
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Conforme outros autores,” o nucleo de células meristematicas apresenta a forma esférica
com varios pequenos nucléolos, e a cromatina disposta na sua maioria como heterocromatina. Ainda,
eles relatam que as células meristematicas ndo apresentam amiloplastos. Os resultados obtidos para
as células da regido cambial de nddulos de A. setigera estao de acordo com estes autores,* e outros*
para a forma do nucleo, da cromatina e dos nucléolos. Entretanto, em A. setigera existem numerosos
amiloplastos com granulos de amido e corpos de lipidios, também observados em meristema apical

de Araucaria angustifolia.®

4 CONCLUSAO

O uso do acido 2,4-D em elevadas concentragdes, combinado com 1,0 uM de CIN, induz a
formacdo de nédulos organogénicos a partir de folhas jovens de Aechmea setigera. A analise estrutural
de noédulos induzidos revelou a organizagdo das zonas de revestimento, cortical e medular. A andlise
ultraestrutural de células da regido cambial revelou a existéncia de parede celular delgada, nicleo
grande com dois nucléolos, grande quantidade de heterocromatina, citoplasma denso, vactiolos, reticulo
endoplasmatico rugoso e amiloplastos com granulos de amido e corpos de lipidios. Tais caracteristicas

suportam o papel pluripotente dessas células meristematicas na formagdo dos nddulos organogénicos.
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