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INTRODUCAO

A familia Bromeliaceae, no Brasil, é formada por 56 géneros, 1379 espécies e
110 variedades, sendo 1179 espécies endémicas (FLORA DO BRASIL, 2020). Estas
possuem significativo potencial ornamental, e o baixo nimero de plantas produzidas
pela propagacdo natural requer estratégias para producdo de plantas em escala comercial
(LIMA et al., 2020).

A micropropagagdo via organogénese e embriogénese sdo utilizados para
producdo de microplantas e podem ser induzida por via indireta, 0 que aumenta a taxa
proliferativa. Nesta via € necessario que haja desdiferenciacdo do explante, originando
calo e em seguida células competentes séo estabelecidas (BERTOZZO; MACHADO,
2010), e apresentam, portanto, caracteristicas particulares. As andlises histol6gicas sdo
essenciais para determinacdo da rota de regeneracdo, permitindo distinguir entre
embriogénese e organogénese (DIBAX et al., 2013) por possibilitar uma melhor
visualizacdo das caracteristicas das estruturas formadas (FILIPPI et al., 2001). Desse
modo, o objetivo do trabalho foi avaliar a aplicabilidade de analises histologicas em
estudos de morfogénese indireta in vitro de bromélias.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada uma revisdo sistematica a partir de publicacdes cientificas
previamente selecionadas. As bases de dados utilizadas para busca foram: Scientific
Electronic Library Online (Scielo) e o Google académico com as palavras-chave:
“somatic embryogenesis, bromeliad, histological analysis”, e “callus, bromeliad,
histological analysis”. Os critérios de inclusdo consideraram apenas artigos cientificos
experimentais que utilizaram a via indireta e que apresentavam andlise histoldgica de
especies de Bromeliaceae. Foram excluidos comunicagdes curtas, resumos, teses e
dissertacGes, bem como o0s artigos que aparecerem em repeticdo. Os artigos pré-
selecionados tiveram seus resumos lidos e foram considerados aqueles que atenderem
aos critérios, em seguida foram lidos na integra, e realizada a extracdo das informacdes,
e os resultados expressos em gréaficos.
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RESULTADOS

As buscas iniciais totalizaram 329 resultados, e apds aplicacdo dos critérios de
incluséo e exclusdo restaram 12 artigos que atendiam ao objetivo proposto neste estudo.
Os artigos selecionados apresentam diferentes géneros de Bromeliaceae, com destaque
para Vriesea que foi objeto de estudo em 6 das 12 publicacdes analisadas (Figura 1A).
A maioria destes trabalhos caracterizam os calos obtidos como culturas nodulares,
devido a presenca de estruturas em formato globular, e a partir dessas estruturas foram
induzidas a formacdo de embriGes somaticos ou brotos, caracterizando os métodos de
embriogénese somatica e organogénese indiretas, respectivamente, sendo que dois
artigos relataram a embriogénese, trés a organogénese indireta, e sete a calogénese.

Figura 1. Géneros de Bromeliaceae (A), reguladores vegetais (B), tipos de explantes (C)
e de fixadores utilizados para anélise histoldgica (D) citados nos artigos com bromélias

in vitro. Acido naftaleno acético (ANA), 6-benzilaminopurina (BAP), 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D),
thidiazuron (TDZ), cinetina (CIN) e 2-isopenteni|adenina (2-iP).
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A inducdo dos calos, em todos os trabalhos analisados, ocorreu pelo estimulo de
reguladores vegetais da classe das auxinas e das citocininas, dentre as quais o acido
naftaleno acético (ANA) e a 6-benzilaminopurina (BAP) foram os mais frequentes.
Além destes, as auxinas 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) e picloram também foram
utilizadas, bem como as citocininas thidiazuron (TDZ), cinetina (CIN) e 2-
isopenteniladenina (2-iP) (Figura 1B).

Quanto ao explante, o mais frequentemente utilizado foi o foliar, indicado em
sete artigos, seguido do segmento nodal que aparece em quatro publicagbes e sementes
em trés (Figura 1C). As respostas morfogénicas dos diferentes explantes podem ser
acompanhadas por andlises histolégicas, que permitem a visualizacdo dos eventos
morfogénicos a nivel tecidual e celular de modo a elucida-los. Desse forma, é possivel
descrever e comparar as caracteristicas das diferentes fases de desenvolvimento e
comprovar a rota regenerativa das estruturas originadas, como a via indireta para os
artigos aqui estudados.

Os artigos relataram através das analises histoldgicas a presenca de zonas
meristematicas, meristemas apicais, feixes vasculares, primérdios foliares, formagéo



inicial de raizes, tipos celulares e zonas dos embrides. Estas observacdes foram
realizadas em diferentes fases da morfogénese indireta in vitro como a inducgéo de calos
e culturas nodulares, regeneragdo de brotos, microplanta, e formacdo de embrides
somaticos. O estudo histologico permite que seja visualizado o inicio do processo de
desdiferenciacdo do tecido e da proliferacdo celular, com presenca das células iniciais
do explante e células meristeméaticas. Com o0 avanco no processo de morfogénese
levando a formacdo de brotos, os cortes histologicos demonstram os primardios foliares
e radiculares, tecidos vasculares e auxiliam na comprovacao da rota de regeneracao.

Além disso, a andlise histoldgica é de grande importancia na identificacdo de
embrides somaéticos, evidenciando as estruturas embriogénicas, sua caracteristica de
bipolaridade, o estdgio de desenvolvimento (globular, cordiforme, torpedo ou
cotiledonar), e ainda o sistema vascular que diferente da organogénese a qual ndo tem
conex@o com o tecido do explante inicial. Nas microplantas é possivel visualizar os
tecidos formados, a presenca de estdmatos, tricomas, 0 que pode ajudar a identificar
caracteristicas que auxiliem na etapa de transferéncia da microplanta para o ambiente ex
vitro.

Observou-se também que para realizacdo dos cortes histologicos foram
seguidos métodos com uso, por exemplo, de diferentes substancias fixadoras, nos quais
as amostras a serem analisadas eram imersas, sendo a mais frequente o gluteraldeido,
seguido do paraformaldeido e formaldeido (Figura 1D). Além do fixador, diferentes
substancias foram utilizadas para corar os cortes histologicos como safranina, “fast-
green” e o azul de toluidina que foi a mais frequente.

Diante do observado nos estudos de morfogénese in vitro via indireta com
espécies de Bromeliaceae, pode-se constatar a relevancia dessa via para formacdo de
microplantas por embriogénese somatica ou organogénese a partir de culturas
nodulares, dessa forma, constatada a viabilidade do processo, estudos complementares
podem ser realizados para avaliar o potencial das culturas nodulares nos trabalhos onde
esta foi a ultima fase alcangada.

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo demonstrou a importancia da analise histoldgica na caracterizacdo da
morfogénese in vitro e identificacdo da rota regenerativa em Bromélias, bem como a
caréncia de trabalhos sobre o tema. A morfogénese in vitro via indireta em bromélias
pode ser obtida com a utilizacdo de auxina e explante foliar para inducdo de culturas
nodulares. Sugere-se avaliar o potencial das culturas nodulares que ndo apresentaram
regeneracao.
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