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CONSERVACAO IN VITRO DE BROMELIACEAS

Autora: Maria Josirene Souza Moreira
Orientadora: Maria Angélica Pereira de Carvalho Costa

Resumo: As bromélias sao plantas tipicas das zonas tropicais a subtropicais das
Américas. A grande concentracdo das espécies ocorre na América do Sul,
estimando-se que 40% das espécies e 73% dos géneros ocorram no Brasil. Das
160 espécies catalogadas, cerca de 76 estdo vulneraveis a extingao, 33 em perigo,
48 critcamente em perigo e 3 foram extintas da natureza. Para atenuar esse problema é
necessario pesquisar protocolos de conservacdo, a fim de que a exploragao
excessiva do germoplasma nacional ndo conduza a um cenario de erosao
genética irreversivel. O trabalho consiste em estudar o efeito do carvéo ativado e
acido giberélico, na germinacao in vitro de bromeliaceas, bem como estabelecer
protocolo de conservagao in vitro de Aechmea fasciata e Aechmea miniata.
Sementes de Aechmea fasciata, Aechmea miniata, Aechmea burle-marxii,
Aechmea sp., Vriesea sp. e Bromélia antiacantha Bertoloni foram incubadas em
meio MS semi-soélido, suplementado com 3% de sacarose, 0,0; 1,0 e 10 uM de
GA; e carvao ativado nas concentragdes 0,0 e 1,0 g L' . O carvdo ativado nao
influenciou na germinagédo das sementes e os gendtipos apresentaram exigéncias
proprias, sendo o meio de cultura com GAs mais €eficiente, para Vriesea sp. e
Aechmea sp.. Quanto a conservacao in vitro microplantas de Aechmea fasciata,
Aechmea miniata, foram incubadas em meio de cultura 2 MS, suplementado
com 87,64 mM, 43,82 mM e 21,85 mM de sacarose ou manitol. E possivel
conservar sob crescimento lento, plantas de A. fasciata e A. miniata, em meio de
cultura 2 MS suplementado com 43,82 mM ou 21,85 mM de manitol e mantidas
sob condigcdes de fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2° C e
intensidade de fluxo de fétons de 22 mmol.m?.s™'. As concentracdes e fontes de
carbono utilizadas na conservagdo néao inviabilizaram a capacidade responsivas
da cultura. A concentragdo de 2,0 mg. L' de BAP foi eficiente na taxa de
multiplicagéo, independente das espécies.

Palavras chave: ornamental, osmoreguladores, reguladores vegetais, sementes



IN VITRO CONSERVATION OF BROMELIADS

Author: Maria Josirene Souza Moreira
Adviser: Maria Angélica Pereira de Carvalho Costa

Abstract: The bromeliad healthy typical plants of the tropical zones the
subtropical of America. The great concentration of the species happens in South
America, being considered that 40% of the species and 73% of the goods happen
in Brazil. Of the 160 classified species, about 76 they are vulnerable the extinction,
33 in danger, 48 critically in danger and 3 were extinguished of the nature. To
lessen that problem it is necessary to research conservation protocols, so that the
excessive exploration of the national germplasm doesn't lead it scenery of
irreversible genetic erosion. The work consists of studying the effect of the
activated coal and giberelic acid, in the germination in vitro bromeliads, as well as
to establish protocol of conservation in vitro of Aechmea fasciata and Aechmea
miniata. Seeds of Aechmea fasciata, Aechmea miniata, Aechmea burle-marxii,
Aechmea sp., Vriesea sp. and Bromelia antiacantha Bertoloni, were incubated in
middle MS semi-solid, supplemented with 3% of sucrose, 0,0; 1,0 and 10 pM of
GA; and coal activated in the concentrations 0,0 and 1,0 g L. The activated coal
didn't influence in the germination of the seeds and the species they presented
own demands, being the middle of culture with more efficient GAs, for Vriesea sp.
and Aechmea sp.. As the conservation in vitro plants of Aechmea fasciata,
Aechmea miniata, were incubated in middle of culture MS Y2, supplemented with
87,64 mM, 43,82 mM and 21,85 sucrose mM or manitol. It is possible to conserve
under slow growth, plants of A. fasciata and A. miniata, in middle of culture 2 MS
supplemented with 43,82 mM or 21,85 manitol mM and maintained under
conditions of 16 hours, temperature of 25 £ 2° C and photon flux densites of 22
mmol. m?. s™. The concentrations and sources of carbon used in the conservation
they didn't make unfeasible the capacity responsive of the culture. The
concentration of 2,0 mg. L-1 of BAP was efficient in the multiplication rate,
independent of the species.

Key words: ornamental, osmotic regulators, growth regulators, seeds



INTRODUCAO

O Brasil € 0 pais mais rico em biodiversidade de todo o Planeta. Em seu
territério encontram-se 20% do conjunto de plantas, animais e microrganismos
existentes na face da terra. Apenas em plantas superiores, o Brasil possui em
torno de 21% das 267 mil espécies ja classificadas no mundo, sendo que entre
essas, 7% sao endémicas (DINIZ; FERREIRA, 2000). Entretanto, esta diversidade
vem sendo ameacada, seja pela destruicao dos habitats naturais ou pela extracao
e comercializagdo de forma indiscriminada de plantas e animais.

A legislacdo brasileira proibiu pela portaria n® 122-P coletas de plantas
silvestres para a comercializacdo. Contudo muitos exemplares extraidos da
natureza, entre as quais se destacam familias botanicas atrativas para
ornamentacdo, como bromelidceas, orquidaceas e cactaceas, sdo encontrados
para a venda (BARROSO et al., 2007). Segundo os mesmos autores, a extragao
de plantas para a comercializagdo configura atividade n&o sustentada, e é
considerada uma das principais causas de extincao. Ziller (2001) relata que a
introdugdo de plantas exoticas € considerada a segunda maior ameaga a
conservacao da biodiversidade mundial, perdendo apenas para a destruicdo de
habitats pela exploracdo humana direta.

O bioma Mata Atlantica, com apenas 7,3% da sua area original, € o que
apresenta maior numero de espécies ameacadas ou extintas, com 383 taxons,
seguido pelo Cerrado (112), Marinho (92), Campos Sulinos (60), Amazénia (58),
Caatinga (43) e Pantanal (30). Isso significa que, em conjunto, Mata Atlantica e
Cerrado respondem por mais de 78% das espécies da lista, ou seja, 495 taxons.
(BIODIVERSITAS, 2008).

A riqueza natural da Mata Atlantica é demonstrada por numeros que
impressionam. Cerca de 55% das espécies arbdreas e 40% das ndo-arboreas sdo
endémicas deste bioma, chegando a 70% no caso das bromeélias (MATA
ATLANTICA, 2008).

A lista oficial das espécies da flora brasileira ameagadas de extingéo, editada
em 1992 (Portaria IBAMA 037-N), relaciona um total de 107 espécies. Em 2005,



esta foi revisada no Workshop “Revisdo da Lista da Flora Brasileira Ameacada de
Extincdo”, computando atualmente 825 espécies vulneraveis a extingdo, 326 em
perigo, 343 criticamente em perigo, e 11 ja extintas. No que se refere as
bromélias 76 espécies estao vulneraveis, 33 em perigo, 48 criticamente em perigo
e 3 ja extintas da natureza (Cryptanthus fosterianus, Neoregelia binotti, Nidularium
utriculosum)( BIODIVERSITAS, 2008).

Para atenuar esse problema é necessario pesquisar protocolos de
propagacao e conservacao das espécies nativas, a fim de que a exploragcéao
excessiva do germoplasma nacional ndo conduza a um cenario de erosao

genética irreversivel.

1. Bromeliaceas

As bromélias sao plantas tipicas das zonas tropicais a subtropicais das
Américas. A area de ocorréncia natural estende-se desde os estados da Virginia,
Texas e Califérnia, nos EUA, até a Argentina (REITZ, 1983). A grande
concentragao das espécies ocorre na Ameérica do Sul, estimando-se que 40% das
espécies e 73% dos géneros ocorram no Brasil (LEME; MARIGO, 1993). A Unica
excegao fica por conta da Pitcairnia feliciana, exclusiva do Golfo de Guiné, no
oeste africano, provavelmente é um caso recente de dispersédo (BENZING, 2000).

Costa e Fontoura citados por Rodrigues et al. (2004) afirmam que as
bromélias sdo encontradas em diferentes condicoes ambientais em razao de sua
facilidade de adaptacado e especializagdes. No territorio brasileiro, as bromélias
ocorrem principalmente na regido leste, sendo 81,8% das espécies conhecidas
localizadas na regidao da Floresta Atlantica.

A familia Bromeliaceae esta dividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae
Harms, Tiliandisiodeae Harms e Bromelioideae Reichenbach (Tabela 1). O
nuamero de géneros divergem entre os autores. Smith e Downs (1974) na Flora
Neotrdpica apresentam 46 géneros. Entretanto, a descricdo de novas espécies e
o crescente estudo da familia, tem ampliado este numero para 51, 50 e 56
(BRUMMETT, 1992; LEME; MERIGO, 1993; LEME, 1997).



Tabela 1. Subdivisdes da familia Bromeliaceae (LEME, 1997).

FAMILIA BROMELIACEAE

SUBFAMILIA: Pitcairnioideae SUBFAMILIA: Bromelioideae
TRIBO:Pitcairnieae GENERO: Acnthostachys
GENERO Ayensua Aechmea
Connelia Ananas
Cottendorfia Androlepsis
Fosterella Araeococcus
Lindmania Bilbergia
Navia Bromelia
Pepinia Canistropsis
Pitcairnia Canistrum
Steyerbromelia Cryptanhus
Deinacanthon
TRIBO Brochinieae Disteganthus
GENERO Brocchinea Edmundoa
Fascilularia
TRIBO: Puyeae Femseea
GENERO Brewcaria Greigia
Deuterocohnia Hohenbergia
Dyckia Hohenbergiopsis
Encholirium Lymania
Hechtia Neoglaziovia
Puya Neoregelia
Nidularum
SUBFAMILIA: Tiliandisiodeae Ochagaria
. Orthophytum
GENERO Alcantarea Portea
Catopsis Pseudaechemea
Glomeropitcairnia Pseudananas
Guzmania Quesnelia
Mezobromelia Ronnbergia
Tillandsia Stroptocalyx
Vriesea Ursulaea
Werauhia Wittrockia

A Pitcairnioideae é normalmente referida como a mais primitiva entre as trés
subfamilias, apresentando plantas com habito terrestre, flores com ovario supero
e escamas absorventes na maioria dos géneros (MEDINA, 1990). Os
representantes desta subfamilia sdo equipados com sistemas radiculares bem
desenvolvidos em relagdo aos membros das outras duas subfamilias (FORZZA,
1997), sendo reconhecido trés géneros (LEMOS, 1997).



A Tiliandisiodeae compreende plantas essencialmente epifitas; folnas com
margem inteira; flores com ovario supero ou raramente semi-infero
(Glomeroptcairnia); sementes com tufos de apéndices plumosos nas
extremidades. Possuem oito géneros e 675 espécies. Tillandsia € o maior género
(400), seguido da Vriesea (220). Alguns subgéneros foram elevados a género
como Racinaea de Pseudo-catopsis e Alcantarea de Vriesea.

Quanto a subfamilia Bromeliodeaea, possui cerca de 32 géneros e cerca de
425 espécies (LEME, 1997). Constituida por plantas terrestres, rupicolas e
epifitas, geralmente herbaceas, variando de plantas delicadas e de pequeno
porte, como Tillandsia recurvata (L.) L., com alguns centimetros de comprimento,
até plantas de grande porte, como Puya raimondii Harms, encontrada nos Andes,
que chega a atingir mais de 10 metros de altura (SMITH; DOWNS 1974;
REITZ,1983).

Os representantes da familia apresentam caules geralmente contraidos,
rizomas horizontais ou estoldes, inflorescéncia geralmente vistosa e folhas
distribuidas em roseta, usualmente com bainha alargada na base, propiciando a
formacdo de um reservatério de agua e nutrientes (REITZ, 1983), cujo papel
ecofisiolégico € de grande importancia, tanto na nutricdo das bromélias, como em
constituir um micro ambiente onde habitam animais diversos. Segundo Rizzini
(1997) e Benzing (2000) os diferentes habitats e especialmente a natureza do
substrato influenciam no aspecto da planta, que pode variar amplamente em

tamanho e coloragao das folhas, assim como na morfologia das flores.

2. IMPORTANCIA ECONOMICA DAS BROMELIACEAS

As bromélias geralmente sdo vistas como plantas de interesse
ornamental, pois apresentam grande diversidade de espécies das mais
variadas formas e cores, sob esse ponto de vista sdo responsaveis por um
volume comercial significativo. Segundo Melo (1996) a utilizagdo das
bromélias no paisagismo ocorreu a partir do fendmeno “Burle Max” o tragado
dos projetos paisagistico no Brasil, bem como as plantas neles especificadas,
alterou-se profundamente e assim consolidou. A formalidade e a simetria do

estilo francés, no qual eram utilizados arbustos de clima temperado, coniferas,



roseiras, grande variedade de flores anuais e espécies afins, cedeu
definitivamente terreno para a sinuosidade de tracados e para o aspecto
naturalista herdados dos jardins ingleses, cujas caracteristicas foram
realcadas em nosso pais, pela biodiversidade tropical pertencentes as
familias Araceae, Musaseae, Palmae, Bromeliaceae e outras que invadiram
nossos jardins, parques e pragas, definindo volumes, dando ritmo as
composicoes paisagisticas e acrescentando uma gama infinita de novas
texturas e cores. Usadas como formacbes utilizadas como arranjos,
funcionando como adornos vivos aplicados a outros elementos vegetais
inseridos na paisagem, fixadas as rochas ou até mesmo, em esculturas, as
bromélias conquistaram definitivamente seu lugar, auxiliando o paisagista na
recriacdo de ecossistemas nas areas verdes projetadas.

Outro aspecto de sua importdncia econdmica € a utilizagdo na
alimentacao, sucos, doces obtida do fruto de uma bromelidcea do género
Ananas, na producdo de fibras, como no caso do “caroa-verdadeiro”,
Neoglaziovia variegata (Arr. Cam.) Mez e na medicina natural, como digestiva,
depurativa e com outras fungbes, pela utilizacdo da enzima “bromelina”
presente em algumas espécies do género Bromelia.

As bromélias sdo também bons indicadores ambientais. Nas regides
tropicais aparecem em sua maioria como espécies epifitas, que se encontram
entre as primeiras plantas a serem afetadas pela degradacao ambiental e pela
derrubada de florestas, e entre as Ultimas a se instalarem nas areas em
recuperacao.

Segundo Nadkarni (1991) além da significAncia, enquanto entidade
biolégica ressalta-se que as bromélias apresentam elevado grau de
importancia ecoldgica nos ecossistemas onde se inserem e afetam muitos
aspectos do ecossistema que habitam: 1) contribuem com a sustentabilidade
da diversidade do ecossistema, producdo e ciclagem de nutrientes; 2)
proporcionam fontes de energia e nutrientes a organismos associados, como
passaros polinizadores e formigas mutualistas; 3) atuam como indicadores
globais de mudancas climaticas; 4) fornecem ao homem matéria-prima para a
horticultura, para fins medicinais e valor econémico; 5) criam um ambiente

para estudos observacionais e experimentais sobre uma ampla gama de



questdes bioldgicas, incluindo a botanica sistematica, interagcao entre plantas,

ecofisiologia e mecanismos de mudanca evolutiva.

3. 0 GENERO Aechmea

O género Aechmea ocorre desde o México e Antilhas até o Uruguai e Norte
da Argentina (REITZ, 1983). Agrupa 172 espécies em oito subgéneros (SMITH;
DOWNS, 1979). As plantas sdo de porte herbaceo, com tamanho que variam
entre 40 e 80 centimetros, muito usada na ornamentagdo de paisagens
domésticas. As folhas apresentam faixas transversais brancas sobre o fundo
verde na parte adaxial e roxo escuro numa parte abaxial. Sua reproducéo se da
por brotamento do rizoma e por sementes.

Apresentam inflorescéncia simples, vistosa, forma piramidal e com longa
durabilidade, flores com pétalas e sépalas, ovario infero, fruto baga, vivamente
colorido (REITZ, 1983; LORENZI, 2001; PAULA, 2000).

A Aechmea fasciata, originaria do Brasil, especificamente do estado do Rio
de Janeiro (BROMELIACEAE, 2008), apresenta crescimento epifito ou terrestre,
inflorescéncia € muito duravel, formada por bracteas cor-de-rosa, cheias de
espinhos nas bordas, e flores roxas delicadas. Os frutos sdo pequenos e
arredondados. A floracao ocorre quando a planta esta madura, apés este periodo
ocorre a emissao de brotacdes laterais e a planta morre. Muito indicada para a
decoracao de interiores durante a floracdo. Segundo Vitari (1994) é a mais
conhecida e comercializada do género, seguida da Guzmania.

Quanto a A. miniata € uma planta epifita, cresce a uma altitude de 250
metros, originaria do estado da Bahia. Apresentam folhas verdes, inflorescéncia
com flores azuis palidas, seguidas por baga laranja-avermelhado de longa
durabilidade (BROMELIACEAE, 2008).

4. 0 GENERO Vriesea

Vriesea sdo bromelidceas epifitas ou terrestres, bastante rusticas e que
vegetam bem sob sombra moderada. Este género € composto de



aproximadamente 250 espécies, nativas da América do Sul, principalmente do
Brasil (VRIESEA, 2008).

As plantas mais conhecidas deste género sdo em geral pequenas, com
folhas macias, brilhantes, verdes ou avermelhadas e sem espinhos, podendo ter
listras amarronzadas. As inflorescéncias variam quanto a forma, podendo ser
espigadas, retas e achatadas ou pendentes e delicadas, sendo muito duravel,
podendo ser mantida em ambientes internos por longos periodos. As cores mais
comuns das bracteas sdao o amarelo, o laranja e o vermelho (O JARDINEIRO,
2008).

Multiplica-se por separacdo das mudas que se formam entorno da planta
mae apds a floracdo, quando estas atingirem 2/3 do tamanho adulto.
Comercialmente multiplica-se por sementes. (O JARDINEIRO, 2008)

5. 0 GENERO Bromelia

Bromelia L. € um género botanico pertencente a familia Bromeliaceae e
subfamilia Bromelioideae, embora seja comum denominar com 0 mesmo nome as
espécies de outros géneros da mesma familia. As espécies deste género estdo
distribuidos pelas regides tropicais dos continentes americanos, e sua principal
caracteristica € suas flores apresentarem um célice muito profundo (BROMELIA,
2008).

A Bromelia antiacantha Bertoloni € de habito terrestre, de 2m de altura que
forma densos agrupamentos (reboleiras), apresentando caracteristicas préoprias
de estrutura espacial (densidade, dispersdo, distribuicdo) e de dinamica
populacional (REITZ, 1983; SANTOS, 2001).Ocorre nos estados do Espirito
Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(REITZ, 1983).

A espécie possui flores perfeitas e sua reproducao pode ser tanto sexuada
como assexuada (vegetativa), emitindo um ou mais brotos laterais logo apoés o
término do periodo floral (REITZ, 1983; SANTOS, 2001; SANTOS et al., 2004).
Para a maioria das bromelidceas, o final do ciclo reprodutivo representa o final
aparente do seu ciclo de vida, podendo produzir sementes e individuos por via
assexuada (brotagdes).
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A floragdo é anual iniciando em dezembro com término entre o final de
janeiro e inicio de fevereiro (REITZ, 1983), e embora seja uma espécie que atrai
uma ampla gama de visitantes florais, as caracteristicas destas confirmam que &
uma espécie ornitéfila, mas sem especializacdo para um polinizador exclusivo
(SANTOS, 2001). A frutificacao inicia em torno de fevereiro até o més de junho.
Por seus frutos serem amarelos e comestiveis a Bromelia antiacantha Bertoloni

recebeu o nome popular de banana-do-mato (REITZ, 1983)
6. CONSERVACAO DE GERMOPLASMA

Segundo Towill (2000), germoplasma é um termo que se refere ao conjunto
de materiais hereditarios de uma espécie cultivada, ou seja, a totalidade de
gendtipos disponiveis para o melhoramento genético de uma certa cultivar. Assim,
0 germoplasma abrange normalmente elevada diversidade genética, que deve ser
preservada, entre outras razdes, para garantir seu emprego em programas de
melhoramento das culturas vegetais.

A conservagado de germoplasma pode consistir na manutencao de colegdes
nos seus proprios locais de ocorréncia, nesse caso chamada de conservagao in
situ e ex situ , isto €, em locais e condi¢cdes distintas aos de ocorréncia natural.

A conservagao ex situ dependendo da espécie em questédo, pode preservar o
germoplasma em casas de vegetacao, camaras de baixa temperatura ou secas e
cultivo a campo. Tais colecbes também podem ser introduzidas por meio da
cultura de tecidos (conservacgao in vitro), a partir de diferentes explantes ou serem
criopreservadas. As colegdes conservadas in vitro sdo estabelecidas usualmente
a partir da germinacao de sementes ou por cultura de gemas e apices caulinares,
sendo mantidas em condi¢des assépticas.

Os bancos ativos de germoplasma, para Vencovski (1986), objetivam
garantir a diversidade genética das cultivares, efetuando a sua caracterizagéao por
diferentes metodologias e favorecendo o intercAmbio e disponibilizacdo de

genotipos entre diversas instituigdes.

6.1. Conservacao in vitro



A conservacao in vitro por cultura de tecidos, apesar de manter o
germoplasma conservado por médios periodos, é uma metodologia que vem
sendo aperfeigoada na manutencdo dos bancos ativos de germoplasma. Nas
chamadas colegdes de base, os gendtipos sdo conservados por longos periodos,
e nesse processo 0 material ndo é utilizado em pesquisas, cessao e intercambio.

Para Roca et al. (1991), em particular nas espécies propagadas
vegetativamente, como é o caso das bromelidceas, a manutengao de colecdes de
germoplasma in vitro é um meétodo promissor a conservagdo de recursos
genéticos. Valois et al. (2001), argumentam que a preservacao in vitro possui
diversas vantagens em relagdo a conservagcao no campo, tais como: menor risco
de perda do germoplasma, maior qualidade fitossanitaria, reducdo no custo de
manutengdo, rdpida multiplicagdo e armazenamento, menor necessidade de
espaco, disponibilidade imediata para propagacéo e facilidade de intercambio.

Withers e Williams, citados por Torres et al. (1998), informam que a
utilizagdo da conservagao in vitro € indicada tanto por razées econémicas como
praticas, sendo um componente importante também na preservacao de espécies
ameacadas de extingdo. Engelmann (1998), enfatiza que essa técnica € de
elevado interesse para a conservagcdo de germoplasma de espécies com
sementes recalcitrantes, cultivares que se propagam vegetativamente, material
geneticamente modificado e genotipos elite.

Salomao et al. (1997) destacam que um dos problemas da cultura in vitro é a
baixa taxa de micropropagacao em algumas espécies, além dos altos custos com
mao-de-obra, ja que é necessario realizar repicagens periddicas e constantes do
material. Os niveis de micropropagacao podem ser incrementados por uma
selecdo adequada da origem de explantes com maior capacidade
organogenética, pela posicao de implantacdo do explante no meio de cultura e
pela manipulagdo da composicao do meio de cultura.

A fim de diminuir o custo de manutencao das colegdes in vitro, possibilitando
economia de pessoal e reagentes, é possivel a adocdao de diversas técnicas,
objetivando reduzir a velocidade de crescimento do germoplasma
micropropagado. Todavia, vale salientar que essas técnicas, ao estender o
intervalo entre os subcultivos, ndo devem comprometer a qualidade e viabilidade
dos explantes.
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Dentre as técnicas utilizadas para minimizar o crescimento in vitro, segundo
Harding et al. (1997), destaca-se a aplicacdo de redutores de crescimento ao
meio de cultura. Charrier et al. (1991), enfatizam que a aplicacao de retardantes
osmoticos e hormonais ao meio de cultura e a diminuicdo da temperatura de
incubacgao das plantas, também contribuem para estabelecer o crescimento lento.
Outro procedimento indicado para o mesmo objetivo é o de diminuir a
concentracao dos componentes salinos e organicos do meio de cultura.

A reducdo da temperatura nas salas de crescimento onde sdo incubados os
clones micropropagados, aliada a diminuicdo na concentracdo dos
macronutrientes e micronutrientes e da dosagem de sacarose do meio de cultura,
tém sido estratégias que, ao serem aplicadas conjuntamente, vem obtendo
sucesso no estabelecimento de condi¢des favoraveis a conservagao in vitro em
varias culturas. Sdo exemplos a uva, morango e batata (DODDS; ROBERTS,
1993); o kiwi (MONETTE, 1986); o brécoli (KUBOTA et al., 1996); a beterraba,
batata-doce, mandioca e varias forrageiras (Souza, 1988); a maca, péra, ameixa e
cereja (WILKINS et al., 1988); e o abacaxi (ZEE; MUNEKATA, 1992).

A eficacia destas técnicas varia de acordo com as caracteristicas fisiologicas
da espécie a ser conservada. Geralmente os explantes mais indicados para a
conservagao in vitro sdo os de origem meristematica, ja que suas células sao
mais resistentes as baixas temperaturas e esses tecidos também apresentam
maior estabilidade genética e qualidade fitossanitaria.

Withers e Williams, citados por Torres et al. (1998), esclarecem que essas
técnicas nao sao seguras para a conservacao de células e calos, visto que, estas
possibilitam elevada incidéncia de variagdo somaclonal e ndo sao estaveis para a
conservagao a longo prazo.

Dentre as substancias retardantes de crescimento, o acido abcisico, por
bloquear a agdo das auxinas e giberelinas, seria uma alternativa para ser utilizado
em protocolos de conservagédo. Entretanto, poucos sao os relatos na literatura,
quanto a utilizacao deste tipo de regulador no cultivo in vitro. Outro agente
retardador do crescimento é o paclobutrazol, por atuar inibindo a sintese de
giberelina. Contudo, segundo Canto et al. (2004), em trabalhos de conservagéao in
vitro de abacaxizeiro, hibrido PE x SC60, o tratamento com regulador (PBZ) foi
considerado 0 mais recomendado, pois apresentou menor crescimento e permitiu

a manutencdo de plantas em bom estado vegetativo durante um ano, sem
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subcultivos intermediarios. Entretanto, Vieira e Dornelas (1996) nao recomendam
a utilizacdo dessas substancias, sempre que possivel, na conservagao in vitro.
Tais substancias sdo muito dispendiosas e, por razbes econOmicas, podem
inviabilizar o programa de conservagdo. Além disso, de maneira frequente os
reguladores vegetais sdo agentes responsaveis por provocar variacao
somaclonal, fenébmeno que compromete a fidelidade genética do germoplasma.

Uma alternativa seria a utilizagdo de reguladores osmoticos ao meio de
cultivo. Charrier et al. (1991) destacam que os reguladores osméticos, como o
manitol, quando inseridos ao meio de cultura, reduzem o potencial hidrico do
sistema, provocando um estresse osmoético que inibe a absor¢cdo de agua por
parte do explante, consequentemente desacelerando seu desenvolvimento. Faria
et al. (2006), observaram ser possivel conservar sob crescimento lento,
microplantas de maracujazeiro em meio de cultura MS suplementado com 10 ou
20 g L™ de sorbitol, na auséncia de sacarose.

Diante do exposto o objetivo do trabalho consistiu em estudar o efeito do
carvao ativado e diferentes concentragdes de acido giberélico, na germinacao in
vitro de Bromelia antiacantha Bertoloni, Aechmea fasciata, Aechmea miniata,
Aechmea burle-marxii, Aechmea sp. e Vriesea sp., bem como, estabelecer um
protocolo de conservacgdo in vitro de Aechmea fasciata e Aechmea miniata

utilizando diferentes fontes e concentragcbes de carbono.
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GERMINACAO DE SEMENTES IN VITRO DE ESPECIES DE BROMELIAS
AMEACADAS DE EXTINGCAO

Resumo: No Estado da Bahia vegetam muitas espécies nativas da familia
Bromeliaceae, que, no entanto, se encontram ameagadas pelo alto nivel de
antropizacao, ampliacao da fronteira agricola e a exploragao predatéria de muitas
bromélias de valor ornamental ou voltadas para a extracao de fibra. Dessa forma,
a demanda por acdes que busquem a preservacao desse recurso genético vem
aumentando. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do carvao ativado e
diferentes concentracdes de acido giberélico, na germinacao de sementes in vitro
de Aechmea fasciata, Aechmea miniata, Aechmea burle-marxii, Aechmea sp.,
Vriesea sp. e Bromelia antiacantha Bertoloni. Os resultados mostraram que o
carvao ativado nao influenciou na germinacao das sementes e que os genétipos
apresentaram exigéncias proéprias, sendo o meio de cultura com GAz; mais
eficiente, para germinagéo de sementes de Vriesea sp. e Aechmea sp.. Por outro
lado, as sementes de Aechmea burle-marxii e Bromelia antiacantha Bertoloni ndo

germinaram nas condi¢des estabelecidas no trabalho.
Palavras chaves: reguladores vegetais, carvao ativado, Bromeliaceae

IN VITRO SEED GERMINATION OF THREATENED BROMELIAD OF
EXTINCTION

Abstract: In the State of Bahia there are many native species from Bromeliads
that however are threatened due to the agricultural expansion and the predatory
exploration and also because these plants have an ornamental value and are
used to fiber extraction. Therefore the demand for actions forward to germplasm
preservation is increasing. The aim of this work was to evaluate the effect of the
activated charcoal and different concentrations of giberelic acid on the in vitro
germination of Aechmea fasciata, Aechmea miniata, Aechmea burle-marxii,
Aechmea sp., Vriesea sp. and Bromelia antiacantha Bertoloni. The results showed
that the activated charcoal didn't influence in the seeds germination and each
genotypes presented particulary demands. The more efficient medium culture for
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Vriesea sp. and Aechmea sp. was supplemented with GAs. On the other hand,
the seed of Aechmea burle-marxii and Bromelia antiacantha Bertoloni didn't
germinate in the established conditions in this work.

Key words: growth regulators, activated charcoal, Bromeliaceae.
INTRODUCAO

O risco da extincao de espécies bioldgicas torna-se cada vez mais presente
e ameacador. Embora a extingdo seja considerada um processo natural e lento, o
homem vem promovendo a uma elevada taxa, seja pelo extrativismo predatério
ou destruicdo de habitats naturais. Dentre as espécies ameacgadas de extingao
destacam-se as da familia das bromelidceas, principalmente, devido a destrui¢cao
de seu habitat natural, a Mata Atlantica, Caatinga, Restinga e Manguezal (Nunes
& Forzza, 2000) e a exploracdo extrativista, para suprir a demanda crescente
destas no mercado de plantas ornamentais.

Espécies da familia Bromeliaceaes possuem um grande poder adaptativo,
visto que o habito de comportamento pode variar de terrestre a epifita, vegetam
em varios tipos de habitat, desde ambientes com sombreamento total, aqueles
expostos a pleno sol, sob umidade elevada a condi¢gdes extremamente aridas,
desde o nivel do mar até altitudes elevadas, e em clima quente e tropical umido a
frio e subtropical seco. O Brasil detém a maior variabilidade genética de
bromeliaceaes, sendo que a Mata Atlantica é considerada como um dos grandes
centros da diversidade dessa familia. Esses processos predatérios, que
geralmente nao respeitam dindmicas naturais de regeneracao e sustentabilidade,
tém promovido severos danos ambientais incluindo perda de diversidade biol6gica
tanto de bromélias quanto de outras espécies que com elas co-existem
(Bittencourt et al. 2002). A Nidularium fulgens Lemaire, Racineacear aerrisincola
(Mez) Mez, Aechmea apocalyptica Reitz, Vriesea hieroglyphica (Carriérre) E.
Morren, Vriesea pinottii Reitz, Vriesea guttata Linden & André, Vriesea unilateralis
(Backer) Mez e Tillandsia linearis Vell (Secretaria do Meio Ambiente do Estado de
Sao Paulo, 1998) e Aechmea fasciata (Carvalho 2002) sdo espécies altamente
comercializadas devido a beleza de sua inflorescéncia e das folhas, com
eminente risco de extingdo. Vale destacar o alto grau de endemismo que essa
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familia apresenta nos diferentes ecossistemas brasileiros em que ela ocorre,
destacando ainda mais a importancia da conservag¢ao desses germoplasmas.

O habito epifito de muitas bromélias, que apresentam habilidade para obter
nutrientes do ambiente e outros fluidos de floresta, associado com o micro-clima
criado pela formacao de cisternas nas folhas, pelo acimulo de agua e nutrientes,
tornam um micro-habitat propicio para muitos insetos e fonte de agua para muitos
animais e passaros. As espécies terrestres também sdo muito eficientes em
termos de ciclagem de nutriente, podendo tolerar locais pobres, absorvendo
nutriente eficazmente (Aranda-Peres & Rodriguez, 2006). Além do que, a
umidade estabelecida no interior dessas plantas propicia ainda, um ambiente
favoravel para a germinacao das sementes de outras plantas (Carvalho, 2002).

As bromélias podem ser propagadas de forma sexuada ou assexuada. Na
propagacdo assexuada, ou vegetativa, formam-se brotos a partir da planta mae,
que podem sair da base da planta por estolhos ou rizomas, ou do interior da
propria roseta. O processo sexual envolve a formagdo de sementes, das quais
podem ser obtidas grandes quantidades de plantulas (Rauh, 1979). Essa forma
de propagacdo, embora seja muito lenta, visto que, apenas a maturagdo das
sementes pode levar até um ano apos a polinizagdo, dependendo da espécie,
garante a diversidade genética e a criacao de novos hibridos.

A germinacdo de sementes in vitro de algumas bromélias j& vem sendo
relatada na literatura, com resultados diferenciados entre as espécies (Pompelli et
al, 2001; Aranda-Peres, 2005). Além disso, o cultivo in vitro de sementes pode ser
considerado uma técnica de grande importancia na conservagao de germoplasma
de bromélias ameacadas de extingao, visto que a emergéncia da planta ocorre
em um tempo mais reduzido, quando comparado ao processo natural, além de
um numero muito maior de sementes germinarem (Mercier & Kerbauy 1995).
Adicionalmente, a plantula obtida pode funcionar como matriz para um posterior
processo de clonagem, produzindo plantas em larga escala e auxiliando na
reducao da atividade extrativista pela oferta de mudas.

Entretanto, cada gendétipo apresenta exigéncias préprias para germinagao,
havendo freqlentemente uma agéo cinegética, entre varios fatores, propulsora
deste processo. Quando ocorrem condi¢Oes favoraveis, € esperado certo nivel de
sincronismo de germinagao de véarias sementes de uma mesma espécie (Begon
et al., 1990; Ferreira et al., 2001).
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Dentre os reguladores vegetais as giberelinas (GAs) controlam varios
aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas (Yamagushi & Kamiya,
2002). Promovem a germinagdo de sementes, atuando na ativagdo do
crescimento vegetativo do embrido, na mobilizacdo das reservas do endosperma
e no enfraquecimento da camada de endosperma que circunda o embrido,
favorecendo assim seu crescimento (Taiz & Zeiger, 2006). Aranda-Peres (2005)
obteve bons resultados na germinacdo de sementes in vitro de espécies de
Vriesea, em meio de cultivo suplementado com 10 uM de acido giberélico. Da
mesma forma, existem relatos na literatura de que o uso de carvao ativado para o
cultivo de embrides, promove melhores taxas de germinacdo, pela propriedade
que tem de adsorver substancias inibidoras do meio de cultivo (Gratapaglia &
Machado1998).

Em vista do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do carvédo
ativado e de diferentes concentragdes de acido giberélico, na germinagao in vitro
de Antiacantha Bertoloni, Aechmea fasciata, Aechmea miniata, Aechmea burle-
marxii, Aechmea sp. e Vriesea sp.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Planta
do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da Universidade Federal
do Recéncavo da Bahia (UFRB), em parceria com a Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (CNPMF/EMBRAPA).

Sementes retiradas de frutos maduros da bromélia Antiacantha Bertoloni,
Aechmea fasciata, Aechmea miniata, Aechmea burle-marxii, Vriesea sp e
Aechmea sp, cedidas pela fazenda Flores de Brotas/lrara-BA, foram
desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo) e agua
destilada (2:1) por 20 minutos, seguida de trés lavagens em agua destilada e
esterilizada em camara de fluxo laminar. Uma vez desinfestadas as sementes
foram incubadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 3%
de sacarose, 0,0; 1,0 e 10 pM de GAsz e 0,0 e 1,0 g L de carvdo ativado e
solidificado com 2 g L™ de Phytagel®, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da

autoclavagem. As culturas foram incubadas em sala de crescimento com
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temperatura de 25 + 2°C com condig&o luminosa de 22 mmol.m?.s™ e fotoperiodo
de 16 horas. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial de 6 x 3 x 2, sendo seis espécies, trés concentragdes de acido
giberélico e presenga ou auséncia de carvao ativado com 10 repeti¢des, sendo 25
sementes por repeticdo. Foram realizadas as avaliacbes quanto a percentagem
de germinacdo e a velocidade de emergéncia, controlada diariamente até o 45°
dia ap6s a semeadura. Foi considerada como semente germinada aquela que
apresentou a primeira folha. Para fins de calculo do indice de velocidade de
emergéncia, foi utilizada a féormula sugerida por Maguire (1962): IVE = E1/N1 +
E2/N2 +... + En/Nn

Onde E; = niumero de sementes emergidas; Ny = nUmero de dias da semeadura
até a emergéncia da primeira folha;

A percentagem de germinagdo e o indice de velocidade de emergéncia
foram submetidos a analise de variancia e testados a 5% de probabilidade
comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o programa estatistico SAS -
Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE INC, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSOES

De acordo com a andlise de variancia, o efeito do GA3; das espécies, assim
como a interacdo entre esses dois fatores foi significativo, ao contrario do carvao
ativado que nao influenciou nos resultados obtidos (Tabela 1). As maiores médias
das taxas de germinacdo foram obtidas quando se adicionou GAz ao meio de
cultivo, independente da concentragao utilizada, com médias de 59% e 58%,
respectivamente, para as concentracoes de 1,0 uM e 10 uM (Tabela 2, Figura 1),
sem, no entanto, diferirem estatisticamente entre elas. A Aechmea fasciata e
Aechmea miniata, apresentaram 100% de germinagdo, independente da
concentracdo do regulador vegetal, havendo diferenca de comportamento entre
estes gendtipos, seguidos da Vriesea sp com média geral de 76% e da Aechmea
sp com 69%.
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia para percentagem de germinagéo de
gendtipos de Bromeliaceae, aos 45 dias de cultivo in vitro.

Quadrado médio

Fonte de Variagao GL % de Germinacao
Concentracao de GAs 2 19,1167*
Genotipo 5 5767,860*
Procedimentos ** 1 4,050
Concentracao de GAs x Gendtipo 10 17,590*
Concentragao de GAsz x Procedimentos 2 0,150 "
Gendtipo x Procedimentos 5 1,890 ™
Concentragao de GAz x Gendtipo x Procedimentos 10 0,130
Residuo 127 0,9318
CV(%) 5,61

* *Presenga ou auséncia de carvao ativado no meio de cultura. * significativo a 0.05 de
probabilidade, pelo teste de Tukey. ns nao significativo.

Tabela 2. Taxas de germinacao (%) de diferentes espécies de Bromelidceaes,

aos 45 dias apos o cultivo in vitro.

Genotipos Concentracoes de GA; (uM)

0 1 10 Média
Vriesea sp 75bB 78aB 74bB 76 B
Aechmea sp 56 b C 74 aB 76 aB 69 C
Aechmea burle-marxii ng* ng ng ng
Aechmea fasciata 100a A 100a A 100a A 100 A
Aechmea miniata 100a A 100a A 100a A 100 A
Antiacantha Bertoloni ng ng ng ng
Média 55b 59 a 58 a

ng* (ndo germinaram). Médias seguidas pela mesma letra mindsculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.



25

Figura 1. Germinagdo de sementes in vitro de Aechmea miniata (A), Aechmea
fasciata (B), Aechmea sp (C) e Vriesea sp (D).

As maiores percentagens de germinagdo para a Vriesea sp ocorreu na
presenca do regulador vegetal, com as concentragdes de 1,0 e 10 uM de GAs.
Droste et al. (2005) obtiveram altas taxas de germinacdo com Vriesea gigantea e
V. philippocoburgii, 99 e 89% respectivamente, em meio de cultura MS, na
auséncia de regulador vegetal. Para Aechmea sp o uso do regulador no meio de
cultivo melhorou consideravelmente as taxas de germinagdo, evidenciando um
claro efeito benéfico do GA; sobre o evento. A Aechmea burle-marxii e
Antiacantha Bertoloni ndo germinaram nas condicdes estabelecidas no trabalho,
deixando evidente a necessidade de novos estudos para essas espécies. A nao
germinacao de sementes pode ser devido a diferentes fatores, que podem
inclusive intensificar processos de dorméncia, comuns na natureza e que muitas
vezes funcionam como estratégia de sobrevivéncia (Dias, 2005). Dentre esses
fatores, a luz, a temperatura e a umidade, entre outros, podem ser limitantes. Em

caroa (Neoglasiovia variegata (Arr. Cam.) Mez., planta da familia das
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bromeliaceas, a luz parece ser um fator preponderante para a germinacao das
sementes in vitro caracteristica de plantas com sementes fotoblasticas positivas
(Silveira et al., 2007). De acordo com Socolowski & Takaki (2004) sementes que
possuem fitocromo A podem germinar tanto sob luz quanto no escuro, porém as
que possuem apenas fitocromo B s6 germinam em presenca de luz. Como nas
condi¢oes desse trabalho, as sementes foram mantidas em presenga de luz, esse
fator ndo deve ser o responsavel pela ndo germinacao de nenhuma das sementes
das citadas espécies. Outro fator que deve ser averiguado e o estadio de
maturacdo das sementes, que quando muito imaturas, podem se constituir em
uma barreira para a germinacao.

O inicio da germinacao da Aechmea fasciata e Aechmea miniata (Beer.)
Baker. ocorreu no 5% dia de monitoramento do experimento € o ponto maximo de
germinacao foi registrado no 30° dia. Para Vriesea sp e Aechmea sp, o inicio da
germinacao ocorreu no 10° dia apdés os gendtipos mencionados acima € o
maximo foi verificado aos 45 dias nos diferentes tratamentos (Figura 2). Droste et
al. (2005) utilizaram pré-tratamento a frio, 4°C por 7, 14 e 21 dias, para induzir
mais rapidamente o inicio da germinacao, verificaram que o pré-tratamento néao
influenciou na germinacgéo, sendo preponderante a resposta do gendtipo.

A germinacao gradual, ou seja, ao longo do tempo, pode ser devido a varios
fatores, como diferentes estadios de maturacdo das sementes de uma mesma
baga, anormalidades de embrido, deformacdao de endosperma, assim como, a
dorméncia que é um mecanismo presente em sementes de espécies para garantir
sua perpetuacao em condicdes adversas. Dentre as bromeliaceas, muitas
espécies, principalmente, as de ocorréncia em biomas com condicées adversas,
como € o caso da Caatinga, possuem mecanismos de dorméncia especialmente
para evitar a germinacao em periodos de longa estiagem, evitando dessa forma a
perda da semente e garantindo sua reproducao no momento adequado (Dias,
2005).

O teste de média mostrou que a adicdo de GA; ao meio de cultura foi
benéfica para incrementar a velocidade de emergéncia, assim como as espécies
respondem de forma diferenciada a esses tratamentos, como resultado da
interacdo entre esses fatores. Observou-se que a concentragédo de 1,0 uM GA;3,
proporcionou um indice de velocidade de emergéncia ligeiramente maior na

média geral, embora nao diferindo estatisticamente da concentracado de 10 uM. A
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Aechmea fasciata e Aechmea miniata apresentaram maior velocidade de
emergéncia (5,7) (Tabela 3), sendo este significativamente diferente dos demais
genotipos, independente das concentragdes do regulador vegetal. Exceto para a
bromélia Vriesea sp, em que o0 meio de cultura suplementado com 1,0 e 10uM de
GA3, induziu um indice velocidade de emergéncia de 2,10 e 1,90,
respectivamente, (P< 0,005). Os demais gendtipos nao revelaram incremento do
indice velocidade de emergéncia na presenca do regulador vegetal ( Tabela 3).
Estes resultados demonstram que as sementes de Aechmea fasciata e Aechmea
miniata, apresentam maior vigor, favorecendo, portanto, o crescimento inicial das
plantulas, e conseqlentemente possibilitando maior condicdo de sobrevivéncia
destas espécies, em seu habitat natural.
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Figura 2. Nomero médio de sementes germinadas e tempo de germinagao
em meio acrescido de 0,0; 1,0; e 10 uM de GAs.
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Tabela 3. indice de velocidade de emergéncia de gendtipos de Bromeliaceas,

cultivadas in vitro.

Genétipos Concentracoes de GA; (M)

0 1 10 Média
Vriesea sp. 1,30 bB 2,10 aB 1,90 aB 1,766 B
Aechmea sp. 1,0 aB 1,0aC 1,0aC 1,000 C
Aechmea fasciata 5,80 aA 5,90 aA 5,60 aA 5,766 A
Aechmea miniata 5,70 aA 5,90 aA 5,70 aA 5.766 A
Média 3,450 b 3,725 a 3,550 ab

Médias seguidas pela mesma letra minlsculas nas linhas e maidsculas nas colunas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

Dado que as condicoes ambientais relativas a iluminacdo, temperatura e
umidade na sala de crescimento eram homogéneas para todos os tratamentos,
observou-se que as diferencas registradas entre os tratamentos podem ser
devidas tanto a variabilidade natural intra e interespecifica quanto ao fator
diferencial GAs. Aranda-Peres & Rodriguez (2006) verificaram que sementes de
Aechmea facilmente geminaram in vitro, quando comparada com espécies de
Tillandsioideae (Vriesea e Racinaea), que apresentaram baixa taxa de
germinacdo. Os mesmos autores relatam que a percentagem de germinagéo e
indice de velocidade de emergéncia, para as bromélias V. unilateralis (92%), V.
fruburguensis (48%) e R. aerisincola (62%), foram superiores em meio de cultura
MS acrescido de 10 uM de GAs.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com Menescal (1994)
e Miranda (1998) quando afirmam que as bromeliaceas sdo facilmente
propagadas por sementes, atingindo em torno de 100% de germinagédo para A.
tocantina. Altas taxas de germinacédo in vitro foram obtidas com Neoregelia
cruenta (74.3 %), (Carneiro et al. 1999), Tillandsia eizii., (86,7%), (Pickens et al.
2003), Aechmea nudicaulis (L) Grisebach (90%) e Streptocalyx floribundus
(Martius ex Schultes F.) Mez (90%) (Bromeliaceae), (Pinheiro & Borguetti 2003).
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CONCLUSOES

1. A elevada disponibilidade de sementes e o percentual de germinagao
obtidos, sugerem que a propagacao in vitro de Aechmea fasciata, Aechmea
miniata, Vriesea sp. e Aechmea sp., por meio de sementes € viavel.

2. A adicdo de 1.0 yM de GA3 no meio de cultura MS foi eficiente para a
germinacao e indice de velocidade de germinacao para Vriesea sp.

3. O maior indice de emergéncia foi verificado para os genétipos Aechmea
fasciata e Aechmea miniata, aos cinco dias de instalacdo do experimento,
independente da concentracao do acido giberélico.

4. A adigédo de carvao ativado no meio de cultura n&o influenciou na taxa de
germinacao in vitro das espécies estudadas.
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CAPITULO 2

CONSERVACAO IN VITRO DE Aechmea fasciata e Aechmea miniata’

1Artigo a ser ajustado para submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico: Revista

Bragantia
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CONSERVACAO IN VITRO DE Aechmea fasciatae Aechmea miniata

Resumo: Aechmea fasciata e A. miniata sdo espécies de bromélias nativas do
Brasil e que tém um grande potencial para uso como planta ornamental, além de
uma relevante importancia ecolégica. Considerando a grande devastacao de Mata
Atlantica, atualmente com 7,3% de sua &rea original preservada e onde cerca de
70% das bromélias sdo endémicas € importante o estabelecimento de métodos
de conservacao ex situ com o objetivo de preservar esse germoplasma e evitar
uma erosao genética irreversivel. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes concentracées dos reguladores osmoéticos sacarose e manitol na
conservagao in vitro de Aechmea fasciata e Aechmea miniata, assim como a
capacidade morfogenética dessas espécies apd6s a conservagao in vitro. Os
resultados mostraram que foi possivel conservar sob condi¢cées de crescimento
reduzido, plantas de A. fasciata e A. miniata por doze meses em meio de cultura
2 MS suplementado com 43,82 mM ou 21,85 mM de manitol, e mantidas sob
condicoes de fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2°C e intensidade de
fluxo de fétons de 22 mmol.m?s”. O crescimento, apés longos periodos de
conservagao é um dos parametros que medem o sucesso dessa técnica para a
conservacao de germoplasma. As diferentes fontes de carbono nao inviabilizaram
a capacidade de recuperagdo das plantas, mas influenciaram suas taxas de
multiplicagdo. A concentragdo de 21,85mM de sacarose apresentou a mais baixa

eficiéncia para conservacao.

Palavras chave: reguladores osmoticos, morfogénese, multiplicagdo in vitro,

ornamentais.

IN VITRO CONSERVATION OF Aechmea fasciata AND Aechmea miniata

Abstract: Aechmea fasciata and A. miniata are species of bromeliads native from
Brazil with high potential to use as ornamental plants and with relevant ecological
importance. Regarding to the great devastation of Atlantic Forest currently with
only 7,3% of original area preserved and where near 70% of bromeliads are
endemics is important to establish ex situ conservation methods with the aim to
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preserve this germplasm and to prevent a irreversible genetic erosion. The aim of
this work was to evaluate the effect of different concentrations of the osmotic
regulators sucrose and manithol on in vitro conservation of Aechmea fasciata and
Aechmea miniata, and the morphogenetic capacity of these species after in vitro
conservation period. The results showed that it was possible to conserve under
low growth conditions, plants of A. fasciata e A. miniata for twelve month in 2 MS
media culture supplemented with 43,82 mM or 21,85 mM of manithol, and under
photoperiod of 16 hours, temperature of 25 + 2°C and light intensity of 22
mmol.m?.s™". The growth, after long periods under in vitro conservation, is one of
parameters to measure the success of this technique to germplasm conservation.
The different concentrations of carbon source didn’t restrain the recover capacity
of plants but influenced the multiplication rates. The 21,85 mM concentration of

sucrose presented the lower efficiency result to conservation.
Key words: osmotic regulators, morphogenic, in vitro multiplication, ornamental.
INTRODUCAO

Bromeliaceae constitui uma grande familia botanica (56 géneros e 2880
espécies) composta principalmente por plantas epifitas (BENZIG, 2000),
crescendo quase que exclusivamente apenas nas Américas, sendo, portanto
designados como neotropicais. A maioria destas ocorre na América do Sul com a
maior diversidade especifica sendo encontrada na Floresta Atlantica brasileira
(Ca. 1200 espécies) (LEME, 1998; ARAGAO, 1999; GROSSI, 2000; BENZIG
2000). Distribuem-se desde o Chile e Argentina, na América do Sul, através da
América Central e Caribe, alcancando o seu limite norte proximo a Virginia no
sudeste norteamericano. Apenas uma espécie (Pitcairnia feliciana (A. Chev.)
Harms e Mildbraed) € encontrada na costa oeste africana.

Nas Ultimas décadas, as bromélias tornaram-se mais amplamente
empregadas como plantas ornamentais. Originalmente encontradas apenas em
jardins botanicos ou de colecionadores europeus ganharam popularidade entre
paisagistas e jardineiros devido a beleza de suas formas e cores, durabilidade das
inflorescéncias, baixa demanda de cuidados e facil adaptabilidade a jardins
pequenos (BENZIG, 2000; KISS, 2001; BSI, 2005; SCHOELLHORN, 2005).
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Atualmente as bromélias sdo consideradas como elementos requintados e
exoticos de jardins ao redor do mundo (STEENS, 2003 e BRANDIES, 2004). O
uso ornamental de bromélias no Brasil foi iniciado a partir da década de setenta,
quando Aechmea fasciata (Lindley) Baker, uma planta nativa do Rio de Janeiro,
despertou grande procura por parte de consumidores de plantas ornamentais. A
insuficiéncia de producao de plantas desta espécie provocou o extrativismo, que
também se difundiu para outras espécies de menor expressao comercial. Iniciava-
se nesta época, portanto, o ciclo de extrativismo de bromélias com finalidade
lucrativa no Brasil.

Frente a crescente demanda associada a alta disponibilidade de bromélias
em ambiente natural e 0 acesso amplamente facilitado a estas, o extrativismo de
bromélias no Brasil teve continua ampliagdo e pouco investimento se fez no
sentido de implementar sistemas de cultivo destas plantas (SBB, 2005). Esta acao
predatéria, associada a reducdo e fragmentacdo da Floresta Atlantica, sem a
reposicdo natural dos estoques nas florestas, provocou grandes danos
ambientais, entre estes a reducédo da diversidade especifica de bromélias e de
outras espécies co-existentes (NAHOUM, 1994; LEME, 1998 e ANACLETO,
2001).

Dentre as 107 espécies oficialmente listadas como extintas ou ameacadas
de extincdo, 15 sdo bromélias (BRASIL, 1992), a exemplo da Aechmea fasciata
(CARVALHO, 2002) Aechmea apocalyptica Reitz e Vriesea pinottii Reitz (BRASIL,
1992).

Simultaneamente ao extrativismo de bromélias, ocorre a exploracdo de
outras espécies florestais que também possuem interesse econémico. Também, a
comercializagdo das bromélias oriundas do extrativismo é praticada por um preco
insatisfatério em funcédo da baixa qualidade visual que as plantas apresentam,
uma vez que estas sao retiradas das florestas e disponibilizadas para venda sem
que recebam tratos culturais adequados. Assim, passa a ser uma atividade
fortuita e sem eficiente conexao com potenciais mercados receptores e sem
regularidade de comercializagdo, porém mesmo assim determina um expressivo
acréscimo financeiro nas familias envolvidas com o extrativismo, ampliando desta
forma a pressdo extrativista (NEGRELLE et al., 2005). Além dos fatores
mencionados acima, a escassez de estudos sobre a biologia reprodutiva, também

tem facilitado sua exploracao extrativista.
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A conservacdo de espécies depende da manutencdo de sua diversidade
genética no habitat natural (in situ), e de reservas genéticas ex situ, ou bancos de
germoplasma. Bancos de germoplasmas podem ser compostos de colegcbes de
plantas vivas, sementes ou cultura de tecidos (VALOIS et al., 2001).

A possibilidade de obter plantas inteiras a partir de células isoladas, tecidos
e Orgdos de plantas, usando técnicas de cultura de tecidos, levou ao
estabelecimento de sistemas de micropropagacao e dos bancos de germoplasma
in vitro, auxiliando assim, de forma significativa, a preservacédo e propagacao de
espécies ameacadas de extingao.

O éxito da propagacao in vitro depende de diversos fatores que devem ser
controlados adequadamente durante o processo, tais como, o tipo de explante, o
genodtipo, os meios de culturas, os reguladores vegetais e as condicbes
ambientais.

No que concerne a conservagao in vitro, a cultura de tecidos foi concebida
como uma alternativa para a conservagdo de espécies com sementes
recalcitrantes ou intermediarias ou aquelas propagadas vegetativamente
(ENGELMANN ,1991) como no caso das bromeliaceas. O objetivo € aumentar ao
maximo o periodo de subcultivo ou estendé-lo indefinidamente; dessa forma se
reduz a mao-de-obra e 0 espaco necessarios, além de proporcionar ao melhorista
acesso imediato a todo o germoplasma da colecao (VIEIRA, 2002).

No desenvolvimento desse método, dois procedimentos tém sido adotados:
o crescimento lento — que envolve a depressdo do metabolismo das plantas e a
da supressdo completa do crescimento por armazenamento em temperaturas
ultra-baixas, a chamada criopreservacao (SANTOS, 2000).

O método do crescimento lento consiste em reduzir o metabolismo da planta,
aumentando ao maximo os intervalos de subcultivos ou estendendo-o
indefinidamente, sem afetar a viabilidade das plantulas. Na reducdao do
metabolismo das plantas, tém-se utilizado como estratégia, modificacbes nas
condicoes fisicas (temperatura) ou quimicas do meio de cultivo (nutrientes
organicos e inorganicos, reguladores osmoticos ou inibidores de crescimento)
(ROCA et al., 1991).

A baixa temperatura como alternativa para armazenamento in vitro de
células e 6rgaos de plantas tem sido aplicada amplamente e com sucesso em Kiwi
(MONETTE, 1986), maca, péra, ameixa e cereja (WILKINS et al., 1988), uva,



39

morango, batata (DODDS e ROBERTS, 1993), beterraba, batata-doce, mandioca,
varias forrageiras (SOUZA, 1988), abacaxi (ZEE e MUNEKATA, 1992), brocolis
(KUBOTA et al., 1996) e cana de agucar (LEMOS et al., 2002).

Com relacdo aos agentes osmoticos, tais como o manitol, sorbitol e
sacarose, poucos sao os relatos encontrado na literatura. Segundo WITHERS e
WILLIAMS (1998), a concentragédo de 4% de manitol tem sido utilizada com
sucesso para conservar propagulos de espécies de propagacao clonal como
tubérculos e raizes. FARIA et al. (2006) observaram ser possivel conservar sob
crescimento lento, microplantas de maracujazeiro em meio de cultura MS
suplementado com 10 ou 20 g L™ de sorbitol, na auséncia de sacarose.

Embora ndo haja procedimento padrao para todos os genoétipos de todas as
espécies, 0s sucessos obtidos tém sido animadores, e sera possivel desenvolver
um método adequado de crescimento lento para novas especies.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentragbes dos reguladores osmoticos, sacarose e manitol na conservacao in
vitro de Aechmea fasciata e Aechmea miniata, bem como testar a capacidade
morfogénica, destas espécies.

MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Planta
do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas da Universidade Federal
do Recbéncavo da Bahia (UFRB), em parceria com a Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (CNPMF/EMBRAPA).

1. Influéncia de diferentes fontes e concentracio de carbono na

conservacao in vitro de Aechmea fasciata e Aechmea miniata.

Sementes retiradas de frutos maduros da bromélia, Aechmea fasciata e
Aechmea miniata, cedidas pela fazenda Flores de Brotas/ Irard-BA, foram
desinfestadas em solugdo de hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo) e agua
destilada (2:1) por 20 minutos, seguida de trés lavagens em agua (destilada e
autoclavada) na camara de fluxo laminar. Uma vez desinfestadas as sementes

foram incubadas em fracos de vidro (100 x 70 mm) com 25 mL do meio de cultura
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MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com 3% de sacarose, e
solidificado com 2 g L™ de Phytagel®, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem. As culturas foram incubadas em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2°C em condi¢do luminosa de 22 mmol.m?.s™ e fotoperiodo
de 16 horas.

Microplantas com aproximadamente 3 cm de comprimento, provenientes
da germinacao in vitro, foram incubadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo 10 mL do meio de cultura MS com '2 das concentragdes dos
macronutrientes, solidificado com 2 g L™ de Phytagel® e suplementado com 87,64
mM, 43,82 mM e 21,85 mM de sacarose ou manitol, onde permaneceram por
doze meses. As culturas foram incubadas nas mesmas condicbes mencionadas
anteriormente.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2X2X3 (duas espécies, duas fontes de carbono e trés concentragdes) com
20 repeticdes, sendo um explante por cada tubo. A cada 60 dias foi avaliado o
comprimento médio da parte aérea (mensurado com auxilio de régua graduada
em centimetro, considerando-se a medida compreendida entre a base do caule e
a extremidade da maior folha), numero médio de raizes (mensurado pela
contagem das raizes individualmente, desconsiderando-se aquelas menores que
1 mm), relagéo parte aérea/ raiz (mensurado pelo quociente entre matéria seca da
parte aérea e sistema radicular), numero total de folhas (mensurado pela
contagem das folhas individualmente), coloracdo das folhas, matéria da parte
aérea seca e matéria do sistema radicular seco. A variavel coloragao das folhas
foi atribuida a seguinte escala de notas: 1- folhas totalmente verdes e 2- folhas
amareladas (senescente). Para a analise da matéria seca as plantas foram
retiradas do frasco de meio de cultura, mergulhada trés vezes em agua destilada.
Apds o enxagle separou-se a parte aérea e sistema radicular e acondicionou-se
em sacos de papel ‘Kraft’ e secas em estufas dotadas de sistema com circulagao
forcada e renovacao de ar, na temperatura de 70°C, até atingir massa constante.

Para a comparagcdo de médias foi empregado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS - Statistical Analysis System
(SAS INSTITUTE INC, 2000).Para as variaveis numero médio de raizes e nimero
médio de folhas senescentes as médias fora transformadas para Vv + 0.5visando
o atendimento das pressuposi¢coes da analise de variancia.
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2. Capacidade responsiva da Aechmea fasciata e Aechmea miniata, em
funcao de diferentes concentracoes de benzilaminopuria (BAP).

Segmentos do talo das plantas provenientes dos meios de conservagao apés

12 meses de cultivo foram incubadas em meio de cultura MS, com 30 g.L'1 de
sacarose , solidificado com 2 g L' de Phytagel®, suplementado com 3,04 uM. L™
de 4acido naftalenoacético (ANA) e 0,00; 8,87; 17,74; e 26,63 uyM. L' de
benzilaminopurina (BAP). Foram colocados 3 explante por frasco (100 x 70 mm)
com 25 mL do meio de cultura.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 (utilizando-se KOH ou
HCI 0,1 N), antes da autoclavagem a temperatura de 121°C por 20 minutos. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C,
sob condigdes de fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons 22 mE

m? s'. Foram realizados quatro subcultivos a cada 45 dias, no periodo de seis

meses, sendo avaliado os seguintes parametros: a) percentagem de explante
responsivo (mensurado pelo numero de explante que intumesceram e/ou emitiram
brotagdes), b) numero medio de brotos/explante (mensurado pela contagem
individual das brotacbes em cada explante) e c) comprimento médio das
brotagdes (mensurado com auxilio de régua graduada em centimetro,
considerando-se a medida compreendida entre a base do explante e a
extremidade da maior folha)-

Considerou-se na avaliacdo dos parametros, o efeito residual das
concentragcbes e tipos dos osmoreguladores, na capacidade responsiva das
bromeliaceas em estudo.

O delineamento foi inteiramente casualizado num esquema fatorial de 2 X 4
(duas espécies x quatro concentracoes de BAP) sendo cada tratamento
constituido de 5 repeticdes, onde cada fraco com 3 explantes, foi considerado
uma repeticao.

Para a comparacdo de médias foi empregado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS - Statistical Analysis System
(SAS INSTITUTE INC, 2000). Para as variaveis, numero médio das brotagdes e

comprimento meédio  das  brotagdes, as meédias foram transformadas
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para Vy+0,5 - SQRT (Y +0,5) visando o atendimento das pressuposi¢des da

analise de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise dos dados apresentados nas Tabelas 1 e 2 indicam que os
acucares utilizados como reguladores osmoéticos e fonte de carbono tiveram
influéncia significativa nas variaveis estudadas, exceto quanto ao numero médio
de raiz e massa seca do sistema radicular, no caso da A. fasciata, e além desses,
a massa seca total para A. miniata. Os tratamentos com 43,82 mM e 21,85 mM de
sacarose ou manitol resultou nas menores médias. Entre as fontes de carbono, o
manitol proporcionou 0s menores comprimentos da parte aérea e
consequentemente massa seca da parte aérea, independente da espécie, sendo
o comprimento medio de 3,99 cm e 6,05 cm, respectivamente para A. fasciata e

A. miniata.

Tabela 1. Médias das varidveis comprimento médio da parte aérea (CMPA),

numero médio de raizes (NMR), massa da parte aérea seca (MPAS),

massa da raiz seca (MRS), massa total seca (MTS) e relacado parte

aérea/ raiz de Aechmea fasciata, aos 12 meses de cultivo in vitro.

TRATAMENTOS CMPA NMR MPAS MRS MTS  Relacao
mM L (Cm) (unidade (mg/planta) (mg/planta) (mgQ) parte
aérea’raiz
87,64 7,24 a 59a 2,12 a 2,67 a 4,79 a 0,79
Sacarose 43,82 484b 425b 1,42 b 2,19b 3,61b 0,65
21,85 451b 425b 1,32 b 2,04 b 3,36 b 0,65
Média 553A 48A 1,62 A 2,3A 3,92 A 0,70
87,64 40b 59a 1,17 a 2,67 a 3,84 a 0,44
Manitol 43,82 3,98b 425b 1,11 a 2,19b 3,30 b 0,51
21,85 40b 425b 1,17 a 2,04 b 3,21 b 0,57
Média 399B 48A 1,13 B 2,3A 3,45B 0,51
cv(%) 18,50 20,70 6,89 7,81 12,91
Teste F * ns * ns *

Médias seguidas pelas mesmas letras minuscula nas colunas para cada fonte de carbono, e
mailscula entre as fontes de carbono, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. ns nao significativo.



43

Tabela 2. Médias das varidveis comprimento médio da parte aérea (CMPA),
numero meédio de raizes (NMR), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST) e relacdo parte
aérea/ raiz de Aechmea miniata, aos 12 meses de cultivo in vitro.

TRATAMENTOS CMPA NMR MPAS MRS MT S  Relagéao
mM L (Cm) (unidade (mg/planta) (mg/planta) (mgQ) parte
) aérea’raiz
87,64 752a 425a 2,20 a 1,89 a 4,09 a 1,16
Sacarose 43,82 6,60b 4,25a 1,94 b 1,89 a 3,83 b 1,03
21,85 6,0b 4,25 a 1,76 b 1,89 a 3,63 b 0,93
Média 6,70A 425A 1,97 A 1,89 A 3,87 A 1,04
87,64 6,80 a 59a 2,0a 2,63 a 4,63 a 0,76
Manitol 43,82 590b 425b 1,73 b 1,89 b 3,62b 0,92
21,85 545b 4,10b 1,59 b 1,89 b 3,43 b 0,84
Média 6,056B 4,75A 1,77 B 2,11 A 3,89 A 0,84
cv(%) 18,50 20,70 6,89 7,81 12,91
Teste F * ns * ns *

Médias seguidas pelas mesmas letras minUscula nas colunas para cada fonte de carbono, e
mailscula entre as fontes de carbono, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. ns n&o significativo.

O uso de fontes alternativas de carbono, em lugar da sacarose, amplamente
usada no cultivo in vitro de varias espécies, assim como a redugcdo nas
concentracdes habitualmente usadas desse agulcar, sdo procedimentos que vém
sendo utilizados para a reducao das atividades metabdlicas de plantas in vitro
com objetivo de conservagdo. Nesse trabalho, o uso do manitol proporcionou os
melhores resultados considerando esse objetivo, visto que, de acordo com as
variaveis avaliadas, promoveu o desenvolvimento mais lento das plantas em
ambas espécies. Esse tratamento ao final dos 12 meses, apresentou as menores
médias na relacdo parte aérea/raiz, 0,51 e 0,84 para A. fasciata e A. miniata,
respectivamente. Segundo DANIEL et al. (1997), valores proximos a 0,5 séo
considerados bons quocientes como indicadores de proporcionalidade no
desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular.

Resultados similares foram obtidos por SOUZA et al. (2007) que verificaram
ser possivel conservar sob crescimento reduzido microplantas de Ananas
comosus var.erectifélius (= lucidus) em meio de cultura 2 MS utilizando 43,82 mM
de manitol como fonte de carbono. Na conservacgao in vitro de batata, assim como

em Othophydium mucugense a concentracdo de 87,64 mM de manitol
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proporcionou as menores taxas de crescimento, ainda que, no caso da orquidea,
0s acgucares maltose e glicose também tenham proporcionado resultados
interessantes, possibilitando o prolongamento dos intervalos entre subcultivos
(FORTES e PEREIRA, 2001; LIMA, 2008). FARIA et al. (2006), entretanto,
trabalhando com maracuja obtiveram melhores resultados na redugdo do
crescimento das plantas in vitro ao usarem sorbitol, em lugar de sacarose.

Por outro lado, a associacdo de modificacdes na fonte de carbono, a
alteracbes de temperatura pode proporcionar resultados positivos na reducao do
metabolismo das plantas in vitro como o que foi obtido por LEMOS et al.(2002)
na conservacgao in vitro de cana de agucar, onde o meio de cultura suplementado
com 26,71 mM de manitol, associado a 29,23 mM de sacarose, sob temperatura
de 15°C e 25°C possibilitou a conservacao in vitro das plantas por um periodo de
12 meses.

As duas espécies estudadas apresentaram diferencas na resposta
morfogénica in vitro. Observa-se que a A. miniata apresentou maior
desenvolvimento in vitro, (Figura 1A e 1B), com uma diferenga no
desenvolvimento da parte aérea de 1,17 cm no meio de cultura suplementado
com sacarose e 2,06 cm em manitol, comparada a A. fasciata. (Figura 1C).
Portanto, estes resultados revelaram que o comportamento in vitro foi diferente
para cada espécie. Resultados semelhantes quanto ao comportamento
diferenciado de gendtipos foram relatados por FARIA et al. (2006), em trabalhos
de conservacgao in vitro em maracuja. BELLINTANI (2006), em propagacao de
bromélias, observa a diferenca entre algumas espécies na resposta morfogénica
e relata que tal comportamento pode estar relacionado com as caracteristicas

genéticas de cada espécie.
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Figura 1. Aspectos morfolégicos das plantas, A. fasciata (A), A. miniata (B) e
comprimento médio da parte aérea (C), conservadas in vitro, apdés um
ano de cultivo, em diferentes fontes de carbono. Médias seguidas das
mesmas letras minusculas nas barras nao diferem entre si, ao nivel de

5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Algumas espécies de bromélias in vivo tém crescimento lento quando
comparado a outras espécies vegetais, devido ao mecanismo de fixacdo do
carbono durante a fotossintese (RAVEN et al.,, 2001). Segundo MALDA et al.
(1999), espéecies com mecanismos CAM de fixagao de carbono normalmente sao
plantas de crescimento lento, capacidade reprodutiva e condi¢cdes de floragao
limitada.

Com relagdo ao comportamento das espécies ao longo do periodo de cultivo
verificou-se que houve um maior incremento no comprimento da parte aérea no

primeiro més de cultivo, tanto para a A. fasciata, quanto para a A. Miniata



46

(Figura 2). A partir de entdo, exceto para A. fasciata, observou-se um padrao
uniforme de desenvolvimento até aos 12 meses de cultivo. Em todas as situagoes
o manitol foi mais eficiente para a conservagcado sob condi¢gdo de crescimento
lento, ndo apenas sob o ponto de vista em manter um incremento praticamente
nulo, em torno de 4,0 cm para A. fasciata e 6,0 cm para A. miniata, de
crescimento ao longo do cultivo, como também por proporcionar as menores
médias de comprimento. Vale salientar que o sucesso da técnica depende das
caracteristicas fisiolégicas da espécie a ser conservada, devendo esta ser de
crescimento lento.

Para o numero e coloracao das folhas, verifica-se influéncia significativa das
fontes de carbono. Sendo este comportamento mantido ao longo do cultivo de12
meses. As plantas desenvolvidas em sacarose apresentaram maiores numero
médio de folhas verdes, 8,23 e 10,45 para A. fasciata e A. miniata
respectivamente, independente da concentracdo. Quanto ao efeito do manitol,
verifica-se que para A. fasciata as concentragdes desta fonte de carbono néo
influenciaram de forma significativa para este parametro. Quanto a A. miniata, as
concentragfes de 43,82 mM e 21,85 mM, possibilitaram maior nimero de folhas
verdes, ratificando assim diferenca no comportamento das espécies in vitro
(Tabelas 3 e 4). Segundo GRATTAPAGLIA e MACHADO (1998), a sacarose €
considerada a melhor fonte para a diferenciacdo celular e consequentemente

desenvolvimento in vitro para a maioria das culturas.
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Figura 2. Incremento no comprimento da parte aérea ao longo de um ano de
cultivo, em diferentes fontes e concentracdes de carbono. (A) sacarose
e (B) manitol.

Quanto a variavel, folhas senescentes, foi observado efeito significativo entre
as concentragdes dentro de cada fonte de carbono. A concentragéo de 43,82 mM
de manitol proporcionou menor numero de folhas senescentes, independente da
espécie. Com relagdo a sacarose, as concentracbes de 87,64 e 43,82mM
proporcionaram o menor numero de folhas senescentes para a A. miniata e A.

fasciata respectivamente (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Médias das variaveis numero total de folhas (NTF), nimero médio de
folhas verdes (NMFV), numero médio de folhas senescentes (NMFS),
de Aechmea fasciata, aos 12 meses de cultivo in vitro.

TRATAMENTOS NTF NMFV NMFS
mM L (unidade) (unidade)

87,64 14,04 a 12,7 a 1,34 b

Sacarose 43,82 750 b 6,75 b 0,75c¢
21,85 7,41b 525¢ 2,16 a

Média 9,65 A 8,23 A 1,42 A
87,64 6,84 b 5,75a 1,09b

Manitol 43,82 6,72 b 5,75 a 0,97 c
21,85 8,36 a 6,1 a 2,26 a

Média 7,31 B 5,87 B 1,44 A
cv(%) 25,38 25,38 31,11

Teste F * * *

Médias seguidas pelas mesmas letras minuscula nas colunas dentro para cada
fonte de carbono, e mailscula entre as fontes de carbono, nao diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. ns nao significativo.

Tabela 4. Médias das variaveis numero total de folhas (NTF), nimero médio de
folhas verdes (NMFV), nimero médio de folhas senescentes (NMFS),

de Aechmea miniata, aos 12 meses de cultivo in vitro.

TRATAMENTOS NTF NMFV NMFS
mM L (unidade) (unidade)

87,64 18,05 a 16,4a 1,65b

Sacarose 43,82 10,47 b 7,95 b 2,52 a
21,85 9,16 ¢ 7,00 c 2,16 a

Média 12,56 A 10,45 A 2,11 A
87,64 7570 55Db 2,07 a

Manitol 43,82 8,46 a 6,8 a 1,66 b
21,85 8,76 a 6,4 a 2,36 a

Média 8,26 B 6,23 B 2,04 A
cv(%) 25,38 25,38 31,11

Teste F * * ns

Médias seguidas pelas mesmas letras minuscula nas colunas dentro para
cada fonte de carbono, e mailscula entre as fontes de carbono, ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. ns nao
significativo.
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Com relagéo ao efeito residual dos meios de conservagado na capacidade de
multiplicagdo dos explantes, verifica-se que os agucares utilizados como
reguladores osmoéticos e fonte de carbono tiveram influéncia significativa nas
variaveis estudadas, exceto quanto ao comprimento medio das brotagdes, no
caso da A. fasciata. Avaliando a fonte de carbono sacarose observa-se que
explantes provenientes do meio com 87,67 mM de sacarose apresentaram 100%
da capacidade responsiva, com 3,12 brotos por explante, e comprimento médio
de 1,02 cm, para a espécie A. Fasciata (Tabela 5). Quanto a A. miniata, os
parametros apresentaram a mesma tendéncia, 85,5 % de explantes responsivos,
2,10 brotos por explante e comprimento médio de 1,42 cm. Quanto ao manitol as
concentracdes de 87,64 mM e 43,82 mM proporcionaram as maiores médias em
relacdo as variaveis analisadas. Verifica-se também que a espécie A. miniata,
apesar de apresentar melhor desenvolvimento nos meios de conservagao,
comparada a A. fasciata, apresentou menor capacidade responsiva, na
multiplicagéo, apds doze meses de conservagao.

O crescimento na fase de recuperagdo do material vegetal conservado in
vitro é o indicador de sucesso mais confiavel no desenvolvimento de protocolo de
conservacdo. Assim, mediante os resultados apresentados no estudo, as
concentracgdes e fontes de carbono utilizadas na conservagao nao inviabilizaram a
capacidade responsiva da cultura, apenas influenciaram na intensidade desta
resposta, sendo a concentragcdo de 21,85 mM de sacarose ou manitol a de

menor eficiéncia.
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Tabela 5. Efeito das concentragdes e tipos de fonte de carbono do meio de
conservagao apds 12 meses de cultivo in vitro, na regeneragao in vitro

de A. fasciata e A. Miniata.

Espécies Meio de Explantes Brotos/explante Comprimento
conservacao responsivos (unidade) médio da
mM. L (%) parte aérea
(cm)
87,64 100 a 3,12a 1,02 a
Sacarose 43,82 92b 1,76 ¢ 0,83b
21,85 87¢c 1,85b 0,89b
Média 92 A 2,24 A 0,91 A
A. fasciata

87,64 100 a 2,32 a 1,11 a
Manitol 43,82 100 a 2,29 a 0,83 b
21,85 61b 1,47 b 0,80 b
Média 87B 2,02 B 0,91 A
Cv (%) 35,99 26,43 13,32

Teste F * * ns
87,64 85a 2,10 a 1,42 a
Sacarose 43,82 69 b 1,11 b 0,84 b
21,85 30c 0,70 c 0,70 c
Média 61,58 A 1,30 A 0,98 A

A. miniata

87,64 72 a 1,38 a 0,95 a
Manitol 43,82 61b 1,26 b 0,91 a
21,85 30c 0,70 c 0,70b
Média 54 B 1,11 B 0,85 B
Cv (%) 35,99 26,43 13,32

Teste F * * *

Médias seguidas pelas mesmas letras minldscula nas colunas dentro para cada fonte de carbono,
e mailscula entre as fontes de carbono, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. ns nao significativo.

Quanto ao efeito do regulador vegetal, verifica-se que a maior formacao de
brotos por explantes, ocorreu na concentracdo de 17,74 uM. L ' de BAP, diferindo
estatisticamente (p< 0,05) das demais concentracdes (Tabela 6), evidenciando
uma taxa de multiplicacdo de 4,10 e 1,79 brotos/explante para A. fasciata e A.
miniata respectivamente. Dosagens superiores ndao evidenciaram aumento na
taxa de multiplicagdo in vitro. ARANDA-PERES (2005) também obteve bons
resultados na regeneragdo de plantas das espécies Aechmea bromelifolia e
Aechmea distichantha utilizando 17,74 uM L' de BAP e 0,18 uM L' de ANA.



51

ALMEIDA et al. (2002) e CANTO (2003) trabalhando com variedades de abacaxi
concluiram que o BAP, em concentragdes que variaram de 1,0 a 2,0 mg L™,
induzem altas taxas de multiplicagdo. SILVA et al. (2002) observaram que a
aplicacao de BAP no meio de cultura para a proliferacéo in vitro de abacaxizeiro,
aumentou o nimero total de brotos até a concentragdo maxima de 2,52 mg.L", a
partir da qual houve um efeito negativo. BARBOZA et al. (2004) obteve uma taxa
de multiplicagao de 6,4 brotos / explante quando adicionou 17,74 uM. L' de BAP

no meio de cultivo.

Tabela 6. Numero médio de brotagdes, cultivadas em meio de cultura MS,
suplementado com diferentes concentragcées de BAP, aos 180 dias de
cultivo, de A. fasciata e A. miniata.

Concentracdes de BAP (uM. L )

Espécies 0,00 8,87 17,74 26,63 Média
A. fasciata 1,64b A 4,10a A 1,35b A 1,12c A 2,05 A
A. miniata 0,99cB 1,79aB 1,35bA 0,76cB 1,22 B

Média 1,32 b 3,03a 1,35b 0,94 c

Médias seguidas pela mesma letra mindsculas nas linhas e maiusculas nas colunas
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey para as concentracdes e teste F para
espécies a 0.05 de probabilidade.

Para a altura média dos brotos, independente do tratamento de conservacao
submetido, verificou-se que, 0 meio de cultivo sem adicdo de regulador vegetal,
favoreceu o crescimento meédio das brotagbes, com 1,12 e 0,94 cm para A.
fasciata e A. miniata, repectivamente (Tabela 7).

Os niveis do fitorregulador empregados na fase de multiplicacdo de brotos,
proporcionou diferentes alturas de brotos, nas duas espécies testadas neste
trabalho, sendo nitidamente associada com a quantidade de BAP empregada no
meio de cultura (Figura 3). Quanto maior for a quantidade de brotos na presenca
do BAP, menor sera o tamanho. Segundo DAL VESCO (2001), niveis menores ou
a auséncia de citocininas promovem o crescimento/alongamento dos brotos em

bromélias, especificamente A. fasciata e Neoregélia carolinae.
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CANTAGALLO et al. (2005) estudando citrumelo, observaram que as
variagdes na concentragdo de BAP no meio de cultura n&o influenciaram a altura
média das brotagdes, o tratamento sem adigdo de BAP promoveu resultados
superiores aos demais tratamentos. A altura média dos brotos € uma variavel
determinada principalmente pelo meio de cultura, concentracdo e tipo do
regulador de crescimento (LEONTIEV-ORLQOV et al., 2000; PEREZ-TORNERO e
BURGOS, 2000). TANUWIDJAJA et al. (1998), verificaram que altas
concentragdes de citocininas no meio de cultivo promovem a formagéo de grande

nuamero de brotagcées em detrimento ao alongamento dos mesmos em abacaxi.

Tabela 7. Comprimento médio de brotos (cm) de A. fasciata e A. miniata em
diferentes concentragdes de BAP.
Concentracdes de BAP (uM. L )

Espécies 0,00 8,87 17,74 26,63 Média

A. fasciata 1,12a A 0,87b A 0,78c A 0,63dA 0,85 A

A. miniata 0,94a A 0,87b A 0,82cA O0,61dA 0,81 B

Média 1,03 a 0,87 b 0,80 c 0,62 d

Médias seguidas pela mesma letra minusculas nas linhas e mailsculas nas colunas
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey para as concentracdes e teste F para
espécies a 0.05 de probabilidade.

=

Figura 3. Aspecto morfogénico de A. fasciata (A) e A. miniata (B) em processo de
regenera¢do no meio de cultura MS suplementado com BAP (0,0(1) e
17,74 uM. L ™).
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CONCLUSOES

1. E possivel conservar sob crescimento lento por doze meses, plantas de A.
fasciata e A. miniata, em meio de cultura 2 MS suplementado com 43,82 mM de
manitol, € mantidas sob condi¢des de fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25
+2°C e intensidade de fluxo de fétons de 22 mmol.m?.s™ e.

2. A sacarose proporciona o maior crescimento das plantas, bem como o maior

numero de folhas verdes.

3. Os meios de conservacao mostram efeito residual em relacao a capacidade

responsiva dos explantes na multiplicac&o in vitro.

4. A concentragdo de 17,74 uM. L' de BAP proporciona as melhores taxas de

multiplicagéo, independente da espécie e meio de conservagao.

5. As espécies apresentaram comportamento diferenciado em relagdo a resposta

morfogénica in vitro.

6. Considerando o aspecto econdmico, bem como a capacidade responsiva dos
explantes ap6s doze meses de conservacdo, o0 meio mais indicado para
conservar sob crescimento lento A. fasciata e A. miniata é o 2 MS suplementado

com 43,82 mM manitol.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A conservagdo de recursos genéticos vegetais dos biomas tropicais € um
tema de importancia mundial. Enquanto muitas espécies estdo em risco de
extingdo nas regides temperadas, varias espécies desaparecem todos os dias nos
tropicos. A protecdo de espécies frente a iminente extingdo é, portanto, uma
questao prioritaria. A conservacao e o manejo da biodiversidade, mesmo em
areas protegidas nos trépicos, constituem-se em desafios complexos (Park et al.,
1998).

Assim, as técnicas de conservagao in vitro constituem-se em métodos
valiosos para a conservagao de recursos genéticos vegetais (Harding et al.,
1997). A conservacdo de plantas in vitro se baseia no cultivo das colegbes em
laborat6rio, a partir da técnica de cultura de tecidos (George, 1993). Nestas
condicoes, a conservagao de germoplasma pode ser feita a partir de mudancgas
no ambiente de cultivo para desacelerar ou suprimir totalmente o crescimento de
células, tecidos e 6rgaos. O objetivo de desacelerar o crescimento é aumentar ao
maximo o intervalo entre os subcultivos, ou estendé-los indefinidamente,
reduzindo-se assim a mao-de-obra e 0 espago necessarios para a sua
conservacgao, além de proporcionar acesso imediato a todo o germoplasma da
colecao.

As técnicas de conservagado in vitro podem, indiscutivelmente, se
constituirem em metodologias valiosas para conservagao de recursos genéticos
(Harding et al., 1997; Withers & Williams, 1998). Entretanto, existe o potencial
risco de instabilidade genética nas culturas submetidas a estas técnicas.

O crescimento na fase de recuperacdo € o indicador de sucesso mais
confidvel na conservacao in vitro. Apesar, das vantagens desta técnica os
gendtipos respondem de forma diferente. Sendo assim torna-se necessario

desenvolver procedimentos especificos para cada tipo de cultura.



59

Para a composicdo de bancos de germoplasma ex situ, ou para estudo de
qualquer natureza, portanto, devem-se retirar apenas sementes das populagdes.
O impacto da retirada de sementes & bastante reduzido, uma vez que a grande
maioria delas ndo chegam a germinar no campo (Cavallari 2004).

Segundo Mercier & Kerbauy (1995) o cultivo in vitro de sementes
possibilitam a emergéncia da planta em um tempo mais reduzido, quando
comparado ao processo natural, além de um numero muito maior de sementes
germinarem. Aranda-Peres & Rodriguez (2006) verificaram que sementes de
Achemea facilmente geminaram in vitro.

Os resultados obtidos neste estudo revelam que a elevada disponibilidade de
sementes e o percentual de germinacao in vitro de Aechmea fasciata, Aechmea
miniata, Vriesea sp e Aechmea sp possibiltam a propagacdo por meio de
sementes destas espécies, bem como, a utilizagdo dessas plantas para o
estabelecimento de germoplasma in vitro. No caso da dificuldade de germinacao,
como a Aechmea burle-marxii e Bromelia antiacantha Bertoloni, apresentadas nas
condi¢coes do estudo, é admissivel retirar individuos das populagées naturais,
desde que individuos geneticamente idénticos permanegcam na populag¢do. Vale
salientar que, neste caso, plantas ndo perfilhadas ndo podem ser retiradas de
forma alguma do seu habitat natural. Entretanto, cada gendétipo apresenta
exigéncias proprias para germinacdo, havendo freqientemente uma agéo
cinegética, entre varios fatores, propulsora deste processo.

A nao germinacdo de sementes pode ser devido a diferentes fatores, que
podem inclusive intensificar processos de dorméncia, comuns na natureza e que
muitas vezes funcionam como estratégia de sobrevivéncia (Dias, 2005).

Quanto a conservacao, verifica-se ser viavel a manutengao sob condicdo de
crescimento lento, por doze meses, plantas de A. fasciata e A. miniata, em meio
de cultura 2 MS suplementado com 43,82 mM ou 21,85 mM de manitol, e
mantidas sob condi¢des de fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 £ 2°C e
intensidade de fluxo de fétons de 22 mmol.m?.s™.

O crescimento na fase de recuperagdo do material vegetal conservado in
vitro é o indicador de sucesso mais confiavel no desenvolvimento de protocolo de
conservagao. As concentragdes e fontes de carbono utilizadas na conservagao

nao inviabilizaram a capacidade responsivas da cultura, apenas influenciaram na
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intensidade desta resposta, sendo a concentragédo de 21,85 mM de sacarose ou
manitol a de menor eficiéncia.
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